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A contaminacdo dos recursos hidricos tem causado grande impacto para o
meio ambiente. No Brasil, o Ministério da Saude através da Portaria 518 define
parametros de potabilidade, entre eles, os limites maximos permitidos para uma
série de pesticidas. Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método para a
determinacdo de pesticidas em &gua potavel, utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas com monitoramento seletivo de ions (GC-MS-
SIM). Na separacdo cromatografica foi utilizada coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um), com tempo total de andlise inferior a 30 min. Devido ao nivel de
concentracéo exigido na determinacdo de alguns pesticidas, na ordem de ng L™, foi
necessario atingir um fator de concentracdo de 400 vezes, obtido através de
extracdo em fase sélida (SPE). Ap6s uma avaliacao inicial com diferentes sorventes
e solventes foi selecionado o cartucho Strata X® de 30 mg/3 mL e diclorometano
para eluicdo. Durante o desenvolvimento do método foram realizadas otimizagfes
utiizando modelos fatoriais para avaliagdo de efeitos de variaveis pertinentes a
sensibilidade e a etapa de extracdo. A validacdo do método envolveu todos os
parametros usuais de validagcdo interna, incluindo Ilimites de deteccdo e
quantificacdo, precisdo (precisdo instrumental, repetitividade e precisdo
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intermediéria), exatidao (recuperacao), linearidade, seletividade, robustez, incerteza
de medicao, limite pratico de reportagem e faixa de trabalho. Os resultados obtidos
apresentaram limites de quantificac&o instrumental entre 1 e 37 ug L™ e limites de
reportagem do método entre 0,003 e 0,093 pg L', atendendo aos limites da
legislacdo. Apenas trés compostos apresentaram recuperacoes inferiores a 50%
(hexaclorobenzeno, aldrin e permetrina). Os demais apresentaram recuperacdes
médias entre 51 e 116%. Embora a natureza quimica diferenciada dos pesticidas
analisados dificulte uma boa recuperacdo para a totalidade dos compostos
avaliados, as precisdes intermediarias garantiram excelentes resultados estando
bem abaixo da curva de Horwitz. Fatores de correlacdo entre padrdes de
substituicdo e pesticidas permitem a correcdo de valores de recuperagcdo em
amostras, fornecendo resultados mais exatos. No estudo de robustez, o método
demonstrou ser consistente a mudancas externas devendo ser tomada uma atencao
especial para a etapa de evaporacao do solvente antes da redissolucéo. Através da
estimativa de incerteza foi possivel verificar que as principais fontes sdo as
repetitividades, as evaporacfes e a turbidez da amostra. As analises em amostras
reais satisfizeram os critérios de qualificacédo instrumental e avaliacdo de adequacéao
do sistema. A seletividade do método foi considerada adequada e avaliada através
da recuperacdo relativa de ions de quantificacdo e qualificacdo. O método foi
considerado adequado para o uso pretendido e em conformidade com a qualidade
exigida para norma ISO IEC 17025.
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The water resources contamination has caused great environmental impact
worldwide. In Brazil, the Ministry of Health through the Law 518 defines potability
parameters, between them, the maximum limits for a list of pesticides. In this work it
was developed and validated a method for a pesticide determination in drinking water
using gas chromatography coupled with mass spectrometry in selective ion
monitoring mode (GC-MS-SIM). In the chromatographic separation a HP-5MS (30 m
x 0.25 mm id x 0.25 pum) column was used, with a total analysis time below 30 min. In
agreement of the concentration level demanded in the determination of some
pesticides, in the ng L™ order, a concentration factor of 400 times was necessary,
carried through a solid phase extraction (SPE). After an initial evaluation with
different sorbents and solvents, the cartridge Strata X® of 30 mg/3 mL and
dichloromethane for the elution were selected. During the method development,
optimizations were carried out through factorial models for evaluation of variable
effects to the sensitivity and the extraction step. The method validation involved all
the usual parameters of internal validation including detection and quantification

limits, precision (instrumental precision, repeatability and intermediate precision),



Xiii

accuracy (recovery), linearity, selectivity, robustness, uncertainty of measurement,
practical reporting limit and range of application. The gotten results had presented
limits of instrumental quantification between 1 and 37 pug L™ and method reporting
limits between 0.003 and 0.093 pg L™, attending the legislation limits. Only three
compounds had presented recoveries below 50% (hexachlorobenzene, aldrin and
permethrin). The others presented average recoveries between 51 and 116%.
Although the differentiated chemical nature of the analyzed pesticides becomes
difficult a good recovery for all the evaluated compounds, the intermediate precisions
had guaranteed excellent results being well below of the Horwitz curve. Correlation
factors between surrogate standards and pesticides allow the correction of recovery
values in the samples, supplying more accurate results. In the robustness study, the
method demonstrated to be consistent to external changes having to be taken a
special attention to be solvent evaporation step before redissolution. Through the
uncertainty estimate was possible to verify that the main sources are the
repeatability, the evaporations and the sample turbidity. The analyses in real samples
had satisfied the criteria of instrumental qualification and system suitability. The
method selectivity has been considered in agreement and evaluated through the
relative recovery of quantification and qualification ions. The method has been
considered fitness for purpose and in compliance with the quality demanded by the
ISO IEC 17025.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a necessidade pelo aumento da produgdo alimenticia
tem sido uma realidade mundial. Para que os produtos sejam gerados em grandes
quantidades com pregos competitivos, exigéncia de um mundo globalizado, é
necessaria a busca pelo desenvolvimento da ciéncia e tecnologia.

Neste sentido, a quimica organica tem exercido um grande papel no
desenvolvimento de novos agroquimicos, cada vez mais efetivos e seletivos a um
determinado grupo de pragas. Os novos produtos apresentam eficacia em
concentragbes cada vez menores, mas seus efeitos residuais geram grandes
preocupacdes ambientais, representando atualmente um problema analitico em
concentragdes na faixa de ng L™.

Assim, a quimica analitica, uma ciéncia autbnoma representada por
profissionais altamente qualificados, € capaz de desenvolver estratégias analiticas
utilizando-se dos principios fisicos e quimicos presentes em diversas técnicas
instrumentais. A busca por informacdes analiticas qualificadas de amostras
ambientais é responsabilidade do quimico com formagao analitica.

Atualmente, a analise de ultra-tracos é o estado da arte em quimica analitica,
devido a necessidade da comunidade cientifica atender as novas demandas dos
varios setores industriais, das novas regulamentagdes oficiais, e principalmente da
pressao social. Os desafios presentes nas determinacbes em concentracdes
incrivelmente baixas tém sido um dos temas mais abordados nos ultimos anos.

A necessidade de determinacbes em quantidades extremamente baixas de
substancias alvo em matrizes especificas, com rapidez e economicidade, tende a
crescer em volume e diversidade a medida que ha um desenvolvimento tecnolégico
e aumento de riscos ambientais. Aliado a isso, o poder da informacéo analitica de
qualidade em conformidade com as politicas de "Garantia da Qualidade" tem sido
uma pratica de grande investimento por parte do setor industrial e &rgaos
governamentais. Assim, a valorizagdo do quimico analitico torna-se uma realidade
promissora. O dever social deste profissional esta associado a diversas areas de
atuacdo, entre elas, a quimica ambiental. A preocupagao crescente com a

preservacdo do meio ambiente devido a diminuicdo da disponibilidade dos recursos



naturais, principalmente de agua potavel, tem sido amplamente discutida e
regulamentada. No Brasil, o ministério do meio ambiente, através do Conselho
Nacional de Meio Ambiente - CONAMA, dispde da Resolugao n°® 357 de 17 de margo
de 2005 que regulamenta as disposigdes dos corpos d'agua e estabelece condi¢des
para lancamento de efluentes.

Especificamente sobre a qualidade da agua de consumo publico, o Ministério
da Saude, através da Portaria n° 518 de 25 de margo de 2004, estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padrdao de potabilidade, incluindo limites para
residuos de agrotoxicos. De acordo com essa Portaria, torna-se obrigatéria o
cumprimento do seu conteudo em todo territério nacional.

Para atender a legislagdo brasileira, € essencial a busca por métodos
analiticos que apresentem elevada sensibilidade e seletividade, grande rapidez e
produtividade em laboratério, e sem duvida, alto nivel de confiabilidade.

Os métodos oficiais de analise de pesticidas tém sido propostos a partir de
métodos padrdo de oOrgaos internacionais, como por exemplo, utilizados pela
agéncia de protegdo ambiental americana. No entanto, os métodos atuais séo
direcionados a determinados grupos de substancias com propriedades analiticas
semelhantes, fornecendo assim, diversas solu¢gdes genéricas para problemas
ambientais especificos. As principais diferengas destas metodologias podem ocorrer
por conta das técnicas de extragcédo (extragdes liquido-liquido e extracbes em fase
sélida), das técnicas de separagao (cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia em fase gasosa) e das técnicas de detecgcédo que contribuem de forma
importante para a sensibilidade e seletividade do método. Desta forma, a
implementacdo de métodos oficiais para a analise dos compostos da Portaria 518,
tem alto custo/beneficio, alta diversidade instrumental, elevado tempo de analise e
maior consumo de reagentes.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma estratégia analitica para
determinacao unificada de multirresiduo dos pesticidas presentes na Portaria 518.
Para isso, foi preciso levar em consideragao varios fatores, como a polaridade dos
compostos para a escolha do método mais adequado de extracdo, a
volatilidade/estabilidade para escolha das condigbes cromatograficas e as

propriedades de deteccao dos analitos para uma boa resposta instrumental.



Apds um estudo detalhado das propriedades fisico-quimicas dos analitos e
dos principios nos quais estdo baseadas as diversas técnicas instrumentais, foi
tracada uma estratégia analitica com a intencdo de atender os limites estipulados
pela legislagdo vigente, com menor custo e tempo possivel e alto nivel de
confiabilidade analitica.

Neste sentido, algumas necessidades surgiram: a escolha de uma técnica de
extracdo e pré-concentragdo para compostos de uma ampla faixa de polaridade;
uma técnica de separagdo com alta eficiéncia permitindo analises rapidas e
consequentemente, maior produtividade para o laboratério; e uma técnica de
detecgao com boa sensibilidade e seletividade para os compostos do escopo.

Para a preparacdo da amostra, técnicas como extragao liquido-liquido e micro
extragcdo em fase sdlida apresentam desvantagens quando comparadas a extragéo
em fase sodlida. Na primeira, o processo de particdo é dificultado devido as
polaridades dos analitos, 0 que exigiria varias etapas de extragao para uma boa pré-
concentragdo. Na segunda, também considerada uma técnica de equilibrio, a
robustez da extracdo € prejudicada frente as mudangas de matriz da mostra, como
por exemplo, a forga ibnica e principalmente a quantidade de material particulado em
suspensao. Assim, a técnica de extracdo em fase solida foi a mais indicada, pois
permite bons niveis de recuperagdo, boa robustez e excelente fator de pré-
concentracao.

Na andlise instrumental, um método unico utilizando cromatografia liquida
seria pouco promissor devido aos custos e tempos de analises, elevados. Desta
forma, a cromatografia gasosa capilar foi escolhida pela eficiéncia, possibilitando
separagdes de um grande numero de compostos em tempos de analises
adequados. A deteccao por espectrometria de massas, operando pelo modo de
monitoramento seletivo de ions, garante bons niveis de sensibilidade e seletividade
analitica, substituindo detectores seletivos como de nitrogénio e fésforo e captura de
elétrons.

Apds o desenvolvimento do método, foi realizada a validagao em trés niveis
de abrangéncia: qualificagcdo instrumental, validagdo do método e adequagao do
sistema. A qualidade da informacgao foi garantida através da estimativa da incerteza

de medicao e robustez do método.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pesticidas

A terminologia atribuida a compostos quimicos empregados no controle de
pragas que atacam a produgdo agricola tem gerado discussdes e controvérsias. O
uso da palavra pesticida tem sido amplamente difundido entre os povos de lingua
portuguesa e o vocabulario equivalente “pesticide” € usual na lingua inglesa. No
entanto, LARINI (1999) considera o termo inadequado, pois literalmente é algo que
tem o poder de destruir a peste, ou seja, qualquer doenga epidémica grave, trazendo
uma conotagdo mais de doenca do que de praga. Devido a estas razdes, sugere 0
uso do termo praguicida. Outros termos bastante comuns entre fabricantes ou
fornecedores sdo defensivos agricolas e agroquimicos, ambos com sentido bem
mais amplo e menos “agressivo” a opiniao publica (SINDAG, 2007).

Em citacdo, a legislagao brasileira através da lei 7802 de 1989 define:

Agrotoxicos e afins: produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgéo, no armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composic¢ao da flora ou da fauna a fim de preserva-las da agcédo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento (ANVISA, 2007).

Desconsiderando-se o rigor das definicbes acima, nesta dissertagdo faz-se o
uso de qualquer um dos termos citados, assumindo para os mesmos, significados
equivalentes.

Definicdes a parte, uma breve retrospectiva nos traz registros da utilizacao de
agrotoxicos desde 1000 anos antes de Cristo, onde Homero, na Grécia antiga
escreveu sobre o uso de enxofre elementar no controle de pestes agricolas. Desde
entdo, diversos outros relatos de compostos inorganicos surgiram até a descoberta
das propriedades inseticidas do DDT - 2,2 bis(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano por Paul
Muller na Basiléia, Suica em 1939, embora Othmar Zeidler tenha sido o primeiro a
sintetizar o DDT em 1873, com outros objetivos. A importancia do DDT no combate
de uma enormidade de vetores de doengas, bem como pragas que atacavam

lavouras e animais rendeu a Paul Muller o prémio Nobel de medicina em 1948 e este



composto é considerado um marco na metodologia de controle de pragas (RIOS DO
BRASIL, 2002; LARINI, 1999).

Assim, este novo periodo marcado pela Segunda Grande Guerra
revolucionou a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos organicos com
propriedades praguicidas. Atualmente, existem mais de 1100 nomes usuais de
pesticidas aprovados pela ISO — Organizagao Internacional para Padronizacdo, do
inglés International Organization for Standardization, sendo divididos em 24 grandes
grupos e subdivididos em inumeras classes quimicas, evidenciando a busca por
especificidade no combate a organismos nocivos para a produgao econémica e
saude publica. As informagdes oficiais sobre nomenclatura e classificagdo de
pesticidas devem estar de acordo com a ISO 1750, que foi estabelecida com o
objetivo de guiar a comercializagdo e as publicagdes cientificas e populares em todo
o mundo (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2007).

Para um melhor entendimento, a classificagcdo dos praguicidas é geralmente
relacionada com os organismos vivos envolvidos em sua aplicagdo e sua estrutura
quimica. Neste contexto, existem grupos de inseticidas, herbicidas, fungicidas,
acaricidas entre outros. Estes grupos sao subdivididos de acordo com suas fungdes
quimicas podendo ser, por exemplo, inseticidas organoclorados, inseticidas
organofosforados, inseticidas carbamatos, etc. (LARINI, 1999).

Apoés esta rapida introdugdo conceitual e historica do desenvolvimento de
pesticidas é importante registrar a enorme importancia que estes compostos tém
exercido no modelo de producao atual. A aplicacdo de defensivos agricolas age
diretamente no aumento da producédo de alimentos e na diminuicdo de custos de
producdo e mao-de-obra. Além disso, os pesticidas podem atuar de forma decisiva
no combate a epidemias como malaria, dengue e outras doengas transmitidas por
insetos (MARTINS, 2004).

Segundo dados da Associagao Brasileira da Industria Quimica, o Brasil
apresentou um faturamento de 72 bilhdes de ddlares em 2005, ocupando a nona
posicao da industria quimica mundial, contribuindo com 3,5% do PIB — Produto
Interno Bruto, brasileiro. Deste faturamento, 4,0 bilhdes de ddélares foram
contribuigdes da producao de defensivos agricolas (ABIQUIM, 2007).

De acordo com GALLI et al. (2006), dados estatisticos recentes mostram que

a producdo mundial de pesticidas cresce intensamente ano a ano, colocando o



Brasil como o oitavo maior consumidor do mundo. Somente no ano de 2003, nosso
pais langou ao meio ambiente 160,1 mil toneladas de agroquimicos.

Embora seja evidente a importancia de agrotoxicos no sistema produtivo, sua
aplicagao pode gerar grandes problemas para saude e meio ambiente. Os pesticidas
sdo toxicos, podendo ser carcinogénicos, mutagénicos e mimetizadores de
hormonios; sdo aplicados em grandes quantidades, em areas bastante extensas, e
geralmente possuem persisténcia no meio ambiente. A Organizagdo Mundial da
Saude calcula em 20 mil o numero anual de &bitos em consequéncia da
manipulacao, inalagdo e consumo indireto de pesticidas, a maioria em paises de
terceiro mundo (MARTINS, 2004; CRQ-V, 2006).

Desta forma, a contaminagdo de recursos hidricos que outrora foi
subestimada, tanto para aguas subterrdneas como para aguas de superficie, hoje
representa uma preocupacao ambiental presente devido aos novos compostos com
maior solubilidade em agua, como por exemplo, os herbicidas (MARTINS, 2004).
Assim, novas politicas foram criadas para reduzir a contaminacéo hidrica e limites
legais foram estabelecidos por érgéos internacionais como a US EPA - Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos, do inglés Environmental Protection Agency
e EEC — Comissdo Ambiental Européia, em inglés, European Environmental
Comission (US EPA, 2006; EEC, 2006).

No Brasil, o Conselho Nacional de Meio Ambiente através da Resolugdo n°
357 estabelece condicbdes para langamento de efluentes, enquanto o Ministério da
Saude, através da Portaria 518, estabelece o controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e obriga o cumprimento do seu conteudo em todo
territorio nacional (CONAMA, 2005; MS, 2004).

Novas iniciativas, como a criagdo da Camara de Agrotdxicos do Conselho
Regional de Quimica da 5% Regido em 2006, reforcam também a importancia de

estudos no ambito da quimica analitica ambiental na regido (CRQ-V, 2006).

2.2 Legislacao - Portaria 518 (MS)

A Portaria 518, de 25 de Margco de 2004, de autoria do Ministério da Saude

dispbe sobre procedimentos e responsabilidades inerentes ao controle e a vigilancia

da qualidade da agua para consumo humano.



Os padroes de potabilidade abrangem uma série de parametros
microbiolégicos, fisicos e quimicos. No artigo 14, a norma relaciona um conjunto de
substancias quimicas que representam risco a saude. A Tabela 1 mostra o conjunto
de agrotdxicos e seus VMP - Valores Maximos Permitidos, previstos pela Portaria
518.

Tabela 1 — Agrotdxicos controlados pela Portaria 518

AGROTOXICOS Valor M&ximo Permitido (VMP), ug L™

Alaclor 20,0
Aldrin e Dieldrin 0,03
Atrazina 2
Bentazona 300
Clordano (isémeros) 0,2
24D 30
DDT (isbmeros) 2
Endossulfan 20
Endrin 0,6
Glifosato 500
Heptacloro e Heptacloro epdxido 0,03
Hexaclorobenzeno 1
Lindano (y-BHC) 2
Metolacloro 10
Metoxicloro 20
Molinato 6
Pendimetalina 20
Pentaclorofenol ]
Permetrina 20
Propanil 20
Simazina 2
Trifluralina 20

Fonte: MS, Portaria 518 (2005)

2.3 Andlise de agua potavel visando a determinacao de pesticidas

Ao definir uma estratégia analitica para determinagcdo de pesticidas é
importante observar ndo somente as propriedades dos analitos, mas também as

caracteristicas da matriz da amostra, neste caso, agua potavel.
2.3.1 Matriz da amostra

A legislacdo brasileira define agua potavel como: “agua para consumo
humano, cujos parametros microbiolégicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam
ao padrao de potabilidade e que nao oferecam riscos a saude.” Esta definicdo é
rigorosamente sustentada por uma diversidade de parametros que, se atendidos,

caracterizam a potabilidade de uma amostra de agua (MS, 2004).



Segundo o MS — Ministério da Saude (2004) por meio da Portaria 518, a
turbidez € um importante parametro para garantir a qualidade da agua, tendo como
limite 5 UT e devendo estar abaixo de 1 UT em mais de 95% das amostras. Em
analise de pesticidas, a turbidez (paréametro indicativo de material particulado em
suspensao), esta associada a carga de matriz da amostra aceitavel dentro dos
padrdes de potabilidade.

Outro parametro importante € o pH, que deve estar entre 6,0 e 9,5, ja que é
conhecido seu efeito no deslocamento do equilibrio quimico em processos de
extracao (MS, 2004). Assim, amostras nestas condi¢gdes podem ser consideradas

aptas para as analises de pesticidas previstas na legislagao.

2.3.2 Propriedades dos analitos

Os compostos relacionados neste estudo foram escolhidos com base na
necessidade do monitoramento de agua para consumo humano e cumprimento da
legislacdo vigente. Este grupo de agrotdxicos apresenta caracteristicas fisico-
quimicas distintas, no que se refere a polaridade, volatilidade ou ainda nas
propriedades de deteccgao.

Assim, para o desenvolvimento de métodos analiticos, deve-se explorar as
propriedades fisico-quimicas dos analitos visando alta seletividade e sensibilidade
na deteccdo, melhores desempenho de extragao e pré-concentracdo, maior rapidez
no procedimento analitico e menor custo de analise.

A seguir, a Tabela 2 mostra a identificagdo do grupo de compostos
estudados.

Tabela 2 — Identificagdo do grupo de compostos selecionados

Nome Comum Grupo Classe Massa Molar Estrutura
(g mol™)
o]
Cl—CH,—C’ /CH,
\
. . N—~CH;—0O
Alaclor herbicidas cloroacetanilida 269,8 CHy—H,C CHy—CHy
e
Ct a
Aldrin inseticidas ciclodieno 364,9 ~




a
Cl .
Dieldrin inseticidas ciclodieno 380,9 ( %Tl
o &l
{
CI\IIN\“/N—CH,—CH,
Atrazina herbicidas clorotiazina 215,7 N AN
" N\(liH—CH,
CH,
H
| o
N
Bentazona herbicidas - 240,3 Poﬁc“s
.,
el
0 Cﬁ;
c
cl \a a
Clordano inseticidas ciclodieno 409,8 S~ .
cl
c
24D herbicidas fenoxiacético 221,0 '\O\,
—cHh—
<] OH
acaricidas organoclorado CI@@l
DDT o 354,5 I
inseticidas CI’EI\CI
Cl
1
acaricidas LG
Endossulfan organoclorado 406,9 =l v
inseticidas
¢ cl
<l
cl a
Endrin inseticidas organoclorado 380,9 «
ca a
cl
A _
N\
Heptacloro inseticidas organoclorado 373,3 :)
';,v:\H
cl
Heptacloro S NS
L inseticidas organoclorado 389,3 )
epoxido B /
le H
Cl
] cl
Hexaclorobenzeno fungicidas aromatico 284,8
c cl

Cl
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acaricidas
Lindano inseticidas organoclorado 290,8
(Y-BHC) .
rodencidas
Metolacloro herbicidas cloroacetanilida 283,8
H
o [ Q
Metoxicloro inseticidas organoclorado 345,7 no Y ey
Cl (I:l Cl
» . A
Molinato herbicidas tiocarbamato 187,3 N—C
' s—cn—an,
il
NO, (l:H’
Pendimetalina herbicidas dinitroanilina 281,3 o N,c“_c“z_c“a
' M
CH, NO,
of
fungicidas a ol
Pentaclorofenol herbicidas organoclorado 266,3
inseticidas o
cl
Cl
c1—c£ D‘
acaricidas piretréide TN
Permetrina . . 391,3 S<
inseticidas A p
0
CH,—cH,—c‘:
N—-H
Propanil herbicidas anilida 218,1
Cl
<l
|
Cl —CH,—CH,
algicidas o 1/"
Simazina . clorotriazina 2017
herbicidas N\I/N
Mo, —a,
NO;
i FH—CH—CH,
Trifluralina herbicidas dinitroanilina 335,3 F—C N
||: CH;—CH;—CH,

NO,

Fonte: Compendium of Pesticide Common Names (2007).

Algumas das propriedades fisico-quimicas de interesse ambiental e analitico

destes compostos podem ser visualizadas na Tabela 3.



Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas do grupo de compostos selecionados.

11

Nome Comum Solubilidade LogP pKa Presséo de Constante Meia Constante Potencial
em agua (Kow) Vapor de Henry vida desorcéo de
(20 °C, mg L’l) (20 °C, mPa) (25 °C, Pa agua (Koc) lixiviagdo
m®mol™)
Alaclor 240 309 0,62 2,9 32010°  0,5°° 124 2,19
Aldrin 0,027 6,50 - 3 1,72 10" - 17500 -0,35
Dieldrin 0,14 3,7 - 0,024 6,50 10 - 12000 -0,25
86°
Atrazina 35 2,7 1,7 0,04 1,50 10 0 gh 100 3,75
Bentazona 570 046 3,28 0,17 7,20 10 4° 51 2,55
Clordano 0,1 2,78 - 1,3 5,33 10° - 20000 -0,77
24D 44558 -0,83 2,87 0,0187 1,30 10®° 13° 56 2,25
DDT 0,00001 6,91 - 0,025 8,43 10" - 100000 -3,79
Endossulfan 0,32 3,13 - 0,83 1,48 10° 20° 11500 -0,10
Endrin 0,24 3,2 - 0,09 1,48 10" - 10000 0
Heptacloro 0,056 5,44 - 53 3,563 10° - 24000 -0,93
Heptacloro epoxido - - - - - - - -
HCB 0,005 3,93 - 1,45 1,03 10 - 50000 -2,31
467°
Lindano 8,52 3,69 - 4,34 1,50 10" o8P 1100 2,00
Metolacloro 530 34 - 1,7 2,40 107 - 200 2,21
Metoxicloro 0,1 5,83 - 0,08 2,00 102 - 80000 -1,88
Molinato 1100 2,86 - 500 6,87 10"  28*° 190 2,49
b
Pendimetalina 0,33 52 2,8 1,94 2,73107 21 15744 -0,39
PCF 1000 332 4,71 16000 43010" 0,03 30 4,54
31°
Permetrina 0,2 6,1 - 0,045 1,89 10" " 100000 -1,11
365°
Propanil 225 2,29 - 0,02 1,74 10 0.5 400 0,42
96°
Simazina 5 23 1,62 8,13 5,60 107 19° 130 3,69
365°
Trifluralina 0,221 5,27 - 9,5 10,2 0.4b 8765 0,13

2 hidrélise neutra, ° fotoxidagao
Fonte: FOOTPRINT Pesticide Properties Database (2007)

Para melhor entendimento das propriedades fisico-quimicas apresentadas na

Tabela 3, um resumo da interpretacdo dos parametros € fornecido na Tabela 4.
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Tabela 4 — Interpretacao das propriedades fisico-quimicas

Propriedades fisico-quimicas

Critérios para interpretacédo

Significado

Solubilidade em agua (mg L)

< 50 = Baixa
50 - 500 = Moderada

Quantidade maxima por volume
de agua.

> 500 = Alta
Coeficiente de particao < 2,7 = Baixa Bioacumulagao
octanol-agua (log P) 2,7 — 3 = Moderada

> 3,0 = Alta

Constante de dissociagao
(pKa a 25 °C)

Nao classificado

Indica o equilibrio quimico para
a dissociagao acida em solugao
aquosa (sensivel ao pH)

Pressao de vapor
(20 °C, mPa)

> 1 10" = n3o-volatil
110™-1 10 = estado
intermediario

<110™ = volatil

Indica volatilidade da substancia
pura a temperatura de
referéncia.

Constante de Henry > 100 = volatil Indica volatilidade da substancia
(25 °C, Pa m® moI'1) 0,1 - 100 = moderadamente em solugao a temperatura de
volatil referéncia.
< 0,1 = ndo-volatil
Degradacao em fase aquosa <1 =rapida Importante pardmetro ambiental

(meia vida)

1 - 14 = moderadamente rapida
14 - 30 = Lenta
> 30 = estavel

e analitico (estabilidade de
amostra)

Constante de sorgéo carbono-
organico (Koc)

< 15 = muito movel

15-75 = movel
75 - 500 = moderadamente
movel

500 - 4000 = levemente movel
> 4000 = ndo-moével

Indica a tendéncia de sorgao
em particulas, retardando
mobilidade e podendo aumentar
persisténcia e protecao a
degradagéo.

Potencial de lixiviagao

> 2,8 = lixiabilidade alta
2,8 - 1,8 = estado de transicao
< 1,8 = lixiabilidade baixa

Dissolucao e transporte de
material por percolagao de
agua.

Fontes: FOOTPRINT Pesticide Properties Database (2007) e OSU Extension
Pesticide Properties Database (2007)

As informacgdes obtidas através das Tabelas 3 e 4 fundamentam propriedades

importantes que daréo suporte para estratégia analitica desenvolvida neste trabalho.
Informagdes complementares podem ser obtidas na internet através dos sites PAN
(2007), NIST (2007), Codex Alimentarius (2007) e US EPA (2007), em meio
impresso LARINI (1999) e digital Pesticide Manual (2000-2001).

2.4 Andlise de pesticidas na atualidade

Atualmente, devido a diversidade de pesticidas, surgiu a necessidade de
analises multirresiduais de uma grande variedade de principios ativos de classes
quimicas diferentes. A sensibilidade de métodos analiticos capazes de garantir
controle em niveis aceitaveis de eco toxicidade melhorou tanto em técnicas

instrumentais, como em metodologias de extragao e pré-concentragao.
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A quimica analitica ambiental vem estabelecendo um importante papel sécio-
cientifico, interagindo diretamente com as politicas ambientais, com a necessidade
de producido alimenticia e combate as doencgas. Atualmente, o monitoramento
ambiental tem exigido procedimentos analiticos rapidos, de baixo custo e de alta
confiabilidade.

Neste sentido, as abordagens sao geralmente direcionadas conforme o
problema e a demanda. No caso do monitoramento de agua para consumo humano,
a exatidao é fundamental, pois os riscos e os custos de recuperacao ambiental sao
elevados (MARTINS, 2004). Porém, a produtividade laboratorial deve ser elevada,
permitindo atender uma grande demanda com baixo custo. A faixa de trabalho deve
ser ampla, pois em um mesmo ensaio 0s niveis de monitoramento variam de
miligramas a nanogramas por litro de acordo com os VMP dos analitos (MS, 2004).

Para atender as novas demandas, uma série de técnicas de extracao, pré-
concentracdo e purificagdo da amostra, assim como técnicas de identificacdo e
quantificacdo dos analitos tém sido exploradas na literatura (LAPRW, 2007).

As técnicas de SPE - Extracdo em Fase Sodlida, do inglés Solid Phase
Extraction tém se desenvolvido em uma diversidade de formas, fases estacionarias,
automacao e configuragdes. Atualmente, metodologias empregando SPE tém sido
preferidas em substituicdo a extracdo liquido-liquido classica. Além disso, as
extracbes em fase soélida permitem boa aplicabilidade em uma ampla faixa de
polaridade e elevados fatores de pré-concentragao (LANCAS, 2004).

Apds um bom processo de extragdo, pré-concentracdo e purificagdo da
amostra, surge a necessidade de técnicas analiticas rapidas e de baixo custo,
sensiveis, de modo a atender as exigéncias legais, e seletivas para garantir uma
resposta qualitativa e quantitativa segura.

