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MODERN TECHNIQUES OF SAMPLE PREPARATION FOR PESTICIDE RESIDUES DETERMINATION IN WATER BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH DETECTION BY DIODE ARRAY AND MASS SPECTROMETRY. The determination
of pesticide residues in water samples by Liquid Chromatography require sample preparation for extraction and enrichment of the
analytes with the minimization of interferences to achieve adequate detection limits. The Solid Phase Extraction (SPE), Solid Phase
Microextraction (SPME), Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) and Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME) techniques
have been widely used for extraction of pesticides in water. In this review, the principles of these sample preparation techniques
associated with the analysis by Liquid Chromatography with Diode Array Detection (LC-DAD) or Mass Spectrometry (LC-MS) are
described and an overview of several applications were presented and discussed.
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INTRODUCAO

Uma grande diversidade de compostos quimicos € utilizada na
agricultura com o objetivo de aumentar a produtividade e melhorar
a qualidade dos produtos. Os primeiros compostos utilizados como
agrotoxicos eram substincias toxicas de origem natural, tais como o
piretro e a nicotina, além de espécies inorganicas contendo merctirio,
enxofre ou cobre.! Entre os mais usados atualmente existem diversas
classes como, por exemplo, os organofosforados e organoclorados,
compreendendo uma grande variedade de substancias quimicas com
diferentes grupos funcionais e, consequentemente, com diferentes
modos de acdo, biotransformagdo e eliminagdo.> Os agrotéxicos
geralmente sdo toxicos e causam problemas de polui¢do ambiental
e de saide.?

Uma parcela considerdvel do total aplicado para fins agricolas
atinge rios, lagos, aquiferos e oceanos por meio do transporte por
correntes atmosféricas, eliminagio incorreta de restos de formulagoes,
limpeza de acessdrios e recipientes empregados na aplicacio desses
produtos e também pelo carreamento do material aplicado no solo
pela ac@o erosiva da chuva. Devido aos mecanismos de transporte
caracteristicos dos meios aqudticos, alguns desses compostos tém
sido detectados até na regido Antdrtica.*

Andlises de residuos de agrotdxicos em dgua sdo dificeis de serem
executadas, uma vez que esses compostos possuem diferentes pro-
priedades fisico-quimicas e ocorrem em concentragdes extremamente
baixas na presenca de altas concentragdes de compostos interferentes.?
De acordo com Biziuk e Przyjazny,’ os passos envolvidos na andlise de
agrotoxicos sdo: amostragem, pré-tratamento das amostras, medida e
tratamento dos dados. A determinacao de residuos de agrotdxicos, nas
mais diferentes matrizes, € tradicionalmente realizada utilizando-se
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técnicas cromatograficas, em fun¢io de sua capacidade de separagdo,
identificacdo e quantificacdo dos compostos através de detectores
apropriados.”

A determinagd@o de agrotéxicos em dgua geralmente requer um
pré-tratamento da amostra,® pois caso as interferéncias ndo sejam
removidas poderdo afetar a identificagdo e a quantificagdo.” O pré-
tratamento inclui o isolamento e a pré-concentragdo dos analitos.

Meétodos tradicionais de preparo da amostra, tal como a extraciao
liquido-liquido (LLE - Liquid-Liquid Extraction), requerem grandes
volumes de solventes organicos, apresentam custo elevado, sdo
de dificil automac@o e trabalhosos.® Nesse sentido, novas técnicas
que consomem menos tempo sao efetivas e requerem uma menor
quantidade de solventes vém sendo desenvolvidas e aplicadas para
extracdo de agrotéxicos em amostras aquosas. Dentre estas técnicas,
destacam-se a extragdo em fase sélida (SPE - Solid Phase Extraction),
a microextracdo em fase sélida (SPME - Solid Phase Microextrac-
tion), a extra¢do sortiva em barra magnética (SBSE - Stir Bar Sorptive
Extraction) e a microextracio liquido-liquido dispersiva (DLLME
- Dispersive Liquid-Liquid Microextraction).

Na SPE, introduzida em meados de 1970,” os analitos contidos na
matriz aquosa sio retidos apds passarem por um cartucho contendo
sorvente e, posteriormente, um solvente organico € utilizado para eluir
os analitos.” E uma técnica muito empregada para pré-concentragdo
de agrotoxicos. Segundo Pic et al.,'® entre 2003 e 2006, mais de 100
publicacdes utilizaram a SPE em andlises de residuos de agrotéxicos
em matrizes aquosas.

A SPME foi introduzida por Arthur e Pawliszyn em 1990" como
uma técnica rdpida, simples, com boa capacidade de concentracio,
sem a necessidade de solvente orgdnico e com a conveniéncia da
automacdo.'”> Nessa técnica, uma fibra de silica fundida € coberta
com a fase estaciondria, geralmente polidimetilsiloxano (PDMS),
que € exposta na amostra aquosa ou gasosa por um tempo necessario
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para que o equilibrio seja atingido e depois o analito é dessorvido
pela fase mével ou por aquecimento diretamente no injetor do cro-
matégrafo a gds."

A técnica SBSE foi introduzida em 1999 por Baltussen et al.'* e
se baseia no mesmo principio da SPME, porém possui um volume
de fase extratora entre 25 e 125 uL, que € 50 a 250 vezes maior que
o volume da fibra de SPME, permitindo a melhor capacidade de
extrac@o e, consequentemente, recuperacdes maiores.” A técnica
SBSE ¢ baseada na extragd@o sortiva sobre uma camada polimérica,
geralmente de PDMS, que reveste uma barra de agitacio magnética.
A extracdo € controlada pelo coeficiente de parti¢ao dos analitos entre
o revestimento polimérico e a matriz e pela relagdo entre os volumes
do material polimérico e da amostra.' Estudos recentes correlacionam
o coeficiente de particdo com o coeficiente de distribui¢ao octanol/
dgua (K,)."

A DLLME foi desenvolvida em 2006 por Rezaee ef al.'* como
um avanco das técnicas de microextragcdo em fase liquida. O método
baseado no sistema ternario de solventes é uma miniaturizagao da
LLE e usa microlitros de solvente extrator."”

A técnica SPE ¢ um exemplo de técnica de preparo de amostra
que visa a extrac¢do exaustiva dos analitos, ao passo que a SPME e a
SBSE sdo técnicas sortivas baseadas no equilibrio entre a matriz da
amostra e o revestimento polimérico."

Ferramentas analiticas para detec¢io de agrotoxicos em amostras
ambientais t€m sido desenvolvidas significativamente, tornando possi-
vel determinar residuos de agrotéxicos em niveis de partes por bilhdo
e muitas vezes em partes por trilhdo. A cromatografia liquida com
deteccdo por arranjo de diodos (LC-DAD - Liquid Chromatography
with Diode Array Detection) acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS - Liquid Chromatography with Mass Spectrometry) tem
permitido atingir sensibilidade e seletividade adequadas para andlises
de residuos de agrotéxicos em matrizes ambientais e em alimentos.*

No que diz respeito as determinagdes de agrotoxicos em matrizes
aquosas, as técnicas cromatogréificas de separa¢do destacam-se no
ambito analitico. Diante disto, a presente revisao teve como objetivos
apresentar as principais etapas envolvidas no preparo de amostra por
SPE, SPME, SBSE e DLLME, bem como na quantificagio por LC-
DAD e/ou LC-MS, destacando suas aplicagdes na determinacio de
residuos de agrotéxicos em dgua.

EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A SPE foi introduzida no inicio dos anos 70 e passou a estar
disponivel comercialmente em 1978, na forma de cartuchos descar-
taveis.2'2 E uma técnica de separacio liquido-sélido baseada nos
mecanismos de separagao da cromatografia liquida de baixa pressao e
€ usualmente empregada com o propdsito de isolar analitos presentes
em uma matriz complexa.’” Para o isolamento e pré-concentragio de
agrotdxicos a amostra aquosa € percolada por um cartucho contendo o
sorvente, onde os analitos sdo retidos para posterior eluicdo com uma
pequena quantidade de solvente orgénico adequado.?*?* Como alter-
nativa, discos impregnados com sorventes podem ser empregados.?*

As etapas envolvidas na SPE estdo ilustradas na Figura 1. A
instrumentacdo basica empregada em SPE € extremamente simples,
podendo, porém, ser sofisticada, dependendo do problema a ser
resolvido e do grau de automagio desejado.” As etapas da extracdo
resumem-se na ativagdo do sorvente, percolagdo da amostra/sorciao
dos analitos no sorvente, eliminagd@o dos interferentes da matriz (clean
up), elui¢do dos analitos e posterior concentracdo do composto de
interesse.”