Neste sentido, a cromatografia apresenta-se como técnica de separagao
fundamental para uma boa detecg&o. As técnicas cromatograficas estdo divididas
em dois importantes grupos: cromatografia liquida e cromatografia gasosa. Quando
possivel, a cromatografia gasosa € preferida, pois via de regra apresenta melhor
eficiéncia e rapidez, além de menores custos de operacdo e menor consumo de
solventes organicos. No entanto, compostos n&o-volateis, de alta polaridade ou
degradaveis termicamente devem ser analisados através da cromatografia liquida ou

por meio de derivatizagdes que possibilitam sua volatilizacdo estavel.



14

A detecgdo e quantificacdo de analitos sado realizadas apdés a separagao
cromatografica e devem levar em consideracao as propriedades fisico-quimicas dos
compostos de interesse, minimizando a resposta de interferentes presentes na
matriz da amostra.

Para explorar um pouco mais as caracteristicas dos detectores, podemos
pensar em sua universalidade, ou seja, sua capacidade de produzir respostas a
todas as substancias eluidas. Neste caso, em cromatografia gasosa um exemplo de
detector universal é o detector de condutividade térmica e outro “quase” universal é
o detector de ionizagdo em chama, que responde a qualquer composto com ligagdes
carbono-hidrogénio. No entanto, estes detectores s&o relativamente pouco sensiveis
e suscetiveis ao efeito da matriz da amostra.

Como alternativa aos detectores universais em analises de tragcos sao
preferidos os detectores seletivos, ou seja, aqueles que produzem respostas apenas
a determinadas caracteristicas dos analitos. Como exemplos destes detectores em
cromatografia gasosa s&o citados os detectores de captura de elétrons, que
produzem boas respostas apenas a compostos halogenados (ricos em elétrons) e
detectores de nitrogénio e fosforo, que por sua vez produzem boas respostas a
presenca destes atomos em compostos sob analise. Na cromatografia liquida, os
detectores seletivos séo, por exemplo, o eletroquimico que responde as reacoes de
oxi-redugcao em potenciais especificos, o de fluorescéncia que responde as estas
propriedades de emissdo do analito e o ultravioleta que responde apenas aos
grupos cromoforos em compostos aromaticos ou com duplas conjugadas.

Porém, na ultima década a espectrometria de massas tem exercido papel
fundamental na analise de tracos e ultra-tragcos de uma infinidade de pesticidas em
matrizes complexas. O volume de publicagdes cientificas utilizando a espectrometria
de massas acoplada a cromatografia liquida e gasosa vem crescendo muito nos
ultimos anos. Atualmente eventos importantes da area evidenciam esta
popularidade, trazendo, na maioria dos trabalhos, a utilizacdo destes detectores
(LAPRW, 2007). E toda esta procura apresenta uma razdo bastante compreensivel.
Os detectores de massas apresentam uma dualidade interessante, pois podem ser
universais e seletivo-especificos ao mesmo tempo, além de extremamente
sensiveis. As caracteristicas e vantagens destes equipamentos serdo exploradas
adiante. Outra razdo para o seu sucesso € o desenvolvimento de espectrometros
135
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mais “baratos” como os quadrupolos, que sao acessiveis para laboratorios
universitarios e de empresas de médio porte.

As novas tendéncias na analise de residuos de pesticidas apontam para a
diversificacdo de configuragcbes e otimizagdo dos espectrdmetros de massas como
detectores de disseminagao mundial. Outras tendéncias apontam para uma maior
eficiéncia de separagdes em cromatografia liquida e gasosa com maior velocidade
de aquisicao de dados permitindo analises mais rapidas. Analises multidimensionais
ja estdo sendo comercializadas com melhora de seletividade em matrizes complexas
(LAPRW, 2007). A cromatografia unificada LC/GC esta sendo estudada e promete
um grande campo para aplica¢des futuras (MUHLEN, et al., 2004).

2.5 Etapas do processo analitico

O processo analitico pode ser dividido em quatro etapas que sao igualmente
importantes na determinagdo do resultado final: amostragem, preservacdo da

amostra, preparo da amostra e analise.

2.5.1. Amostragem e estocagem da amostra

A informacdo analitica de qualidade depende de varios fatores. O primeiro
passo para um bom resultado € o conhecimento tedrico sobre as propriedades do
analito e da matriz da amostra. Em analises ambientais € importante ter também, um
conhecimento da dindmica ambiental e das variaveis que podem afetar os niveis de
analito na amostra. Assim, no monitoramento de pesticidas € importante ter em
mente fatores como, local de coleta, época do ano, cultivos associados, periodos de
chuvas entre outros.

O processo de amostragem € extremamente importante, pois a amostra deve
ser homogénea e representativa. Um plano de amostragem deve ser
estatisticamente estabelecido para monitoramento de rotina (CAC/GL 50-2004,
2004). A Portaria 518 estabelece a freqliéncia e numero minimo necessario de
amostras para seu cumprimento (MS, 2004).

Porém, ndo é apenas a representatividade da amostra que interessa ao
analista, mas também a sua integridade até o momento da analise. A preservagao,

os cuidados com contaminagbes e a manipulagdo sao pontos essenciais para
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resultados confiaveis. Sobre a etapa de preservacdo da amostra, MITRA et al.
(2003) traz uma excelente abordagem. Especificamente sobre a preservacédo e
estocagem de amostras de agua, um bom artigo foi publicado por SLIWKA-
KASZYNSKA et al. (2003).

Outro aspecto importante € a preservagao dos padrdes analiticos. Atualmente
esta sendo discutida, com maior énfase, a revalidagao de padrdes, onde estudos
tém demonstrado a grande estabilidade de um elevado numero de pesticidas ao
longo dos anos (KOK et al., 2007; MASTOVSKA et al., 2004).

2.5.2 Preparo da amostra

O preparo da amostra é parte indispensavel no processo analitico, ja que
dificilmente as amostras podem ser analisadas diretamente na forma em que se
encontram. Por vezes, esta preparagao envolve inumeros passos de manipulagao,
como transferéncias, diluicdes, extragcdes e enriquecimentos. Consequentemente,
estes procedimentos contribuem para maiores erros randémicos e sistematicos
durante o preparo da amostra, do que durante a anadlise instrumental. Segundo
MITRA et al. (2003), uma detalhada analise de erros mostrou que 75% da incerteza
foi atribuida ao processo de SPE, enquanto 24% foi devido a calibragcédo e 1% a
afericdo de volumes. Neste sentido, € conveniente considerar os aspectos
estatisticos dos erros, como a regra de propagacédo de incerteza. Ao minimizar o
numero de etapas estaremos contribuindo para melhores resultados, assim como ao
utilizar técnicas e materiais adequados nas diversas etapas da marcha analitica
(MITRA et al., 2003).

2.5.2.1 Fundamentos da extracao

Os principios que governam os procedimentos de extragdo foram publicados
de forma extensiva por WELLS (2003). Segundo a autora é importante conhecer as
propriedades quimicas dos analitos, assim como, as propriedades do meio liquido
em que estdo dissolvidos e a fase extrativa gasosa, liquida, supercritica ou sdlida
utilizada para promover a separagao.

De todas as propriedades dos analitos, cinco sao consideradas fundamentais

para a teoria das extragdes: pressdao de vapor, solubilidade, peso molecular,
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hidrofobicidade e dissociacéo acida. Estas propriedades determinam o transporte de
substancias no corpo humano, no sistema ambiental ar-agua-solo e no transporte
entre fases imisciveis no processo de extragao analitica (WELLS, 2003).

Assim, um soluto X dissolvido em uma fase liquida A em contato com uma

fase imiscivel B estabelece um equilibrio quimico:

Xa=Xp (1)

A constante de equilibrio ou lei de distribuicdo de Nernst é representada por:

-

A funcgao do analista € promover o deslocamento do equilibrio quimico para a
direita, Equacéao (1), de forma a conseguir um maior valor de K, na Equagéao (2), ou
seja, maior eficiéncia de extragao.

Assim para estudo de fugacidade de uma substancia X da fase liquida L para

a fase gasosa G aplica-se a lei da constante de Henry (H') expressa pela Equagéo

(3):

1=k, - s (3)

A pressado de vapor nao deve ser confundida com a lei de Henry, pois se
refere ao equilibrio da substancia pura em estado sélido ou liquido com seu estado
gasoso, ou seja, a pressdao de vapor diz respeito as forgas de atracédo
intermoleculares da substancia pura.

Outro importante parametro é a solubilidade, que representa a quantidade
maxima que uma substancia pode ser dissolvida em outra. A solubilidade pode ser
determinada experimentalmente ou estimada pela estrutura molecular.

Estudos sobre a hidrofobicidade também tem despertado interesse tanto no
entendimento de processos de extracdo, como nos processos de transporte
ambiental e biodisponibilidade. Ainda s&o bastante discutidos os mecanismos para o
entendimento destes efeitos. No passado atribuia-se a atragdes ndo polares, mas a
idéia de “semelhante-atrai-semelhante” ndo € a mais importante atualmente. A
principal causa da hidrofobicidade tem sido atribuida a grande for¢ca de atracédo das
moléculas de agua (WELLS, 2003).
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O parametro estudado para avaliar este efeito, equacdes (4) e (5), € o

coeficiente de particdo n-octanol-agua Koy:

[x )
K,, =K, =1+ (4)
ow D [X]W
Ou em escala logaritmica
log Kow ou log P (5)

Em uma outra abordagem, o carater acido-base do soluto e o pH da fase
aquosa determinam a distribuicdo da espécie ionizada-neutra em solugcdo. Uma
forma de estabelecer a relagdo entre pH e a distribuicdo das espécies neutras HA e

ionizadas 4" é utilizando a equagao de Henderson-Hasselbach, Equacao (6):

pH = pK , + |091M (6)

[#14]
Ou seja, quanto mais acida a solugao mais favorecida estara a forma neutra e

mais soluvel na fase organica em um processo de extragao por parti¢ao.
2.5.2.2 Técnicas de extracao e pré-concentracao

Apds a amostragem, o manuseio e a estocagem é preciso transformar a
amostra de forma que ela fique adequada para analise. Nesta etapa surge a
extracdo dos constituintes em analise, de uma matriz complexa, a concentracdo dos
constituintes diluidos em niveis que eles possam ser medidos e as eventuais
derivatizagbes para que possam ser detectados (HARRIS et al., 2001).

Existe atualmente uma infinidade de técnicas de extracdo empregadas em
analises de pesticidas (FERNANDEZ-ALBA, 2005). Os métodos oficiais tém sofrido
revisdes e adaptagdes visando atender novos objetivos analiticos, porém sempre
existe um atraso nas atualizagdes metodoldgicas de grandes instituicdes. LEBLANC
(2001) escreveu uma revisédo de técnicas de preparo da amostra publicadas pela US
EPA.

Uma das técnicas mais difundidas nas ultimas décadas foi a LLE — Extragao
Liquido-Liquido, do inglés Liquid-Liquid Extraction, que esta baseada nas teorias de
equilibrio quimico descritas anteriormente. A LLE convencional é realizada por meio

de dois solventes imisciveis, geralmente uma fase aquosa e outra organica. A fase



19

original, contendo o analito e a fase extratora, sdo colocadas em um funil de
separagao e agitadas para promover a interagao e transferéncia de analito entre as
fases (LANCAS, 2004). A eficiéncia da extragdo envolve a constante de equilibrio do
soluto entre as fases e suas quantidades relativas. Por se tratar de estagios de
equilibrio, geralmente este processo é repetido algumas vezes para que haja maior
transferéncia de analito. Os analistas que empregam a LLE tém experimentado
dificuldades, como a exposicdo a grandes volumes de solventes organicos,
formagdo de emulsdes, geracdo de residuos e uso excessivo de vidraria. Com o
objetivo de minimizar estes problemas e aumentar a eficiéncia de extragao, criaram-
se processos que utilizam ultra-som ou microondas.

Mais recentemente, a extracdo acelerada com solvente, ou ainda, extragao
com solvente pressurizado sao alternativas mais eficientes. Estas técnicas utilizam
temperatura e pressao elevada diminuindo a viscosidade dos solventes e
aumentando a interagdo entre as moléculas, utilizam menor quantidade de solvente
e produzem extragdes sequenciais totalmente automatizadas (WELLS, 2003).

Avangos recentes no desenvolvimento de técnicas de extragao
disponibilizaram uma vasta gama de possibilidades e associagbes. Para solutos
volateis, técnicas como Purge&Trap, Headspace e dessorgao térmica sao utilizadas.
No entanto, a SPE - Extragdo em Fase Solida, do inglé Solid Phase Extration, SPME
— Micro Extragdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Micro Extration e SBSE -
Extragdo por Barras Sortivas, do inglés Sortive Bar Solid Extration tém sido as
técnicas mais promissoras e amplamente estudadas em analise de pesticidas na
ultima década (MAJORS, 2003).

2.5.2.2.1 Extracdo em Fase Sélida (SPE)

A SPE refere-se a uma técnica de nao-equilibrio, de alto poder de retencéo
dos compostos presentes em um liquido e subsequente recuperacao, através da
eluicdo de analitos de interesse. Esta técnica utiliza os mesmos principios da
cromatografia liquida, porém com material simplificado e de menor custo (WELLS,
2003).

Matematicamente, a forte afinidade do analito com a fase sdlida gera um valor
de Kp, Equacao (2), tendendo ao infinito. Quando um volume de solvente apropriado

€ utilizado na eluigdo, o valor de K, tende a zero, e os analitos sdo eluidos. Neste
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sentido, a SPE é considerada uma “cromatografia digital” por representar extremos
de “tudo-ou-nada” (fazendo uma analogia as informagdes digitais: “zero-e-um”)
(WELLS, 2003).

Desde a década de 1970, quando a Waters Corporations colocou em pratica
a SPE, as principais vantagens em relagao LLE tem sido:

e Reducgao do tempo de analise;

e Reducao de custos;

¢ Diminuigdo do consumo de solventes e geragao de residuos;

e Diminuicdo da exposigédo do analista a solventes organicos;

¢ Reducgao do potencial de formacao de emulsées;

e Aumento de produtividade devido a automacao simplificada;

e Elevado fator de pré-concentracgao;

o Elevadas recuperagodes;

o Elevada repetitividade;

e Possibilidade de extragdes seletivas;

e Possibilidade de aplicagao on-line;

e Possibilidade de isolamento de matriz;

e Aplicavel a uma ampla faixa de polaridade.

KURZ (2007) fez um levantamento bibliografico mostrando o crescimento a
utilizagcado da técnica de SPE no periodo entre 1983 e 2006. Este estudo mostrou
que o numero de publicacbes de 2006 foi de aproximadamente 700, enquanto em
2000 era em torno de 350 e em 1993, menor que 150. Outro dado interessante € o
numero de publicagdes desta técnica em relagdo a amostra, mostrando sua grande
utiizacdo em amostras de agua. No periodo de 1995 a 1999, foram
aproximadamente 450 correspondendo a um terco do numero total de publicacbes
no periodo. No mesmo periodo, o numero de publicagdes relacionadas a SPE em
pesticidas foi de aproximadamente 220, sendo responsavel pela grande maioria dos
analitos extraidos por este tipo de técnica.

As comparacgbes de SPE versus LLE podem ser encontradas na literatura
(WELLS, 2003; LANCAS, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005).
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Segundo LANCAS (2004), as etapas da SPE podem ser divididas em:

e Condicionamento do cartucho: E uma etapa de ativagdo do material do

cartucho com solvente apropriado, geralmente indicado pelo fabricante,
pois depende do material da “fase soélida”. Assim como na cromatografia
liquida, € importante que o material contido no cartucho n&o seque, pois
problemas como caminhos  preferenciais comprometerdao a
reprodutibilidade da extracao.

e Adicdo da amostra (percolacdo): A transferéncia da amostra deve ser

quantitativa para ndo comprometer a reprodutibilidade da extracdo. A
velocidade de aplicagdo da amostra pode ser critica e idealmente deve ser
lenta com fluxo de 2 mL min™. Isto pode ser conseguido pelo controle de
vacuo ou pressao aplicada.

e Remocao dos interferentes: Esta etapa também conhecida como lavagem

com solvente, visa eliminar os interferentes com um solvente que nao
tenha forca suficiente para eluir os analitos. A escolha ideal é o préprio
solvente da amostra e fatores como quantidade de solvente orgéanico,
concentragao salina e ajuste de pH podem favorecer esta etapa.

e Eluicdo do Analito: Na etapa de eluigdo, geralmente os analitos de

interesse sdo recuperados em um pequeno volume de solvente
apropriado. A escolha do solvente deve permitir eluicdo dos analitos,
mantendo retidos interferentes remanescentes. O procedimento deve ser
executado pela passagem de, no minimo, duas aliquotas permitindo um
tempo de interagdo. Quando ha imiscibilidade entre solventes, uma etapa

de secagem do cartucho é realizada antes da etapa de elui¢do.

As diferencas entre os diversos formatos de SPE, assim como suas
vantagens, podem ser melhor compreendidas através dos artigos de MAJORS
(2001) e POOLE (2003).
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O esquema da extracdo em fase soélida € mostrado na Figura 1.

Solvente Agua Amostra Agua Solvente
o0
Oz
EFI o St
T RAl T REE Tr
o
Condicionamento  Equilibrio Percolacéo da Remoggo dos EIuig:l:aLo dos
amostra interferentes analitos

Figura 1 — Esquema de extragdo em fase soélida (SPE)

Para o bom entendimento do mecanismo de separagao € preciso entender as

principais forcas quimicas existentes entre as moléculas do analito e as moléculas

da fase solida:

Forcas ibnicas: Sao forcas de carater eletrostatico que ocorrem

principalmente em processos de troca idnica, entre grupos polares
existente em uma matriz polimérica e ions presentes em solugao.

Ligacdes de hidrogénio: Acontece quando o atomo de hidrogénio faz

ligacdes covalentes com atomos bastante eletronegativos e relativamente
pequenos. Este tipo de interacdo é muito forte e representa um problema
na extragdo com sorventes a base de silica, pois varios analitos sao
fortemente adsorvidos pelos grupos silandis. Geralmente os fabricantes
utilizam técnicas de “capeamento” destes grupamentos polares.

Forcas do tipo dipolo-dipolo: resultam de forgcas de dipolo permanentes

entre moléculas polares em consequéncia da diferenca de
eletronegatividade entre os atomos e a geometria da molécula. Por
exemplo, em ligagbes carbono-oxigénio existe um dipolo, pois 0 oxigénio
mais eletronegativo atrai para si os elétrons envolvidos. Os conceitos de
polaridade sao regidos por este fendmeno.

Forcas de dispersdo: Sado forcas do tipo van der Waals e de London e

ocorrem entre moléculas apolares, no entanto, na presenca de outras
moléculas podem ter suas nuvens eletrdbnicas deformadas com

consequente aparecimento de um dipolo, induzido pela interagao.
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Os mecanismos de separagdo sao similares aos da cromatografia liquida,
sendo os principais: adsorgao, particao, troca-idnica e exclusao por tamanho.

A adsorcao tem sido utilizada para a separagdo de compostos polares. As
principais fases sdo: silica, alumina e para andlise de pesticidas, o Florisil®. No
entanto ha casos em que, o analito é adsorvido de forma irreversivel.

Uma evolugdo neste sentido foi a aplicagdo do mecanismo de particao,
baseados no conceito de solubilidade. A particdo pode ocorrer em fase normal ou
fase reversa. Devido a grande diversidade de estruturas quimicamente ligadas, tanto
a uma base de silica quanto a uma matriz polimérica, a particido tem sido o
mecanismo de separagcao mais explorado atualmente.

Quando a separacgéo envolve compostos de carater acido ou basico a melhor
opcao é o mecanismo de troca idnica. Os principais fatores que influenciam uma
separacao de troca ibnica sao: pH, seletividade do contra-ion, forga ibnica, solvente
e fluxo. A ionizacdo de um composto depende do seu pKa, para um analito de
carater acido a ionizacdo sera quase completa quando o pH for duas unidades
acima do pKa. Neste momento a fase trocadora de ions reterda o composto, e para
elui-lo basta diminuir o pH para duas unidades abaixo do pKa. No que diz respeito a
analito de carater basico o pH deve ser diminuido para promover a ionizagao e
aumentado para deslocar o equilibrio para a forma neutra.

Além dos mecanismos quimicos vistos anteriormente, existe o mecanismo
fisico de separacao: exclusdo por tamanho. Este mecanismo é propiciado através do
desenvolvimento de polimeros com tamanho de poros bem controlados. Moléculas
maiores sao excluidas da interagdo e eluidas rapidamente.

Como visto, existe uma teoria complexa por tras das técnicas de extracdo. Na
extracido em fase solida estes conceitos fundamentais da quimica também devem
ser considerados no desenvolvimento de métodos. Porém, ndo sao apenas 0s
conceitos teoricos que devem despertar a atencdo dos analistas, a tecnologia

envolvida também deve ser observada.

Tipos de sorventes na SPE

O mais popular sorvente de SPE é o octadecil (C18) ligado a silica. O
mecanismo de particdo rege o processo de separagdo, onde interacbes apolares

entre ligagdes C-H do analito e do sorvente promovem a retencédo na fase sélida.
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Estas fases apresentam boa reprodutibilidade, mas sao limitadas a pH entre 2 e 8.
Outra caracteristica importante € a limitagcdo a compostos hidrofobicos e a retengao
baixa de 1-5% da massa do sorvente (KURZ, 2007).

Uma alternativa sao os compostos poliméricos de estireno-divinilbenzeno que
apresentam retencdo de massa maior, entre 10-15% e afinidade a interagdes
hidrofdbicas e aromaticas. Recentemente, cartuchos poliméricos como Strata X® ,
Nexus® e Oasis® apresentam vantagens devido a modificacdo da superficie
polimérica possibilitando também a interacdo de ligagbes polares (KURZ, 2007).
Outras técnicas mais especificas, como sorventes de reconhecimento molecular,
podem ser encontradas na literatura (LANCAS, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005).

2.5.2.3. Aplicacdes de técnicas de extragcéo

Na sequéncia, um conjunto de artigos de revisdo mostram aplicagdes da
técnicas de extracao vistas anteriormente.

LOUTER et al. (1996) desenvolveram um sistema on-line SPE-GC-MS para
analise de tragos de pesticidas em agua, totalmente automatizado. As amostras
foram retiradas de diversos rios distribuidos em varios paises do mundo. Utilizando-
se apenas 10 mL de amostra, varios micropoluentes puderam ser identificados e
quantificados em concentragdes abaixo de 0,1 ug L. Compostos nao-alvo puderam
ser identificados utilizando-se o modo varredura, enquanto que empregando-se
monitoramento seletivo de dois ions por analito, os limites de deteccdo melhoraram
em duas ordens de grandeza.

HATRIK et al. (1996) publicaram um artigo de revisdo explorando os métodos
cromatograficos e de extragdo utilizados na determinagcdo de diversas classes de
pesticidas em agua. Os autores deram énfase as analises multirresiduais com limites
de quantificacdo e recuperagdes, abaixo de 0,1 pg L. Neste estudo foram
introduzidos conceitos de toxicidade e potencial de contaminagédo de agua de acordo
com propriedades dos pesticidas.

HENNION (1999) aborda a extragdo em fase solida enfatizando o
desenvolvimento de métodos e sorventes. Nesta publicagcdo a autora aplica diversos
conceitos tedricos como fator de retencdo, efeitos de solvatacido, coeficiente de
particdo octanol-agua e efeitos da energia de interagdo no processo de retencéo e

eluicao em fase sélida, de acordo com a natureza das forgas de ligacao.
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HUCK et al. (2000) explora a extracao em fase sélida com sorventes de base
polimérica. Nesta revisao os autores discutem a inclusdo de grupos funcionais em
sorventes de base polimérica poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB) e seus efeitos na
recuperacao de diversas classes de compostos. Em outro momento faz uma
comparacgao entre recuperacoes de pesticidas em PS-DVB com material monolitico
e C-18, demonstrando melhores resultados com o sorvente polimérico.

SABIK et al. (2000) revisa as técnicas de extragdo em fase solida aplicadas a
métodos multirresiduais de triazinas e seus subprodutos em aguas de profundidade
e de superficie. Neste trabalho os autores relatam aplicagdes de fases sodlidas
baseadas em reconhecimento molecular como imuno-afinidade e reconhecimento
tridimensional pelo polimero.

PICHON (2000) traz uma revisdo sobre analises multirresiduais de
contaminantes organicos em agua, utilizando extracdo em fase sdlida. Neste artigo a
autora traz a dificuldade de trabalhar com alta faixa de polaridade, onde analitos
polares s&o eluidos em baixos volumes de amostra e analitos apolares sao
facilmente adsorvidos em tubos e conexdes. A solugao apresentada pela autora foi a
adicao de um volume otimizado de modificador organico.

LISKA (2000) apresenta um histérico de cinqlienta anos de extragao em fase
sélida em analise de agua. Nesta revisdo, a autora enfoca o desenvolvimento de
materiais e das técnicas concluindo que a evolucédo da extracdo em fase sélida esta

em ascensao e prevé um aumento na pesquisa e desenvolvimento nesta area.

2.6. Técnicas cromatogréficas

Em um breve artigo, relatando uma apresentacdo de 1903 para a Warsaw
Science Society, publicado em 1905, o botanico russo Mikhael Semenovich Tswett
descrevia o uso de pequenas colunas utilizadas para separar extratos vegetais em
bandas coloridas. Em resposta aos questionamentos de outros pesquisadores sobre
a técnica utilizada, Tswett publicou em 1906 no Berichte der Deutschen Botonischen
Gesellschaft um artigo detalhado sobre o procedimento utilizado, indicando o
mecanismo de adsorgao e sugerindo, pela primeira vez na literatura impressa, o
termo cromatografia (COLLINS, 2004).

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separagdo, na qual os

componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases em contato
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intimo. Uma das fases permanece fixa denominada fase estacionaria, enquanto a
outra é um fluido que percola através dela, sendo por isso, denominada fase maével.
Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria, os componentes da
mistura s&o distribuidos ente as duas fases sendo seletivamente retidos, resultado
de migragdes diferenciais (COLLINS et al., 1995).

Como a analise quimica é geralmente seletiva, mas raramente especifica, a
separacao dos analitos de potenciais interferéncias torna-se uma etapa crucial nos
procedimentos analiticos. Na segunda metade do século XX, as separag¢des por
métodos classicos, como precipitagao, destilacdo e extracdo foram gradativamente
sendo substituidas por técnicas cromatograficas e eletroforéticas (SKOOG et al.,
2002).

Segundo LANCAS (1993), “dentre os modernos métodos de analise quimica,
a cromatografia ocupa, sem duvida, um lugar de merecido destaque no que
concerne a separagao, identificagao e quantificacdo de espécies quimicas”. Apos 14
anos esta afirmagao € muito atual.

Assim, o sucesso das técnicas cromatograficas se deve a necessidade
crescente de caracterizacdo de compostos em misturas complexas, e da
possibilidade de acoplamento com outras técnicas de analises, como
espectrofotometria e espectrometria de massas (SKOOG et al., 2002).

O impacto da cromatografia tem sido atestado pelo prémio Nobel de 1952
concedido a A. J. Martin e R. L. M. Synge pelas suas descobertas neste campo e
por outros diversos prémios Nobel nos quais, a cromatografia tem exercido um papel
fundamental (SKOOG et al., 2002).

A ascensdo das técnicas instrumentais de separagao ocorreu de forma
espetacular e a historia da ciéncia vem modificando-se a cada ano. A criacdo de
diferentes tipos de cromatografia esteve baseada principalmente no tipo de fase
movel e nos mecanismos de separagdo com a fase estacionaria. Assim, uma grande
variedade de técnicas surgiu de forma a contemplar solugdes adequadas a inumeros
problemas analiticos. Nos ultimos anos, a unificagdo da cromatografia vem sendo
estudada de forma a prover uma unica e poderosa ferramenta em quimica analitica
(MUHLEN et al., 2004).



27

2.6.1. Cromatografia gasosa

O crescimento acelerado da cromatografia em fase gasosa data de 1952,
com o surgimento da cromatografia gas-liquido, por James e Marin. O interesse pela
técnica possibilitou um desenvolvimento de instrumentagcdo e métodos, tornando-se
atualmente uma técnica indispensavel em laboratérios de analises quimicas
(COLLINS et al., 1995).

Na cromatografia gasosa, a amostra é introduzida na coluna contendo uma
fase estacionaria, por um sistema de injecdo. A utilizagdo de temperaturas
convenientes, no injetor e na coluna, possibilita a vaporizagdo das substancias, que
de acordo com as propriedades da fase estacionaria e de suas volatilidades,
percorrem a coluna em tempos distintos. A deteccdo e quantificacdo dos analitos
sdo realizadas no final da coluna por um detector adequado e registrados por um
sistema de aquisi¢cao de dados (COLLINS et al., 1995; HARRIS et al., 2001).

2.6.1.1. Teoria basica

A teoria da cromatografia gasosa foi bem estabelecida no inicio da década de
60 e apenas um componente tecnolégico tem contribuido para o desenvolvimento
desta técnica. Os parametros cromatograficos introduzidos aqui tém grande
relevancia na pesquisa e desenvolvimento de métodos analiticos e servem como
diagnostico em “garantia da qualidade” (LANCAS, 1993).

Através do cromatograma, registro grafico da analise cromatografica é
possivel estudar e desenvolver métodos baseados em teorias fundamentais que
regem a cromatografia gasosa.

Assim, a teoria da cromatografia estd baseada principalmente em duas
caracteristicas: a posigao do pico e a velocidade de alargamento durante a corrida.
(LANCAS, 1993).

2.6.1.2. Tempo de retencao

A posicéo do pico é deteminada pela velocidade da fase mével e pelo fator de

retencao (k), ou seja, pela relacao de distribuicdo de massa (m) do analito entre as

fases liquida e gasosa conforme a Equacéo (7):
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f= (7)

gas
Sua relagdo com o tempo de retengao esta na Equacgao (8):
tp =t, +t,k (8)

Onde o tempo de retengéo (7,) € o tempo transcorrido do momento da
injecdo da amostra até a altura maxima do pico. Este tempo é caracteristico das
propriedades do analito, da fase estacionaria, do fluxo de gas de arraste e da
temperatura de separagao, ou seja, das condigdes cromatograficas. Por isso, em
condicdes reprodutiveis, o tempo de retengcdo € um parametro importantissimo, pois
possibilita a identificacdo de um composto. O tempo morto (z,,) € o tempo
transcorrido do momento da injecdo até obter-se um pico de um composto n&o
retido, ou seja, € o tempo que a fase moével leva para percorrer o caminho entre a
injecéo e a detecgédo (LANCAS, 1993).

Nota-se que o tempo de reteng&o (¢,) na Equagdo (9) é simplesmente a
soma dos tempos em que o analito permanece nas fases modvel ¢,, e estacionaria
te:

tp =t +1, (9)

Assim, o tempo de retencdo ajustado (¢',) pode ser medido do pico de um
composto nao retido, por exemplo, ar, até o tempo de retencado do analito.

O fator de retencao ou fator de capacidade (k) pode ser relacionado com a
constante de distribuicdo (K), Equacao (10), que é a constante termodindmica que

mede a solubilidade da amostra na fase liquida. Assim:

K =kp (10)
Onde
p=" " (relagao das fases) (11)
vliq
Entao,

Cliq
K= (12)
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Esta solubilidade é afetada pela temperatura, e geralmente, um aumento na
temperatura provoca uma diminuicdo do valor de K e consequentemente uma
diminuicdo do tempo de permanéncia do analito na fase liquida, o que leva a
diminuicdo dos tempos de retengdo em cromatografia gasosa.