A escolha do tipo e quantidade de sorvente, volume de amostra e
de solvente para ativacéo dos cartuchos e para a eluicio dos analitos
sdo alguns parAmetros que devem ser considerados.”
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Figura 1. Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adi¢do
da amostra, remog¢do dos interferentes e elui¢do do analito

Na escolha do sorvente deve-se levar em conta as informagdes
a respeito dos analitos de interesse, a natureza da matriz e das im-
purezas a serem eliminadas.” Fases s6lidas como C8, C18, carbono
grafitizado, resina trocadora idnica e materiais poliméricos, tal como
estireno divinilbenzeno, comercializados em cartuchos e discos, sdo
os sorventes mais usados em SPE.* Em andlises ambientais, par-
ticularmente no isolamento e pré-concentracdo de agrotéxicos em
dguas, o uso de sorventes hidrofébicos ndo seletivos, como C18 e
estireno divinilbenzeno sdo os mais empregados. Essas fases podem
diferenciar e isolar o analito de interesse de compostos interferentes
presentes nas amostras, sendo comum a remo¢do de compostos in-
terferentes na matriz antes das andlises cromatogrificas.”’

Segundo Carvalho et al.,? os sorventes mais usados na SPE para
extragdo de agrotéxicos em matrizes aquosas sdo: C18, usado na ex-
tragéo de herbicidas,*® inseticidas organoclorados®**' e em métodos
com diferentes classes quimicas®*3 e os sorventes poliméricos, que
tém sido usados para diversas classes de agrotxicos,** entre eles
o grupo das sulfunilureias.®

Em trabalho realizado por Chavez et al.,” sorventes poliméricos
foram usados para pré-concentrar o fungicida clorotalonil e seus me-
tabdlitos em dgua, com recuperacdes entre 70 e 110%, demonstrando
a adequabilidade deste sorvente para esses compostos. A escolha de
um ou outro sorvente depende da polaridade do analito e da possivel
coextragao de interferentes. Para a extragdo de compostos como fe-
ndis, cloroanilinas e agrotxicos organoclorados, o uso de carbono
grafitizado € uma boa op¢ao quando se tem baixas recuperagdes com
materiais como C8 e C18.%

Existem estudos realizados com o objetivo de se utilizar novos
sorventes que proporcionem menor custo e boa precisdo, como no
trabalho realizado por Faria et al.,* onde um novo material adsorvente
baseado no poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS) termicamente
imobilizado num suporte de silica apresentou bons resultados para
imazetapir, imazaquim, metsulfurom-metilico, bentazona, clorimu-
rom etilico e tebuconazol em dgua.

El-Sheikh ef al.** otimizaram um método por SPE para extragéo de
agrotoxicos comparando trés diferentes sorventes: C18, carvdo ativado e
nanotubos de carbono. Os trés sorventes foram comparados em termos
de desempenho analitico, aplicagio em matrizes aquosas, possivel reuso
do cartucho, capacidade de adsor¢@o e o custo. A adsorc¢éio em cartucho
de nanotubos de carbono foi maior que os contendo carvao ativado e
C18, que também apresentaram recuperacdes satisfatorias. Os autores
destacaram que, na escolha do sorvente, o carvao ativado pode ser uma
alternativa com melhor relacdo custo-beneficio.

Trabalhos recentes tém utilizado a SPE combinada com técni-
cas de pré-concentrag@o e/ou purificagéo adicional. Sharma et al.*!
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propuseram um método para andlise de clorofendis em amostras de
dgua utilizando a SPE com posterior derivagdo e nova extragdo dos
ésteres metilicos por microextracio em gota tnica (SDME - Single
Drop Microextraction) no modo headspace, sendo o extrato final ana-
lisado por HPLC-DAD. A combinagdo das técnicas SPE e HS-SPME
permitiu a obtengdo de LDs entre 0,04 ¢ 0,08 ug L', bem abaixo dos
valores obtidos empregando somente SPE (LDs entre 1,5 e 3,9 ug L').

A etapa de condicionamento do cartucho destina-se a ativar o
sorvente, e o0 solvente a ser utilizado nessa etapa dependerd principal-
mente do material a ser ativado (C8, C18, ciano, silica, amino, entre
outros). O condicionamento pode servir também para eluir alguma
impureza presente no cartucho.”? A concentra¢ao dos analitos tem
como objetivo principal reter o analito no sorvente através da passa-
gem de grande volume de amostra, deixando passar os interferentes.
O pH da amostra pode ser critico para obtencdio de uma retencéio
adequada dos agrotéxicos no sorvente. Por isso, em alguns casos, o
ajuste do pH da amostra € necessdrio para estabilizar os agrotoxicos
e aumentar sua retengio na fase sélida.?’334>43

A velocidade de aplicagdo da amostra € importante e pode ser
ajustada, controlando-se o viacuo ou a pressdo aplicada no processo.
Para pequenos volumes de amostra, esta etapa pode ser realizada
somente com o auxilio da gravidade.”

A etapa de limpeza (clean up) é fundamental para eliminar
compostos provenientes da matriz, que podem interferir no método
analitico. Podem-se utilizar solventes com for¢a de eluicdo inter-
medidria para elui¢do de impurezas antes do analito de interesse ser
eluido. Esses solventes sdo denominados “solventes de lavagem”
(wash solvent) e sao utilizados solventes que ndo possuam forga
suficiente para remover do sorvente o analito de interesse. Diversos
solventes de lavagem podem ser usados, mas quando se trata da ex-
tracdo de agrotoxicos em amostras aquosas, usa-se principalmente
dgua ultrapura***# ou uma mistura de uma pequena porcentagem
de metanol com dgua ultrapura.?®

Uma vez que os agrotoxicos sdo retidos nos cartuchos sao, en-
tao, eluidos com um pequeno volume de solvente adequado para a
andlise.® E importante a escolha do eluente, pois ele deve eluir os
analitos e minimizar a eluicdo de interferentes que nao tenham sido
eliminados na etapa anterior, por estarem muito retidos no sorvente.’

A escolha do solvente de elui¢do € um parametro importante e
estd diretamente relacionada com a polaridade do agrotdxico e o sor-
vente usado na SPE. Entre os solventes usados estdo acetonitrila,*
metanol,?**7 acetona,’ acetato de etila,*® hexano’! e as misturas de
metanol-acetonitrila,’®* acetato de etila-diclorometano,*® metanol-
acetona,* e metanol-metil terbutil éter.*

A técnica de SPE também € empregada para andlise de amostras
que se encontram em local distante do laboratério, procedendo-se a

Tabela 1. Caracteristicas comparativas entre SPE on-line e off-line™
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extragdo e/ou pré-concentracdo no local. Apds essa etapa o cartucho
é armazenado a baixas temperaturas e transportado até o laboratério.?

Os cartuchos de SPE sdo oferecidos em diversos volumes e empa-
cotados com diferentes quantidades de sorvente e a escolha depende
de vdrios fatores, entre os quais o volume de amostra a ser usado,
as concentracdes e propriedades fisico-quimicas dos compostos de
interesse presentes na amostra, o grau de contaminagao (interferentes)
e a complexidade da matriz. Entre os mais usados estdo cartuchos
contendo 200*2434849 ¢ 500 mg de sorvente.*3!

SPE ON-LINE

O sistema de extracdo em fase sélida pode ser acoplado a uma
técnica analitica a ser empregada apés a etapa de eluic@o dos analitos
como, por exemplo, LC-DAD e LC-MS. Desta forma, as etapas de
extracdo, enriquecimento, clean-up e a andlise dos compostos de
interesse podem ser efetuadas em linha (on-line), ou seja, sem que
o extrato necessite ser transferido manualmente do cartucho de SPE
para o cromatdgrafo.’