Outro fator importante na determinagao da posicdo do pico € o volume de

retencdo (V,) que representa o volume de gas de arraste desde o momento da

injecao até a eluicdo. Veja a relagao na Equacao (13):

Ve =t,Fc (13)

Onde Fc significa fluxo constante

O mesmo conceito de tempo de retengéo ajustado e tempo morto, pode ser
utilizado para obtencado do volume de retengao ajustado e volume morto de gas de
arraste.

O fator de retengcdo, Equacédo (14), conhecido também como fator de
separagao, a, é a relagao do tempo de retengao ajustado entre dois picos, sendo

proporcional aos coeficientes de particao:

(14)

A utilidade deste conceito é fornecer a seletividade da fase estacionaria em
relacdo a dois componentes. Quanto maior o valor de @ maior sera a seletividade

da fase estacionaria e melhor sera a separacao dos compostos.

2.6.1.3. Eficiéncia

De acordo com os principios fundamentais da cromatografia, a amostra
injetada na forma de um estreito perfil de concentragdo no momento da injegao,
sofre um alargamento gradual a medida que realiza particdo entre as fases na
coluna cromatografica. Este efeito toma a forma de uma distribuicdo normal, ou
gaussiana, e aumenta em funcdo do tempo de permanéncia do analito na coluna
(LANCAS, 1993).
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Assim, o conceito de eficiéncia de separacao esta relacionado ao tempo de

retencdo (¢,) e a largura do pico (w;). A eficiéncia da coluna é tratada em temos de

numero de pratos tedricos (V). Um prato tedrico € definido com sendo um equilibrio
de distribuicdo do soluto entre duas fases. Assim, quanto maior o numero de
equilibrios melhor sera separacao. A relacdo matematica que define o numero de
pratos teoricos foi descrita, Equacgao (15), por LANCAS (1993):
; 2
N =16[—R] (15)
W
Nos casos onde é dificil estabelecer a largura do pico na base (w;) pode-se

calcular (N) a partir da largura do pico na meia-altura (w;,), Equacgao (16):

2
N= 5,545[t—’?j (16)
wh
Uma variacdo deste conceito € o numero de pratos teoricos efetivos (Ney),
Equagéo (17), a partir do tempo de retencéo ajustado (', ):

1 2 1 2
t t
N, =16[—Rj = 5,545[—1*] (17)

wy wh

Os fatores operacionais de uma coluna podem ser mais bem avaliados por
seu efeito sobre a altura equivalente a um prato teorico (H), equacéo (18):

L

Onde L é o comprimento da coluna

Assim, H é o comprimento necessario de uma coluna para gerar um prato
tedrico. Quanto maior N, menor H.

A eficiéncia de separacao esta relacionada com a difusdao do analito na fase
movel, com o tempo de equilibrio do analito entre as fases e com as diferentes
trajetérias percorridas pelo analito. A velocidade linear média da fase movel esta
relacionada com a eficiéncia da separagdo. Estas constatacbes geraram uma
equacao que explica os principais conceitos envolvidos neste fendbmeno, chamada
equacéao de van Deemter.

Uma simplificacdo dos estudos realizados por van Deemter pode ser
demonstrada a seguir, Equagao (19) (LANCAS, 1993; HARRIS et al., 2001).
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H=a+B1cu (19)
7

Onde:

H = Altura equivalente a um prato tedrico

A = Efeito dos multiplos caminhos (fase estacionaria)

B = Difusdo molecular (longitudinal)

C = Resisténcia a transferéncia da massa (tempo de equilibrio)

u = Velocidade linear média do gas de arraste = L/ty

Os termos A, B e C sao constantes de uma dada coluna. Veja na Figura 2, o

grafico experimental da curva de van Deemter:
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Figura 2 — Curva de van Deemter (HARRIS et al., 2001)

A difusao molecular (B) pode ser explicada como a migragao de soluto de um
meio de maior concentragao dentro da banda para um meio de menor concentragao

nas extremidades. A variancia resultante da difusdo, Equacao (20) é expressa por:

o2 =2D ¢ (20)
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Onde D,, é o coeficiente de difusdo do soluto na fase movel e r € o tempo.
Assim, uma diminuigdo na velocidade linear do gas de arraste ocasiona maior
dispersédo do soluto. Por outro lado, um aumento na densidade do gas de arraste,
seja pelo aumento de sua massa molecular ou pela sua pressdo, causa uma
diminuicao na difusdo do soluto e aumento da eficiéncia.

Como a difusdo longitudinal de um gas € muito mais rapida que a de um
liguido a taxa otima de fluxo na cromatografia gasosa € maior do que na
cromatografia liquida.

A seguir, na Figura 3, é possivel visualizar este efeito:

Difusao
lengitudinal (B/)

Regifio do soluto apds um
longe tempo na coluna

Dire¢ao do percurso

Figura 3 — Efeito de difusao longitudinal (HARRIS et al., 2001)

O temo Cu é proveniente do limite de tempo necessario para o soluto estar

em equilibrio entre as fases moével e estacionaria. A Equacao (21) descreve esta

relagao é:

Cu= kd (21)

k+1)D,

Onde D, é o coeficiente de difusdo do soluto na fase estacionaria d é a
espessura da fase estacionaria e k é o fator capacidade. Assim, quanto maior for a
espessura da fase estacionaria menor sera a eficiéncia da coluna, ja que o termo

esta relacionado com a transferéncia de massa do soluto entre as fases. A Figura 4

demonstra a transferéncia de massa:
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Fase ‘ )
mével Diregao

da eluicho

Fase
estacionaria
Largura da banda

Equilibrio
lento (Cu,)

Largura da banda
apods algum espago
percorrido

Figura 4 — Efeito de transferéncia de massa (HARRIS et al., 2001)

O termo A da equacido de van Deemter refere-se a diferentes caminhos
percorridos pelas moléculas do soluto na fase estacionaria. A Figura 5 mostra como

isto acontece.

Figura 5 — Efeito de caminhos multiplos (HARRIS et al., 2001)

Estes efeitos sobre a altura do prato independem do fluxo do gas de arraste e

podem ser descritas em fungao a seguinte Equacao (22):

H=24d, (22)

Onde 1 ¢ o fator relacionado com as irregularidades do recheio e d,diametro

meédio das particulas de suporte. Em colunas tubulares abetas, este ultimo termo
nao tem efeito o que a torna muito mais eficiente. Neste tipo de coluna, a resisténcia

ao fluxo de gas de arraste é obtida pelo grande comprimento da coluna e pequeno
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diametro, ja que n&o ha recheio que promova um aumento de pressao e taxa de
fluxo linear (HARRIS et al., 2001).

2.6.1.4. Resolucéo

A resolucdo é uma combinacado de caracteristicas de posicédo e de dispersao
dos picos de eluicdo. Assim, quanto maior a diferenga entre os tempos de retengao
de picos adjacentes, melhor sera a separagéo. Por outro lado, quanto mais largos
forem os picos, pior sera separacao (HARRIS et al., 2001).

Desta forma, a resolugao €, provavelmente, o pardmetro cromatografico mais
observado em desenvolvimento de métodos qualitativos e principalmente
quantitativos. A teoria envolvida na determinagdo da resolucdo esta baseada na
forma gaussiana dos picos e em funcédo de seus desvios padrao. Na Figura 6 esta
representado o pico cromatografico e suas relagdes estatisticas (HARRIS et al.,
2001).

Ponto de inflexao
(pOrcac mais ingreme —_
da curva)

= =l =y

bl
/ \
\ \—
—  w=4¢o — Sy J_>

=T 1o R —

Figura 6 — Relagéo estatistica do pico cromatografico (HARRIS et al., 2001)

De acordo com a Figura 6, € possivel observar que a largura do pico a meia
altura equivale a 2,35c, enquanto a largura do pico na base é de 4c. Estes valores
estdo relacionados com um fator de abrangéncia de 95,45% da area do pico e
equivale a resolugdo igual a unidade. Na figura 7 estao representadas graficamente

a resolugéo de duas situagdes (HARRIS et al., 2001)
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I S

Figura 7 — Representacgéo grafica da resolugao (HARRIS et al., 2001)

Entdo, a resolugdo é a medida quantitativa da separacdo de dois picos

consecutivos. Assim, a variagdo dos tempos de reteng&o At, e alargura na base w,

sdo empregadas na Equacéo (23), da resolugéo:

2At,

Rs=——""—<
(Wbl +Wb2)

(23)

A utilizagéo da largura a meia altura (w;) sera possivel considerando 2,35c ao

invés de 4c. O que resultara na Equacéao (24):

e L18A, (24)

(Whl +Wh2)

2.7. Espectrometria de massas

As contribuicbes para a formagdo de conceitos fisico-quimicos que
possibilitaram o desenvolvimento da espectrometria de massas nao sao recentes.
De acordo com os estudos de Faraday, em 1833, e posteriormente de Thompson e
Millikan sobre a natureza das particulas, surge o fundamento principal da técnica: a
medida da relagdo massa/carga (m/z). Assim, a partir de conhecimentos de

eletrostatica, da lei de Lorentz, e de mecanica classica foi possivel construir
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instrumentos para controlar as trajetorias de ions em campos elétricos e magnéticos
(USP, 2007).

O impacto da espectrometria de massas para a quimica geral e fundamental
rendeu o Prémio Nobel em 1922 para Francis William Aston pela invencdo do
espectrdmetro de massas e mais recentemente, em 2002, para John Fenn pelos
estudos da ionizagdo “electrospray” que possibilitaram aplicagbes as
macromoléculas bioldgicas elucidando informagdes estruturais sem precedentes
(QMC, 2007). Porém, embora sejam significativas as contribuicbes da
espectrometria de massas, os acoplamentos com técnicas cromatograficas foram
fundamentais para o desenvolvimento da quimica analitica ambiental. Atualmente a
espectrometria de massas € considerada indispensavel para identificacdo de
pesticidas em amostras ambientais e no atendimento dos limites maximos permitidos
estipulados pela Unido Européia e outros organismos legislativos que limitam a
presenca de pesticidas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

2.7.1 Fundamentos da espectrometria de massas

Em um espectro de massas, as moléculas neutras sao ionizadas e
decompostas em fragmentos de ions. A massa de ions € uma fungdo de suas
razdes massa-carga. Devido a carga ser mais comumente “um positivo” (ou seja, &
mais facil perder um elétron do que dois, ou ainda, do que ganhar elétrons) a relagao
massa-carga € geralmente reduzida a denominagao “massa”. (SILVERSTEIN et al.,
1998).

Os espectros de massas nao ocorrem necessariamente de decomposi¢cao
sequenciais, pois cada espectro € composto por muitas moléculas decompostas em
multiplas vias e caminhos competitivos. Assim, a obtengcdo de um espectro de
massas pode ser analisada como uma probabilidade de formacédo de determinados
ions que permanecem estaveis, sob condicbes bem definidas, até o momento da
deteccdo (AGILENT, 2000).

A ionizacao por impacto de elétrons ocorre quando um filamento aquecido
produz uma funcdo trabalho disponibilizando elétrons em abundancia na sua
superficie. Estes elétrons livres sdo acelerados por uma diferenga de potencial
elétrico na ordem de 70 eV e atingem as moléculas neutras retirando-lhes um

elétron e formando um cation radical chamado ion molecular e representado pela
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maior razao massa-carga. Apos a ionizagdo € gerada uma instabilidade onde
ocorrem fragmentacgdes sucessivas para a estabilizacdo das forgas intramoleculares.
A partir da geracéo de ions positivos, imediatamente o “repeller’, lente com potencial
positivo, acelera os cations para fora da fonte de ions, no sentido da deteccao.
Assim, cada cation fragmento tem uma probabilidade de ocorrer que depende de
seu tempo de sobrevivéncia na fonte de ions e é proporcional a sua abundancia no
espectro de massas, 0 mais abundante é denominado pico base (AGILENT, 2000;
FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A fragmentagdo ndo € um processo aleatério, e sim, previsivel e baseado em
principios quimicos como: localizagcdo da carga, mecanismos de clivagem e
estabilidade de produtos. Assim, as interpretacbes de espectros podem levar a
estrutura molecular (AGILENT, 2000).

Enquanto nao tivermos uma ferramenta computacional capaz de construir um
espectro de massas a partir de uma estrutura quimica ab initio ou que converta um
espectro de massas em estrutura quimica, devemos ser capazes de entendermos
suficientemente bem, para propormos ions que podem ser gerados em
determinados compostos ou estruturas que podem ter gerado um espectro de
massas. Estes aspectos sdo complementares e devem ser considerados na

interpretacédo de espectros de massas (AGILENT, 2000).

2.7.2 Analisador de quadrupolo

Este instrumento é considerado o mais barato, compacto e robusto
espectrdmetro de massas do mercado sendo considerado um filtro de massas de
alta velocidade de varredura (SKOOG et al., 2002).

O filtro de massas é constituido por quatro barras paralelas conectadas
eletricamente e submetidas a uma condigédo eletromagnética em que apenas uma
determinada razdo massa-carga possa ser transmitida (FERNANDEZ-ALBA, 2005;
SKOOG et al., 2002). O processo de varredura de massas € a somatéria dos
estagios individuais de selecdo de massas. Por esta razdo, o monitoramento seletivo
de ions é muito mais sensivel que o modo de varredura, pois a sensibilidade é
dedicada a apenas dois ou trés ions.

A Figura 8 mostra um esquema do analisador de massas quadrupolar e

abaixo o sistema de selecdo de massas, onde no eixo x sao transmitidas razdes
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massa-carga inferior a um determinado valor e no eixo y superior. Isto ocorre de
forma que apenas uma unidade de massa seja estavel em sua trajetéria até o

detector.

quadrupolo lente de
raio-x

S

F

e
k.- ‘-\

b

detector

passa
alto (+)

passa
baixo (-)

Figura 8 — Esquema de um analisador de massas quadrupolar

2.7.3. Modos de operacao

Em analisadores quadrupolo existem dois modos de operacgao.

No modo SCAN é realizado uma varredura onde uma faixa extensa de
massas € analisada. O objetivo € uma informagédo estrutural precisa de um
determinado composto, ou analise retrospectiva. No entanto, devido a baixa
sensibilidade deste modo de operagcdo no quadrupolo, a tendéncia para analise
retrospectiva é a utilizacido de espectrometro por tempo-de-véo que nédo apresenta
perda de sensibilidade no modo SCAN.

No modo SIM (do inglés, single ion monitoring) o analisador quadrupolar
apresenta elevada sensibilidade sendo a técnica ideal para analise de ultra-tragos de
pesticidas em amostras ambientais. Usualmente criam-se janelas de retengdo onde

sao monitorados ions caracteristicos dos compostos de interesse. A relacio entre os
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ions monitorados € utilizada para confirmacdo da presenca da substancia alvo
(FERNANDEZ-ALBA, 2005).

2.7.4 Desenvolvimento e otimizacdo de métodos em GC-MS

O desenvolvimento de métodos visando aumento de sensibilidade exige uma
avaliagao criteriosa do sistema do sistema GC-MS. Sem uma otimizacdo adequada
do cromatégrafo a gas, a sensibilidade do espectrébmetro de massas pode né&o
atingir as expectativas. Assim, quanto mais amostra deixar o sistema de injecao e
atingir a fonte de ions, maior sera o sinal. A producado de ruido também deve ser
minimizada, pois diminui a relac&o sinal-ruido e consequentemente a possibilidade
de detectar pequenas concentragées de analito (DOHERTY, 1999; DOHERTY,
2003).

Uma boa sensibilidade pode comegar com a qualidade do gas de arraste,
geralmente He com 99,999% de pureza. A utilizagao de filtro de purificagdo de gas é
recomendada, pois auxilia na retirada de tragos de agua, oxigénio e hidrocarbonetos
que podem levar ao aumento de background (DOHERTY, 2003).

Outro parametro de grande importancia € o injetor splitless. Neste sistema,
existe uma série de aspectos que devem ser observados. Em analise de tragos, o
insersor deve ser: desativado, com restricdo simples na sua parte inferior e de
grande volume (geralmente 0,9 mL) para garantir maior quantidade de injecdo da
amostra. Os selos O-ring devem ser substituidos para evitar vazamentos e alteracéo
em tempos de retencdo. O selo de ouro reduz a degradacéo térmica dos analitos via
catdlise metalica. O septo deve ser de baixo sangramento e devidamente
condicionado para minimizar ruido. Sua substituicdo peridédica evita liberacdo de
material que produz sangramento demasiado e efeitos indesejaveis no background.
E conveniente observar qual a temperatura maxima de utilizagcdo, para manter boa
com qualidade de ruido (DOHERTY, 2003).

A temperatura do injetor também deve ser um compromisso entre a
volatilizagcdo rapida dos compostos menos volateis e a degradagdo dos compostos
menos estaveis (LANCAS, 1993).

O controle eletrénico de pressdo é recomendado para repetitividade dos
tempos de retencdo e areas dos picos. O modo pulsed splitless permite

transferéncia de grandes volumes de amostra para coluna, isto ocorre devido a
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utilizagcdo de um pulso de pressao por um periodo de tempo pré-determinado, Figura
9. A linha tracejada mostra a temperatura do forno (no eixo y a direita) que deve ser
baixa no periodo do pulso de modo que os analitos sejam focalizados no comego da
coluna. A linha cheia mostra a pressao do injetor (no eixo y a esquerda) ao longo do

tempo (no eixo x). A seta, na origem, indica 0 momento da injecao.

400 °C

30 psi ——] \\K

1.5 min
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I

300°C
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100°C
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Figura 9 — Esquema de injecdo no modo pulsed splitless (DOHERTY, 2003)

A teoria fundamental deste processo de otimizacdo pode ser melhor
compreendida através de um estudo da lei dos gases ideais e dos principios tedéricos
desenvolvidos por Charles, Boyle, Gay-Lussac e Avogadro (FILHO et al., 1992).
Resumidamente, como 1 mol de solvente em estado gasoso ocupa um volume
constante de 22,4 L, independente de sua massa molecular, a massa de matéria
contida em um volume qualquer é proporcionalmente maior para compostos de
maior massa molecular. Assim, para um mesmo volume de amostra liquida injetada
no insersor, o coeficiente de expansao sera menor para solventes de maior massa
molecular, sendo assim, maior a quantidade de analito no volume do insersor.

Além da escolha de solventes com alta massa molecular, a elevacdo da
pressao no modo pulsado permite um aumento do volume injetado. A temperatura
tem efeito direto sobre o volume do gas, porém devido a magnitude das mudancgas
de temperatura estes efeitos tém menor impacto pratico na otimizacdo dos
parametros de injecdo (RESTEK, 2007).
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Quando disponivel, a utlizagdo de um vaporizador de temperatura
programavel permite a eliminagdo de grande volume de solvente e a concentragao
dos analitos (DOHERTY, 2003; RESTEK, 2007).

Na sequéncia, a escolha da coluna depende da aplicacdo. Em nivel de tracos,
a coluna deve ter baixa espessura de filme, pequeno didmetro e baixo sangramento.
Uma coluna de 30 m, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 ym de espessura de filme
com fase 5% fenil — 95% metil silicone & considerada muito versatil para compostos
de polaridades variadas (DOHERTY, 2003). A seguir, a Figura 10 mostra a influéncia
do didmetro (a) e da espessura de filme (b). No eixo das abscissas esta a velocidade

linear média do gas (cm s™') e no eixo das ordenadas a altura do prato teérico.

021
0.153
0.11

0.05]

0 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100
(a) (b)

Figura 10 — Efeitos da espessura do filme e didmetro da coluna cromatografica sobre

a eficiéncia da separagao (JIMENEZ, 2003).

A programacgéo de temperatura do forno € importante, pois € o principal fator
ligado a mobilidade e velocidade de deslocamento dos compostos na coluna. A
temperatura inicial do forno deve estar pelo menos 10°C abaixo do ponto de ebulicao
do solvente evitando um efeito de alargamento de banda indesejavel (DOHERTY,
2003). Segundo LANCAS (1993) a temperatura deve ser suficientemente alta para
garantir menor tempo de analise e baixa o bastante, para promover as separag¢des
necessarias. A programagao de temperatura em rampas multilineares pode
estabelecer separagbes adequadas e promover altas velocidades de saida dos
compostos no momento da detecgao, favorecendo assim, picos altos e estreitos, e
com isso, maior sensibilidade e eficiéncia do sistema.

Na porc¢ao final da coluna, a interface deve apresentar uma temperatura entre
10 e 15°C superior que a temperatura maxima da programacao do forno evitando

condensacgao de compostos na porgéo final da coluna (DOHERTY, 2003).
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Eluidos do cromatégrafo, os compostos chegam a fonte de ions, onde
ocorrera o processo de ionizagao e fragmentagao. Em um equipamento portador de
quadrupolo com fonte de ionizagdo por impacto de elétrons, as moléculas neutras
sdo ionizadas em picosegundos. A estabilizacdo de energia e a fragmentagéo
ocorrem na ordem de nanosegundos e a analise de massas completa em
microsegundos. Neste periodo é importante que se obtenha um sistema de vacuo
altamente eficiente evitando a neutralizacdo dos ions formados da fonte. Quanto
maior o vacuo (usualmente na ordem de 10 Torr) maior sera o caminho médio livre
entre as moléculas e maior a chance que elas atinjam o detector aumentando a
sensibilidade (AGILENT, 2000).

Outro aspecto importante € a selegdo de ions no modo SIM, que devem ser
abundantes e especificos. E importante evitar ions interferentes, comuns no
sangramento da coluna, ftalatos, etc. Usualmente sao utilizados dois ions de massa-
carga maior que 200 m/z ou trés ions de massa-carga maior que 100 m/z. A
intensidade relativa deve ser de 20% para confirmagéo do analito. Em alguns casos
préximos do limite de detecgao esta tolerancia pode aumentar e a decisao pode ser
subjetiva, baseada no historico e experiéncia do analista (FERNANDEZ-ALBA,
2005).

A velocidade de aquisicdo deve garantir um minimo de 9 pontos necessarios
para definicdo gaussiana do pico. O tempo de permanéncia em cada ion pode ser
calculado em fungao da largura do pico cromatografico (AGILENT, 2000).

A sintonia de massas € otimizada automaticamente pela fungao a-tune onde,
um padrao interno com fragmentagdo e abundancias relativas conhecidas, ajustam
as voltagens das lentes de forma a atingirem os centros de massas e suas
respectivas intensidades. No final, a multiplicadora de elétrons pode ser ajustada
para amplificar o sinal do analito. Este tipo de otimizacdo deve ser estudado caso a
caso pois da mesma forma que aumenta a sensibilidade do sinal de interesse pode

aumentar o ruido de fundo, ndo alterando a relagdo sinal-ruido.

2.7.5. Aplicagdes em analise de pesticidas com amostras aquosas

A Tabela 5 apresenta a revisdo bibliografica realizada sobre a analise de

pesticidas em agua.



Tabela 5 — Revisao bibliografica sobre analise de pesticidas em agua

Finalidade Preparo da amostra Determinacao Resultado Referéncia
Determinacéo de 32 SPE automatico. O cartucho Sistema GC-MS O método foi avaliado PLANAS et al.,
pesticidas e metabdlitos de foi condicionado com acetato guadrupolo. Coluna DB-5 guanto a faixa linear  (r > 2006.
diferentes classes, entre de etila, metanol e &gua, 60 m, 0,25 mm, 0,25 pm. 0,999, em 1 ordem de
eles: molinato, trifluralina, apos percolagdo de 500 mL Forno 70-310 °C em grandeza), LD do método
simazina, atrazina, lindano, de amostra com 1 mL de programacdo multilinear de entre 19 ng LY As
alaclor, metolacloro e metanol contendo padrbes temperatura, injecdo sem recuperacdes  (80-120%)
metoxicloro, em  aguas deuterados, secagem 18 min divisdo de 1 pL. O tempo foram corrigidas pelo
superficiais. com N, e eluicdo com total de analise foi de 53 método de diluicdo
acetona e misturas de min. Foram monitorados isotépica. A  incerteza
acetato de etila/hexano. dois ions por pesticida em expandida foi determinada
nove janelas de aquisicao. abaixo de 40%.
Andlise de pesticidas Foram avaliadas trés fibras Foram utilizados dois O método apresentou boa PEREZ-
organoclorados, entre eles: de SPME. Os parametros de sistemas cromatogréficos: sensibilidade com niveis de TRUJILLO et
lindano, heptacloro, aldrin, otimizacdo foram: agitacéo, GC-ECD e GC-MS. Em ng LY. A linaridade foi al., 2002.
endossulfan, dieldrin, endrin tempo de extracdo, pH, forca ambos foram empregadas testada entre 1-1000 ng L™
e DDT, em 4&guas de ibnica, tempo e temperatura colunas SPB-5 30 m, 0,32 apresentando r > 0,97. e
profundidade. de dessorc¢ao. mm, 0,25 pum e fornos entre precisdo abaixo de 10%.
70-260 °C. Injecdes de 1 pL
em modo sem divisdo de
amostra.
Desenvolvimento de A extragdo ocorreu pela A determinagéo por GC-MS A linearidade foi BASHEER et
método para determinacdo técnica de LPME levando 30 utilizou coluna DB-5 de 30 determinada entre 5-100 ug al., 2002.

de HCB, Lindano,
Heptacloro, Aldrin, Dieldrin,
Endrin, Endossulfan, DDD,
DDT, Endrin aldeido e
Metoxicloro por GC-MS-SIM
em agua do mar.

min sob agitacdo constante.
O volume de amostra
utilizado foi de 5 mL e a
recuperacdo ocorreu em 5
pL. O solvente escolhido foi o
tolueno por apresentar baixa
solubilidade em agua e baixa
volatilidade.

m, 0,32 mm, 0,25 pum com
vazdo de 1,5 mL L e forno
50-300 °C. A temperatura
do injetor foi de 250 °C com
injecédo de 1 pL. A voltagem
do detector foide 1,5 kV e 3
ions para monitoramento.
Tempo total: 30 min.

L* comr>0,9884 e RSD <
14%. Fator de
concentracdo entre 63-155
vezes. Os LD variaram
entre 0,013-0,059 ug L™ e
foram adequados quando
comparados ao EPA
Method 508.

ev



Analisar tracos de 12 O preparo da amostra foi GC-ECD: coluna HP-1 60 Os resultados foram VIDAL et al.,
pesticidas, entre eles realizado por SPE com C18. m, 0,25 mm, 0,25 pum, considerados  adequados 2000.
dieldrin, em amostras de Condicionamento: injetor operando sem com LD entre 2 e 26 ng L™.
agua por GC-ECD e GC- acetonitrila-diclorometano, divisdo, temperatura do A linearidade foi realizada
MS e GC-MS-MS utilizando apés metanol e &gua. forno entre 130-300 °C. por duas curvas de
SPE. Percolacdo com 500 mL de Injecdo de 1 pL. GC-MS: calibracdo por pesticida de

amostra. Secagem 15 min ar, coluna DB-5MS, 30 m, 0,25 forma a manter bons

mais 15 min N,. Eluico: mm, 0,25 pm, temperatura coeficientes de correlacéo.

acetonitrila - diclorometano e do forno entre 80-280 °C. As recuperacdes ficaram

apos hexano. Evaporacdo e Injetor  operando sem entre 70-133% em

redissolucdo em 1 mL divisio e  temperatura fortificacdes de 100 ng L e

acetona-hexano (1:9). programada possibilitando precisdes de 5,3-17,4%.

5 uL de injecéo.

Monitoramento de Foram utilizados cartuchos GC-MS com injetor sem A faixa de LQ é de 0,005- PAPADOPOU-
pesticidas em aguas da C18 de 200 mg para SPE. Na divisdo, condigéo isotérmica 0,010 exceto simazina com LOU-
regiao norte da Grécia, eluicdo foi utilizado 5 mL de de 230 °C e 2 L de 0,050 pg L™. Em trés anos MOURKIDOU
cujas fontes de acetato de etila e secagem injecdo. Coluna DB-5MS 30 de monitoramento foram et al., 2004.
abastecimento estao com sulfato de sédio anidro. m, 0,25 mm, 0,25 pm. O detectados com freqiéncia
localizadas em localidade O eluato foi concentrado método prevé andlise de pesticidas com alto indice
préxima a producao entre 100-1000 puL, com 130 pesticidas em de lixiviacdo, como,
agricola. fatores de concentracdo de diferentes classes. atrazina, alaclor,

até 10.000 vezes. prometrina, propanil e

carbofuran.

Monitoramento de SPE com C18 e polimérico GC-MS com coluna DB-5, Os niveis de recuperacao AZEVEDO et
hidrocarbonetos policiclicos Oasis de 60 mg (escolhido). 30 m, 0,25 mm, 0,25 pm. (precisdo) foram de 82- al., 2004.
aromaticos (HPAS) e Condicionamento em Forno: 60-300 °C e injetor 119% (20%) para o0s
pesticidas entre eles, sequéncia utilizando com 280 °C. Tempo total: pesticidas e 55-78% (18)
simazina, atrazina e alaclor diclorometano, acetonitrila e 45 min. O detector operou para os HPAs. Em

no rio Paraiba do Sul no
Brasil.

agua. Percolacdo: 200 mL de
amostra e lavagem 1 mL de
agua. Secagem: 30min no
Vacuo.

no modo SIM com apenas 1
ion por pesticida.

amostras reais, niveis de
atrazina com 0,231 pg L*
fora encontrados em dois
sitios.

4%



Monitoramento de 32 SPE: condicionamento com HPLC com desgaseificador. Faixa linear: 0,05-1,00 pug VEGA et al.,
pesticidas, entre eles diclorometano, metanol e Coluna C18 de 150 mm, 2.0 LY com R? > 0,98 2005.
simazina e atrazina em agua. Percolagdo: 200 mL de mm, 5 um. Fase mobvel: recuperacdes entre 60-
agua e solo no sul da amostra acidificada a pH 3,5 metanol com 0,01% acido 109,9% e precisdes entre
Espanha. e condutividade ajustada aceético (A) e 0,01% acido 4,7-15%. Os LQs ficaram

para 50 mS com HCI/NaCl. acético em agua (B). Vazéao na faixa de 0,025-0,050 pug

Fase polimérica Oasis HLB de 2 mL min* com Lt

200 mL. Secagem 30 min, gradiente entre 20-90% de

eluicho com metanol e A para B. Tempo: 50 min.

redissolucdo 2 mL fase Detector de massas com

movel. monitoramento de dois ions

por pesticida.

Monitoramento de Para SPE foram utilizadas GC-MS com coluna DB- Recuperacdes entre 47- QUINTANA, et
pesticidas incluindo 200 mg de copolimero 5MS de 30 m, 0,25 mm, 131% (concentracdo de al., 2001.
trifluralina, simazina, estireno divinilbenzeno, 0,25 pm. Vazéo 1,5 mL min 0,100 pg L'l). LDs entre
atrazina, lindano, alaclor, Condicionamento: acetato de ! Forno: 85-250 °C em 0,05-060 g Lt Faixa
metolacloro, pendimentalina etila, metanol e agua. programacao multilinear. linear entre 0,025-0,500 ng
e endossulfan, em &guas Percolagcdo: 500 mL de Injecdo: 1 uL em modo sem L. Reprodutibilidade entre
potaveis utilizando SPE- amostra com adicdo de 5 mL divisdo. A deteccdo foi 5,5-20,5%. A recuperacao
GC-MS. de metanol. Secagem: 20 realizada por 5 janelas de e a massa injetada no GC

min. Eluicdo: acetato de etila, monitoramento com foram as maiores fontes de

evaporagdo e afericdo com utilizacdo de dois ions por incerteza. As  triazinas

isooctano (0,5 mL). pesticida. foram 0s principais

compostos detectados.