Na configuracdo on-line, o sistema de extracio em fase sdlida
faz parte de um sistema cromatogréfico e &, frequentemente, inserido
na al¢ca de amostragem, sendo, apds a coleta, conectado diretamente
na linha de alta pressdo da fase mével que atua como eluente. Faz
parte da extragdo on-line uma técnica chamada de comutacdo de
colunas, que inclui todos os métodos no qual a dire¢do da vazdo
da fase movel € alterada por meio de uma vélvula rotatéria, onde
o efluente de uma coluna € desviado para outra coluna apds certo
intervalo de tempo. A primeira coluna € frequentemente de baixa
eficiéncia e faz um enriquecimento ou pré-concentragao da amostra.
A fracdo contendo o analito € transferida para uma segunda coluna
que possui alta eficiéncia.*

A automatizagio do preparo da amostra evita problemas comuns
como contaminacdo da amostra, leva a um menor nimero de pessoas
envolvidas na extracdo e minimiza a exposi¢ao a materiais perigosos,
como solventes.’! O tempo necessédrio para processar uma amostra
individual por SPE manual ou on-line € semelhante, no entanto o
sistema on-line pode trabalhar continuamente e realizar a extracio
simultinea de 4 ou 8 amostras.’' Na Tabela 1 sdo apresentadas as
caracteristicas da SPE on-line comparada com a off-line.

O uso da automacdo na extracdo em SPE estd aumentando. Em
1989, existiam poucas publicagdes de artigos utilizando a SPE au-
tomatizada.”' Hoje é comum encontrar publicacdes utilizando SPE
automatizada em varias aplica¢des da Quimica Analitica, especial-
mente na andlise de agrotoxicos.*

Mais recentemente, um método baseado na SPE foi desenvolvi-
do por Singer er al.’® para determinagdo simultanea dos compostos

SPE on-line

SPE off-line

Andlise de todo o extrato;

Pequenos volumes de amostra s@o suficientes para obter boa sensibilidade;
Efeitos de matriz; supressdo idnica em espectrometria de massas;

Cartuchos reutilizaveis;

Menor flexibilidade (a maioria dos sistemas nao permite o uso combinado de
cartuchos diferentes);

Automatizagdo e o minimo de amostra, resultados com melhor precisao e
exatidao;

Répida eluicao da amostra depois da pré-concentracio, degradacdo minima;
Consumo minimo de solventes organicos (elui¢do com a fase mével);
Nenhuma perda de analito por evaporagao;

Auséncia de extratos para verificacio ou andlise adicional;

Tempo de andlise reduzido;

Alto processamento (extrag@o e andlise de amostras em uma sucessao);
Sistema de custo elevado.

Andlise de uma aliquota do extrato;

S@o necessarios volumes elevados de amostra;

Menor efeito matriz em espectrometria de massas;

Cartuchos descartaveis;

Extragdo em sequéncia e a possibilidade de usar combinagoes de diferentes
cartuchos em série;

Manipulacao da amostra, possibilidade de contaminagio, e menor precisao
e exatidao;

Risco de degradacao de alguns compostos (tempo de anélise maior);
Consumo mais elevado de solventes organicos para elui¢do;

Possivel perda de analitos por evaporagao;

Podem ser executadas varias medidas com o mesmo extrato;

Tempo de analise mais longo;

Disponibilidade de sistemas SPE portateis para uso no local da coleta;
Sistema de baixo custo.
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1,2-benzoisotiazolina-3-ona, 3-lodo-2-propenilbutil-carbamato, irgarol
1051, 2-N-octil-4-isotiazolinona, carbendazim, diazinona, diuron, iso-
proturon, mecoprop, terbutrin e terbutilazina e dos firmacos diclofenaco
e sulfametoxazol em efluentes e 4gua de superficie. O método proposto
consistiu no acoplamento direto da SPE com o sistema LC-MS/MS
atingindo LQs de 5 a200 ng L. Postigo et al.”" utilizaram a SPE aco-
plada a LC-MS/MS para determinacgio de 22 agrotdxicos altamente
polares em dgua subterrinea, obtendo LQs entre 0,07 e 13,3 ng L.

SPE EM DISCOS

A SPE pode variar, utilizando o formato de cartuchos ou de discos,
e as vantagens e desvantagens de cada forma estdo relacionadas ao
nimero de amostras a serem processadas, e a natureza e volume das
amostras. Depois do cartucho, o disco (ou membrana carregada de
particula) € o formato de SPE mais utilizado e o seu uso na SPE foi
introduzido em meados dos anos 1990, originalmente para a extracio
de compostos orginicos de matrizes aquosas.’**

Os discos possuem particulas de sorvente com tamanho entre
5 e 10 um e 6 nm de didmetro do poro, que sdo entrelagadas com
politetrafluoretileno (PTFE) ou vidro, resultando em um disco de
aproximadamente 0,5 mm de espessura e didmetros que variam entre
47 e 90 mm contendo cerca de 500 mg de sorvente.* Os discos sdo
colocados em um sistema tipico para filtracao de solventes, onde é
aplicado um vécuo para forgar a amostra a percolar pelo sistema.
Sistemas manifolds estao disponiveis comercialmente para extracio
de miiltiplas amostras utilizando discos de SPE. A grande drea e a
pequena espessura dos discos permitem um aumento na velocidade
de extragdo, sem prejuizo da eficiéncia.’

As principais vantagens dos discos em relagdo aos cartuchos
sdo devido ao seu formato, como leito mais homogéneo, pressoes
menores durante a aplicagdo da amostra e capacidade de reparar um
volume maior de amostra.*

Recentemente foi demonstrado que discos de SPE com sorventes
de polimeros de estireno divinilbenzeno podem ser usados para a
extrag¢do de compostos organicos em amostras de d4gua utilizando um
volume de amostra de até 10 L.>> A utiliza¢do de vazdes mais altas
e menores volumes de solventes para a elui¢do, devido a pequena
espessura de sorvente e grande drea superficial, permite vazdes da
amostra mais rdpidas, com pressdes menores durante a aplicagio da
amostra e na elui¢@o.”*** O pequeno volume de elui¢éo (30 a 100 pL)
permite fazer a injegdo direta no sistema cromatografico.’

O pequeno tamanho das particulas melhora também o desem-
penho, proporcionando uma rapida transferéncia de massa. Porém,
vazdes elevadas podem resultar em baixas recuperac¢des dos anali-
tos de interesse.®” Outra vantagem desses sistemas que empregam
fases impregnadas ¢ a auséncia de canais formados pelo material
de empacotamento, o que usualmente ocorre nos cartuchos de SPE.
A existéncia de canais em leitos empacotados provoca a formagao
de fluxos néo uniformes, reduz a capacidade de sor¢do da fase es-
taciondria e reduz a precisdo e exatiddo dos resultados.” Entretanto,
existem algumas desvantagens que devem ser consideradas, como
a variacdo do desempenho entre produtos oferecidos por diferentes
fabricantes, a variagdo entre lotes e, em alguns casos, a impossibili-
dade de tratamento de grandes volumes de amostra, caracteristicas da
SPE em todas as suas formas.** Da mesma forma que os cartuchos, os
poros dos discos podem ser obstruidos quando se extraem amostras
contendo uma concentragdo relativamente alta de macromoléculas
ou de material particulado. Assim, € aconselhdvel filtrar as amostras
aquosas antes da extra¢do ou usar pré-filtros inertes.* Para aumentar
a seletividade ou a capacidade dos discos, pode-se utilizar a técnica
de empilhamento, na qual varios discos com diferentes ou mesmo
sorventes sdo empilhados.*
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Tran et al.’’ compararam diferentes métodos de extragdo e os
discos SDB-XC® proporcionaram rapidez, eficiéncia e reprodutibi-
lidade para determina¢@o simultanea de herbicidas polares, dcidos e
ndo 4cidos em dguas naturais, especialmente dguas provenientes da
agricultura, as quais contém alta concentragdo de material particulado
suspenso. As recuperagdes ficaram acima de 70% para a maioria dos
compostos.