Determinacéo de SPE polimérico 200 mg GC-MS com coluna HP-1 GC-MS apresentou LD AGUILAR
pesticidas, entre eles condicionado com hexano, de 30 m, 0,25 mm, 0,25 um, entre 0,02-0,10 g L? al., 1997.
molinato, endossulfan, acetato de etila e agua. temperatura de forno entre (bentazona 5 pg L% no
bentazona, heptacloro Percolagdo: 500 mL de 60-205 °C (31,1 min). modo SIM e em torno de
atrazina, aldrin, simazina, amostra com adicdo de 15 g Injetor a 250 °C com injecdo 500 vezes mais altos em

lindano e dieldrin, utilizando
GC-MS e GC-ECD.

L™ de NaCl e vaz&o de 20 mL
min®. Eluicdo: hexano e
acetato de etila. Ap0s
evaporacao ficou 1 mL.

de 1 uL e vazdo de 2 mL
min’. O MS operou entre
50-425 m/z e em modo
SIM.

SCAN. As recuperacoes
apés otimizacdo ficaram
entre 33-102%

1%



Determinacdo de pesticidas
organoclorados e
organofosforados, entre
eles: alaclor, endossulfan,
endrin e DDT, por GC-MS-
MS em agua de superficie.

LLE utilizou 500 mL de
amostra e trés etapas de
extracao com solvente
orgéanico (10 min de agitagéo
cada). Em SPE o disco de
C18 foi condicionado por
solvente organico e agua. A
percolagdo  ocorreu com
adicio de 25 mL de
metanol/500 mL. Apbs
eluicdo o volume final para
ambas as técnicas ficou entre
2-3 mL.

Na separagdo foi utilizada
coluna DB-5.625 (MS), com
dimensdes 30 m e 0,25
mm. Forno: 70-244 °C em
programacao multilinear.
Injetor a 255 °C, vazéo de
0,7 mL min™ e 1 pL injetado
em modo sem divisdo. O
MS operou em modo
varredura entre 50-410 m/z.

O método foi considerado
linear entre 0,048-1,20 ug
L? Para 9 pesticidas e
entre 0,024-0,60 pg L*
para os outros 5 pesticidas.
Os limites de identificacdo
foram adequados segundo
0s autores. As
recuperacdes e precisdes
foram equivalentes pelos
dois métodos e adequadas.

TAHBOUB
al., 2005.

Otimizacdo e validagdo
para determinagédo
simultdnea de diferentes
tipos de pesticidas, entre

eles: trifluralina, lindano,
HCB, alaclor, heptacloro,
epoxido, endossulfan,
metolacloro, heptacloro
aldrin, endrin, DDT e
metoxicloro, em agua

utilizando a técnica de GC-
MS.

SPME com fiora  de
polidimetilsiloxisano com
divinilbenzeno condicionada
por 2 h a 300 °C. Condicbes
de operacdo: 18 mL de
amostra, temperatura 60 °C e
tempo 45 min fixados,
agitacdo de 500 rpm e
nenhuma correcdo de pH e
forca ibnica.

GC-MS por armadilha de
ions com coluna VF-5MS
de 30 m, 0,25 mm, 0,25 pm
com vazdo de 1 mL min™.
Forno entre 80-290 °C, em
programacao multilinear.
Operando em modo SCAN
entre 55-430 m/z e
multiplicadora de elétrons
com 1475 V.

O método foi aplicado a 46
pesticidas, sendo validado
para 29 deles. A validacéo
seguiu recomendacbes da
ISO/IEC 17025 incluindo o
calculo de incerteza de
medicao. Os LDs
encontram-se entre 4-17 ng
L. repetitividade entre 6,9-
20,5%. Recuperacdes entre
58-105% em agua de
superficie.

BECEIRO-

GONZALES et

al., 2007.

1%



Determinacdo de pesticidas

entre eles: trifluralina. A
analise foi aplicada a
amostras de aguas

ambientais sem tratamento.

A etapa de preparo da
amostra utilizou o método
SPME em tubo. Este método
utiliza uma coluna capilar
para o0 enriguecimento dos
analitos em um sistema on
line acoplado ao HPLC.

A determinagcdo por HPLC
utilizou coluna Zorbax SB
C18 de 150 mm, 0,5 mm, 5
pm, Os analitos foram
eluidos com um gradiente
de 4agua e 4gua e
acetonitrila. O tempo de
corrida foi > que 50 min.

Foram destacados pontos
positivos como, minima
manipulacdo da amostra,
baixo custo, velocidade, e
aumento de sensibilidade.
Os LDs baixaram de 50-
1900 ug L para 0,1-10 pg
L.

CHAFER-
PERICAS
al. 2007.

et

Ly
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2.8. Validacéo

2.8.1 Defini¢des

“Validacdo: ato ou o efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar
legitimo ou legal. Visa diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou
inexatiddo de um dado gerado” (LANCAS, 2004). O primeiro periodo desta definicdo
pode ser encontrado facilmente em dicionarios de lingua portuguesa, mas € em seu
complemento que surge a visdo de qualidade ligada a informacéo analitica. Neste
contexto, sao inumeras as definicbes desenvolvidas por érgdos competentes a cerca
de validacado de métodos:

- Estabelecimento, mediante estudos sistematicos de laboratério, que as
caracteristicas de um respectivo método cumprem as especificagdes relativas ao
uso previsto dos resultados analiticos (ISO 8402, 1994).

- Validagéao é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
método sob investigagao tem capacidade de desempenho consistente com o que a
aplicagao requer (EURACHEM, 1998).

- A validagcao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003).

- Confirmagéo por exames e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sado atendidos (NBR
ISO/IEC 17025:2005, 2005).

De acordo com estas definicdes, podemos dizer que a validagao de método é
aplicada ao procedimento analitico com um escopo claro e definido, tendo como
objetivo, garantir a confiabilidade dos resultados gerados, assegurando um nivel
adequado de precisao e exatiddo e demonstrando aptidao ao uso pretendido. Esta
comprovagao deve ser feita de maneira empirica, em laboratério, sob condi¢des
reais de trabalho, fornecendo evidéncias claras e rastreaveis dos parametros de

desempenho obtidos.
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2.8.2 Contextualizacao

A importéncia da validagdo em analise quimica tornou-se mais acentuada a
partir da constatacdo da enorme variabilidade de resultados obtidos em estudos
interlaboratoriais na década setenta. A partir da iniciativa de instituicbes do governo
americano, como FDA (do inglés, Food and Drug Administration) e EPA (do inglés,
Environmental Protection Agency), criou-se o sistema denominado ISO/IEC-25 (do
inglés, International Standardization Organization / International Eletrotechnical
Comission). O principal objetivo dessas organizagbes € a padronizagdo das
exigéncias a serem seguidas pelos laboratérios, a fim de demonstrarem
competéncia na realizagdo dos servigos, assim como tornarem os resultados
internacionalmente aceitos e passiveis de reproducdo em outros laboratérios
(LANCAS, 2004).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas esta sendo
cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis, podem
conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir
que um novo método analitico gere informagdes confiaveis ele deve sofrer uma
avaliacao denominada validacao (RIBANI et al., 2004).

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos
para demonstrar, através da validacdo, que os métodos de ensaio que executam
conduzem para resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida
(INMETRO, 2003).

Na pratica, a adequacgao ao uso (em inglés: fitness for purpose) dos métodos
analiticos aplicados a ensaios rotineiros € geralmente avaliada através de estudos
de validacdo de métodos. Tais estudos produzem dados quanto ao desempenho
total e aos fatores de influéncia que podem ser aplicados a estimativa de incerteza
associada aos resultados do método em uso normal (EURACHEM, 2002).

Uma visao atual sobre validar, em analise quimica, foi muito bem elaborada
por LEITE (2002), segundo ele: "validagdo a 100% ¢é utopia, sempre havera um
critério pessoal, ou seja, aceitar sempre gerara um conflito. E importante lembrar que
nao existe um modelo pronto para sistemas de validagdo, portanto, o interessado
deve fazer adaptagdes, adequando as recomendacgdes as suas necessidades". E
complementa afirmando que este processo sempre envolvera um cliente e este

sempre estara avido, ndo s6 pela confiabilidade do resultado, mas também pelo
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menor custo e prazo. A Figura 11 procura mostrar a situagado do esforgo aplicado na
obtencdo de um resultado que idealmente seria um esfor¢co reduzido e satisfacao
ampliada (LEITE, 2002).

Satisfagao

A

Alto Custo

B
>

Esforgo
Figura 11 — Relagéo entre satisfagédo e esforgo (LEITE, 2002)

Nesta situacdo, fica clara a importancia do estudo de validagao, pois é
através dos parametros de desempenho e da estimativa de incerteza de medigao
que as decisdes deverao ser tomadas. Assim, € possivel concentrar os esfor¢os nos
pontos criticos e diminuir impedimentos burocraticos e custos desnecessarios.

Quando LEITE (2002) escreve sobre a administragcdo de mudancas, fica clara
a visdo empresarial do autor: "validar ndo é um processo gratuito, porém é
considerado como um investimento e ndo como despesa. Como existem custos, se
faz validag&o por algum interesse: por exigéncia de clientes ou de fiscaliza¢do, para
reduzir custos de re-analise, porém, muito pouco por vontade prépria. O certo é que
por sobrevivéncia, ou por visao futura, a validagao sera feita”.

Assim, € na unido de esfor¢cos entre visdo administrativa e competéncia
técnica, que surgem os chamados "Sistemas da Qualidade". Assim, programas de
Garantia da Qualidade (Quality Assurance, QA) visam programar acdes sistematicas
necessarias para prover um servico de adequada confiabilidade e, de maneira a
satisfazer suas finalidades. A QA engloba o Controle de Qualidade (Quality Control,
QC), o qual esta relacionado aos procedimentos executados no laboratério para
garantir o controle do sistema de medidas (LANCAS, 2004).

O sistema da qualidade € necessario para as duas maiores organizacoes
internacionais que normatizam laboratérios de ensaio: ISO / IEC 17025 e a OECD
GLP (do inglés, Organization for Economic Cooperation and Development Good

Laboratory Practice). A comparagao dos requerimentos técnicos e administrativos
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entre as duas organizagdes foi publicada mostrando uma maior necessidade de
estudos e planejamentos institucionais para a OECD GLP e exigindo mais servigos

que demonstrem competéncia técnica na acreditagao pela ISO / IEC 17025.

2.8.3 Medidas de Qualidade

Segundo LANCAS (2004), para garantir que as analises estejam corretas, o
laboratorio deve seguir diferentes medidas de qualidade:

- Qualificagao instrumental;

- Validagcdo do método no equipamento testado;

- Adequagado do sistema (em inglés, System Suitability), envolvendo o
equipamento e o método validado.

A Figura 12 ilustra a relagéo entre as trés medidas:

Figura 12 — Relagdo entre as medidas de qualidade

2.8.3.1 Qualificac&o da Instrumentacéo

O teste do equipamento inclui protocolo sobre os componentes do
cromatégrafo, os quais devem ser testados rotineiramente, em intervalos de tempo
predeterminados (LANCAS, 2004).

A verificacao de equipamentos pode ser feita observando se suas variaveis

de analise estdo eficientes. As variaveis de analises a serem consideradas sio:
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temperaturas, fluxo de fluidos vetores, eficiéncia da separagao e a detectabilidade /
sensibilidade dos detectores (LEITE, 2002).

No entanto, é de conhecimento dos cromatografistas que todas as variaveis
de analise, podem ser monitoradas através dos cromatogramas, considerados a
impressao digital (em inglés: fingerprint) da analise cromatografica. Um bom
diagnostico podera ser realizado através do conhecimento da teoria basica da
cromatografia gasosa por meio dos parametros de performance. (AGILENT, 2001;
LEITE, 2002; LANCAS, 1993).

2.8.3.2 Validagdo do método

Atualmente é vasta a literatura abordando o tema validacdo. O interesse
comega na universidade, fornecendo a base tedrica envolvida, e continua nos
laboratérios dos diversos setores industriais e governamentais. Assim, os grandes
fabricantes de equipamentos, redes metrologicas e o meio académico, contribuem
para a formagéo de profissionais capazes de atender os requerimentos que regem a
validagao de métodos.

Neste sentido RIBANI et al. (2004), sugere duas grandes esferas no ambito
da validacdo de métodos analiticos:

- A primeira € a chamada validacdo no laboratério (em inglés: in house
validation), consiste das etapas de validagdo dentro de um unico laboratério. Nesta
fase o laboratdrio avalia todas as caracteristicas de desempenho do método sem
levar em considerag&o a reprodutibilidade, ou seja, sem a participagcdo em estudos
interlaboratoriais.

- A segunda trata-se da validagao completa (em inglés: full validation), que
envolve as caracteristicas de desempenho do método e um estudo interlaboratorial.
SO assim, a metodologia torna-se oficial apresentando dados de reprodutibilidade e
incerteza expandida associada a metodologia como um todo.

Na validagao interna, as caracteristicas de desempenho do método (ou
parametros da validacdo) devem estar claramente declaradas no procedimento
documentado e incluir, quando aplicavel: especificidade e seletividade, faixa de
trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de detecgao,
limite de quantificagcéo, exatidao e tendéncia (bias), precisao, robustez e incerteza de
medi¢do (INMETRO, 2003).
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2.8.3.2.1 Especificidade e seletividade

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos, da
matriz e de outros componentes que podem ter algum efeito na medigdo, mas que
nao se quer quantificar. A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao
evento da detecgdo. Um meétodo que produz a resposta para apenas um analito &
chamado especifico. Um método que produz a resposta para varios analitos, mas
que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, € chamado seletivo
(INMETRO, 2003).

Segundo RIBANI et al. (2004), o emprego dos termos especificidade e
seletividade geram confusdo desnecessaria e isto pode ser evitado utilizando
somente o termo seletividade. Isto acontece, porque ha poucos métodos
cromatograficos que respondem a apenas uma substancia.

Assim, se a seletividade nao for assegurada, a linearidade, a exatidao e a
precisdo estardo seriamente comprometidas. Por isso, a seletividade € o primeiro
passo no desenvolvimento e validacdo de um método instrumental de separagao e
deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e subsequente uso do
método (RIBANI et al., 2004).

De acordo com LANCAS (2004), a seletividade € um parametro de grande
importancia na analise de amostras complexas, como residuos de pesticidas em
alimentos.

Entender os diferentes mecanismos que causam interferéncias pode ajudar
na estruturacdo dos testes e achar solugdes para os problemas encontrados. A
medi¢gdo pode ser alterada porque os reagentes, matriz da amostra ou outros
componentes alteram a sensibilidade do detector que mede o analito de interesse ou
porque estes compostos afetam diretamente a resposta. O efeito de erros
constantes (interferéncias) e erros proporcionais (efeito de matriz) podem ocorrer ao
mesmo tempo. Uma vez conhecidos, esses problemas podem ser superados através
de adicao-padrao, analise de multiplos componentes ou por uma mudanga no pré-
tratamento, separacao e deteccao (INMETRO, 2003).

Dependendo da técnica analitica utilizada, a quantidade relativa da matriz
pode diminuir conforme a amostra é processada durante as etapas do ensaio. A
matriz esta presente nas fases de amostragem, no pré-tratamento da mostra e nas

etapas de preparagao. Alguma porgdao da matriz entra no sistema de separagao e
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alguns componentes podem ainda estar presentes na fase de detecgdo (INMETRO,
2003).

Em geral uma forma simples de verificar a seletividade de um método
cromatografico € observar a presenga de picos na regido do tempo de retencéo do
analitico de interesse injetando-se um branco obtido com a mesma matriz a ser
analisada. Neste caso, devem-se empregar varias amostras, € a auséncia de picos
proximos o tempo de retengdo do analitico de interesse deve ser observado.
Entretanto, para matrizes complexas, somente este critério podera nao ser suficiente
para atestar a seletividade do método. Deve-se ainda demonstrar que o pico
observado no tempo de retengcdo do analito de interesse possui apenas o
componente, ou seja, € realmente o analito procurado. Isso é importante em
decorréncia da possibilidade de co-eluicdo do composto com outros interferentes,
principalmente em analises contendo muitos compostos (LANCAS, 2004).

Ha duas maneiras mais comum de verificar co-eluicdo em cromatografia. A
primeira consiste em analisar a amostra em duas colunas com caracteristicas
diferentes. A segunda é com o uso de detectores denominados seletivos. Na analise
de residuos de pesticidas, durante muitos anos foi bastante popular uso de duas
colunas de dois detectores diferentes com o propdsito de minimizar, tanto quanto
possivel, o problema provocado pela co-elui¢do. Atualmente, a forma mais segura é
pelo uso de um detector seletivo de massas (LANCAS, 2004).

De acordo com a AOAC (2002), o analito isolado deve demonstrar que nao ha
evidéncia de outros compostos quando cromatografados em outros sistemas com
diferentes colunas e solventes ou quando examinados por outras técnicas utilizadas
para especificidade (infravermelho, ressonancia nuclear magnética ou
espectrometria de massas).

No entanto, no documento orientativo do INMETRO (2003), a matriz da
mostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medigao pelo
detector selecionado, sem causar um sinal visivel no modelo anterior. Neste sentido,
varios testes e suas estatisticas correspondentes podem ser utilizados para o estudo
da seletividade.

e Se a matriz da amostra sem analito estiver disponivel:

- Testes-F (Snedecor) e Teste-t (Student)

Preparam-se dois grupos de amostras teste, um com a matriz e outro sem,

ambos com as concentracdes dos analitos idénticas em cada nivel de concentragao
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de interesse. Um numero de amostras paralelas em cada nivel de concentragao
deve ser maior ou igual a sete para permitir o uso adequado dos modelos
estatisticos e proporcionar uma comparagao valida. Os estudos estatisticos poderao
levar em consideragao: testes-F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o
teste-t (Student) de comparagao de médias (INMETRO, 2003).

- Recuperacao Média

Segundo BARROS et al. (2005), uma forma simples de avaliar a seletividade
€ comparar uma curva padrdo com e sem matriz através do método de recuperagao
média. Neste método, plotam-se os resultados em uma tabela, onde para cada nivel
de concentragdo € calculada a recuperagdo meédia do analito com a matriz em
relagdo ao analito sem a matriz.

Um bom critério para verificar se a recuperacdo média é adequada pode estar
baseado em um parametro de precisdo, como por exemplo, o intervalo de confianca
de 95%.

- Regresséo Linear

Outra maneira de avaliar o efeito de matriz da amostra é através da regresséo
linear. Plota-se no eixo y a concentragao obtida do analito com a matriz da mostra e
no eixo x a concentragcdo obtida do analito em solugcédo padrdo. Entao plota-se a reta
de regressao y= ax + b. Reporta-se o coeficiente linear da reta (b); e o coeficiente
angular da reta (a); desvio padréo (s) de “a” e de “b”; e intervalo de confianga de “a”
(IC4 = a % ts,; ideal conter “um”) e de “b” (ICp, = b % tsp; ideal conter “zero”) (BARROS
et al., 2005).

Segundo a IUPAC (2002), a seletividade pode ser quantificada através de um
indice de seletividade obtido pela razado entre az/aint. Onde asn € a sensibilidade do
método (inclinagdo da fungdo analitica) e ax é a inclinagcdo produzida
independentemente por um interferente potencial.

e Se a matriz da amostra sem analito nao estiver disponivel:

- Teste de adi¢cao padrao

Podera ser feita uma curva analitica com a edi¢cao da substancia de interesse
na amostra e comparada com uma curva analitica sem a presenga da matriz.
Comparando-se entdo duas curvas analiticas e caso elas sejam paralelas pode-se
dizer que ndo ha interferéncia da matriz na determinagdo da substancia de

interesse, portanto o método é seletivo (RIBANI et al., 2004).
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A aplicagao de testes estatisticos podera ser utilizada a exemplo dos estudos
descritos anteriormente. Embora neste caso, somente o coeficiente angular da
equagao da reta seja estudado, tendo em vista que o coeficiente linear

correspondera ao analito presente originalmente na amostra.

2.8.3.2.2 Curva de calibragéo, linearidade e faixa de aplicacéo

Curva de calibracao

A funcado calibragdo de um processo de medicdo quimica é a relagao
funcional entre o valor esperado para o sinal ou resposta e a quantidade de analito.
(BARROS et al., 2005). Esta relacédo empirica pode ser visualizada através de um
grafico relacionando as respostas do equipamento em fungcdo de varias
concentragdes do analito em estudo. A variavel independente (eixo x) relaciona as
varias concentragdes preparadas do padrado analiticos da substancia de interesse, e
a dependente (eixo y), ao sinal analitico obtido para cada concentragdo do padréao
(LANCAS, 2004).

Existem varios métodos para construir uma funcao de calibragao:

- Padronizacéo Externa

Neste método, a massa de analito é determinada diretamente por
interpolacdo do grafico de calibragcdo ou através da equacdo que descreve o
comportamento do sinal analitico em fungcdo dos padrdes que o geraram. Este
método é sensivel a erros de preparo das solugdes e de injecdo (LANCAS, 2004;
RIBANI et al., 2004).

- Padronizacao Interna

Este método consiste na preparacédo das solugdes padrao de concentracdes
conhecidas da substancia de interesse, as quais se adicionam a mesma quantidade
conhecida de um composto chamado padrdo interno. A curva analitica € obtida
relacionando a razao dos sinais (analito / padrao interno) com a concentragao do
analito. Este método € bastante util, pois independe de pequenas mudangas em
variaveis experimentais como, por exemplo, o volume injetado em cromatografia
gasosa (RIBANI et al., 2004).
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- Superposicao de Matriz

Consiste na adicdo do padrao da substancia em diversas concentragdes em
uma matriz similar a da mostra, isenta da substéncia, e construgdo do grafico de
calibracéo relacionando as areas obtidas com as concentracdes dos padrdes. Este
método pode estar associado a padronizagdo externa ou interna. O objetivo é
compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes nas etapas de pré-
concentragao, extracéo, separacéo e detecgao (RIBANI et al., 2004).

- Adicdo Padrao

Neste método, adicionam-se quantidades conhecidas da substdncia de
interesse que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes do
seu preparo. Constréi-se uma curva analitica relacionando as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas. A extrapolagao
da reta define, no eixo das abscissas, a concentracdo da substancia na amostra
analisada. (RIBANI et al., 2004).

Na a Figura 13, pode-se observar a relacdo entre os métodos. De forma
geral, pode-se dizer que o método de padronizagcdo externa é realizado quando
nenhum erro sistematico proveniente da matriz € suspeito, enquanto o método de
superposi¢cao de matriz compensa o efeito matriz e o método de adi¢cdo padrao
corrige o efeito da matriz e as mudangas da resposta do instrumento (RIBANI et al.,
2004).
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Figura 13 — Representagao grafica entre os métodos de calibragao (RIBANI et
al., 2004).
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Linearidade

E a habilidade do método de produzir resultados que s&o diretamente, ou por
uma transformacdo matematica bem definida, proporcionais a concentragdo do
analito, dentro de uma dada faixa (BARROS et al., 2005).

De acordo com INMETRO (2003), a equagao da reta (25) relaciona as duas
variaveis é:

y=ax+b (25)

Onde:

y = resposta medidas

X = concentragao

a = inclinagao da curva de calibragao (sensibilidade)

b = intersecgado com eixo y, quando x = 0.

A regressao geralmente utilizada para analise é a dos quadrados minimos,
sendo a equagdo da reta obtida registrada. O calculo de regressao é insuficiente
para estabelecer a linearidade do método. Se houver relagao linear aparente apos
exame visual do grafico e uma dispersao aleatéria dos residuos em torno do zero, os
resultados dos testes deverao ser tratados por métodos estatisticos apropriados. A
correlacdo é, normalmente, calculada por intermédio do coeficiente r de Pearson, ou
pelo coeficiente de determinacado (ANVISA, 2003; LANCAS, 2004; EURACHEM,
1998).

Segundo LEITE (2002), o coeficiente de correlagdo r € expresso pela

equacao (26):
- nleh - leh (26)
Ul = () n vt - ()

Neste caso, o r indica o grau de ajuste do modelo de regressdo. Este

parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, quanto mais
proximo de um, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados a e b. Normalmente um
coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um

ajuste ideal dos dados para a linha de regress&o (RIBANI et al., 2004).
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Em alguns casos, nao é possivel explicar o comportamento de uma fungao
analitica através de modelos lineares. Nestes casos devem ser adotados modelos
polinomiais de segunda ordem, equacao (27) (EURACHEM, 1998).

y=ax’+ax+b (27)

Da mesma forma que o modelo linear, o polinomial deve ser avaliado
visualmente pela aleatoriedade na analise dos residuos e pelo coeficiente de
correlacdo. E importante lembrar que o desvio de um modelo polinomial também
deve ser observado, ja que a equagado matematica de um modelo n&o-linear também

€ capaz de prever os valores de X = f(Y).
Faixa de aplicagao

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdo do
analito para a qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentragdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de deteccédo e de
quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de
resposta do equipamento de medi¢cao (INMETRO, 2003).

Este intervalo de massas ou concentragdes, no qual se pode construir uma
curva analitica linear, é a faixa linear dinamica. Pode ser definida como a faixa de
concentragdes na qual a sensibilidade pode ser considerada constante (RIBANI et
al., 2004; INMETRO, 2003).

Conforme INMETRO (2003), os desvios da linearidade sdao muitas vezes
dificeis de serem detectados visualmente, pode-se verificar a sua adequacéo por
meio dos residuos entre os valores medidos e os valores calculados a partir da
equacao de regressao. Calcula-se o valor de t pela equagao (28):

residuo

TS In (29)

tcalculada

Onde:
residuo = | Xmedido'XcaIcuIadol
S. = desvio padr&o dos residuos

n = numero de pontos
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Se o valor de t calculado para um ponto duvidoso de uma curva de calibragao
for menor ou igual ao valor de t unilateral, para a confianga desejada e (n-1) graus
de liberdade, considera-se que o ponto permanece a curva e a faixa até ele € linear.

Outra forma de estabelecer a faixa linear foi proposta por LANCAS (2004),
segundo critérios da IUPAC. Neste modelo é realizada uma determinagao grafica da

linearidade como mostra a Figura 14.
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Figura 14 — Determinacdo grafica da linearidade e da faixa dinamica (LANCAS,
2004).

Uma abordagem grafica de melhor visualizacdo foi publicada por RIBANI et
al. (2004). Neste caso, é construido um grafico onde sado plotadas as razdes (sinal /
concentragdo) no eixo y e as concentragdes correspondentes em escala logaritmica
no eixo x. Na figura 15, esta representado este modelo onde a linha obtida deve ser

horizontal sobre toda a faixa linear, dentro dos limites estabelecidos.
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Figura 15 - Grafico da razdo sinal/concentragdo vs. concentracdo em escala
logaritmica (RIBANI et al., 2004).

A faixa de aplicagao esta relacionada ao intervalo entre o valor superior e
inferior que atenda aos requisitos minimos de precisao e exatidao. Para a analise de
residuos de pesticidas, o GARP (Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de
Pesticidas) recomenda uma faixa de concentragdo com valores variando entre a
metade e o quintuplo da concentracao do limite de quantificacdo. Além disso, sugere
cinco concentragdes que devem ser injetadas em ordem crescente de concentragéo
no minimo trés vezes cada, com estimativa de desvio padrao relativo entre as

injecdes inferior a 5% (RIBANI et al., 2004).

2.8.3.2.3 Precisao e Exatidao

A precisao e a exatidao sao conceitos confundidos com muita frequéncia.
Enquanto a precisdo mede o quao bem os resultados obtidos se assemelham entre
si, a exatiddo mede o quanto o valor obtido se assemelha ao valor tido como
verdadeiro. A Figura 16 mostra a inter-relagdo entre exatidao e precisdo (LANCAS,
2004).
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Figura 16 — Inter-relagdo entre precisao e exatiddo (LANCAS, 2004)
Precisao

Como visto, a precisao € o grau de concordancia entre resultados
independentes sob condi¢gdes estipuladas. Com relagdo a precisédo, a definicdo da
quantidade de algarismos significativos (digito isento de duvida mais o primeiro
algarismo duvidoso) a serem trabalhados na anadlise é ponto fundamental, ndo sé
para a emissdo de resultados, mas principalmente para a definigdo de custos,
equipamentos, ambiente laboratorial, ou seja, em fung&o da precisdo uma estrutura
organizacional sera exigida (RIBANI et al., 2004; e LEITE, 2002).

Na pratica, a precisao pode ser determinada através da estimativa do desvio
padrao absoluto (s), equacao (29) (RIBANI et al., 2004):

Z(xi _f)z (29)

n-1

Onde x é a média aritmética de um pequeno numero de medi¢cées (média das
determinagdes), x, € o valor individual de uma medicdo e n € o numero de
medicoes.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianga da

média, que € uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de
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se encontrar certo valor de uma variavel, calculada pela equacgao (30)(RIBANI et al.,
2004):

IC. =xtt, ,— (30)

Em que:
IC_¢é o intervalo de confianga da média; ¢,, € o valor critico da distribuicdo de

Student com n-1 graus de liberdade; e o valor t é tabelado e apresenta valores para
diferentes niveis de confianca.

Outra expressdo da precisao € através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD, do inglés relative standard deviation), também conhecido como
coeficiente de variagdo (CV), Equacao (31) (RIBANI et al., 2004):

RSD(%) ou CV (%) =100 (31)

=) |«

Em métodos de analise de tragcos ou impurezas, sao aceitos RSD de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra.

A fidelidade analitica pode ser obtida em trés niveis. Quando a validagéo é
feita em um unico laboratério (em inglés, single-laboratory validation), duas
condi¢des sao relevantes: precisao sob condicdes de repetitividade e precisao inter-
corridas ou precisao intermediaria. Um nivel mais nobre de precisédo é a
reprodutibilidade, obtida em procedimentos de validagdo completa (em inglés, full-
validation), através de estudos interlaboratoriais (LANCAS, 2004; IUPAC, 2002;
LEITE, 2002).

Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condigdes de medi¢cao, chamadas
de condigdes de repetitividade (VIM, 1995).

As condicbes de repetitividade incluem: o mesmo procedimento, mesmo
analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas condicbes, mesmo local, e
repeticoes em um curto intervalo de tempo. Nao se deve confundir repetitividade
(determinacbes independentes do procedimento analitico) com precisao
instrumental, a qual € medida pelas injecées repetidas, sequenciais da mesma
amostra (IUPAC, 2002; RIBANI et al., 2004).
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A partir do desvio padréo dos resultados dos ensaios sobre condi¢gbes de
repetitividade S, € aconselhavel calcular o limite de repetitividade r que capacita o
analista a decidir se a diferenca entre analises duplicatas de uma mostra,
determinada sobre condi¢gbes de repetitividade, é significante (INMETRO, 2003; e
VIM, 1995).