No trabalho realizado por Santos Neto e Siqueira,®’ a SPE com o
uso de discos de C18 foi otimizada e validada para extra¢do de agro-
téxicos organofosforados em dgua. O preparo de amostra mostrou-se
simples, rdpido, eficiente, reprodutivel, além de consumir pequeno
volume de solvente em comparacido com a LLE.

A estabilidade dos agrotoxicos armazenados em discos de SPE
foi estudada por Senseman et al..®* No estudo, amostras de dgua
foram percoladas através dos discos com sorvente C18. Os ensaios
mostraram que as amostras aquosas contendo agrotdxicos podem
ser estocadas, em discos, por até 90 dias, evidenciando que hd uma
protegdo com relagdo a hidrélise e a decomposi¢do microbiana
quando armazenados.

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)

A SPME foi proposta em 1989 por Arthur e Pawliszyn'! e é uma
técnica de extra¢do na qual uma fibra de silica fundida envolvida
com um filme polimérico € imersa na amostra, como ilustrado na
Figura 2A.

1
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metalico
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Figura 2. Esquema (A) da microextrag¢do em fase solida (SPME) e (B) da
extragdo sortiva em barra magnética (SBSE)

Os analitos sdo sorvidos na fase estaciondria e depois dessorvidos
no injetor do cromatdgrafo a gas ou na fase mével do cromatdgrafo
a liquido.** O procedimento mais comum € a dessor¢éo térmica no
injetor do cromatégrafo a gés, que elimina completamente o uso de
solventes organicos.®*¢* Os analitos também podem ser dessorvidos
usando um solvente orginico como, por exemplo, acetonitrila,®
combinado com cromatografia liquida ou eletroforese capilar.'” Nesse
procedimento, a dessorcio pode acontecer pelos modos dinamico
ou estatico. No primeiro, os analitos estdo fracamente adsorvidos na
fibra e a dessor¢@o ocorre pela passagem da fase mdvel. No modo
estdtico, utilizado quando os analitos estdao fortemente adsorvidos,
a fibra é mergulhada na fase mével ou em outro solvente, por um
periodo de tempo.®

A SPME elimina alguns problemas apresentados pela SPE e
possui as vantagens de eliminar o uso de solventes, reduzir o tempo
de extrag@o, proporcionar bons resultados para uma ampla faixa de
concentracdo e permitir facilmente a automatizago.'>*

A SPME ¢ utilizada na andlise de agrotdxicos de diversas classes
em matrizes aquosas, entre eles, na extra¢do de organoclorados e
organofosforados em dguas.*¢%
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A composi¢ao da fibra € determinante no procedimento de SPME,
fibras baseadas em adsorventes sélidos estdo sendo utilizadas e ava-
liadas, entre elas, polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA),
polidimetil siloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB), Carbowax/DVB
(CW/DVB), Carboxen/PDMS (CAR/PDMS), e DVB/Carboxen/
PDMS."? Algumas dessas fibras possuem caracteristicas mistas, sendo
usadas para andlises simultidneas de agrotoxicos, aumentando o es-
pectro de aplicacdes da SPME. A fibra mais utilizada na extracdo de
agrotGxicos em dguas é a PDMS-DVB.%%7! Entretanto, outros tipos
de fibras tém sido usados, como no trabalho desenvolvido por Padrén
et al.,®® onde a eficiéncia de extracdo de organoclorados com dois
tipos de fibras, PDMS-DVB e Carbowax/TPR-100 (CW/TPR), foram
testadas. Diversos pardmetros envolvidos na extrag@o e na dessor¢io
foram estudados e otimizados. Os resultados indicaram que ambas
as fibras sdo adequadas para extracio dos compostos, demonstrando
bons coeficientes de correlagdo com desvios padrdes baixos.

Capobiango e Cardeal’ utilizaram PDMS na extragdo de agro-
toxicos organofosforados em amostras de dgua. O procedimento
utilizando fibra de 100 um foi descrito como simples, de facil manu-
seio, econdmico e livre de solvente. Com as condi¢des de extragao
otimizadas obtiveram valores de limite de detec¢do (LD) entre 0,05
e 8,37 ug L.

O desempenho analitico obtido para varios materiais pode ser
diferente, como demonstrado por Beceiro-Gonzdlez et al.,* que inves-
tigaram a eficiéncia de diferentes fibras, PDMS, PA e PDMS/DVB, na
extracdo de agrotoxicos em dguas. Os agrotoxicos estudados possuem
uma ampla faixa de polaridade com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas. Os agrotéxicos organofosforados apresentaram melhor
recuperagdo com a fibra PDMS/DVB, enquanto os organoclorados
apresentaram comportamento diferente, variando a eficiéncia de
extragdo com a fibra de PA e PDMS/DVB. No geral, a fibra PDMS/
DVB demonstrou boa aplicabilidade para andlise de multiclasse de
agrotoxicos com uma ampla faixa de polaridade.

Diferentes recobrimentos poliméricos (PDMS, CAR/PDMS, CW/
DVB e PA) foram testados por Komatsu e Vaz” para uma mistura com
diferentes classes de agrotoxicos: dinitroanilinas, triazinas, organoclo-
rados e piretréides. A fibra que apresentou melhor desempenho foi a
de PA, 85 um. O método analitico desenvolvido mostrou-se simples,
rapido e sensivel. Dentre suas principais vantagens pode-se destacar
a pequena quantidade de amostra, cerca de 4 mL, necessdria para as
determinagdes, interessante para amostras de volume limitado. O
método proposto apresentou boa recuperacgio e precisao.

Para a determinagdo de herbicidas triazinicos, Djozan e Ebrahi-
mi’™ produziram uma nova fibra para SPME, pela copolimerizacdo de
acido metacrilico-etileno glicol dimetacrilato moldado com atrazina.
A fibra produzida € firme, de baixo custo, durdvel e termicamente
estdvel até 280 °C. Os parametros de extracio foram otimizados e a
seletividade da fibra para compostos triazinicos em relacdo a outros
agrotoxicos foi investigada. A fibra apresentou boa eficiéncia de
extracdio para atrazina, simazina, propazina, cianazina, ametrina,
terbutrina e prometrina, com LDs variando entre 20,0 ¢ 68,0 ng mL".

Basheer et al.* estudaram a influéncia do pH da amostra na
extracdo de agrotdxicos organofosforados por SPME e constataram
que o pH também ¢ um parametro importante que deve ser ajustado.
O grau de ionizag@o dos analitos afeta sua solubilidade em dgua e,
portanto, sua adsor¢do na fibra. Foi testado o pH na faixa de 2 a 12,
mas devido a neutralidade dos analitos, a eficiéncia de extragio para
a maioria dos organofosforados ndo foi afetada pelo pH da amostra,
sendo escolhido como ideal o pH 8.

De forma a aumentar a eficiéncia de extragdo, Yang e Lee”
utilizaram a eletroquimica combinada com a SPME para extracio e
determinacio de paration por LC-MS/MS. Como fibra de extracdo e
como cétodo foi utilizado um tubo de grafite. Esta estratégia permi-
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tiu um tempo de equilibrio de 60 s e resultados satisfatdrios para as
figuras de mérito determinadas na validacdo do método, com uma
faixa linear entre 10 e 1000 pg L' e LD de 0,3 ug L.

Uma alternativa ao SPME na forma apresentada usualmente € a
SPME em tubo, onde o material adsorvente recobre internamente um
tubo muito fino, por onde € percolada a amostra e, posteriormente,
os analitos retidos s@o dessorvidos para a andlise. Esta técnica foi
aplicada por Campins-Falcé ef al.”® para a determinagdo de agrot6-
xicos em dgua utilizando uma coluna capilar para GC (5% fenil 95%
metilpolisiloxano; 80 cm x 0,32 um de diametro interno e 0,3 pm de
espessura de filme). A quantificacdo dos analitos foi por LC-DAD
com LDs entre 0,008 ¢ 0,2 pg L. Nao foram observados efeitos
da matriz e as recuperagdes obtidas ficaram entre 70 e 116%, com
precisdo entre 2 e 30%.

EXTRACAO SORTIVA EM BARRA MAGNETICA (SBSE)

A técnica SBSE foi proposta por Baltussen ez al.'* para o preparo
de amostra sem solvente visando extrair e pré-concentrar compos-
tos organicos de amostras aquosas. A SBSE ¢ baseada na extragio
sortiva dos analitos sobre uma camada polimérica que reveste uma
barra magnética envolta em uma camada de vidro, como ilustrado
na Figura 2B.

Para um revestimento de polidimetilsiloxano e amostras aquosas,
o coeficiente de parti¢do assemelha-se ao coeficiente de parti¢ao
octanol-dgua, permitindo uma previsdo do comportamento dos
compostos. Inicialmente SBSE foi empregada principalmente para a
extragdo de analitos em matrizes aquosas. A técnica tem sido aplicada
também no modo headspace para amostras liquidas e sélidas e no
modo passivo para a amostras de ar.'®

As principais vantagens da sor¢do sobre PDMS estdo relacio-
nadas com o fato de o PDMS ser bastante inerte, permitindo boas
recuperagdes de compostos ldbeis, polares ou reativos; apresentar
mecanismo de retengdo bem conhecido e linearidade das isotermas
de sor¢do, fundamentais para a quantificagdo dos compostos. Em
contraste a extragdo com adsorventes, no qual os analitos sdo liga-
dos nos sitios ativos da superficie do material, na extracio sortiva
além da drea superficial o volume total de fase extratora também ¢&
importante. Apds exposicio na amostra, a qual pode ser direta ou no
headspace, a barra de SBSE € removida e os compostos sorvidos sao
dessorvidos termicamente diretamente no sistema de cromatografia
gasosa (GC - Gas Chromatography) ou dessorvidos por meio de um
liquido para andlise por LC."”

Langas et al.”’ publicaram, em 2009, uma ampla revisdo sobre
os recentes desenvolvimentos e aplicagdes da SBSE, destacando os
fatores mais importantes que devem ser observados no desenvolvi-
mento do método por SBSE, tais como, tempo de extracdo, pH e
forca idnica da matriz, efeito da adi¢do de solvente organico, aditivos,
temperatura, agitagdo, derivacdo antes da extragdo, influéncia da
matriz e condi¢des de dessor¢ao dos analitos.

A otimizacdo em SBSE € efetuada normalmente avaliando-se a
recuperagao dos analitos em func¢do do tempo de extrag@o. As condi-
¢Oes Gtimas sdo obtidas quando o aumento do tempo ndo proporciona
melhoria na recuperagdo. A recuperagdo de compostos com alta po-
laridade € mais eficiente com a adicido de NaCl na amostra. A adi¢io
de um solvente organico, tal como metanol, permite a supressio da
adsor¢do de compostos de baixa polaridade nas superficies de vidro
e na matriz da amostra. Apés a extragdo, a barra magnética SBSE
é removida e as gotas de dgua s@o removidas gentilmente com um
papel absorvente adequado.”

Sanchez-Rojas et al.'” publicaram uma revisdo sobre a técnica
SBSE, destacando aspetos técnicos, tais como, procedimentos de
extracdo, dessor¢do, uso de diferentes sorventes e aplicagdes para a
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determinagio de varios compostos, inclusive agrotoxicos, em matrizes
ambientais, farmacéuticas e de alimentos. Embora a SBSE tenha sido
mais amplamente utilizada em andlises por GC, a dessor¢do com um
solvente torna a técnica muito mais ampla, permitindo a extracdo
sortiva de solutos ndo voldteis, viabilizando a andlise por LC.

Os novos métodos empregados em SBSE para anilises de ma-
trizes ambientais e biomédicas foram apresentados por Kawaguchi
et al.,”® com destaque para os métodos SBSE envolvendo derivacio
in situ, desconjugacdo in situ, dessor¢do térmica (TD) e TD com
derivag@o em tubo.

Giordano et al.' descreveram um método empregando SBSE
e LC-MS/MS para a determinagdo de 16 agrotoxicos em aguas de
superficie por sor¢do em um filme de 1 mm de PDMS recobrindo
uma barra magnética de 10 mm de comprimento. Apds dessor¢do em
1 mL de metanol, a detec¢do foi efetuada em um sistema LC-MS/
MS triploquadrupolo e ionizagdo por eletronebuliza¢do. Parametros
que afetam a operag@o SBSE, incluindo o volume de amostra, adi¢do
de sal, tempo de extracio, velocidade de agitacdo e as condigdes de
dessor¢do foram avaliados. O método otimizado requer duas aliquotas
de 50 mL de amostra. Em uma amostra sdo adicionados 30% de NaCl
e agitada a 900 rpm por 1 h para avaliar 5 agrot6xicos com log K <
3, na outra aliquota € efetuada a extrac@o direta para os agrotoxicos
com log K, > 3. O método permite a obtengdo de valores de limite
de quantifica¢do (LQ) entre 0,03 pug L' para diazinona e 3 pg L™
para simazina. O método foi aplicado no monitoramento de dgua de
lagos e canais, apresentando 6timo desempenho.

Um novo procedimento de extracdo denominado SBSE se-
quencial foi comparado a técnica SBSE convencional por Ochiai et
al.,” para a determinacéo de poluentes organicos em dgua. A SBSE
sequencial proporcionou enriquecimento mais uniforme sobre toda
a faixa de polaridade/volatilidade de poluentes orginicos em nivel
de ultratraco em dgua. Na SBSE sequencial, 5 mL de amostra sio
extraidos primeiro sem modificador usando uma barra SBSE para
extrair principalmente analitos com log K , > 4,0, depois, na mesma
amostra, apds adicao de 30% de NaCl € feita a extracdo com uma
segunda barra para extrair compostos com log K, < 4,0. O procedi-
mento sequencial permitiu boa recuperacio (82 a 113%) para mais
de 80 agrotoxicos e recuperagdes abaixo de 80% para somente 5
compostos com log K, < 2,5. O procedimento convencional com e
sem adicdo de sal apresentou recuperacdes abaixo de 80% para 23 e
41 compostos, respectivamente. O método sequencial apresentou LD
< 10 ng L' para a maioria dos compostos e foi aplicado com sucesso
para a determinacdo de agrotoxicos em dgua de rio.

A técnica SBSE com espuma poliuretana recobrindo a barra
magnética foi aplicada por Portugal et al.,* para a determinagdo por
HPLC-DAD de metabdlitos da atrazina em amostras de 4gua com
LDs entre 0,4 e 1,3 pg L. O tempo de extragdo otimizado foi de 5
h a 1000 rpm, com adic@o de 5% de metanol e 15% de NaCl. Para a
dessorc¢ao foi utilizado acetonitrila e ultrassom por 60 min, atingindo
recuperagdes de até 26,3% e RSD <2,4%, consideradas adequadas por
ser uma técnica de extrag@o por equilibrio. As recuperacdes obtidas
com espuma de poliuretana foram 10 vezes maiores em comparacdo
com oS revestimentos comerciais.

MICROEXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA
(DLLME)

O principio basico da técnica DLLME, desenvolvida em 2006
por Rezaee et al.,'® é a dispersdo de um solvente extrator (imiscivel
com 4gua) e um solvente dispersor (miscivel em dgua e no solvente
extrator) em uma solucdo aquosa, o que proporciona uma grande
area de contato entre a fase aquosa e o solvente extrator. As etapas do
procedimento estdo ilustradas na Figura 3. Uma mistura apropriada do
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solvente dispersor e do solvente extrator € injetada rapidamente, com
auxilio de uma seringa, na solu¢@o aquosa. Apds leve agitagdo, uma
solugdo turva com microgotas € formada. As microgotas consistem no
solvente extrator mais o analito ja extraido. Apds centrifugacdo, ocorre
a sedimentagdo das microgotas formando uma fase sedimentada, que
é retirada com o auxilio de uma seringa e ¢ efetuada a quantificacio
dos analitos pela técnica mais apropriada.
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Figura 3. Etapas envolvidas na técnica DLLME

Do ponto de vista comercial, econdmico e ambiental, as vantagens
da DLLME em rela¢@o aos métodos convencionais de extracdo com
solvente sdo simplicidade de operagdo, rapidez, baixo custo, facil
manipulagio, baixo consumo de solventes organicos, alta recupera-
¢do, alto fator de enriquecimento e compatibilidade com os métodos
analiticos com andlise por GC8'#? e por LC.33%

A DLLME tem sido aplicada na extra¢do de compostos organi-
cos como plastificantes,® farmacos,* agrotéxicos®’* e compostos
inorganicos.”