O limite de repetitividade r € avaliado pela Equagao (32):

r=t~2.5r
Para um nivel de confianca de 95%: (32)
r=2,8.5r

Precisado intermediaria

A precisao intermediaria refere-se as variagdes ocorridas dentro de um
mesmo laboratério quando um ou mais fatores importantes sdo mudados. Este tipo
de variagao pode ser empregado para determinar a contribuicdo relativa de cada
fator para a variabilidade do resultado final.

Uma forma simples de avaliar a precisao intermediaria € através da estimativa
do desvio padrao relativo. No entanto, um estudo mais detalhado sugere uma

analise de variancia (ANOVA), onde é realizada a soma quadratica das variancias

2
entre

(33) (RIBANI et al., 2004; BARROS et al., 2005):

SPI = V Sezntre + Sjenlm (33)

2
dentro ?

entre os grupos S e dentro dos grupos S conforme mostrado na Equacéao

Onde:
S2 _ Ml _MO

entre

n

Ssentro = MO
M, :Média Quadratica — MQ, dentro do grupo.
M :Média Quadratica — MQ, entre grupos.

Estes dados podem ser obtidos no Excel: ANOVA.

Séo sugeridos: k(n-1) 2 15

k grupos e n repeticdes
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Avaliagado da Precisao

Na revisdo dos estudos de cerca de 150 laboratorios com constituintes
diferentes medidos por técnicas diferentes, foi observado que o coeficiente avaliagao
dos valores médios relatados aumentou com a diminuicdo da concentragdo do
constituinte. Na melhor das hipéteses, o coeficiente de variagdo nunca pareceu ser
melhor do que a curva de Horwitz, representada pela Equacgao (34)(HARRIS et al.,
2001; e AOAC, 2002):

CVg =2C0" (34)
Onde:
CVR € o coeficiente de variacdo em condi¢cdes de reprodutibilidade.
C é a concentracao em fracdo decimal.
O coeficiente de variacdo em condicdes de repetitividade pode ser avaliado através
da Equacéo (35):
CV,=C%" (35)

Onde:
CV, é o coeficiente de variacdo em condicdes de repetitividade.
C é a concentragdo em fragao decimal.

A Trombeta de Horwitz para condi¢des de reprodutibilidade pode ser
visualizada confome a Figura 17. Os resultados experimentais podem variar da
curva de Horwitz ideal por um fator de cerca de 2 na diregao vertical e um fator de

10 na direg&o horizontal. A Equacéo (36) descreve o critério de aceitagao é:

CV
HORRAT, = —_ _Rour ) o5 (36)

Rour
Rour (cal)

Onde: CViur o9€ CVrour )S80 0s coeficientes de variagcdo observados e

calculados respectivamente
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Figura 17 — Trombeta de Horwitz para CVr (HARRIS et al., 2001)
Exatidao

Exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A
exatidao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa
combinagao de componentes de erros aleatérios e sistematicos (INMETRO, 2003).

Assim, a exatidao esta sempre associada a valores de precisao, entao estes
limites podem ser estreitos em niveis de concentracao elevados e mais amplos em
niveis de tragos, a exemplo dos estudos de Horwitz (RIBANI et al., 2004).

A literatura traz varias abordagens para avaliar a exatiddo de um método.
Diferentes autores concordam nas seguintes abordagens: uso de Materiais de
Referéncia Certificados (CRM, do inglés Certificated Reference Material),
comparagao com um meétodo de referéncia (ou técnicas ortogonais) com exatidao

conhecida, estudos interlaboratoriais ou ensaios de fortificagdo / recuperacao.
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Materiais de Referéncia Certificados (CRMs)

Sao materiais de referéncia, fornecidos por organismos reconhecidos e
confidveis, acompanhados de um certificado que possui um parametro para o valor e
uma estimativa de incerteza associada. Os valores obtidos pelo laboratério devem
ser comparados com os valores certificados do material de referéncia, para verificar
a exatiddo do meétodo (RIBANI et al., 2004).

Devido a baixa estabilidade de pesticidas em amostras de agua, materiais de

referéncia certificados ndo sao usuais para estas aplicacoes.

Comparacao de métodos

Um método de referéncia pode ser usado para testar a tendéncia de outro
método sob validagdo. Outra forma de validagdo da exatiddao num procedimento
analitico, bastante empregado atualmente, € o uso de uma “técnica ortogonal’
baseada em principios diferentes. E importante que a comparagdo seja realizada
com métodos validados (LANCAS, 2004; INMETRO, 2003; IUPAC, 2002).

Estudos interlaboratoriais

O processo colaborativo € uma forma especial de ensaio para avaliar o
desempenho de um método nas condigbes normais de trabalho em varios
laboratorios, através de ensaio de amostras homogéneas preparadas
cuidadosamente. (INMETRO, 2003).

Recuperacéao

A recuperacéo é definida com uma proporcao da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada. A informagao de recuperacdo pode ser
estimada através da fortificacdo de uma quantidade conhecida de um padréo de
referéncia, ou de um composto substituto (em inglés, surrogate). E recomendavel
que fatores de correcdo de recuperagdo sejam aplicados as substancias de
interesse (RIBANI et al., 2004).
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O GARP - Associagao Grupo Analista de Residuos de Pesticidas recomenda
a que se trabalha nos niveis de adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor do limite de
quantificacdo. Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analises de residuos
geralmente estdo entre 70 % em 120 %, podendo variar de acordo com o nivel da
concentragcao dos analito (RIBANI et al., 2004; BARROS et al., 2005).
A recuperacgao, Equacéao (37) é o método mais utilizado para a determinagao
da exatiddo de um método em analise de tragos. O INMETRO (2003) estabelece:
R(%) = %.mo (37)

3
Onde:
C+ é a concentracao determinada na amostra fortificada
C, é a concentracao determinada na amostra nao fortificada

Cs3 é a concentracao determinada do padréo fortificagao
Avaliagédo da exatidao

Para uma avaliagcdo da exatiddo de um método, é preciso demonstrar a
aceitabilidade dos dados obtidos experimentalmente com os limites de uma tabela
de referéncia, como por exemplo, da AOAC para estudos de recuperacdo media
(BARROS et al., 2005; AOAC, 2002).

A compatibilidade das médias através de ferramentas estatisticas adequadas
pode ser requerida para comparagao com um método de referéncia, com valores de
materiais de referéncia certificados ou ainda em estudos interlaboratoriais.

O indice Z, geralmente é utilizado para comparar o valor médio encontrado
em laboratdrio e a especificagdo do CRM, Equacao (38) (INMETRO, 2003; BARROS
et al., 2005).

_X-p
S

Z

(38)

Onde:
Z é o numero de desvios padrao de uma distribuicdo normal.
X é a média experimental.

1 € o valor verdadeiro convencional (do CRM)

s é o desvio padrao (do CRM)
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Condigdes:
| Z| < 2 = satisfatério
2<| Z| < 3 = questionavel

| Z| > 3 = insatisfatério

Uma forma habitual de comparagdo € através do teste de hipdtese (t-
Student), entre pares de resultados. Estes estudos sdo especialmente uteis para
comparagao entre métodos (INMETRO, 2003; BARROS et al., 2005).

Outra maneira atualmente utilizada para comparacdo de resultados ou
estudos de recuperacédo € através da regressao linear. Os resultados objetos de
comparacao séo dispostos nos eixos x (valor de referéncia) e y (valor investigado).
Os coeficientes da equacao da reta sdo avaliados dentro de um determinado
intervalo de confianga, onde o coeficiente angular deve conter “um” e o coeficiente

linear deve conter “zero”.
2.8.3.2.4 Limite de deteccdao, quantificacéo e nivel minimo de reportagem
Limite de detecgéao

O limite de deteccdo LD é a menor quantidade de um analito que pode ser
reportado como presente com razoavel certeza. Como a probabilidade da deteccéo
nao muda de "zero" para "um" quando seu limiar € ultrapassado, o problema tem
sido tratado estatisticamente e a solucdo depende do risco desta afirmagao ser um
erro. (HORWITZ, 2003; INMETRO, 2003).

Neste sentido, CURRIE (1997) publicou um dos mais importantes trabalhos
sobre o tema, em uma compilacdo de dados gerados da forga-tarefa ISO / IUPAC,
mensurou matematicamente os conceitos utilizados atualmente. Nas bases desta
discusséo foram levados em consideragao os riscos de falso positivo (concluir que o
analito esta presente, quando ndo esta - erro a) e de falso negativo (concluir que o

analito ndo esta presente, quando esta - erro p).
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Assim, surgiram as defini¢des:

- LC valor critico que distingue o sinal do analito do ruido de base,
correspondente a “decisao da detecgao" - é definido em fungéo do erro a.

- LD: valor minimo detectavel; medida da "capabilidade de detecg¢ao"; limite
de detecgéo - é definido em fung&o do erro f.

Segundo critérios da IUPAC para LC e LD as probabilidades séao a=p=0,05
(5%). Assim, o valor critico LC é tal que, a decisdo de "detectado" tem 5% de
ocorréncia quando o analito esta ausente e o LD é tal que, se a concentragdao do
analito for LD, em 50% das vezes havera resposta maior que LD em 45% das vezes
havera uma resposta menor que LD, porém ainda no dominio de "detectado" e em
5% das vezes havera resposta abaixo do LC, Figura 18 (BARROS et al., 2005).
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Figura 18 — Conceitos de LC e LD em funcdo da frequéncia e magnitude dos
resultados

Na base da discussdo esta a distribuicdo gaussiana do sinal de ruido ou
branco representado pela estimativa do desvio padrao s, e a probabilidade do sinal
do analito ndo ser confundido com o “zero”. Assim, o fator de abrangéncia k& sera

guiado pelo tipo de abordagem desenvolvida em relagéo ao nivel de confianga de a

e/ou .
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A equacao fundamental para as diferentes teorias € a Equacgao (39):
LD, = ks, (39)
Onde:

LD_= Limite de detecg&o no dominio do sinal.

k = fator de abrangéncia: valor de t-Student ,jateral, que depende dos riscos a e/ou BB.

s, = € a estimativa do desvio padr&o calculada a partir do background.

Os valores de k para as diferentes abordagens foram resumidos (BARROS et
al., 2005):

e  k=3; EURACHEM, LGC, THOMPSON e ANVISA.

o k= 3,3 IUPAC (quando se conhece o desvio padrao populacional), USP.

o k= 2t (a=0,05unijateral, cL=n-1) IUPAC (quando se conhece o desvio padréao

amostral)

e k=1(0=0,01uniateral, cL=n-1) EPA € INMETRO.

Lembrando que & é usualmente chamado de relacao sinal / ruido.

Na pratica a conversédo do LD, no dominio do sinal, para LD, no dominio da
concentragédo de analito, Equacao (40), é adequado usar os parametros da curva de
calibracao (RIBANI et al., 2004; BARROS et al., 2005):

LD, =20 (40)

Onde:

LD, = Limite de detecg&o no dominio da concentragéo.

S = é a sensibilidade ou coeficiente angular da curva analitica.

Em analise de tracos é importante saber qual o menor valor de concentragao
do analito que pode ser detectado pelo método. Dessa forma deve ser estabelecida
uma diferenca entre limite de detecgao do equipamento Lpe € do método Lpy. Neste
caso € fundamental que todas as etapas do método sejam incluidas para a

determinacao do limite de deteccdo do método analitico.

Limite de quantificagcao

O limite de quantificacédo LQ é a menor concentragédo de analito que pode ser

determinado com nivel aceitavel de precisao e veracidade, ou ainda, corresponde a
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menor quantidade que pode ser quantificada com exatidao e fidelidade determinada
(INMETRO, 2003; LANCAS, 2004).

E importante notar, que os parametros de precisdo utilizados para estabelecer
os limites de detecg¢ao, ndo sdo mais as unicas fontes de interesse para estabelecer
um limite de quantificacdo adequado, mas a confiabilidade dos resultados também
exige certo grau de exatidao. Estas variaveis devem ser tratadas conforme o nivel
de concentragdo do analito (curva de Horwitz) e as legislagdes vigentes ou objetivos
analiticos.

No entanto, muitas referéncias ainda estabelecem um limite de quantificagao
tratado apenas pela relagdo sinal / ruido utilizando a mesma base tedrica dos limites
de detecgéao. Valores de k= 10 sdo usualmente descritos (CURRIE, 1997; RIBANI et
al., 2004; BARROS et al., 2005; ANVISA, 2003).

Uma solugéo mais adequada sugere uma comparagao entre a estimativa de
incerteza em fungdo da concentragdo e comparar esta fungdo, com critérios de
“‘adequacgdo para o uso’, estabelecidos entre o laboratério e o usuario final dos
dados. A Figura 19 ilustra este critério (IUPAC, 2002; EURACHEM, 1998; INMETRO,
2003).
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Figura 19 — LQ por inspegao

Neste modelo é construida uma curva de aceitabilidade (em azul) entre niveis
de incertezas e as concentracdes, baseadas, por exemplo, nos estudos de Horwitz
ou em critérios estabelecidos por convencgao entre os prestadores de servigos e 0s
clientes. Um valor de quantificagdo requerido, para as exigéncias do método, tera

seu nivel de incerteza permitido. Assim, o procedimento analitico é submetido ao
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estudo (em vermelho) onde o limite de quantificacdo sera a menor concentragao que

garanta a incerteza maxima permitida.

Nivel minimo de reportagem

Segundo MARTINS (2004), um conceito cada vez mais utilizado chama-se
“limite de reportagem”, bem mais conservador que o limite de quantificagdo, € a
forma mais segura de garantir um resultado em analise de rotina.

Neste sentido, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (em inglés,
United States Environmental Protection Agency — US EPA) elaborou um protocolo
estatistico para determinagdo da concentracdo minima de reportagem (em inglés,
Lowest Concentration Minimum Reporting Level — LCMRL), para atender o sistema
de abastecimento publico (US EPA, 2004).

Este novo conceito, Figura 20, é uma alternativa para o ‘limite de
quantificacdo pratico”, onde além da precisdo em baixas concentragdes, também é
requerida exatidao através da recuperagcdo. O LCMRL é a mais baixa concentracao
verdadeira que tem uma recuperagao predita com alto nivel de confianga 99% entre
50 e 150%. O LCMRL calculado ndo pode ser menor que o padrao de menor
concentracéo (US EPA, 2004).
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Figura 20 — Concentragdo minima de reportagem
As etapas para o calculo da LCMRL comeg¢am pela construgcéo do grafico com

valores de recuperacgao (eixo y) em fungéo dos niveis de fortificagao (eixo x). Assim,

sao tracados os intervalos de predicdo com 99% de confianca em relacdo a curva de
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regressao (parametro de precisdo). Entdo, sdo acrescentadas no grafico, linhas
correspondentes a 50 e 150% de recuperagdo (parametro de exatidao). Linhas
verticais sdo tracadas onde o intervalo superior de predi¢ao intercepta 150% e o
intervalo inferior de predigdo intercepta 50%. O maior nivel de concentragao
interceptado pela linha vertical € considerada a LCRML (US EPA, 2004).

2.8.3.2.5 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta
face a pequenas variagdes. Um método é robusto quando se revelar praticamente
insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando esse esta sendo
executado (INMETRO, 2003).

Segundo BARROS et al. (2005), a robustez demonstra a habilidade de
reproduzir o método em diferentes laboratérios ou sob diferentes condi¢des, dentro
de limites estabelecidos sem que haja alteragdes nos resultados obtidos.

O INMETRO (2003) recomenda o “teste de Youden” para determinagéo da
robustez. Neste estudo é feito um levantamento dos fatores criticos que podem
afetar o método e seus niveis de monitoramento. Este estudo pode ser representado

na Tabela 6:

Tabela 6 — Teste de Youden para avaliacdo de robustez

Valor do fator Combinagao ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8

Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C cC<c Co<c Cec
Doud DDddddDD
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G gg G g GG g
Resultado s t u v w x y z
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Onde:
As letras (A, B, C, D, E, F e G) representam os niveis superiores ensaiados e as
letras (a, b, ¢, d, e, fe g) representam os niveis inferiores. Os resultados dos ensaios
(1,2, 3,4, 5 6, 7 e 8) sdo representados pelos valores (s, t, u, v, w, X, y e 2).

Para determinar a variagcdo de um fator, calcula-se a diferenga da média dos
valores obtidos pelos niveis superiores e inferiores, como por exemplo, Equacéao
(41):

stu+w+y t+v+x+z
4 4

EfeitoC |/ c = (41)

Os fatores podem ser ordenados para revelar efeitos significantes nos
resultados. Uma analise critica servird para um controle rigoroso dos fatores de
maior influéncia (INMETRO, 2003).

2.8.3.2.6 Incerteza de medicao

Segundo VIM (1995), a incerteza de medigdo pode ser definida como:
“Parametro associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersao
dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos a um mensurando”.

A expressdo da incerteza de medicdo € uma exigéncia da NBR ISO/IEC
17025:2005. Atualmente a determinagao de incerteza ndo se resume apenas em
objetivos técnicos, mas também €& a base para reducdo de custos e aumento de
produtividade. Conhecer profundamente os fatores que causam dispersbes e
desvios de resultados é fundamental para o direcionamento de recursos e a
eliminagao de burocracias analiticas.

O Processo de estimativa da Incerteza de medicéo foi descrito em 4 etapas,
Figura 21 (EURACHEM, 2002):
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Especificar o mensurando Etapa 1
|
ldentificar as fontes de Etapa 2
incerteza

Simplificar por
agrupamentos as fontes
cobertas por dados
existentes

GQuantificar os agrupados

Etapa 3

Guantificar os componentes
remanescentes

Converter os componentes
em desvios-padrio

Calcular aincerteza
combinada

Analisar criticamente e, se
hecessario reavaliar os Etapa 4
principais componentes

Calcular a incerteza
expandida

Figura 21 — Processo de estimativa da incerteza

- Na etapa 1, deve-se declarar claramente o que esta sendo medido, incluindo
a relacédo entre o mensurando e as grandezas de entrada das quais ele depende.
Quando possivel, a relagdo matematica entre as grandezas de entrada e de saida
deve ser fornecida.

- Apds estabelecido o “problema analitico”, a etapa 2 consiste em listar as
possiveis fontes de incerteza que contribuem com as grandezas de entradas. Na
pratica a analise estruturada necessaria € efetuada por um “diagrama de causa e
efeito” também conhecido como “diagrama de Ishikawa” ou “espinha de peixe”.

- O “diagrama de Ishikawa” deve ser avaliado criticamente na etapa 3. As
componentes relevantes devem ser agrupadas e quantificadas através de medi¢des
(incertezas do tipo A), estimativa ou publicagdes (incertezas do tipo B). Todas as
componentes de incerteza associadas as fontes potencialmente relevantes devem

ser expressas em incerteza padrao u(xi) .
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- Na ultima etapa, é calculada a incerteza padrdo combinada, através da “lei
da propagacao das incertezas”. Entdo, o fator de abrangéncia apropriado & deve ser
aplicado para obtencao da incerteza expandida U .

A expressao geral da incerteza de medi¢ao, Equacao (42) é:

U=k Zn“a—y,zuz(xi) (42)
= Oxi
Onde:
U = incerteza expandida da medicéo;
k = fator de abrangéncia usado para calcular a incerteza expandida;
oy

3 Ci = derivada parcial da fungédo y em relagdo a grandeza de entrada xi;
X1

u(xi) = incerteza padréao da grandeza de entrada estimada xi.

Para o calculo de k& deve-se obter o valor de graus de liberdade efetivos,
Equacéo (43):

Yl (43)

Onde:

Veff = graus de liberdade efetivos;
uc = é a incerteza combinada;
vi = € o0 grau de liberdade de u(xi).
Para as incertezas do Tipo B, vi = «, portanto u(xi) é igual a zero. Considera-
se entdo para equagao acima somente as do Tipo A, onde, vi =n-1.
Assim, k é obtido pelo cruzamento de Veff com a probabilidade desejada

(usualmente 95,45%) na tabela t-Studentyizteral.

2.8.3.3 Adequacéo do sistema

A adequacgao do sistema é a garantia que tanto o equipamento, quanto o
meétodo validado estdo de acordo com seus requisitos. Geralmente este parametro é
verificado por intermédio de um software de aquisi¢gdo de dados para cromatografia.

Com a frequéncia desejada, o operador pode verificar o tempo de retengao, a
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resolugao, a simetria do pico e outros parametros, incluindo a linearidade e limites
de deteccgao e quantificagdo. Em geral o software também inclui uma documentacgéao
grafica adequada e de facil visualizagéo, a qual permite determinar se o instrumento
e 0 método estdo operando dentro do definido para o teste de suitability, ou seja, se
ambos estdo adequados aos propdsitos do experimento (LANCAS, 2004).

De acordo com a necessidade especifica de uma metodologia, serao
selecionados os parametros de performance que poderdo ser controlados para
garantir a adequagéao do sistema. Segundo requerimentos da AOAC para validagéo
de métodos é preciso que se tenham controles em trabalhos continuos. Este
controle pode ser realizado através de uma carta de controle. Este método esta
baseado em uma coleta inicial de 20 a 30 valores de determinado parametro, onde &
calculada a média e o desvio padréao que serao utilizados como base estatistica para
o sistema de controle. Neste modelo, um valor de equivalentes a média £ 2s, sao
considerados limites de alerta e a média = 3s; limites de rejeicdo. O processo
analitico estara sob controle se menos de 5% dos valores estiverem na faixa de
alerta e sera considerado fora de controle se algum valor estiver além do limite de
rejeicdo ou dois valores consecutivos estiverem na zona de alerta. Neste caso, o
sistema requer investigagdo e acao corretiva (AOAC, 2002). Um estudo mais
aprofundado sobre Controle Estatistico de Processo (CEP) foi muito bem
desenvolvido pela Rede Metodolégica do Estado de S&o Paulo.

Na cromatografia gasosa € possivel monitorar a qualidade do gas de arraste
através do sinal analitico, pois a presenca de impurezas pode modificar o ruido do
sistema e, consequentemente, alterar o limite de deteccdo ou de quantificagao
(LANCAS, 2004).

No sistema de inje¢cdo, pode-se controlar, por exemplo, a area do pico do
padrao interno e estipular uma variagao aceitavel dentro de um limite de confianga
conhecido. O controle do fluxo e/ou pressdo e da temperatura do forno sdo outros
parametros de grande importancia, pois afetam diretamente a precisdo dos tempos
de retencao usualmente utilizados para identificagao do analito (LANCAS, 2004).

A coluna cromatografica devera ser monitorada frequentemente devido a
modificagdo de suas caracteristicas ao longo do tempo, fatores como, tempo de
retencado, area do pico, assimetria e numero de pratos tedricos, podem estar ligados
diretamente a modificagdes na fase estacionaria (AGILENT, 2001; LANCAS, 2004).
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Por fim, o sistema de detecgdo, também pode ser diagnosticado pela
diminuicdo da sensibilidade através da fungao analitica e pelo aumento no ruido do
sinal. Quando a deteccdo for realizada por um espectrobmetro de massas, o
monitoramento podera ser feito através dos paréametros de ajuste automatico (em
inglés: autotune) com base em um padrdo. No autotune, & possivel monitorar a
distribuicdo, a abundancia relativa, a razao isotdpica e a simetria das massas. Além
disso, pode-se monitorar o nivel de impurezas da fonte de ions pela voltagem da
multiplicadora de elétrons, e presenga de impurezas no gas de arraste ou as
condigbes da coluna pelo monitoramento direto da razdo massa/carga do
background (LANCAS, 2004).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao, materiais e vidrarias

o Empregou-se cromatégrafo a gas HP 6890N Agilent (Wilmington, Estados
Unidos), equipado com injetor para divisdo do fluxo "Split/Splitless", septo
com baixo sangramento (5181-3383) e insersor de quartzo silanizado modelo
splitless (5062-3587) com volume efetivo de 0,493 mL.

o Sistema de injecdo composto por seringa cromatografica de 10 ulL, Agilent
(5181-1267), torre de injecdo automatica e amostrador automatico para 100
frascos Agilent série 7683 (Wilmington, Estados Unidos).

° Na separacao de compostos utilizou-se coluna analitica capilar de baixa
polaridade HP5-MS de baixo sangramento, com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e espessura de filme (fase estacionaria) de 0,25 um,
Agilent (19091S-433).

o Para deteccao utilizou-se espectrémetro de massas HP 5973N Agilent (Palo
Alto, Estados Unidos), com analisador de massas quadrupolar capaz de
varrer de 1-800 m/z e fonte de ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV.

o A aquisicao de dados foi feita pelo software ChemStation G1701DA (verséo
D.00.00.38 de 19 de Novembro de 2001) e o tratamento dos dados pelo
Microsoft Office Excel 2003 (versao 11.5612.5606).

o Nas pesagens utilizou-se balangca analitica AG285 Mettler Toledo (Zurich,
Suiga), com resolugdo de 0,01 mg (até 81 g) e 0,1 mg (até 210 Q).
Verificaram-se as balangas com padrdes de massas Throemner certificados
pela RBC (Rede Brasileira de Calibragao).

o No procedimento de extragcdo em fase sélida e pré-concentracdo utilizou-se
sistema manifold (aparelho para extracdo a vacuo) com capacidade de 12
amostras simultdneas Phenomenex, e bomba de vacuo para pressio
negativa de 760 mmHg modelo TE-058, Tecnal (Sao Paulo, Brasil).

o Os sorventes utilizados para estudos iniciais de extracdo em fase sélida
foram: Strata-X® de 30 mg, Phenomenex; Nexus® de 60 mg, Varian; Oasis®

de 30 mg, Waters; e C18 de 500 mg, Phenomenex. Posteriormente foram
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utilizados cartuchos Strata-X 30 mg com volume de 3 mL, Phenomenex (8B-
S100-UBJ) para a validagao do método. Foram utilizadas colunas de 1 metro
DB 35% fenil e 65% metil silicone para conexdes no processo de extragao.
Sistema para purificacdo de agua MilliQ composto por cilindro de
pressurizacao, filtro primario, sistema RIOS, tanque PEO30 e sistema com
filtro 0,22 um, Millipore (Bedford, Estados Unidos), garantindo resistividade de
18,2 MQ.

Para o preparo das solugdes utilizaram-se vidrarias volumétricas Classe A
calibradas conforme critérios da norma ISO DIN 1042. Transferidores com
capacidade entre 100 e 1000 uL Brand e ponteiras.

Frascos para amostras 2 mL em vidro transparente com tampa e septo de
teflon, HP.

3.2. Solventes, padrbes e amostras

Agua com qualidade MilliQ.

Diclorometano grau HPLC LICHROSOLYV, Merck.
Metanol grau HPLC, JT Baker.

Acetato de etila PA-ACS 99,5%, Quimex.
Acetona PA-ACS 99,5%, Quimex.

Extran Neutro, Merck.

Heélio UP 99,999%, AGA.

Os padrdes analiticos foram adquiridos conforme a Tabela 7.



Tabela 7 — Padroes utilizados nos estudos

Nome dos padrdes Fornecedor Pureza (%)
Alaclor Dr. Ehrenstorfer 99,5
Aldrin Dr. Ehrenstorfer 98,5
Dieldrin Dr. Ehrenstorfer 99,0
Atrazina Dr. Ehrenstorfer 99,0
Bentazona Dr. Ehrenstorfer 98,0
Clordano (isbmeros) Dr. Ehrenstorfer 60,0
DDT (isbmeros) Dr. Ehrenstorfer 98,0
Endossulfan a Dr. Ehrenstorfer 97,0
Endossulfan Dr. Ehrenstorfer 99,0
Endrin Dr. Ehrenstorfer 99,0
Heptacloro AccuStandard, Inc. New Haven 99,0
Heptacloro epdxido Pestanal 99,7
Hexaclorobenzeno Dr. Ehrenstorfer 99,5
Lindano (g-BHC) Dr. Ehrenstorfer 98,5
Metolacloro Dr. Ehrenstorfer 97,0
Metoxicloro Dr. Ehrenstorfer 99,5
Molinato Dr. Ehrenstorfer 98,5
Pendimetalina Dr. Ehrenstorfer 98,4
Pentaclorofenol Dr. Ehrenstorfer 99,5
Permetrina (isbmeros) Dr. Ehrenstorfer 94,0
Propanil Dr. Ehrenstorfer 99,5
Simazina Dr. Ehrenstorfer 98,0
Trifluralina Nortox 99,5
Padrao interno*® Milénia 99,9

Padrdes de substituicao™™

Chem Service (mistura # 8)

*1,3-difenoxibenzeno

** 1,4-diclorobenzeno-d4; naftaleno-d8; acenafteno-d10; antraceno-d10; criseno-d12 e perileno-d12.
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Os padroes de pesticidas foram preparados a partir de padrbes sélidos

constituindo solucdes estoques de 1000 mg L. O padrdo interno é solido e os

padrdes de substituicdo (surrogate) sdo misturas padrdo de 4000 mg L dos
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compostos: 1,4-diclorobenzeno-d4; naftaleno-d8; acenafteno-d10; antraceno-d10;

criseno-d12 e perileno-d12.
3.3 Preparo de solugdes analiticas

O preparo de solugdes estoques e solugdes padrao empregadas nos estudos

de validac&o est&do descrito a seguir.

3.3.1 Solucdes estoque da mistura de padrdes

A partir de 0,5 mL das solugdes estoques individuais de 1000 mg L™ de cada
pesticida da Tabela 7, preparou-se 50 mL de solugcdo estoque SA na concentracao
de 10 mg L™

A partir de 5 mL da solugcao estoque SA, preparou-se 50 mL de solucéo
estoque SB na concentracdo de 1 mg L.

A partir de 5 mL da solugcdo estoque SB, preparou-se 50 mL de solucgéo

estoque SC na concentragao de 0,1 mg L™
3.3.2 Solugéao estoque do padréao interno (PI)

Pesou-se 10 mg de Pl e dissolveu-se em 10 mL de acetato de etila. Diluiu-se
esta solucédo transferindo-se 1mL para baldo de 100mL, obtendo-se assim a solugao

estoque de Pl na concentragdo de 10 mg L™,
3.3.3 Solucéao de redissolucéo (SR)

Para a obtencdo da solugao de redissolugao, transferiu-se 5 mL da solugao
estoque Pl e completou-se a 100 mL com acetato de etila obtendo-se a solugéo de
redissolugdo SR na concentragéo de 500 ug L™

Utilizou-se a mesma concentracdo de padrao interno nos padrbes de P1 a
P10.

O preparo das solugdes analiticas utilizadas para estudo de validagao
abrange ampla faixa de concentracdo. As solucdes estoques das misturas de

pesticidas e a solugao de redissolugdo podem ser visualizadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Solugdes estoques e de redissolugao.

Padrdes SA SB SC SR
Solugao estoque individual [1000 mg L'1] 0,5

Volume (mL) solugéo estoque SA [10.000 pug L'1] 5

Volume (mL) solugéo estoque SB [1.000 ug L] 5
Volume (mL) solugao estoque PI [10.000 ug L'1] 5
Volume final da solugéo (mL) 50 50 50 100
Concentragéo final de PI [ug L'1] 500
Concentragao final de pesticidas [ug L'1] 10000 1000 100

3.3.4 Solucdes para estudo de linearidade (P1-P10)

As solugdes para estudo de linearidade foram obtidas transferindo-se 0,1;
0,25; 0,5 e 1 mL de solucao estoque SC em baldes de 10 mL, para os pontos P1,
P2, P3 e P4 respectivamente. Pela adi¢cao de 0,25; 0,5 e 1 mL de solugao estoque
SB em baldes de 10 mL obtiveram-se os padrées P5, P6 e P7 respectivamente. E
com 0,25; 0,5 e 1 mL de solucédo estoque SA em baldées de 10 mL obtiveram-se os
padroes P8, P9 e P10 respectivamente.