O processo de extracdo por DLLME ¢ influenciado por alguns
parimetros, entre os quais volume e tipo de solvente extrator e de
solvente dispersor, tempo de extracdo, for¢a idnica e pH.

A selec@o de um solvente extrator apropriado € o parametro mais
importante na DLLME. O solvente extrator deve ser selecionado
dentre os que apresentarem maior densidade que a dgua, capacida-
de de extragdo dos compostos de interesse € bom comportamento
cromatografico. Na extra¢do de agrotoxicos em dguas por DLLME,
os solventes extratores mais utilizados sdo os clorados, entre eles
se destacam clorobenzeno,®' tetracloreto de carbono®' e tetraclo-
roetileno." Liquidos i6nicos como o hexafluorfosfato de 1-butil-
3-metilimidazdlio também tem sido utilizados,””** dando origem a
IL-DLLME - lonic Liquid, procedimento proposto em 2009 por Liu
et al.,” que combina a extra¢@o e concentra¢ao dos analitos em uma
s0 etapa, evitando etapas de aquecimento e resfriamento.

Em DLLME, o volume do solvente extrator deve ser suficiente
para extrair o analito e € escolhido o menor volume possivel obtendo-
se um alto fator de enriquecimento com menor uso de solventes
toxicos. Os volumes utilizados para extracio de agrotdxicos variam,
em geral, entre 15 e 116 pL. Para a escolha do solvente dispersor, a
principal caracteristica a ser considerada € a sua miscibilidade na fase
orgnica (solvente extrator) e na fase aquosa.'® A necessidade destas
caracteristicas limita, geralmente, ao uso de metanol, acetonitrila,
acetona e tetra-hidrofurano (THF).

A variacdo no volume de solvente dispersor influencia no vo-
lume de fase sedimentada, entdo, ¢ possivel considerar a influéncia
do solvente dispersor na eficiéncia da extra¢do.'® Os solventes mais
utilizados nos estudos com agrot6xicos sao a acetonitrila e o metanol,
e os volumes variam entre 500 e 2000 pL. O liquido idnico tetraflu-
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orborato de 1-butil-3-metilimidazdlio também foi utilizado como
dispersor, empregando-se um volume de 300 uL.>*

A injeca@o, com o auxilio de uma seringa, da mistura dos solventes
extrator e dispersor na amostra é recomendada por Rezzae et al.," pois
quando o dispersor e o extrator sdo adicionados separadamente na
amostra aquosa, no se observa a formagao de uma fase sedimentada.
Para verificar se havia diferenga com o uso de uma micropipeta ao
invés de uma seringa, Garcia-Lopez et al.” realizaram experimentos
com ambas. Dados experimentais mostraram que ndo ha diferenca
entre os experimentos. O que deve ser feito € a agitagdo do tubo de
extracdo, apos a adicdo da mistura de solventes e antes da centrifu-
gacdo, para que ocorra o contato intimo e prolongado entre a fase
aquosa e a organica.

A influéncia da forga idnica também deve ser considerada, uma
vez que influencia na separacdo das fases. O aumento na concen-
tracdo de NaCl aumenta o volume de fase sedimentada, devido a
diminui¢@o da solubilidade do solvente extrator na presenga de um
sal.¥ Esta influéncia serd de acordo com as caracteristicas de cada
analito. Observa-se nos trabalhos uma grande variagio da adigdo de
NaCl, desde a ndo utilizacéio até a adi¢do de 0,5 a 10%.

Outro pardmetro que deve ser levado em consideragdo € o pH,
que € otimizado em fungdo da acidez ou basicidade dos compostos.
Compostos dcidos normalmente requerem uma acidificacdo da
amostra para permanecerem na forma molecular e facilitar a parti-
¢do dos analitos nas microgotas do solvente extrator. A acidificacio
¢ empregada, por exemplo, quando se trabalha com compostos da
classe dos clorofenoxiacéticos.

O tempo de extragdo na DLLME, que € definido como o intervalo
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entre a injecao da mistura dos solventes extrator e dispersor na fase
aquosa e a centrifugacdo, também deve ser otimizado e ¢ um dos
parametros mais importante em técnicas de microextracio. Rezzae et
al.'® examinaram o tempo de extragdo entre 0 e 60 min para a extragao
de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em amostras de
dguas e concluiram que o tempo de extracdo ¢ muito rdpido. Isso
pode ser explicado devido a elevada drea superficial entre o solvente
extrator e a amostra, como foi confirmado por microscopia dtica.
Isso comprova que a transferéncia dos analitos para a fase organica
é rdpida, sendo o estado de equilibrio atingido quase que instantane-
amente, resultando em um tempo de extragdo muito curto. Isto foi
comprovado em outros estudos, como no realizado por Nagaraju e
Huang.?! Pode-se concluir que, nessa técnica, o equilibrio € atingido
imediatamente e a etapa que consome mais tempo € a centrifugagdo.

A centrifugacdo na DLLME ¢ essencial para que se obtenham
duas fases distinguiveis nos tubos de extra¢do.’ Depois da retirada da
fase sedimentada, esta pode ser injetada diretamente no equipamento
ou evaporada e redissolvida em um solvente apropriado. Normalmente
em trabalhos com LC em fase reversa, quando sdo utilizados solventes
extratores, como tetracloreto de carbono, € necessaria a mudanca de
solvente. Este procedimento foi adotado por Farajzadeh et al.,”” pois
o tetracloreto de carbono ndo apresentou um bom comportamento
cromatogréafico, causando alargamento dos picos e aumento do ruido.
A fase sedimentada foi evaporada em banho-maria e redissolvido em
50 pL de metanol.

Na Tabela 2 podem-se observar as principais caracteristicas dos
trabalhos que utilizaram a DLLME para extracéo de agrotdxicos em
dguas com determinagdo por LC.

Tabela 2. Trabalhos publicados empregando DLLME para extracdo de agrotéxicos em amostras de dgua e os principais parametros de extra¢ao para posterior

determinagdo por cromatografia liquida

Solvente Solvente Tempo de Volume Acidificacio LD do

Classe de Agrotéxico Dispersor Extrator centrifugacdo  de fase / Forca Iér(;;ica R% DPR% método  Quantificacdo  Ref.
(Volume) (Volume) (Velocidade) sedimentada ¢ (ug L")

Carbamatos Metanol C,H,Cl, 2 min 8 uL - - 2,6 1,0 LC-DAD 83
(500 uL) (20 uL) (4000 rpm)

Clorofenéxiacéticos THF C,Cl, 10 min 270 uL 0,2 mol L' - 28-3,5 23-33 LC-UV 84
(1920 L) (80 uL) (4000 rpm) HC1/3% NaCl

Carbamatos Metanol CH,Cl, 10 min - - 99,1 5,7 1,0 LC-UV 88
(565 uL) (116 uL) (4000 rpm)

Carbamatos e organofosfo- Acetonitrila C,H,Cl, 3 min 5uL - 80,4-1142 1,12-6,05 0,01 -0,02 LC-FLD 89

rados (1000 pL) (15 L) (3500 rpm)

Pirazéis, Tiadiazinona Metanol [CMIM][PE(] 10 min 19 uL - 79,0-110,0  4,5-10,7 0,53-1,28 L C-DAD 92

Tiazolidinacarboxamida (500 pL) 0,052 g (4000 rpm)

Organofosforados Metanol [BBim][PF] 5 min - - 92,7 -109,1 1,3-2,7 0,01 -0,05 LC-UV 93
(500 pL) 0,062 g (4000 rpm)

Piretroides [C,MIM][BF,] [CMIM][PF,] 6 min - - 84,1-113,5 09-142 0,28-0,83 LC-UV 94
(300 uL) (50 uL) (5000 rpm)

Carbamatos Acetonitrila CHCl, 5 min 20 uL 86,0 - 97.6 3,5-8,7 0,1-0,5 LC-DAD 95
(1000 pL) (40 uL) (4000 rpm)

Carbamatos THF CHCl, 3 min - 0,5gNaCl  50,8-709 3,5-6,8 0,5-1,0 LC-FLD 98
(750 uL) (80 uL) (3500 rpm)

Fenil uréias THF Diclorometano 5 min 75 uL 0,5 % NaCl 91,2-104,1 09-59 0,1 -0,28 LC-DAD 99
(1000 pL) (60 uL) (4000 rpm)

Organoclorados Acetonitrilla CcCl, 6 min - - 85,6-1196 2,8-75 0,32-0,51 LC-UV 100
(600 pL) (50 pL) (5000 rpm)

Carbamatos acetonitrila Clorobenzeno 5 min 20 uL - 74,2-944 1,8-4,6 100 — 500 LC-UV 101
(1000 pL) (35uL) (4000 rpm)

Carbamato, cloro-fenéxiacé- Acetonitrila CCl, 2 min 50 uL pH 2,0 62,7-120 1,9-9,1 0,02 LC-MS/MS 102

tico e triazol (2000 pL) (60 pL) (5000 rpm)

Clorofenéxiacéticos Acetona CH,Cl 5 min - pH 1,5/ 94,0 -102,9 4,96 -7,08 0,16 LC-DAD 103
(1000 pL) (25 uL) (5000 rpm) 10% NaCl

Organoclorados Acetona Tetracloroetileno 5 min - pH3/ 90,0 -94.4 39-43 30,0 LC-DAD 104
(1000 pL) (15 uL) (5000 rpm) 1% NaCl

Volume de amostra utilizado: 5 mL; R= recupera¢do; DPR=desvio padrdo relativo; LD= limite de detec¢do; LC= Cromatografia Liquida; DAD= Deteccao por Arranjo de Diodos;
UV= Ultravioleta; FLD= Deteccao por Fluorescéncia; MS/MS= Detec¢do Espectrométrica de Massas Sequencial; [BBim][PF,] =1,3-dibutilimidazélio hexafluorfosfato; [CiMIM]
[PF,] = hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazélio; [C;MIM][PF] = hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazélio; [C,MIM][BF,] = tetrafluoborato de 1-butil-3-metilmidazélio
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Trabalhos com modificagdes da DLLME té€m sido publicados,
mas nenhum com determinacdo por LC. Leong e Huang!® desenvol-
veram um método rdpido e simples para determinagio de agrotdxicos
organoclorados em amostras de dguas. O método foi baseado na
DLLME com solidificacio da gota orgéanica flutuante (DLLME-SFO
- Solidification of a Floating Organic Drop) combinado com GC.
A técnica utiliza apenas 200,0 puL de acetonitrila como dispersor e
10,0 pL de hexadecano como extrator. O procedimento é 0 mesmo
da DLLME, envolvendo a inje¢@o rdpida da mistura dos solventes
em um volume de 5 mL de amostra de d4gua. Apés centrifugacdo, a
gota formada, aproximadamente 6,0 pL, flutua na solu¢@o e o tubo €
colocado em banho de gelo para resfriar. O solvente extrator solidifica
e, apds 5 min, € retirado com auxilio de uma espétula e colocado
em um frasco para a andlise. Nas melhores condi¢des de extragdo, o
método apresentou recuperacdes que variaram entre 82,9 e 102,5%,
com desvio padrdo relativo (DPR) entre 5,8 e 8,8%. Os valores de LD
ficaram entre 0,011 ¢ 0,11 ug L~'. A mesma técnica foi empregada na
extragéo de piretroides em dgua, por Liu ef al.'® Esta modificacdo
permitiu o emprego de solventes menos densos que a d4gua como
hexadecano, 1-dodecanol e 1-nonanol. Chang et al.'” empregaram
1-nonanol como solvente extrator, sem utilizar o banho de gelo, na
técnica DLLME-ISCS, Improved Solvent Collection System, que
consiste em retirar a gota flutuante com um pouco da fase aquosa
com auxilio de uma seringa e colocar em um microtubo, no qual a
separagdo ocorre imediatamente. O método apresentou recuperagdes
entre 73 e 119%, com precisdo entre 1,0 e 10,8% e LDs entre 0,7 e
94 ngL".

O emprego da DLLME com pouco consumo de solvente
(DLLME-LSC - Little Solvent Consumption) foi proposto por Tsai e
Huang,'® onde foram utilizados 13 uL da combinagao do dispersor e
do extrator, na propor¢ao de 6:4 (v/v) em um tempo de extragdo de 90
s. O método foi desenvolvido para extragdo de agrotdxicos organoclo-
rados de amostras de d4guas em combinacdo com a determinag@o por
GC. A formagao de gotas mintsculas de alta drea superficial facilita a
transferéncia de massa e produz altas recupera¢des em pouco tempo
de extragdo. A repetitividade do método ficou entre 5,6 e 8,9% para
dguas de rio com LD entre 0,4 ¢ 1,3 ng L.

Outra modificac@o recente € o uso de um solvente para separacao
da solucdo turva formada (dgua-extrator-dispersor), dispensando a
etapa de centrifuga¢do. SD-DLLME, Solvent-based De-emulsifica-
tion, e ST-DLLME, Solvent Terminated, utilizando acetonitrila para
a separagao das fases, foram empregadas por Zacharis et al.'” e Chen
et al."’, respectivamente.

LC-DAD
Generalidades

A cromatografia liquida complementa a cromatografia gasosa,
pois para alguns agrotoxicos a determinag@o por GC ndo € adequa-
da devido a instabilidade térmica e/ou insuficiente volatilidade dos
compostos.®® A maioria das andlises atuais por LC sdo realizadas
empregando deteccdo por espectrofotometria, condutividade elétrica,
fluorescéncia e espectrometria de massas.’*3¢%># Entre os detectores
espectrofotométricos mais adequados estdo os equipamentos com de-
teccdo por arranjo de diodos (DAD) que permitem obter um espectro
de absor¢do a cada segundo, gerando informagdes que possibilitam
a confirmagdo dos compostos.!!!

O detector DAD possui alta resolucio espectral e em adicdo a
informacdes qualitativas, a qualidade da andlise ¢ aumentada, permi-
tindo checar a identidade do composto e a pureza do pico.''> Assim,
dados espectrais para cada pico cromatografico podem ser coletados e
armazenados & medida que os compostos eluem da coluna, fornecendo
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informacdes adicionais para confirmar a identidade do pico.!"* A pure-
za do pico cromatografico € examinada comparando os espectros em
diversos pontos do pico como, por exemplo, no inicio, no dpice e no
fim. Se eles se sobrepdem, o pico € puro. Isto fornece um dado extra
para o analista que assim saberd se hd ou nio interferentes eluindo
no mesmo tempo de retencdo que o analito. Para tal comparacio ¢
necessdria alta resolugdo espectral para que estruturas moleculares
similares, que podem absorver de maneira semelhante, possam ser
diferenciadas. A resolucéio espectral aconselhada para se garantir
alta resolucdo € tipicamente menor que 1 nm. Com este detector €
possivel obter espectros tridimensionais, mostrando absorbancia,
comprimento de onda e tempo de retengdo.!'?

O detector por arranjo de diodos € bastante usado para andlises de
agrotoxicos, devido a sua versatilidade, alta seletividade e resolucéo
espectral dos compostos.* A verificagdo da pureza dos picos em
andlises de rotina aumenta a qualidade da informagao dos resultados
das andlises. A identidade dos compostos pode ser confirmada em
comparagdo com a biblioteca de espectros.'!?

Aplicacoes

Diversos trabalhos tém sido publicados utilizando LC-DAD
para determinagdo de residuos de agrotéxicos em diversas matrizes
aquosas (Tabela 3).

Fica evidente que a maioria das aplicagdes descritas na Tabela 3
empregou a SPE no preparo de amostra de dgua, fornecendo bons re-
sultados para a maioria dos agrotdxicos de diversas classes avaliados.

LC-MS
Generalidades

No passado, os métodos que utilizavam a LC eram pouco uti-
lizados na andlise de residuos de agrotdxicos, devido a uma menor
seletividade e sensibilidade dos detectores utilizados como, por
exemplo, o espectrofotométrico, quando comparados com os métodos
de GC disponiveis na época.”!?