Em todos os padrdes foram adicionados 0,5 mL de solugao estoque Pl. Na
afericao do volume utilizou-se acetato de etila.

As concentragdes finais dos padrées P1-P10 sdo: 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100;
250; 500 e 1000 ug L. Todos os padrdes apresentam 500 Mg L™ de padr&o interno.

A Tabela 9 mostra de forma resumida o preparo das solucgdes.

Tabela 9 - Solugdes para estudo de validagao

Padrdes P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Volume (mL) solugdo estoque SA 0,25 0,5 1
Volume (mL) solugéo estoque SB 0,25 05 1

Volume (mL) solugéo estoque SC 01 025 05 1

Volume (mL) solugdo estoque PI 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
Volume final da solugédo (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Concentracgao final de PI [ug L] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
Concentracgao final de pesticidas [ug L 1 25 5 10 25 50 100 250 500 1000

Para a obtencdo das solugdes analiticas empregou-se acetato de etila para a
diluicdo das solugdes estoques. Os padroes foram estocados em refrigerador a -4 °C

e protegidos de luz.
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3.4. Desenvolvimento e otimizagdo do sistema GC-MS

O desenvolvimento e otimizagdo do sistema GC-MS foi iniciado pela escolha
das condigdes de separacido incluindo caracteristicas da fase estacionaria,
programacgao de temperatura e parametros da fase mével, buscando-se sempre
aumento de sensibilidade, seletividade e redugado de tempo de analise. Em seguida
foi realizada a escolha dos ions de quantificagdo e de qualificacdo de forma a
garantir melhor relagdo sinal-ruido e seletividade. Por fim, foram avaliados os
parametros de injecdo e deteccdo de forma conjunta em um planejamento fatorial
fracionario para estudos de efeitos e, com base nos resultados obtidos, foi criado um

modelo quadratico para as principais variaveis.

3.4.1 Parametros de separacéo

Os parametros de separacédo considerados no desenvolvimento do método
incluem a escolha da coluna para separacdo dos compostos em estudo, a escolha
do gas de arraste e vazao 6tima, e um estudo detalhado sobre a programacao de
temperatura do forno observando o comportamento dos analitos em funcdo da

temperatura.

3.4.1.1 Escolha da coluna

A escolha da coluna é fundamental para uma boa analise cromatografica e foi
realizada com base nos objetivos do método. Assim, para uma analise de residuos
em niveis de ultra-tracos utilizou-se uma coluna capilar de 0,25 mm de diametro
interno e baixa espessura de filme 0,25 um, pois quanto menor o volume de fase
estacionaria, menor o ruido e a difusdo na fase estacionaria, melhorando assim, a
sensibilidade na detecgdo. Por se tratar de uma analise multirresiduo de dificil
separacao, foi escolhida uma coluna com 30 m de comprimento para obter-se alta
eficiéncia, ou seja, elevado numero de pratos tedricos. A baixa polaridade fornecida
pela presengca de 5% fenil e 95% de dimetilpolisiloxano com tecnologia de
sangramento minimizado (HP5-MS) foi preferida por atender uma ampla faixa de

polaridade dos analitos e permitir separagdes e detec¢des adequadas.
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3.4.1.2 Qualidade e vazao do géas de arraste

A qualidade do gas de arraste é fundamental em analise de ultra-tragos, pois
o nivel de ruido interfere nos limites de deteccao dos analitos, a medida que diminui
a relagao sinal-ruido. Assim, utilizou-se gas hélio com 99,999% de pureza e filtro
(para remogao de tracos de agua, oxigénio e hidrocarbonetos) especifico para
detecgao de massas. Os critérios de adequacao foram monitorados no Autotune.

A vazao do gas de arraste para obtengéo da eficiéncia maxima é descrita pela
curva de van Deemter e encontra-se na faixa de 0,2 mL min™', sendo impraticavel
para analises via GC-MS que devem trabalhar entre 0,8 e 1,2 mL min~'. Assim, foi
utilizada a vazdo 6tima pratica, descrita pelo fabricante, de 1 mL min™. Com esta
demanda de gas, o sistema de vacuo, composto por bomba mecéanica e outra
difusora, é capaz de manter um vacuo entre 3,0 e 3,3 .10° Torr na fonte de ions.
Assim, um grande caminho médio livre entre moléculas permite maior tempo de
estabilidade de ions e consequentemente maior numero de fragmentos atingem o

detector garantindo alta sensibilidade do método.

3.4.1.3. Programacéo de temperatura do forno

Na cromatografia gasosa, a temperatura € um fator fundamental que
possibilita uma boa separagcdo e rege o tempo total de analise. Assim, para
compostos de diferentes volatilidades e dificil separagdo trabalhou-se com
programacgao de temperatura multilinear. A temperatura inicial, bem abaixo do ponto
de ebulicdo do analito mais volatil, possibilitou a retencdo dos analitos na parte
inicial da coluna e menor dispersdo dos compostos. Enquanto a temperatura final,
suficientemente alta, garantiu a eluicdo dos compostos menos volateis.

Para o desenvolvimento da programac&o de temperatura foi realizado um
estudo que pode fornecer rapidamente uma visualizacdo do tempo de permanéncia
dos analitos em fungao da temperatura. Assim foi possivel avaliar de forma racional
qual a estratégia para separacdo do conjunto de compostos. Este estudo se fez
necessario, pois os pesticidas em questido apresentam volatilidades e polaridades
diferenciadas, o que frequentemente alterava a ordem de eluicdo dos picos

dificultando a busca pela seletividade.
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O procedimento utilizado para a construgdo do grafico tempo de retencao
versus temperatura do forno foi realizado da seguinte forma:

° Preparou-se uma solugao de alta concentragéo (1 mg L'1) composta de todos
os compostos envolvidos no estudo.

o Selecionou-se 0 modo de varredura (SCAN: 33-500 uma) no detector de
massas para identificar os compostos eluidos.

o Criou-se uma série de métodos sequenciais com temperaturas iniciais
variando entre 40 e 270 °C (de 10 em 10 °C totalizando vinte e quatro
métodos). Cada método teve sua temperatura inicial mantida por trinta
minutos (tempo de coleta de informacgdes). Apds, uma rampa de 50 °C min”
até 270 °C, esta temperatura final foi mantida por 10 min para eluicdo de
todos os compostos, evitando-se assim que picos referentes as injecoes
anteriores interferissem na proxima injecao.

° Todos os compostos eluidos em trinta minutos de temperatura constante em
cada um dos vinte e quatro métodos foram utilizados para construcdo do
grafico tempo de retengao versus temperatura do forno.

° Apds avaliar o comportamento do conjunto de dados projetou-se a

programacao de temperatura do forno.
3.4.2 Parametros de injecao

Os parametros de injecdo da amostra considerados no desenvolvimento do
meétodo incluem: solvente utilizado, presséo e temperatura do injetor, tipo de insersor

e septo, modo de inje¢ao, purga do injetor e volume de injegao.
3.4.2.1 Solvente

Acetato de etila foi considerado a melhor opcdo de solvente por sua
polaridade moderada (fornece boa solubilidade para todos os padrbes), baixa
toxicidade (seguranga no laboratério), baixo custo (para analise de rotina),
temperatura de ebulicio moderada de 77 °C (permitindo uma temperatura inicial

com baixa dispersdo dos analitos em estudo na coluna cromatografica, entre 45 e 65
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°C) e massa molecular relativamente alta, possibilitando um menor coeficiente de

expansao térmica.

3.4.2.2 Pressao do injetor

Este parametro foi otimizado conforme item 3.4.5, assumindo um modo sem
divisado pulsado (pulsed splitless) de 15 psi por 1,5 min possibilitando maior volume
de injegcdo. No periodo de pulso de pressao a vazéo é de 3 mL min”', e apds este
periodo a pressao baixa para 7,53 psi e varia de acordo com a temperatura do forno

para possibilitar uma vazao constante do gas de arraste de 1 mL min™.

3.4.2.3 Temperatura do injetor

Este parametro foi otimizado conforme item 3.4.5, sendo escolhida a
temperatura de 250 °C, pois € alta suficiente para garantir boa volatilizagdo dos
analitos sem degradagéo e relativamente baixa para proporcionar um volume de

expansao adequado.

3.4.2.4 Tipo de insersor

Utilizou-se insersor do tipo splitless com 0,493 mL de volume efetivo (V4), ou

seja, a metade do volume total do insersor (V) obtido pela area interna, onde r é 2
mm, vezes o comprimento (L), 78 mm e = = 3,1415, pela Equacgéao (44).

Vr= Lo (44)

Este insersor proporciona grande volume de injecao e é silanizado para

minimizar interagdo com os analitos mais polares. N&o foi utilizada 1a de vidro no

interior do insersor e recomenda-se a troca deste, a cada 200 inje¢des. O

diagndstico para o momento da troca de insersor pode ser obtido pelo aumento da

linha de base em temperaturas elevadas, o que acontece quando pequenos

fragmentos de septo entram no insersor e na coluna. Recomenda-se agulha de

ponta cOnica por aumentar a vida util do insersor.



89

3.4.2.5 Tipo de septo

Foi utilizado septo de baixo sangramento, ideal para detectores de massas, ja
que compostos como dimetilpolisiloxano sao fontes potenciais de interferéncias

fornecendo altos ruidos na linha de base.

3.4.2.6 Volume de injecéao

O volume de injegao foi escolhido de acordo com o estudo de otimizagédo do
item 3.4.5. e ficou estabelecido em 2 uL como sendo o valor maximo que pode ser

injetado sem ocorréncia de backflush (capacidade amostra em fase gasosa).

3.4.3. Parametros de deteccéao

Os parametros de detecgao considerados no desenvolvimento do método
incluem: temperatura da linha de transferéncia, sintonia de massas, parédmetros de

varreduras, selegao de ions e energia da multiplicadora de elétrons.

3.4.3.1 Temperatura da linha de transferéncia

Este acoplamento localiza-se entre o forno e a fonte de ions e tem como pré-
requisito uma temperatura superior a temperatura maxima de separacgéao (utilizou-se

280 °C), evitando-se a possivel condensacéo dos analitos no final da coluna.

3.4.3.2. Sintonia das massas

O ajuste das massas foi realizado através dos parametros de “autotune”
utilizando-se um padrao de perfluortributilamina (PFTBA) para regular as resolugoes
e abundancias das massas. Neste processo, a otimizagao é feita automaticamente e
os parametros sao aceitos dentro de um nivel de adequagéo do sistema. A energia

de ionizacéo foi ajustada em 70 eV.
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3.4.3.3. Parametros de varreduras

O numero de ciclos (compreendido pelo numero de vezes que o equipamento
realiza uma varredura completa) e tempo de espera (periodo de aquisi¢do de dados
de cada ion) é definido em fungdo da largura do pico e da sensibilidade esperada
respectivamente. Foram garantidos no minimo nove pontos de aquisi¢gdo para

definicdo gaussiana de cada pico.

3.4.3.4. Selecao de ions

O método para analise de ultra-tracos utiliza o modo de monitoramento
seletivo de ions (SIM), onde foi selecionado um ion de quantificacédo e outro de
qualificacdo, considerando-se a relacao sinal-ruido e priorizando-se massas mais
elevadas. Um resumo das janelas de detecg¢do e dos ions de monitoramento pode

ser visualizado na Tabela 10.
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Tabela 10 — Janelas de retencgao e ions de monitoramento

Nome dos padrdes Janela de fons de fons de
retencao quantificagdo  qualificagédo
Alaclor 17,14-18,00 160 188
Aldrin 18,00-18,16 263 261
Dieldrin 20,50-21,00 79 277
Atrazina 14,10-14,29 200 215
Bentazona 18,50-19,10 119 198

Clordano (isbmero 1)
Clordano (isémero 1)
Clordano (isémero 1I) 20,11-20,20 373 375
DDT (isémero I)

19,72-20,01 373 375

DDT (isémero 1) 21,50-23,20 235 165
Endossulfan o 20,01-20,11 195 241
Endossulfan 3 21,27-21,50 195 241
Endrin 21,00-21,27 263 261
Heptacloro 17,00-17,14 272 274
Heptacloro epoxido 19,26-19,72 183 353
Hexachlorobenzeno 13,00-13,80 284 286
Lindano 14,42-14,66 181 219
Metolacloro 18,16-18,50 162 238
Metoxicloro 23,43-24,20 227 228
Molinato 9,30-12,20 126 187
Pendimetalina 19,10-19,26 252 253
Pentaclorofenol 14,29-14,42 266 264
Permetrina (isdbmero 1)

o 24,20-25,80 183 163
Permetrina (isémero Il)
Propanil 16,30-17,00 161 163
Simazina 13,80-14,10 201 186
Trifluralina 12,20-13,00 306 264
Padr&o interno Janela de fons de fons de

retencao quantificacdo  qualificagéo
1,3-difenoxibenzeno 20,20-20,50 141 262
Mistura padréo (surrogate) Janela de fons de fons de
retencao quantificagdo  qualificagéo

1,4-Diclorobenzeno-d4 4,50-5,90 150 152
Naftaleno-d8 5,90-8,50 136 137
Acenafteno-d10 8,50-9,30 162 164
Antraceno-d10 14,66-16,30 188 189
Criseno-d12 23,20-23,43 240 236
Perileno-d12 25,80-29,67 260 264

3.4.3.5. Multiplicadora de elétrons

A voltagem da multiplicadora de elétrons € ajustada automaticamente pelo
autotune e indica a condicio da fonte de ionizagdo. Neste caso, € aceitavel trabalhar
até 1600 V.
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3.4.4. Modelo de Younden para estudo de efeitos em GC-MS

Para avaliar os principais parametros que sado potencialmente capazes de
prover aumento de sensibilidade do sistema GC-MS utilizou-se um planejamento
fatorial fracionario perfeitamente equilibrado conhecido como modelo experimental

de Younden. A Tabela 11 mostra um resumo do modelo estudado.

Tabela 11 — Modelo de Younden para estudos sensibilidade em GC-MS

NUMERO DE EXPERIMENTOS - MODELO EXPERIMENTAL

NIVEL DO FATOR 1 2 3 4 5 6 7 8
Volume injetado (ulL) 5 5 5 5 2 2 2 2
Temperatura do injetor (°C) 280 280 230 230 280 280 230 230
Presséo do injetor (psi) 25 7,6 25 7,6 25 7,6 25 7,6
Purga (mL) 3 3 0 0 0 0 3 3
Tempo (minutos) 5 0,2 5 0,2 0,2 5 0,2 5
Velocidade de injegdo (uL s'1) 6000 1000 1000 6000 6000 1000 1000 6000
Voltagem da multiplicadora (V) 400 0 0 400 0 400 400 0

O principal objetivo com este estudo foi avaliar as principais variaveis em
situagbes extremas, de forma a obter uma visao dos efeitos gerados por cada fator

estudado.

3.4.5. Otimizacao do sistema de injecéo

De acordo com os estudos realizados com o modelo de Younden para o
sistema GC-MS, foram selecionadas trés variaveis para otimizacdo do sistema de
injecao visando um acréscimo de sensibilidade instrumental. O estudo foi dividido da
seguinte forma:

e Primeira etapa: elaboragdo de um planejamento experimental para criagao

de um modelo quadratico. A Tabela 12 mostra o planejamento utilizado.
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Tabela 12 — Planejamento experimental para otimizagao de injecao

Pressao (psi) Temperatura (°C) Volume liquido (uL)
7,5 240 1
7,5 260 1
7.5 240 3
15 250 1
7,5 250 2
15 240 2
15 250 2
25 260 3
25 260 2
15 260 3
25 250 3
25 240 1

e Segunda etapa: simulagdo dos volumes de gas obtidos a partir das
condigbes experimentais de cada um dos métodos da Tabela 12, segundo a

lei dos gases ideais de Charles, Boyle, Gay-Lussac e Avogadro.

O calculo para o volume de expansao foi realizado partindo da Equacéo (45):
V =mRT/pM (45)
Onde:
V = Volume de expanséao do solvente injetado (mL);
m = massa do solvente injetado (g). Como o solvente é injetado em pL, converte-se
o volume para mL e multiplica-se pela densidade do solvente utilizado. Assim:
m = [volume injetado (mL) x densidade do solvente (g mL™")];
R = constante de proporcionalidade, que vale 8,31x10° (Pa mL mol'K™);
T = Temperatura absoluta do injetor (K), obtida por (K = °C + 273);
p = Press&o absoluta no injetor = medida de pressao (Pa) + 101325 Pa (que indica 1
atm), onde 1 psi = 6895 Pa;
M = massa molecular do solvente (g mol™);
Para o calculo do volume de backflush (Vg), Equagao (46):
Ve =V./2 (46)
E V.=V, Equacéo (44), V1= volume total do insersor.
e Terceira etapa: realizagdo das analises com cada um dos métodos da
Tabela 12 e avaliagdo de trés compostos com diferentes retengdes: baixa,

moderada e alta.
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e Quarta etapa: Construcdo de modelos quadraticos utilizando como variaveis
independentes pressodes, temperaturas e volumes de cada um dos métodos
da Tabela 12, e como variaveis dependentes as respostas de intensidade de
sinal dos compostos de diferentes volatilidades. O objetivo aqui é avaliar o
comportamento das respostas em fungao dos parametros de otimizagéo e a
dependéncia ou ndo das caracteristicas de retencao.

e Quinta etapa: avaliacdo dos resultados através de um grafico de intensidade
do sinal versus volume de expansao, tendo como referéncia o volume de
backflush. Outro objetivo €& examinar os efeitos backflush nos

cromatogramas.

3.5 Estudos de recuperacao

3.5.1 Preparo das solugdes de fortificacoes

As solucdes de fortificacbes foram preparadas conforme a Tabela 13. Uma
mistura acetona:acetato de etila (6:4) foi utilizada como solvente na fortificacéo, pois

tem boa solubilidade em agua e nos compostos em estudo.

Tabela 13 - Preparo das solugdes padroes de fortificacbes

Concentragao final F1 F2 F3
Fortificagdes [ug L em agual] 0,030 0,100 0,300
Solugdes de fortificagdes [ug L™ no padrao] 30 100 300
Padrbes de substituigdo [ug L' em agua) 0,100

Padrdes de substituicao

[ug L' no padrao] 100

Volume (mL) solugado SC 3

Volume (mL) solugao SB 1

Volume (mL) solug&o SU [1.000 ug L] 1 1 1
Volume final do padrédo (mL)* 10 10 10

*acetona:acetato de etila (6:4)

3.5.1.1 Solucéo do padrao de substituicdo (SU)

Diluiu-se a mistura de padrées de 4000 mg L™ para uma solucéo de 40.000
ug L™ pela adicdo de 1 mL em baldo de 100 mL e completou-se o volume com
acetato de etila. Esta ultima foi diluida 40 vezes (2,5 mL em 100 mL) obtendo-se SU

(1.000 pg L.
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3.5.1.2 Solucéao de fortificacao (F1)

Preparou-se 10 mL de solugéo de fortificagdo de 30 pug L1 que foi utilizada
para preparar amostras de agua de 0,030 pg L™ para todos os analitos. Este nivel de
fortificacdo representa o limite maximo permitido para o menor nivel exigido na

legislagdo. Este padrao ndo apresenta padrao interno.
3.5.1.3 Solucéo de fortificacao (F2)

Preparou-se 10 mL de solugéo de fortificacdo de 100 ug L'1 que foi utilizada
para preparar amostras de agua de 0,100 ug L™ para todos os analitos. Este padrédo

nao apresenta padrao interno.
3.5.1.4 Solucéao de fortificacao (F3)

Preparou-se 10 mL de solugéo de fortificagdo de 300 ug L1 que foi utilizada
para preparar amostras de agua de 0,300 ug L™ para todos os analitos. Este padrao

nao apresenta padrao interno.
3.5.2 Preparo das solucgdes de recuperacao

Para o preparo das solucdes de recuperacao € preciso levar em conta o fator
de pré-concentragdo da amostra fortificada. As solugdes de fortificagcdes séao
adicionadas em volume de 1 mL por litro de agua. Os volumes de amostras
fortificadas sao de 200 mL na etapa de percolacdo e a recuperagcao em 0,5 mL. A
seqguir esta a relagao entre as fortificagbes e as concentragdes de recuperagao esta
na Equagao (47):

_ VF*VA*CF
VT *VR

CR (47)

Onde:
CR é a concentracao de recuperacgao;
VF é o volume de fortificagédo (0,2 mL);

V4 é o volume da amostra (200 mL);
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CF é a concentracgao de fortificagdo no padrao;
VT é o volume total da fortificagdo (200 mL);

VR é o volume de recuperacgéao (0,5 mL).

A Tabela 14 mostra o preparo de solu¢des de recuperagdes, ou seja, aquelas

empregadas para comparagao do estudo de recuperacéo.

Tabela 14 - Preparo das solug¢des padréao de recuperacdes

Concentragao final R1 R2 R3
Concentracdo [ug L] 12 40 120
Padrdes de substituicio [ug L] 100

Volume (mL) solugéo SC 3

Volume (mL) solugéo SB 1 3
Volume (mL) solugdo estoque PI [10.000 ug L™ 1,25 1,25 1,25
Volume (mL) solugdo SU [1.000 ug L] 1 1 1
Volume final do padrdo (mL)* 25 25 25

* acetato de etila

As solugdes de recuperagdes: R1 (12 ug L"), R2 (40 ug L") e R3 (120 pg L™)
representam os niveis de fortificagdo em agua: F1 (0,030 pg L"), F2 (0,100 ug L") e
F3 (0,300 pg L") multiplicados pelo fator de pré-concentragdo de 400 vezes.

3.5.3 Desenvolvimento do procedimento de SPE

Em uma avaliacao inicial do procedimento de extragdo em fase sélida foram
escolhidos quatro tipos de cartuchos disponiveis comercialmente: Strata-X® 30 mg,
Nexus® 60 mg, Oasis® 30 mg e Strata® C18 500 mg. Dois tipos de solventes foram
avaliados: acetato de etila e diclorometano. As amostras foram fortificadas na
concentracédo de 0,300 pg L™ em duplicatas.

A quantidade de amostra foi definida em fungdo da necessidade de pré-
concentragdo que multiplicada com os limites de quantificagdo atingissem os
requisitos apresentados na Portaria 518. Assim 200 mL foi escolhido como volume
de amostra de agua fortificada para recuperagdao em 0,5 mL obtendo-se uma pré-
concentracéo de 400 vezes.

Utilizou-se metanol para condicionamento dos cartuchos em fungdo da
solubilidade em agua na etapa de equilibrio, antes da percolagdo da amostra. Na

etapa de eluicdo utilizou-se diclorometano ou acetato de etila, pois sdo solventes de
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polaridades intermediarias que apresentam grande afinidade pelos analitos
estudados.

As fases estacionarias dos cartuchos para SPE foram escolhidas em funcéo
do tipo e da quantidade de fase. Fatores como: porcentagem de recuperagao,
praticidade de manipulagdo, necessidade de ajuste de pH e secagem foram
avaliados para a escolha do material utilizado (KURZ, 2007; MARTINS, 2004).

3.5.3.1 Pré-concentracdo em SPE

Definidas as melhores condigdes para o procedimento de extragdo e pré-
concentragdo as seguintes etapas foram desenvolvidas:

a) Procedimento de condicionamento e equilibrio

Condicionou-se cada cartucho pela passagem de dois volumes de metanol
com vacuo desligado. Fechou-se a torneira antes que o nivel de solvente atingisse a
fase estacionaria. Completou-se o volume com agua de qualidade Milli-Q para o
equilibrio e eluiu-se lentamente até o nivel do sorvente por duas vezes.

b) Procedimento de percolagao da amostra

Preparou-se 200 mL de cada amostra de agua. Conectaram-se as amostras
para extragdo com vazao entre 1 e 2 mL min™'. Equivalente a 2 h de extracdo. Apds
a passagem da amostra, lavou-se o cartucho com um volume de agua de qualidade
Milli-Q. Secaram-se os cartuchos por 30 minutos no manifold com vacuo.

c) Procedimento de eluicéo e redissolugao

Eluiram-se os analitos por adigdo de 2 mL de diclorometano em duas etapas
com tempo de interacdo de 1 minuto para cada etapa. Secaram-se os extratos a 55
°C por aproximadamente 20 minutos, em alternativa a corrente de He branda por
aproximadamente 30 minutos. Redissolveram-se os analitos pela adicado de 0,5 mL

de solugao de redissolugao.
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3.6 Validagéo e garantia da qualidade

3.6.1 Validac&o do equipamento

A validacdao de equipamentos criticos foi realizada de acordo com um
programa de garantia da qualidade que atenda os requisitos da ISO 17025. Foram
realizados programas de manutengdo preventiva, calibragbes e verificacoes
periddicas conforme programa de garantia da qualidade do laboratério. Para o
sistema GC-MS, a Tabela 15 mostra um resumo da qualificagdo instrumental
definida em funcado das condi¢des normais de operagao e validacido do método.

Tabela 15 - Qualificacdo da instrumentacgao e critérios de aceitacao
Cromatégrafo a gas acoplado ao detector seletivo de massas - GC/MS

Sistema GC-MS Monitoramento Critérios
m/z: 18 < 5% do pico base;

1) Gas e vazamentos Autotune 32 e 28 < 15% do pico base.
2) Background Autotune <150 picos;

3) Sensibilidade Autotune EM: <1600 V

4) Resolugao de massas Autotune 0,5+0,15

5) Razao isotopica C'?/ C™ Autotune m/z =70 (1,1 £0,1)

6) Energia (El) Autotune 70+1eV

7) Vacuo Medidor digital <4.10° Torr

3.6.2 Validagdo do método

Apdés as etapas de desenvolvimento e otimizagdo das condicbes de
separacao e detecgdo, o procedimento foi submetido ao processo de validagao
conforme padrdes aceitos por normas internacionais como a ISO 17025. Os critérios
de validagdo descritos na fundamentacéo tedrica foram selecionados de forma a
atenderem as necessidades em andlise de tracos de pesticidas em agua potavel.
Assim, os parametros de desempenho selecionados foram:

e Funcéo analitica e linearidade;

e Limite de deteccao, limite de quantificacao;

e Seletividade;

e Precisdo instrumental, precisédo intermediaria e exatidao (recuperagao)

¢ Incerteza de medicgao;

e Robustez;

e Limite pratico de reportagem e faixa de aplicacao.
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3.6.2.1 Fungéao analitica e linearidade

As fungdes analiticas foram avaliadas em amplitude de 3 ordens de grandeza,
entre 1 e 1000 pg L™, contendo no maximo 10 niveis de concentracdo. Cada solugéo
padrao entre P1 e P10 foi injetada 7 vezes. Foram geradas equacdes de regressao
linear e polinomial como modelo de predigdo utilizando Microsoft Office Excel® 2003.
A calibracédo foi realizada pelo método da padronizacgdo interna conforme descrito na
revisdo bibliografica. A faixa de aplicagao foi definida em funcdo da linearidade do

método e dos limites de quantificagéo e reportagem.
3.6.2.2 Seletividade

A analise por GC-MS é considerada de alta seletividade e muitas vezes
especifica. A seletividade do método foi assegurada pela auséncia dos ions de
quantificacado e qualificagdo no tempo de retencao dos analitos em uma amostra em
branco. Em amostras reais a seletividade é assegurada pela relagdo entre ions de
quantificacdo e qualificagdo com tolerancia de 20%. Proximo ao limite de

quantificagéo essa tolerancia pode ser aumentada para 30%.
3.6.2.3 Limite de deteccéao e limite de quantificacao

A determinacao do LD e LQ foi estabelecida a partir da relagdo sinal-ruido
dos ions selecionados (ions de quantificagdo e ions de qualificagdo) para cada
composto em estudo.

Foram consideradas 7 inje¢des do padrao P4 de concentragao 10 ug L (com
excegao de clordano, DDT e permetrina que sdo misturas isoméricas consideradas
nos calculos). Para bentazona e pentaclorofenol foi utilizado o padrédo P8 de
concentracdo 250 pg L. Os niveis de concentracdo foram empregados em fungao
da proximidade aos limites de quantificagdo dos compostos. Os resultados médios
da altura dos picos foram utilizados como referéncia para o calculo do coeficiente de
sensibilidade (denominador que converte o sinal em concentragao).

Na sequéncia do estudo foi injetado 7 vezes o padrdo PO equivalente ao
branco. O desvio padrdo do ruido foi determinado e os valores médios reportados.

Em fungao da alta estabilidade do sinal no monitoramento seletivo de ions, que na
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totalidade dos compostos apresentaram um desvio menor que a unidade de
abundancia, foi estabelecido o ruido minimo como sendo a prépria unidade.

A determinacédo do LD foi estabelecida como sendo a concentragdo que o ion
de menor abundancia apresenta quando a altura do pico cromatografico
corresponde a 3 vezes a relacao sinal-ruido. Para o LQ foi considerado 10 vezes a
relacdo sinal-ruido para o ions de quantificacdo, desde que o ion de qualificagao
fosse igual ou maior que 6 vezes esta relagdo. Assim, ambos os limites s&o

garantidos de forma confirmatoria.

3.6.2.4 Precisado instrumental

A preciséo instrumental foi avaliada pela injecédo de 7 réplicas por nivel de
concentracdo do estudo de linearidade. Os resultados foram expressos em RSD e

comparados com a trombeta de Horwitz.

3.6.2.5 Repetitividade e precisdo intermediaria

A repetitividade em ensaios quimicos em um curto espaco de tempo, muitas
vezes nao representa a precisdo dos resultados de um procedimento utilizado em
rotina. Neste sentido, um estudo de precisao intermediaria foi adotado com o intuito
de apresentar de forma mais representativa a situacao vivenciada em uma rotina de
analise.

A precisao intermediaria ou reprodutibilidade interna foi realizada pela
execucao do procedimento completo de forma independente. Neste estudo foram
realizadas 30 extragdes. Estas extragcdes foram distribuidas em 3 niveis de
concentracdo (0,030; 0100 e 0,300 ug L™) em 3 dias diferentes. No primeiro nivel
foram realizadas 12 extragdes em 2 dias distintos (6 extragdes por dia), 0 mesmo
ocorreu com o terceiro nivel de concentracdo. No nivel intermediario foram
realizadas 6 extracdes em 1 dia apenas, para confirmacao de compostos com limites
de quantificagdo mais altos. Cada dia de estudo uma nova calibracdo de massas

(autotune) foi realizada em GC-MS.
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3.6.2.6 Exatidao (recuperacao)

A exatiddo foi determinada conforme o estudo de recuperagcdo. As amostras
foram fortificadas em 3 niveis: 0,030, 0100 e 0,300 ug L™, que s&o limites proximos
aos limites mais baixos estabelecidos pela Portaria 518.

O calculo de recuperacgao foi expresso pela Equagao (48):

R(%) = %.100 (48)

3
Onde:
C+ € a concentracao determinada na amostra fortificada
C, é a concentracao determinada na amostra nao fortificada
Cs3 é a concentracao determinada do padréo fortificagao
Os dados de recuperagao foram avaliados utilizando-se analise por

componentes principais.
3.6.2.7 Estimativa de incerteza

Para atender as exigéncias da norma ISO 17025, foi realizada a estimativa de
incerteza do procedimento adotado em rotina. Assim, através do “diagrama de
Ishikawa”, Figura 22, foram representadas as principais fontes de incerteza

presentes na determinagao dos pesticidas estudados.
Robustez

Solugdo de caibragdo Precisyey  Ectabilidade ——m

instrumental *+—Turhidez

Ewaporagio ——s

+—— AerigEo 4—~Eecagem

Pipets ——= pH ———

*+— paldo A—hiodidcador orgdnico

Percalago ——-

¥ ¥ »| Comceniragio
& k. & {RSD)

#— Reagentes R —

Baldy =
*— Balanga Cuna de
calibragan

Redissolug@n
FolugHo estoque Repetitividade de recuperaga

Figura 22 — Diagrama de Ishikawa para determinagao de pesticidas em agua
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Para a determinacdo de incerteza seguiram-se as recomendacgbes do
EURACHEM (2002).

3.6.2.8 Robustez

A robustez do método foi testada conforme variaveis consideradas
importantes para o desempenho do método. Na Tabela 16, encontra-se o0 modelo
experimental para avaliagao da robustez.

Tabela 16 — Modelo experimental para estudo de robustez

NIVEL DO FATOR

Fatores 1 2 3 4 5 6 7 8
Turbidez (UT) S 5 5 5 0,5 0,5 0,5 0,5
pH 9 9 5,5 55 9 9 5,5 5,5
Percolagao (h) 4 2 4 2 4 2 4 2
Estabilidade (h) 24 24 0 0 0 0 24 24
Tempo de secagem (min) 60 15 60 15 15 60 15 60
Volume de modificador (mL) 0.2 0 0 0,2 0,2 0 0 0,2
15 0 0 15 0 15 15 0

Evaporagao (min)

Apos a etapa de SPE, foram realizadas analises em GC-MS de acordo com o
procedimento estabelecido. O estudo de efeitos foi realizado conforme revisao
bibliografica. Foram estabelecidos fatores de correlagdo entre analitos e padrées de
substituicdo de forma a corrigir efeitos de evaporacado e retencdo no processo de
SPE.

3.6.2.9 Limite préatico de reportagem e faixa de aplicacéo

O limite pratico de reportagem foi definido em fungdo dos estudos do fator de
pré-concentragcédo e do LQ. Assim, para que o resultado de um ensaio seja reportado
guantitativamente é necessario que o sinal seja compativel ao LQ definido no estudo
e que apresente recuperagdes adequadas (quando comparadas com a curva de
Horwitz) neste nivel de determinagéo.

Em alguns casos, recuperagdes baixas, porém reprodutiveis e com boa
robustez podem ser utilizadas com seguranga. Quando possivel, fatores de
correlagdo estabelecidos por padrdes de substituicdo podem corrigir efeitos de

variaveis como evaporacgao excessiva, pH, turbidez, etc.
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Em analise de rotina a determinagao é limitada pela curva analitica entre
0,030 e 0,300 ug L. Devido a larga faixa de VMP na Portaria 518, entre 0,030 e 300
ug L™ para os compostos estudados, extratos com concentragdes acima de 0,300 pg
L™ devem ser diluidos com solugo de redissolucédo e submetidos & nova analise por
GC-MS a fim de serem interpoladas pela curva de calibracdo descrita acima. Com
isso, ndo ha necessidade de utilizar equagdes polinomiais (como as utilizadas nos
estudos de linearidade com 3 ordens de grandeza) ja que os pontos maximo e
minimo diferem em apenas uma ordem de grandeza e podem ser encarados como a
derivada em um ponto da funcao analitica.

Esta estratégia de analise foi adotada a fim de garantir maior atencdo nos
niveis mais baixos da Portaria 518 e pelo fato histérico da grande maioria das

analises apresentarem resultados negativos para todos os compostos.
3.6.3 Adequacéo do sistema

Em ensaios de rotina sao estabelecidos parametros que devem ser
verificados periodicamente para garantir a validade dos resultados. A adequacgao do
sistema tem por objetivo o controle das variaveis instrumentais, manipulacdes e
desvios da normalidade que podem afetar a qualidade dos ensaios realizados na
rotina. De acordo com esse objetivo alguns fatores chaves podem garantir
resultados conformes e, portanto, confidveis. A Tabela 17 mostra parametros de
monitoramento periddico para controle de qualidade dos ensaios em rotina.

Tabela 17 — Controle de qualidade em ensaios de rotina

Parametros Monitoramento Critérios

Volume de injegao® Area rsp Sinal do PI: £ 40%

Tempo de retengéo Pl (tr)? tr Ic (99%) 20,29 < tr < 20,31

Eficiéncia (Nefr)® Neff Neff > 90% (condigdes iniciais)

Sensibilidade do método (a)d Coef. Angular (a) ic (99%) Limite inferior < a < limite
superior

Coef. de determinacao (R?) R? R?> 0,99

Limite de Reportagem (LR)d LR LR > VMP

Recuperagao ioNquantiicacao € (ONquaiiicacao’ Diferenca entre ions < 20%, <30% (LQ)

Recuperagéo (R%) surrogate 3 e 4 R% ic (99%) Limite inferior < R% < limite
superior

¢ diario; @ anual
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3.7 Aplicagdo do método em amostras reais

O método foi aplicado em 5 amostras reais com diferentes caracteristicas. A
primeira amostra foi retirada da estacdo de tratamento de agua (ETA) que abastece
a regiao central do municipio de Vera Cruz, cuja fonte tem origem no Arroio
Andreas. A segunda amostra foi obtida em Linha Capéao interior de Vera Cruz, no
ponto de coleta Corredor B, tratando-se de um poc¢o artesiano. A terceira amostra foi
obtida na ETA da Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN) de Rio
Pardo, cidade abastecida pelo rio Jacui. A quarta amostra foi retirada da ETA da
CORSAN de Santa Cruz do Sul abastecida pelo Lago Dourado (a agua estava com
turbidez de 2,0 UT acima do usual 0,5 UT devido a chuva). A quinta amostra foi
obtida na regido central do municipio de Sinimbu, sendo abastecido por um conjunto
de vertentes superficiais.

O objetivo da amostragem foi abranger amostras de aguas de diferentes
caracteristicas, de forma a representar fontes de abastecimento (arroios, rios, lagos,
vertentes e pogos artesianos), condigbes do tempo (prevendo o aumento de turbidez
em dias de chuva, nas duas ultimas amostras), tratamento de agua (clarificada em
ETA ou bruta) que naturalmente conferem deferentes niveis de sais minerais, pH,
turbidez, acidos fulvicos e humicos, etc.

As coletas foram feitas em recipientes de vidro sendo armazenadas em local
protegido da luz e em temperaturas entre 1 e 4 °C, evitando assim, o congelamento

da amostra.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagéao do sistema GC-MS

A otimizacdo do sistema € apresentada de forma resumida na Tabela 18. Os
critérios que levaram as decisdes tomadas estao descritos nos itens: pardmetros de

injecao, separacao e deteccgao.

Tabela 18 — Condicdes otimizadas do sistema GC-MS

Parametros de injecao

Lavagem solvente A: 5 vezes
Lavagem solvente B: 5 vezes
Descarte da amostra: 3 vezes
Tempo de sucgao: 1s
Volume de injecéo: 2 uL
Velocidade de injecao: 6000 uL s’
Parametros do injetor

Modo: Pulsed splitless
Temperatura: 250 °C
Pulso de pressao: 15,00 psi
Tempo de pulso: 1,50 min
Pressao: 7,53 psi
Tempo de purga: 0,00 min

Parametros da coluna

Coluna: Capilar HP-5MS - 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym

Modo: Fluxo constante

Vazao: 1 mL min™

Velocidade linear: 36cms’

Parametros do Forno

Temperatura inicial: 50 °C

Tempo inicial: 2,00 min

Rampas:

Taxa (°C min™) Temperatura final (°C) Tempo final (min)

30,00 160 5,00
5,00 180 0,00
10,00 270 6,00

Tempo total: 29,67 min

Linha de transferéncia: 280 °C

Parametros do detector

Modo: SIM

Tempo de espera do solvente: 4,50 min

Multiplicadora de elétrons: 1400-1600 V

Temperatura da fonte: 230°C

Temperatura do quadrupolo: 150 °C

Tempo por ion: 100 ms
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4.1.1. Otimizacao do processo de separacao

De acordo com os objetivos descritos no item Materiais e Métodos, as etapas

de aquecimento foram otimizadas com base no grafico da Figura 23.

Temperaturavs Tempo de retengao

250 4 Rampa de temperatura

200 4

a
=)

Temperatura (°C)

=)
o

50 +

0

T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30
Tempo de retengéo (min)
—— 1,4-Dichlorobenzene-d4 —— Naphthalene-d8 Acenaphthene-d10 Molinate —— Trifluralin —— Hexachlorobenzene
—— Simazine —— Atrazine Pentachlorophenol Lindane (g-BHC) Anthracene-d10- Propanil
Heptachlor Alachlor Aldrin Metolachlor —— Bentazone Pendimethalin
Heptachlor epoxide Chlordane | Chlordane Il ——— Endossulfan | ——— Chlordane Il Benzene, 1,3-diphenoxy-
—— Dieldrin —— Endrin —— Endossulfan Il ——DDTI —— DDT (is6mero Il) —— Chrysene-d12
—— Methoxychlor —— Permethrin | —— Permethrin Il —— Perylene-d12 Série35

Figura 23 — Grafico de temperatura do forno da coluna versus tempo de retencéo

O estudo do grafico mostra o comportamento do tempo de retengcdo de cada
composto versus a temperatura da separagédo. A programacgédo de temperatura foi
escolhida da seguinte forma:

- Primeiro estagio — A programacado comega com uma temperatura inicial de
50 °C, pois, é aconselhavel que a injegdo da amostra ocorra entre 10-30 °C abaixo
da temperatura de ebulicdo do solvente evitando assim dispersao dos analitos na
entrada da coluna (neste caso, acetato de etila com ponto de ebuligdo de 77 °C).
Outro aspecto importante é que nesta temperatura os analitos permanecem
‘congelados”, ou seja, estaticos na parte inicial da coluna por dois minutos, sendo
possivel trabalhar com otimizacdo de injecao (pulsed splitless), sem alteragdo dos
tempos de retencao dos analitos.
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- Segundo estagio — Apds a etapa de introdugcdo da amostra e eluigao lenta
do solvente é aplicada uma rampa rapida de 30 °C min™' até a temperatura de 160
°C com o objetivo de eluir com maior rapidez os compostos mais volateis (tais como:
1,4-diclorobenzeno-d4, naftaleno-d8, acenafteno-d10 e molinato). A Figura 24

mostra o primeiro e segundo estagio.

350

300

250

200

Temperatura (°C)

Naphthalene-d8; 6,188
Acenaphthene-d10; 8,972

1,4-Dichlorobenzene-d4; 5,107
Molinate; 9,748

150 4

100 +

50

Tempo de retengéo (min)
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 24 — Primeiro e segundo estagios de temperatura

Em seguida, uma estabilizagdo da temperatura por 5 min favorece uma
separagao adequada de um grupo de compostos de comportamentos semelhantes
(principalmente: simazina, atrazina e lindano) e com volatilidades intermediarias.

- Terceiro estagio — Nesta etapa uma rampa de 5 °C min™ até 180 °C garante
maior velocidade dos analitos separados no segundo estagio e permite que um
grupo de compostos menos volateis (por exemplo: heptacloro, alaclor, aldrin e

metolacloro) tenha separac¢des adequadas. A Figura 25 mostra o terceiro estagio.
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Figura 25 - Terceiro estagio de temperatura
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- Quarto estagio — Nesta etapa ha uma rampa de temperatura de 10 °C min™
até 270 °C de forma a propiciar a eluicdo de um grande numero de compostos com
caracteristicas muito semelhantes (destacando: os clordanos, endossulfan | e 1,3-

difenoxibenzeno). A Figura 26 mostra o quarto estagio.
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Chrysene-d12; 23,351
ethoxychlor; 23,507

DDT II; 22,368

Dieldrin; 20,699
Endrin; 21,183
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0
Temperatura (°C)
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Alachlor; 17,209
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Figura 26 — Quarto estagio de temperatura

- Quinto estagio — Neste ultimo estagio € mantida a temperatura de 270 °C
por 6 min de forma a garantir a eluicdo dos compostos menos volateis. A Figura 27

mostra os ultimos compostos eluidos (as permetrinas e o perileno-d12).
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Figura 27 — Quinto estagio de temperatura

E importante ressaltar que as rampas de temperatura foram projetadas para

garantir, além de uma boa separagao, uma temperatura que forneca alta velocidade
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de saida dos compostos no momento da deteccgao, favorecendo assim, maior altura

€ menor largura dos picos nos cromatogramas e aumentando a relagao sinal/ruido.
Apos a otimizacdo do processo de separagao, foram determinados os

parametros cromatograficos como indicadores de desempenho do método. Os

resultados estdo resumidos na Tabela 19.

Tabela 19 — Parametros cromatograficos

Pesticidas tr' (Min) Nt Rs H(um)
1,4-Diclorobenzeno-d4 3,728 266659 36,4 60
Naftaleno-d8 4,809 395791 55,7 46
Acenafteno-d10 7,593 190178 9,6 113
Molinato 8,369 133187 37,4 166
Trifluralina 11,255 513085 10,8 46
Hexachlorobenzeno 12,085 277720 4,0 87
Simazina 12,62 81650 1,7 299
Atrazina 12,85 291966 3,2 84
Lindano 13,158 306130 2,9 80
Antraceno-d10 13,451 260992 9,8 95
Propanil 15,338 47915 2,3 527
Heptacloro 15,732 1058923 1,5 24
Alaclor 15,83 826601 14,0 31
Aldrin 16,743 1199397 2,0 21
Metolacloro 16,887 632509 14,5 41
Pendimetalina 17,87 1967470 1,4 13
Heptacloro epdxido 17,944 1743573 4,2 15
Clordano | 18,423 1808930 1,5 14
Clordano Il 18,587 2128520 2,0 12
Endossulfan | 18,712 1050038 1,3 25
Clordano Il 18,79 2327872 2,5 1
1,3-difenoxibenzeno 18,919 1822510 7,5 14
Dieldrin 19,32 2299711 9,5 11
Endrin 19,804 2416378 3,9 11
Endossulfan Il 20,011 2168399 52 12
DDT I 20,287 2374728 13,8 11
DDT Il 20,989 2904618 11,8 9
Criseno-d12 21,972 562267 1,9 47
Metoxicloro 22,128 3724417 31,6 7
Permetrina | 2411 1459151 2,2 18
Permetrina Il 24,293 1362924 14,5 20
Perileno-d12 26,512 223686 21

Tempo da fase mével: 1,379 min

Os parametros de desempenho sao considerados adequados, demonstrando

alta eficiéncia e resolugcdes adequadas.
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4.1.2. Parametros de injecao e deteccéo

De acordo com o procedimento de otimizagdo proposto para estudo da
sensibilidade do sistema GC-MS, a Tabela 20 mostra os resultados do modelo de

Younden:

Tabela 20 — Resultados normalizados dos efeitos em GC-MS

NUMERO DE EXPERIMENTOS - MODELO EXPERIMENTAL

NIVEL DO FATOR 1 2 3 4 5 6 7 8  Efeito do fator
Volume injetado (uL) 5 5 5 5 2 2 2 2 18
Temperatura do injetor (°C) 280 280 230 230 280 280 230 230 8
Presséao do injetor (psi) 25 7,6 25 7,6 25 7,6 25 7,6 34
Purga (mL) 3 3 0 0 0 0 3 3 21
Tempo (minutos) 5 0,2 5 0,2 0,2 5 0,2 5 8
Velocidade de injecdo (uL s™) 6000 1000 1000 6000 6000 1000 1000 6000 13
Voltagem da multiplicadora (V) 400 0 0 400 0 400 400 0 40
Resultado normalizado 100 > 18 29 13 15 53 1

Conforme o estudo realizado acima, em resultados opostos, o pior método
representa apenas 1% da sensibilidade do melhor desempenho, ou seja, existe uma
evidéncia clara da importéncia do trabalho de otimizagdo. No entanto, em uma
analise mais detalhada, verificam-se alguns problemas que devem ser estudados de
forma mais adequada. Nos parametros de injecdo, baixas pressdes e grandes
volumes de injecdo ocasionam efeitos de backflush. No parametro de detecgao, os
resultados, embora mais intensos (com maior voltagem da multiplicadora), nao
apresentam melhoras nas relagdes sinal/ruido, ja que ha também, um aumento no

ruido pelo efeito da multiplicadora de elétrons, Figura 28.

I l T
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Figura 28 — Efeito da voltagem da multiplicadora de elétrons
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Baseado na analise critica dos cromatogramas do estudo acima, um

planejamento experimental da sensibilidade do método foi realizado com um

criterioso estudo no sistema de injegdo. A Tabela 21 resume os resultados obtidos:

Tabela 21 — Resumo dos resultados de otimizagao de injegcéao

Variaveis independentes*

Valores simulados **

Variaveis depententes***

Pressdo  Temperatura Volume Volume de gés Retenc¢do baixa  Retencgdo intermediaria Retencéo alta

(psi) (°C) (uL) (uL) tg=5,1min tg=14,9min tg=20,3min
7.5 240 1 285 14 17 17

75 260 1 297 15 25 23

7.5 240 3 856 18 27 26

15 250 1 217 15 23 22

75 250 2 582 16 24 21

15 240 2 427 40 68 62

15 250 2 435 72 86 76

25 260 3 497 100 100 95

25 260 2 332 58 87 78

15 260 3 443 56 89 74

25 250 3 488 95 99 100

25 240 1 160 27 46 42
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temperatura
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temperatura

temperatura o
presséo

temperatura

temperatura

presséo

Figura 29 — Modelos quadraticos gerados na otimizagao do sistema de injegao
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De acordo com os resultados da Figura 29 é possivel verificar um

compromisso da pressao do injetor com o volume de amostra injetada, através da

visualizacdo dos graficos de pressao versus termeratura. A temperatura ndo € um

fator determinante, pois a sensibilidade nao varia em funcéo dela, podendo esta ser

controlada de acordo com outros interesses, como por exemplo, degradagédo de

analitos termo-instaveis ou melhora na transferéncia de compostos menos volateis.
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Para verificar as condi¢gdes o6timas de pressao, temperatura e volume de
injecao, a Figura 30 mostra um grafico da sensibilidade do sinal versus o volume de

gas gerado em cada condi¢do estudada.
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Figura 30 — Grafico da intensidade de sinal versus volume de gas

A Figura 30 mostra que os melhores resultados foram obtidos por métodos
que geram volumes de gas comparaveis aos valores limites de backflush. Os
resultados independem de volatilidade de compostos e de concentracdo das
substancias em solucéo. Por precaucao foi adotado um método com 80% do limite
de backflush, pois neste estudo foi observado que volumes de gas pouco acima do
volume efetivo do insersor perdem fortemente a sensibilidade. Por essa razao,
pequenas alteragdes no volume levariam a perda de precisdo na injegdo. Com esta
etapa de otimizacao foi possivel aumentar em 4 vezes a sensibilidade de um método
em condi¢des “padrao” (inje¢cao de 1 L, 250 °C e modo splitless com 7,5 psi).

Devido a otimizagdo do método, foi possivel diminuir em 4 vezes o fator de
pré-concentragdo em SPE, o que causa diminuicdo de tempo de extracdo e
incerteza de medi¢gdo. CONCHA-GRANA et al. (2002), utilizou um planejamento de

Plackett-Burman para estudo de uma série de fatores ligados ao sistema de injegao.
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4.2 Otimizagé&o do procedimento de SPE

Os resultados da avaliacdo preliminar para o processo de extracao,

utilizando-se diferentes cartuchos e solventes estdo resumidos na Tabela 22.

Tabela 22 — Estudos preliminares de SPE

SPE C-18 500 mg Nexus 60 mg Oasis 30 mg Strata X 30 mg
Eluigéo AcEt DCM AcEt DCM AcEt DCM AcEt DCM
Pesticidas % Rec CV._ %Rec CV. %Rec CV %Rec CV. %Rec CV %Rec CV %Rec CV %Rec CV
Molinato 73 13 35 16 41 26 8 - 69 11 25 10 21 24 67 38
Trifluralina 90 24 73 12 76 12 47 - 86 12 81 2 72 23 102 4
2,4D -

Hexaclorobenzeno 39 8 46 12 31 12 11 - 45 12 44 0 26 22 55 2
Simazina 162 27 102 6 126 1 117 - 128 0 117 6 134 8 133 19
Atrazina 95 121 113 6 124 1 116 129 5 120 8 139 8 134 17
Pentaclorofenol

Lindano 76 70 95 17 85 16 54 - 81 20 88 1 93 35 141 27
Propanil 168 18 126 13 135 7 129 - 134 1 125 0 140 4 135 19
Heptacloro 206 145 77 11 70 5 45 - 76 7 76 7 69 22 82 2
Alaclor 119 62 121 0 116 2 109 - 115 8 113 4 122 13 125 16
Aldrin 77 0 65 6 54 8 42 - 55 9 64 14 53 16 66 9
Metolacloro 150 42 129 7 124 1 113 - 128 3 115 4 130 4 126 20
Bentazona -

Heptacloro epéxido 123 37 102 6 109 1 94 - 110 7 105 1 110 9 112 16
Pendimetalina 90 17 96 4 81 7 96 - 104 15 108 9 99 11 100 9
Clordano 88 23 93 10 77 3 93 - 82 5 86 10 86 10 91 3
Endossulfan | 119 21 131 13 101 0 113 - 106 11 113 4 107 8 119 4
Clordano 89 28 100 12 80 0 91 - 86 8 89 12 89 12 97 8
Dieldrin 150 33 169 4 132 1 157 - 143 11 148 2 153 2 156 20
Endrin 107 24 107 5 99 3 103 - 102 12 98 1 103 8 106 4
Endossulfan Il 114 27 118 9 97 2 116 - 104 9 100 6 108 17 111 3
DDT 83 27 92 0 65 0 79 - 65 3 78 7 70 4 79 6
Metoxicloro 96 10 142 27 63 2 161 - 68 2 132 33 78 4 124 2
Permetrina | 70 24 77 2 52 6 52 - 45 9 57 6 53 4 55 1
Permetrina Il 66 22 77 3 48 7 59 - 46 6 56 7 53 3 56 1
Média 107 36 99 9 86 5 87 - 92 8 93 7 92 12 103 11
Coef. de Variagao 39 31 31 41 30 30 36 30
Maximo 206 145 169 27 135 26 161 - 143 20 148 33 153 35 156 38
Minimo 39 0 35 0 31 0 8 - 45 0 25 0 21 2 55 1
Faixa 167 145 133 27 104 26 153 - 98 20 123 33 133 33 102 37

AcEt = acetato de etila; DCM = diclorometano

Na Tabela 22, os resultados dos estudos preliminares mostram boas
condigdes de recuperacado para a maioria dos compostos estudados. A fase mais
adequada foi considerada a Strata-X® por apresentar resultado global mais préximo
do ideal 103%, menor coeficiente de variagdo global 30% e menor faixa de

dispersao total com resultados extremos diferindo em 102% .
4.3 Validagéo e garantia da qualidade
Apods definicdo das melhores condi¢cdes para o procedimento de analise via

GC-MS o método foi validado de acordo com os conceitos introduzidos na revisdo

bibliografica e descritos nos métodos.
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O equipamento atendeu a todos os critérios sugeridos para sua qualificag&o.

A Tabela 23 mostra os resultados das qualificagdes instrumentais realizadas no

periodo de estudos de recuperacao.

Tabela 23 — Resultados de qualificagcéo instrumental

Sistema GC-MS

Monitoramento

Critérios

m/z: 18 < 5% do pico base; 32 e

1) Gas e vazamentos Autotune 28 < 15% do pico base.

2) Background Autotune <150 picos;

3) Sensibilidade Autotune EM: <1600 V

4) Resolugéo de massas Autotune 0,5+0,15

5) Razao isotopica C'? / C" Autotune m/z=70(1,1+£0,1)

6) Energia (El) Autotune 70+ 1eV

7) Véacuo Medidor digital <4.10° Torr

Data 9/7/2007 11/7/2007 12/7/2007 13/7/2007 14/7/2007 17/7/2007  23/7/2007 30/7/2007
1) 1;12 1,12 1;6 1,12 1;13 212 1; 11 1;15
2) 134 134 135 132 135 129 130 137
3) 1529 1529 1435 1529 1576 1529 1529 1529
4) 0,6 0,59 0,59 0,61 0,59 0,62 0,62 0,62
5) 1,11 1,17 1,11 1,15 1,11 1.1 1,12 1,1
6) 69,9 69,9 69,9 69,9 69,9 69,9 69,9 69,9
7) 3,1.10° 311.10° 31.10° 3,1.10° 31.10° 3,1.10° 31.10° 3,1.10°
Status ok ok ok ok ok ok ok ok

4.3.2 Validacdo do método

4.3.2.1 Funcéo analitica e linearidade

A Tabela 24 mostra um resumo das funcdes

estudados.

analiticas dos compostos



Tabela 24 — Fungdes analiticas
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Regresséo linear

Regressao polinomial

Pesticidas
Equacbes R? Equacgbes R?

Alaclor y =0,2254x - 0,0053 0,9810 y =0,1184x2 + 0,115x + 0,0004 0,9999
Aldrin y = 0,4386x - 0,0023 0,9996 y =0,0195x2 + 0,4205x - 0,0014 0,9998
Dieldrin y =0,4639x - 0,0042 0,9986 y = 0,0628x2 + 0,4053x - 0,0011 0,9999
Atrazina y =0,5499x - 0,0185 0,9708 y =0,3605x2 + 0,2137x - 0,0009 0,9999
Chlordano | y =0,0647x - 0,0002 0,9998 y =0,0032x2 + 0,0617x - 7TE-05 1,0000
Chlordano Il y =0,0229x - 3E-05  1,0000 y = 9E-05x2 + 0,0228x - 2E-05 1,0000
Chlordano Il y =0,0471x - 0,0002 0,9998 y = 0,0024x2 + 0,0449x - 7E-05 1,0000
DDT I y =0,1078x - 0,0014 0,9950 y = 0,0288x2 + 0,081x - 8E-06 1,0000
DDT I y =0,4048x - 0,0064 0,9921 y =0,1363x2 + 0,2776x + 0,0002 1,0000
Endossulfan o y =0,1319x - 0,0010 0,9993 y =0,0104x2 + 0,1221x - 0,0005 0,9997
Endossulfan 3 y =0,1382x - 0,002  0,9963 y = 0,0309x2 + 0,1094x - 0,0005 0,9998
Endrin y =0,0801x - 0,0003 0,9995 y =0,0068x2 + 0,0737x + 2E-05 1,0000
Heptacloro y =0,1399x - 0,0013 0,9967 y = 0,0305x2 + 0,1115x + 0,0002 1,0000
Heptacloro epodxido y =0,1970x - 0,0008 0,9998 y = 0,0045x2 + 0,1928x - 0,0006 0,9998
Hexaclorobenzeno y =1,4671x + 0,0062 0,9995 y = 0,0075x2 + 0,3752x - 0,0008 0,9999
Lindano (g-BHC) y =0,3822x - 0,0011 0,9999 y =0,0075x2 + 0,3752x - 0,0008 0,9999
Metolacloro y =0,4289x - 0,0092 0,9827 y =0,2144x2 + 0,229x + 0,0012 0,9999
Metoxicloro y =0,3762x - 0,0021 0,9987 y = 0,0508x2 + 0,3289x + 0,0004 1,0000
Molinato y =1,3810x - 0,0169 0,9975 y =0,2457x2 + 1,1519x - 0,0049 0,9997
Pendimetalina y =0,1383x-0,0017 0,9938 y =0,0411x2 + 0,1x + 0,0003 0,9999
Permetrina | y =0,2672x - 0,0050 0,9867 y =0,1164x2 + 0,1586x + 0,0007 0,9998
Permetrina Il y =0,3307x - 0,0076 0,9808 y =0,174x2 + 0,1684x + 0,0009 0,9998
Propanil y =0,6128x - 0,0182 0,9745 y = 0,3748x2 + 0,2632x + 6E-05 1,0000
Simazina y =0,3006x - 0,0100 0,9688 y =0,2041x2 + 0,1103x - 5E-05 1,0000
Trifluralina y =0,1998x - 0,0029 0,9922 y = 0,0668x2 + 0,1375x + 0,0003 0,9999

Os pesticidas bentazona, 2,4-D e pentaclorofenol n&o apresentaram
resultados satisfatorios e foram retirados do estudo. Todos os outros compostos
apresentaram excelentes coeficientes de determinacéo, R?> 0,9995.

A linearidade foi aceita na faixa de estudo para todos os compostos. No
entanto, para analises de rotina limitou-se a utilizacdo de apenas uma ordem de
grandeza em curva de trés niveis: 12, 40 e 120 ug L' (correspondente a
concentracdo em agua de 0,030, 0,100 e 0,300 pg L™). A razdo para esta escolha foi
a intencdo de priorizar a quantificagdo da melhor forma possivel, dos niveis
inferiores de concentragcdo, proximos aos limites de reportagem. Caso seja
confirmada a presenca de concentragdes superiores a faixa de trabalho, devera ser
feita uma diluicdo do extrato para quantificagcdo na regido interpolada pela curva
analitica. Assim, em analise de rotina ndo é necessaria, a utilizagdo de equacgodes

polinomiais.
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4.3.2.2 Seletividade

A seletividade do método mostrou-se adequada para determinacdo dos
pesticidas em seus respectivos VMP de acordo com a Portaria 518. A Tabela 25
mostra a diferenga percentual da recuperagdo obtida empregando-se o ion de
quantificacdo e o ion de qualificacdo para cada composto. A tolerancia maxima é de
20% para os niveis R2 e R3. Para o nivel R1 a toleréncia € de 30% e deve ser

avaliada criticamente, conforme o caso.

Tabela 25 — Diferenga percentual da recuperagao obtida empregando-se o ion de

quantificacado e o ion de qualificagcéo

R1 R2 R3
Padrdes 0,030 ug L™ 0,100 ug L™ 0,300 ug L™
Padrao de substituigéo 1 0 0 0
Padrao de substituigdo 2 3 0 -1
Padrao de substituigdo 3 -4 0 -1
Molinato 44 3 2
Trifluralina 5 0 -2
Hexaclorobenzeno 4 -2 0
Simazina -8 -2 1
Atrazina -6 -1 1
Lindano -324 -79 -24
Padrao de substituicao 4 0 0 -1
Propanil -4 3 3
Heptacloro -3 0 0
Alaclor -5 0 0
Aldrin -1 -1 2
Metolacloro 4 2 -1
Pendimetalina -13 -5 -4
Heptacloro epoxido 12 -2 1
clordano | 7 -4 1
clordano Il 26 -1 -1
clordano Il 15 -5 -5
Endossulfan | 4 0 4
Endossulfan Il -3 2 1
Dieldrin 18 4 5
Endrin 2 -2 -1
DDT | -16 4 1
DDT Il -7 -1 1
Padrao de substituigdo 5 2 -1 -1
Metoxicloro 0 -2 -1
Permetrina | -76 -4 1
Permetrina Il -29 -7 -3

Padréo de substituicdo 6 3 1 1
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O lindano apresentou efeito de matriz sistematicamente no ion de
qualificagdo, no entanto, apresenta VMP de 2 pg L' o que torna os efeitos
despreziveis neste nivel. O molinato e a permetrina, também apresentaram efeitos
de matriz em seus ions de qualificacdo, porém apenas em recuperacdes de 0,030
Mg L™, o que ndo representa problemas para determinagao dos VMP de 6 e 20 Mg L

respectivamente.

4.3.2.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os limites de deteccao e quantificagao instrumental podem ser visualizados
na Tabela 26.

Tabela 26 — Limite de deteccgao e limite de quantificagao instrumental

Pesticidas LD(g L") LQ(ugL™
Alaclor 3
Aldrin

Dieldrin

Atrazina

Clordano (cada isémero)
DDT (cada isémero)
Endossulfan o
Endossulfan 3

Endrin

Heptacloro

Heptacloro epodxido
Hexaclorobenzeno
Lindano (g-BHC)
Metolacloro

Metoxicloro

Molinato

Pendimetalina

Permetrina (cada isbmero)
Propanil

Simazina

Trifluralina
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Os limites da Tabela 26 multiplicados pelo fator de concentracido de 400
vezes garantem determinagdes dos VMP da Portaria 518.

A Figura 31 apresenta uma sobreposi¢do dos cromatogramas nos trés niveis
de concentragao: 0,030, 0,100 e 0,300 pg L.
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Figura 31 — Sobreposicédo dos cromatogramas do grupo de pesticidas nos niveis de concentracdo R1, R2 e R3
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4.3.2.4 Precisao instrumental

Os resultados de preciséo instrumental estdo expressos na Tabela 27.

Tabela 27 — Precisdo instrumental
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Precisdo instrumental - desvio padréao relativo

P1 1 22 12 7 46 10 8 16
P2 25 20 46 4 10 32 13 35 14 6 4 21 11 44 4 6 16 4 9 5 24 9
P3 5 8 12 1 10 13 5 16 7 17 4 5 6 5 14 8 2 3 2 2 4 14 4 4 7 5 16
P4 10 16 10 4 9 4 4 8 6 18 6 9 9 2 5 8 5 5 7 8 6 9 12 16 9 9 7
P5 25 14 7 3 3 3 3 5 4 6 2 4 5 2 5 4 4 5 4 5 5 5 6 6 6 5 4
P6 50 12 1 3 4 1 3 3 6 5 4 1 2 1 4 3 4 3 2 7 5 2 9 11 4 4 4
p7 100 113 2 2 4 2 6 3 3 1 4 2 2 3 1 3 2 3 3 4 2 6 6 5 4 3
P8 250 70 3 7 3 3 2 3 3 8 2 1 1 2 3 2 3 2 2 4 4 1 7 7 5 3 4
P9 500 9 4 4 1 3 2 3 4 2 3 3 2 1 5 3 6 4 3 5 6 3 9 10 6 5 5
P10 1000 8 6 3 2 3 2 1 2 5 2 3 1 1 4 2 3 3 5 5 4 4 11 11 4 5 6

Na Tabela 27, na area sombreada, encontram-se todos os valores de desvio
padrdo relativo (%) que atendem os critérios da trombeta de Horwitz. E importante
notar que o nivel mais baixo de precisdo aceito € menor que 50% dos VMP na

Portaria, o que torna a precisao instrumental adequada.

4.3.2.5 Repetitividade, precisdo intermediaria e exatidao (recuperagéo)

A repetitividade, precisao intermediaria e recuperagao podem ser visualizadas
nas Tabelas 28 e 29.
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Tabela 28 — Resultados de precisdo e exatidao para fortificagdo F1 (0,030 pug L™

Repetitividade Precisao intermediaria
1° Dia 2° Dia
*R% RSDr *R% RSDr *R% RSDpi

Molinato 61 21 87 76 74 79
Trifluralina 53 23 61 11 57 25
Hexachlorobenzeno 36 21 36 17 36 27
Simazina 97 13 116 4 107 14
Atrazina 99 10 114 5 107 11
Lindano 72 7 72 4 72 8
Propanil 120 18 114 9 117 20
Heptacloro 46 22 57 4 52 22
Alaclor 97 9 106 6 102 11
Aldrin 32 29 17 14 25 32
Metolacloro 114 8 114 3 114 9
Pendimetalina 75 20 68 12 72 23
Heptacloro epéxido 68 17 70 9 69 19
Clordano (isémeros) 54 33 61 22 58 40
Endossulfan

(isbmeros) 85 20 79 9 82 22
Dieldrin 87 22 81 12 84 25
Endrin 79 16 80 8 80 18
DDT (isbmeros) 46 35 43 27 45 44
Metoxicloro 79 31 85 19 82 36
Permetrina (isbmeros) 29 34 35 27 32 43

* R%: Recuperacéao (%)

De acordo com a trombeta de Horwitz, para o nivel de concentragao de 0,030
Mg L™, o RSD; - desvio padrdo relativo para repetitividade, é 38% e RSD,; - desvio
padrao relativo para precisao intermediaria, € 76%, as tolerancias maximas podem
ser de até duas vezes estes valores (AOAC, 2002). Os resultados em negrito séo
referentes aos compostos com VMP no nivel de concentragao reportado na Tabela
28. Foram considerados excelentes os niveis de precisdo alcangados. O aldrin
apresentou baixa recuperacao.

Os demais compostos foram avaliados pela Tabela 29, pois apresentam

limites acima de 0,300 ug L.
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Tabela 29 — Resultados de precisdo e exatiddo do método para o nivel de
fortificagdo F3 (0,300 pg L™)

Repetitividade Precisao intermediaria
1° Dia 2° Dia

Pesticidas *R% RSDr *R% RSDr *R% RSDpi
Molinato 66 15 32 46 49 48
Trifluralina 57 11 54 13 56 17
Hexachlorobenzeno 41 18 34 18 38 25
Simazina 117 15 107 15 112 21
Atrazina 113 10 110 14 112 17
Lindano 69 14 72 11 71 18
Propanil 152 20 121 14 137 24
Heptacloro 45 14 53 12 49 18
Alaclor 98 5 99 10 99 11
Aldrin 36 25 50 22 43 33
Metolacloro 109 6 112 9 111 11
Pendimetalina 73 12 67 9 70 15
Heptacloro epéxido 68 7 68 7 68 10
Clordano (isébmeros) 62 25 58 13 60 28
Endossulfan

(isdbmeros) 80 5 80 6 80 8
Dieldrin 74 6 73 7 74 9
Endrin 85 4 79 5 82 6
DDT (isbmeros) 40 9 42 20 41 22
Metoxicloro 76 6 71 13 74 14
Permetrina (isbmeros) 28 12 37 17 33 21

* R%: Recuperacéao (%)

Conforme a curva de Horwitz, para o nivel de concentragao de 0,300 ug L' o
RSD; € 27% e RSD,; € 54%, as tolerancias maximas podem ser de até duas vezes
estes valores. A precisao no processo de recuperacao foi considerada excelente.
Para demonstrar a consisténcia do método a Figura 32 mostra as recuperagdes por

nivel de concentragao.
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A Figura 32 — Comparativo de recuperagodes por nivel de fortificagao

Devido ao fato de alguns compostos apresentarem baixos niveis de
recuperacao, foi realizada uma analise exploratéria dos dados obtidos, utilizando-se
a modelagem por componentes principais. A Figura 33 mostra que as baixas
recuperagcdes de molinato e hexaclorobenzeno estdo associadas ao padrdo de
substituicdo Acenafteno-d10 (Sur3) devido ao efeito de perda por volatilidade. Além
disso, é possivel notar agrupamentos de compostos quimicamente semelhantes

como as triazinas e os isbmeros em geral. Na sequéncia, estes efeitos serdo melhor

descritos.
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X-loadings
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Sur x — Padrao de substitui¢ao (surrogate), x = ordem de eluigao.

Figura 33 — Analise exploratéria do conjunto de pesticidas

4.3.2.6 Robustez

O resumo do estudo de robustez revela informacdes fundamentais para o
entendimento do processo de SPE. Os efeitos foram normalizados para que

pudessem ser comparados de forma independente da recuperagao obtida por cada
composto. O teste de Youden encontra-se reportado na Tabela 30.
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Tabela 30 — Estudo de robustez da SPE - teste de Youden

[0} _8 o o
- ~ N N @ § £ o -c% l% 2
Pesticidas e padrées de substituicio S S = 85 e 589
2 o g 82 T gO
2 F & & 88 2 &8
1,4-Diclorobenzeno-d4 (surrogate 1) 26 15 -9 9 -15 -26 -50
Naftaleno-d8 (surrogate 2) 17 16 3 -3 -16 -17 -70
Acenafteno-d10 (surrogate 3) 2 21 21 -21 -21 -2 -60
Molinato -9 10 16 -14 -12 7 -65
Trifluralina -13 12 8 -7 -3 1 -49
Hexaclorobenzeno -1 16 11 -10 -10 4 -56
Simazina -20 2 0 -13 9 7 -14
Atrazina -18 0 1 -15 10 4 -15
Lindano -11 10 10 -8 -3 1 -44
Antraceno-d10 (surrogate 4) -13 13 12 -13 -5 3 -49
Propanil -19 -2 -1 -19 13 4 -4
Heptacloro -12 13 19 -35 -4 3 -30
Alaclor -17 2 5 -7 3 4 -28
Aldrin -3 10 12 -11 -10 -4 -34
Metolacloro -17 -1 3 -9 5 4 -20
Pendimetalina -16 3 0 -10 3 2 -15
Heptacloro epdxido -7 7 1 -2 -2 1 -22
Clordano (isébmeros) -9 4 -2 -2 -3 2 -13
Endossulfan (isbmeros) -20 -73 8 -15 -3 9 -15
Dieldrin -10 3 0 -3 -2 2 -15
Endrin -9 2 -1 -4 1 2 -11
DDT (isémeros) -23 2 -8 -4 -4 3 -1
Criseno-d12 (surrogate 5) -9 10 15 -2 -3 -13 -1
Metoxicloro -19 0 -7 -12 3 0 2
Permetrina (isbmeros) -33 -7 -9 4 -9 5 8
Perileno-d12 (surrogate 6) 9 28 35 -3 -27 4 -8

Os valores correspondem aos efeitos em % na recuperagao dos analitos

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel identificar os principais
fatores que influenciam o processo de extracdo para cada composto, através da
analise dos efeitos.

Assim, o aumento da turbidez para o limite maximo de potabilidade da
Portaria 518, implica diminuicdo de aproximadamente 15% das recuperacoes
obtidas para os pesticidas em questdo. Em pH 9 houve uma grande perda de
recuperacao de endossulfan, o que ndo ocorreu com nenhum outro composto. A
velocidade de percolagcdo da amostra n&o significou grandes alteragdes. A
estabilidade das amostras mostrou ser um fator relativamente importante, pois com
24 h a uma temperatura de 35 °C, houve uma diminuicdo média de 10% nos niveis
de recuperagdo. A presenca de modificador organico (pequena quantidade de
solvente organico na amostra) ndo alterou significativamente a eficiéncia das

extragdes. O aumento do tempo de secagem embora, ndo represente um grande
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impacto a SPE, provoca uma diminuicdo de compostos volateis e aumento de
compostos polares, pois ndo sao transferidas quantidades de agua para o extrato
final e assim ndo ha particdo destes pesticidas entre diclorometano e agua. Por fim,
15 minutos extra de evaporacédo de extrato leva a perdas significativas, podendo
representar 50% nos pesticidas mais volateis com diminuigdo gradativa até efeitos
despreziveis nos menos volateis.

As variaveis investigadas servem para limitar caracteristicas que influenciam
negativamente a extragdo por SPE e otimizar paradmetros que tragam resultados
positivos para o procedimento de extracio.

Os dados obtidos através do estudo de robustez foram avaliados através de
uma matriz de correlagdo de forma que fosse possivel predizer recuperagdes de
pesticidas através do conjunto de padrbes de substituicdo (surrogate). Assim, é
possivel criar fatores de correcdo de compostos com baixa recuperagao partindo
apenas de informacdes dos padrdes adicionados ao processo de extracédo. A Tabela
31 mostra a matriz de correlagado dos padrdes de substituicdo versus pesticidas.

Para melhor visualizagdo dos efeitos, a Figura 34 mostra a influéncia
multivariada dos fatores (em vermelho) sobre os compostos (em azul). Valores
negativos da componente principal (PC1) apresentam compostos volateis. A
componente principal 2 (PC2) é influenciada principalmente por pH devido a

presenca de endossulfan que obteve perda acentuada em pH elevado.
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Figura 34 — Representac&o multivariada do estudo de robustez
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Tabela 31 — Matriz de correlacéo entre os padrdes de substituicao e pesticidas

3

o

& o

& s 32

Pesticidas e padrdes de substituicao % 3 2 -g N o

= o) ) c o 9

g 5 % § & ¢

o = c © & O

T 5 8 E £ 3

~— z < < O o
1,4-Diclorobenzeno-d4 (surrogate 1) 0,93 0,66 0,52 0,11 0,38
Naftaleno-d8 (surrogate 2) 0,93 0,88 0,80 0,21 0,53
Acenafteno-d10 (surrogate 3) 0,66 0,88 0,93 040 0,76
Molinato 0,57 0,84 095 0,98 0,27 0,57
Trifluralina 0,56 0,81 090 0,99 0,34 049
Hexachlorobenzeno 0,59 0,84 094 0,99 0,33 0,58
Simazina -0,23 0,09 0,35 0,63 0,17 -0,02
Atrazina -0,19 0,12 0,38 0,64 0,20 -0,02
Lindano 0,56 0,82 092 1,00 0,36 0,53
Antraceno-d10 (surrogate 4) 0,52 0,80 0,93 0,37 0,55
Propanil -0,52 -0,27 0,02 0,27 0,13 -0,23
Heptacloro 0,8 0,50 0,82 0,83 048 0,62
Alaclor 0,24 0,54 0,71 0,92 0,29 0,28
Aldrin 0,64 0,87 099 095 048 0,74
Metolacloro 0,00 0,33 0,55 080 0,25 0,13
Pendimetalina -0,04 0,28 0,53 0,77 0,35 0,19
Heptacloro epoéxido 0,56 0,79 0,85 0,97 0,32 045
Clordano (isémeros) 0,33 0,58 0,70 0,87 0,26 0,38
Endossulfan (isbmeros) -0,46 -0,32 -0,23 -0,12 -0,32 -0,30
Dieldrin 0,28 0,56 0,71 0,90 0,29 0,35
Endrin 0,16 046 063 0,86 0,26 0,21
DDT (isbmeros) -0,56 -0,41 -0,17 0,08 0,17 -0,09
Criseno-d12 (surrogate 5) 0,11 0,21 040 0,37 0,62
Metoxicloro -0,71 -0,57 -0,30 -0,06 0,14 -0,28
Permetrina (isbmeros) -0,71 -0,65 -0,48 -0,27 0,04 -0,23
Perileno-d12 (surrogate 6) 0,38 0,53 0,76 0,55 0,62

A partir dos resultados tabelados acima, € possivel observar (em negrito) que
um grande numero de pesticidas apresenta correlagéo direta (r > 0,90) entre as suas

recuperacgoes, e as dos padrdes de substituicdo acenafteno-d10 e antraceno-d10.
4.3.2.7 Estimativa de incerteza
A estimativa de incerteza de medigao foi calculada conforme diagrama de

causa e efeito sugerido e seguindo as determinagdes da fundamentagao tedrica. A

planilha de calculos da Figura 35 mostra como foram obtidos os resultados.



. . . . Distribuicdo de . Cogqf_. de Incerteza padr@o| Contribuicdo | Graus de
Simbolo Componentes da incerteza Unidade Tipo | Valor (+/-) Probabilidade Divisor sensﬂglildade Ui % liberdade
1 Solugédo estoque - baldes (10 mL) mL B 0,0 Retangular 1,73 10,00 0,14 0% oc
2 Solucgéo estoque - balanca (10 mg) mg B 0,5 Retangular 1,73 10,00 2,89 1% oc
3 Solugéo estoque - pureza reagentes % B 1 Retangular 1,73 1,00 0,58 0% oc
4 Solugéo de calibrag@o SA - pipetator (0,5 mL) mL B 0,001 Retangular 1,73 200,00 0,12 0% oc
5 Solucgéo de calibragdo AS+SB+SC - balGes (50 mL) mL B 0,104 Retangular 1,73 2,00 0,12 0% oc
6 Solucgéo de calibragdo AS+SB+SC - pipeta (5 mL) mL B 0,001 Retangular 1,73 20,00 0,01 0% oc
7 Solugéo de calibracédo AS+SB+SC - balGes (25 mL) mL B 0,005 Retangular 1,73 4,00 0,01 0% oc
8 Solugdo de calibragdo AS+SB+SC - pipetator (3 mL+1 mL) mL B 0,0031 Retangular 1,73 33,33 0,06 0% oc
9 Redissolucao mL B 0,001 Retangular 1,73 200,00 0,12 0% oc
10 Precisédo instrumental % A 4 Normal 2,65 1,00 1,51 0% 6
11 Curva de calibragdo - R2>0,99 % B 0 Retangular 1,73 100,00 0,58 0% oc
12 Turbidez % A 11 Normal 2,83 1,00 3,97 1% 7
13 pH % A 13 Normal 2,83 1,00 4,45 1% 7
14 Percolacdo % A 20 Normal 2,83 1,00 7,22 4% 7
15 Estabilidade % A 19 Normal 2,83 1,00 6,71 3% 7
16 Secagem % A 15 Normal 2,83 1,00 5,35 2% 7
17 Modificador % A 9 Normal 2,83 1,00 3,20 1% 7
18 Evaporac&o % A 85 Normal 2,83 1,00 30,22 65 % 7
19 Repetitividade do ensaio % A 31 Normal 1,73 1,00 17,61 22 % 11
Uc INCERTEZA COMBINADA [ > 3,75028E+01 veff=
Uss INCERTEZA EXPANDIDA (aprx. 95,45%) [ > 79,94 15
OBSERVAGCOES: Molinato (RSD) k=
2,13

Figura 35 — Planilha de calculos para incerteza de medicéo

LCT
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Para melhor entendimento e avaliagdo das fontes de incerteza, a Tabela 32

mostra um resumo contendo a incerteza expandida (fator de abrangéncia K=2,

equivalente a 95,45% de confianga) na primeira coluna, e a porcentagem de

contribuicdo de cada uma das fontes de incerteza consideradas para os calculos. Os

Resultados obtidos neste estudo sdo comparaveis a literaura (STEPAN et al., 2004).

Tabela 32 — Incerteza de medicdo e contribuicdo relativa das principais fontes de

incerteza
(2]
Q
c
~ S o
v T S
X o
o 8 'g ) %
5 © ©T 3
g ¢ g g S g
53 & & 4 _ ol
Pesticidas S 8 & 3 9§ s 5 o
6 ] | 1 E GC) '8 (@)
c [0) ) o 9 E © <
© =] =} > = S — (]
=% o T T ® c 2 9
X 2 2 2 ° 8 B 7 © . 9 =
) n O » O O £ O o T c @ =
c o} © ©®© T 5 T 4 N uw T = T g >
N o o o o © 8 - o g 8 § & T8 &
2 8 8883 8 ¢ 2 s 3 5 ¢& 8 %
¢ 3 3 3 20 § z 8 S & 8 3 § a2
S 8 & & e dad 2 5L L IS 4@
Molinato 949 0 0 0 0O 0O o0 o 1 1 3 2 1 1 45 46
Trifluralina 45 0 2 0 0 0 O o0 4 4 2 1 0 0 56 31
Hexachlorobenzeno 50 0 1 0 O O O O 1 3 1 1 1 0 35 55
Simazina 44 0 2 0 0 0 O 0O 2 0O O 9 5 3 11 48
Atrazina 40 0 2 0 O O 1 0O 23 0O 0O 15 6 1 16 36
Lindano 43 0 2 0 0 0 O O 3 3 3 2 0 0 50 37
Propanil 52 0 1 0 0 O 1 0 21 0O O 20 9 1 1 45
Heptacloro 38 0 2 0 O O O 0 2 3 6 22 0 0 16 47
Alaclor 37 0 3 0 0O O O 0 20 O 1 3 1 1 53 18
Aldrin 54 0 1 0 0 O O o0 O 1 1 1 1 0 7 89
Metolacloro 34 0 3 0 0 O O 0 27 O 1 8 3 2 36 20
Pendimetalina 29 0 4 0 O O O O 18 1 0O 7 0 0 14 55
Heptacloro epoxido 22 0 8 0 O O O O 4 3 0 0 0 0O 3 48
Clordano (isébmeros) 43 0 2 0 O O O o0 2 O 0 0O 0 o 4 91
Endossulfan
(isbmeros) 43 0 2 0 0 0 O O 11 65 2 6 0 1 6 6
Dieldrin 9 0 10 0 0 0 1 0 12 1 0 1 0 1 24 49
Endrin s 0 15 1 o 0 1 1 15 1 O 3 0 1 25 37
DDT (isdbmeros) 38 0 2 0 0 O O O 32 0 3 1 0 O 0 60
Metoxicloro 35 0 3 0 O O O O 43 0 6 18 1 O 1 28
Permetrina (isbmeros) 50 0 1 0 0 0 1 0 50 2 4 1 3 1 3 34
Média 41 0 3 0 0 0 0O 0O 16 4 2 6 2 1 22 44
Estes resultados permitem uma série de observacbes extremamente

relevantes para ensaios de rotina, pois € possivel observar a real influéncia de uma

série de etapas do processo analitico. Inicialmente, é possivel observar que todas as
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questdes relacionadas as medidas volumétricas no preparo de amostras e
transferéncias nao contribui significativamente para a incerteza de ensaios desta
natureza. Neste sentido, medidas como a utilizacdo de vidrarias ndo calibradas,
poderiam ser adotadas sem prejuizos metroldgicos nas determinagdes, reduzindo-se
assim, custos com servigos da rede de calibracio.

Na pesagem de padrées surgem algumas medidas de melhoria como a
pesagem de maiores quantidades de padrdes, diminuindo esta incerteza
relativamente grande em massas reduzidas. Vale lembrar que 10 mg é o limite
minimo para pesagem de acordo com a Portaria 236. A utilizagdo de padrbes de
massas certificados é conveniente nesta etapa.

Fontes normalmente importantes de incerteza como curva de calibragdo e
precisao instrumental foram despreziveis no método proposto, em grande parte pela
utilizagao do padréao interno e desenvolvimento dos parametros de injegao.

De forma geral, trés fatores somaram mais de 80% de contribuicdo para a
incerteza global. O mais importante esta associado ao processo de SPE em
condigdes de repetitividade. Em segundo lugar, esta o processo de evaporagao do
extrato, que afeta de forma significativa os compostos mais volateis, sendo
fundamental que se tenha um controle rigoroso deste parametro. Em terceiro lugar,
podemos destacar a quantidade de matriz da amostra, que de modo geral tem
contribuido com perdas de recuperacéo.

Outros fatores importantes e pontuais podem ser explorados como o grande
efeito do pH alcalino para a extracdo do endossulfan e a baixa estabilidade de
alguns compostos como o propanil, heptacloro, metoxiloro e atrazina.

O estudo de incerteza de medi¢ao tem um fator intrinseco relacionado com o
método, com a natureza da amostra e um fator de precisdo que pode ser reduzido
com o aumento do numero de determinagdes. No entanto, as incertezas calculadas
com uma unica determinagcdo em rotina (incertezas reportadas neste estudo)
garantem resultados muito semelhantes das analises replicadas (n=2, apresentam
melhoras de apenas 10% para compostos cuja influéncia da repetitividade esteja em
torno de 40%).
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4.3.2.8 Limite pratico de reportagem e faixa de aplicacéo

Todos os pesticidas apresentaram sinais maiores que seus limites de
quantificagcdo nos ensaios de recuperagdao em concentracdo de 0,030 ug L' A
Tabela 33 mostra os limites praticos de reportagem comparados com os VMP da
Portaria 518. Os limites superiores de determinacdo nao foram estabelecidos devido

a possibilidade de diluicdo do extrato para determinagao abaixo de 0,300 pg L™,

Tabela 33 — Limite pratico de reportagem

Pesticidas Limite inferior VMP Portaria 518
Alaclor 0,023 20,0
Aldrin 0,010 0,03
Dieldrin 0,023 0,03
Atrazina 0,035 2
Clordano (cada isdbmero) 0,015 0,2
DDT (cada isémero) 0,010 2
Endossulfan o 0,020 20
Endossulfan R 0,033 20
Endrin 0,033 0,6
Heptacloro 0,023 0,03
Heptacloro epdxido 0,033 0,03
Hexaclorobenzeno 0,003 1
Lindano (g-BHC) 0,010 2
Metolacloro 0,018 10
Metoxicloro 0,023 20
Molinato 0,018 6
Pendimetalina 0,093 20
Permetrina (cada isdmero) 0,018 20
Propanil 0,035 20
Simazina 0,053 2
Trifluralina 0,023 20

4.4 Aplicagdo do método em amostras reais e adequacgao do sistema

A aplicacdo do método em amostras reais apresentou 6timo desempenho
estando de acordo com os critérios de adequacao do sistema. A Figura 36 mostra a
sobreposigao dos cromatogramas das 5 amostras reais e do padrao de 0,300 ug L.
Nenhum pesticida foi detectado nas amostras reais submetidas ao estudo. Em
estudos de monitoramento em agua potavel apenas uma pequena fragdo das
amostras apresentam, de fato, contaminagdo em niveis criticos. A CORSAN até o

primeiro semestre de 2006, ndo havia registrado nenhum caso de contaminagao.
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Figura 36 — Sobreposicdo de cromatogramas de amostras reais e padrao (em azul)

Observando-se a figura 36, pode-se notar que ndo ha interferéncias
importantes, salvo aquelas ja reportadas no estudo de seletividade provenientes do
processo de extragdo (indicadas na sobreposi¢ao). A causa mais provavel, destas
interferéncias, tem origem nos subprodutos dos cartuchos de SPE, e ndo nas
amostras. Isto ocorre, porque os cartuchos de SPE s&o condicionados com metanol
(solvente polar), mas eluidos com diclorometano (solvente apolar). Assim, o carater
apolar do diclorometano, extrai compostos residuais do processo de fabricagcdo dos
cartuchos, que nao foram eluidos pelo metanol na etapa inicial da SPE.

Na faixa de calibragdo compreendida entre 0,030 e 0,300 ug L, utilizando-se
equacao de regressao linear para todos os compostos, o pior resultado entre os
coeficientes de determinacdo foi R?> = 0,995. Estes resultados mostraram-se
adequados, para utilizagdo do método em rotinas, de qualquer tipo de agua que
atenda aos parametros fisicos de potabilidade.

SOBOLEVA et al. (2004) traz uma boa discussdo sobre estudos de
adequacdo do sistema, combinando parametros de injecdo e detecgdo. As
conclusbes que a autora chega sdo condizentes com as apresentadas neste

trabalho.



5 CONCLUSAO

O presente método foi considerado adequado para a determinagao de
pesticidas da Portaria 518. O grupo de pesticidas, que constam no escopo deste
método, apresenta caracteristicas fisico-quimicas muito diferenciadas o que dificulta
a elaboracédo de um procedimento unico de extragao e analise, fato este que reforga
a importancia do trabalho desenvolvido.

Apenas 4 compostos da Portaria 518 n&o puderam ser determinados
adequadamente pelo método desenvolvido. O glifosato e o 2,4-D sdo compostos
inadequados para cromatografia gasosa. Enquanto bentazona e pentaclorofenol
apresentam sensibilidade, mas nao foram recuperados de forma adequada na
extragado multirresiduo por SPE.

A técnica de GC-MS demonstrou ser fundamental para determinagcbdes que
exigem extrema sensibilidade e seletividade, atendendo requisitos na faixa de
nanogramas por litro para todos os compostos e apresentando seletividade para
possibilitar determinagbes de residuos de pesticidas em amostras de varias
procedéncias e com alta turbidez, sem interferéncias significativas.

Os parametros cromatograficos foram considerados excelentes em termos de
eficiéncia, resolucao e tempo total de analise. O método foi mantido por um periodo
maior que um ano sem apresentar modificagdes importantes nos tempos de
retencao.

Na pré-concentragao, a técnica de SPE foi essencial para garantir todos os
VMP da Portaria 518, onde foi necessario um fator de concentracédo de 400 vezes. O
procedimento de extracdo nao apresentou influéncias significativas para velocidade
de percolagédo da amostra o que agiliza o trabalho de rotina.

No desenvolvimento do método foi levado em consideragcdo um grande
numero de fatores que possibilitaram aumento significativo de sensibilidade e
robustez em GC-MS e SPE. Otimizagbes por modelos fatoriais mostraram ser de
grande valia para selecionar variaveis de maior efeito e tomar a¢gées adequadas de
controle.

Para variaveis pré-selecionadas por modelos fatoriais, a utilizacdo de
planejamento experimental e constru¢cdo de modelos quadraticos ajudaram no

aumento de sensibilidade em pelo menos 4 vezes no sistema de injecdo. A
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utilizacao da teoria dos gases ideais para otimizagao do sistema de injegao pode ser
aplicada para qualquer método que utilize este sistema de injecao.

Na validagdo do método foram investigados todos os paradmetros necessarios
para o credenciamento da norma ISO 17025, incluindo qualificacdo de
equipamentos e adequacéao do sistema.

Na avaliagao da precisdao foram considerados excelentes todos os niveis de
concentracdo estudados quando comparados com a Trombeta de Horwitz. A
precisdo intermediaria foi considerada excelente mostrando nao haver
comportamentos diferenciados entre dias diferentes.

As recuperagdes foram consistentes, independente do dia e do nivel de
concentragdo do analito, o que mostra a robustez na execugdo da SPE. Alguns
analitos apresentaram baixas recuperacdes, porém devido a consisténcia dos
resultados em torno de um valor médio de recuperacao é possivel estabelecer com
segurancga um fator de correg¢ao dos resultados em amostras reais.

A avaliacdo da robustez foi essencial para o conhecimento de fatores
provenientes da execugao da SPE e da natureza das amostras. Com os resultados
obtidos pelo estudo de robustez foi possivel identificar fatores importantes, com
extrema coeréncia quando confrontados com a teoria. A analise de efeitos, somados
a visualizagdo grafica através de PCA, mostra informagdes relevantes para o
entendimento dos fendbmenos estudados e auxiliam na tomada de agdes de melhoria
continua. Através do estudo de robustez foi possivel construir uma matriz de
correlagdo entre os padroes de substituicdo e os pesticidas analisados. Isto
possibilita a previsdo de recuperacdes a partir de padrdes adicionados ao sistema
de SPE e assim a corregcao dos resultados em amostras reais. Com isso, 0s
componentes de incerteza ligados a robustez da extragcdo podem ser reduzidos a
praticamente zero, diminuindo em torno de 40% a incerteza expandida global do
ensaio.

A determinacdo de incerteza provou trazer informacdes essenciais que
complementam os demais parametros de validacdo estudados. Com um
levantamento completo de fontes de incerteza envolvendo todas as etapas
analiticas, foi possivel avaliar a contribuicdo efetiva de cada etapa, possibilitando a
reducido de custos em variaveis irrelevantes e aumentando os controles em etapas
criticas do ensaio. O levantamento completo de incertezas auxilia no gerenciamento

de garantia da qualidade e na redugao de custos de analise.
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