O desenvolvimento de agrotdxicos polares, que, em geral, apre-
sentam menor persisténcia e toxicidade quando comparados com
os compostos apolares, exigiu a adequacdo dos métodos de andlise
existentes, uma vez que a maioria destes novos compostos nao apre-
senta uma boa resposta quando analisados por GC.'*

A versatilidade do acoplamento entre a LC e a espectrometria de
massas ja havia sido reconhecida hd varias décadas, porém incompa-
tibilidades relacionadas com a vazio da fase moével, a eficiéncia do
sistema de vdcuo e o desempenho da fonte de ioniza¢do do espec-
trdmetro de massas fizeram com que a utilizag@o desta técnica em
andlises de rotina ocorresse mais recentemente.?’

Nos tltimos 10 anos, a aplicagdo da técnica de LC-MS tornou-se
uma importante ferramenta analitica na determinacéo de residuos e
contaminantes, em fun¢do da combinag@o entre a aplicabilidade da LC
aliada a grande capacidade de detecc¢do dos analisadores MS. Desta
forma, este acoplamento possibilitou o desenvolvimento de métodos
que possuem como caracteristicas maior seletividade, sensibilidade
e especificidade.'?

Em MS, a sensibilidade da resposta é dependente do tipo de
fonte de ionizag@o utilizada. No passado, a interface termospray
(TS) era frequentemente empregada na determinagao de residuos
e contaminantes. Atualmente, a utilizacao desta fonte € raramente
relatada, devido ao desenvolvimento de novas fontes de ionizagdo que
proporcionam melhor performance de ionizagao. A interface TS
foi susbstituida pelas interfaces que promovem a ionizacgio a pressiao
atmosférica (API - atmospheric pressure ionization) como, por exem-
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Tabela 3. Trabalhos publicados empregando LC-DAD para a determinacdo de agrotéxicos em amostras de dgua e os principais pardmetros cromatograficos

Tipo de dgua Agrotoxicos Coluna Fase Mével LD’,I A, nm Tecmca~de R, % Ref.
pug L Extragdo
2,4-D, aldicarbe, atrazina, carbofurano, de-
setilatrazina, desisopropilatrazina, metalaxil, c18 tonitrila ¢ 4 méximo d 570, exceto par
subterraneas simazina, metazacloro, dicloran, fenmedifam, aceto a¢agua 0,003 - 0,04 4 0~ ¢ SPE » GXCEto para 26
. . L L 25 cm 0,1% H,PO, absorgio fenmedifam
linurom, Iprodiona, fenitrotiona, procimidona, 3
vinclozolina
atrazina, bentazona, carbutamida, clorprofam,
clorotalonil, clorotolurom, desetilatrazina,
desiso-propilatrazina, diurom, linurom, eto- olimérica méximo de
superficie fumesato, flusilazol, isoproturom, metabenzo- p acetonitrila e 4gua 0,02 - 0,09 N SPE 43-93 35
. . . X 25 cm absor¢do
tiazurom, neburom, simazina, fenmedifam,
prometrina, propizamida, terbutilazina, ter-
butrina, dinoterb
1-(3-cloro-4-metilfenil) uréia, clorosulfurom, . .
clorotolurom, diurom, fenurom, fluometurom. C18 acetonitrila e dgua 210
rio . T ’ ’ L tampao fosfato 0,021 - 0,042 245 SPE 70 - 90 36
isoproturom, linurom, metobromurom, tria- 15 cm .
0,005 mol L*!
sulfurom
diurom C18 L . 224 >82, exceto DCA
mar irgarol 15 em acetonitrila e 4gua 0,005 -0,026 a4 SPE 30.5 44
acetonitrila e
. . . C18 acetato de amonio 1
superficie 2,4—D: carbendazim, hexazinona, picloram, 25 em mmol L' ¢ 0.1 220 SPE 580 46
simazina . L. 230
acetonitrila e dcido
acético 17 mmol L"!
subterranea 2.,4-D, carbofurano, clomazona, tebuconazol 2(5: lcir;n acetonitrila dgua 0,2 220,3 SPE 87,9-96,9 47
terbutilazina e metabdlitos, c18 acetomtr;la ¢ dgua
subterrineas a}razma ¢ metab([)l{tos, e dihidrogeno-fosfato 0,01 - 0,05 SPE 48
linurom e metabdlitos, L -
polimérica  de potéssio e ace-
alacloro, metolacloro L
tonitrila
mar, esgoto e Cl18 . 238
subterranea organoclorados 15 cm metanol e dgua 03-15 220 SPME 88-115 68
chuva, superficie ) matos cis metanoledgua  0,1-05  MAImode - pyyyp 86-97,2 92
e subterranea 25 cm absorg¢ao
tf(());r;:lsra, lagoe Buprofezina, clorofenapir, fipronil, hexitiazoxi cis metanol e dgua 0,53 - 1,28 215 IL-DLLME 79-110 95
lago e torneira foxim 1 SC c8m acetonitrila e dgua 10 210 SPE 92,3-96,7 114
clorimurom-etilico, diurom, c1s acetonitrila e deua
superficie imazetapir, linurom, & 0,15-0,45 220 SPE 72-111 115
. 15 cm pH 3,0
nicosulfurom
TO, 1ESEIValorio, /. ina, simazina cis acetonitrila e d4gua 0,009 - 0,033 223 SPE 58-103,7 116
torneira e efluente
superficie (;arbendanmi?lorotaloml, folpete, quinome- Cl18 acetommla? dgua 0.005 - 0,025 SPE 64-97 17
tionato, tetradifona 25 cm 0,6% amodnia
acetamiprido, aldicarbe, azoxistrobina, carben-
subterrinea dazim, carbofurano, diurom, imidacloprido, CI8  cetonitrilac dgua  0,06-0,57 230 SPE 73-113 118
metomil, tiacloprido, teflubenzurom, tiame- 25cm
toxam, triflumurom
. . el 240
Atrazina, clofentezina, clorofenvinfés, hexa- c18 244
lago flumurom, terbutilazina, lenacil, neburom, 15 cm acetonitrila e dgua 20 - 450 254 SPE 76 - 107 119
bitertanol, metamitrom ¢
300
otdvel e de bensulfurom-metilico, bentazona, bispiribaque- c18 méximo de
P . sédico, cialofope-butilico, metsulfurom- acetonitrila e 4gua 0,03 - 0,04 - SPE 70-119,6 120
irrigagdo . . . 15cm absor¢do
metilico, pirazosulfurom-etilico
. - Lo P C18 acetonitrila e dgua
rio e superficie bispiribaque-sédico 25 em PH 2.0 0,1 247 SPE 93,3-99,7 121
Rio e consumo 2,4-D, carbofurano, clomazona, tebuconazol Ci8 acetonitrila e dgua 0,03-0,04 max1m0~de SPE 85-107,7 122
25 cm absor¢do

LC-DAD= Cromatografia Liquida com Detecgdo por Arranjo de Diodos; LD= limite de detec¢io; A = comprimento de onda; R= recuperagdo; SPE= Extra¢io em Fase Solida; SPME=
Microextragido em Fase S6lida; DLLME= Microextrag¢do Liquido-Liquido Dispersiva; IL= liquido i6nico; DCA= dicloroanilina.

plo, aionizagdo por eletronebulizagdo (ESI - electrospray ionization)
e a ionizacao quimica a pressdo atmosférica (APCI - atmospheric
pressure chemical ionization). Estas interfaces proporcionam um
incremento de cerca de duas ordens de magnitude na sensibilidade,
quando comparadas com a fonte de ionizagdo TS.!**1%

Na literatura estdo descritos diversos métodos de andlise de
residuos de agrotoxicos, empregando ESI ou APCI como fonte de

ionizacdo. A partir destas informacdes, observa-se que durante o
desenvolvimento de um novo método para a determinagao de residuos
de agrotoxicos, nao ha protocolo definido a ser seguido para a escolha
da fonte de ionizacéo.'” Esta caracteristica deve-se a complexidade
das moléculas de agrotdxicos, uma vez que € dificil prever o processo
de fragmentacdo, de acordo com a teoria da ionizagdo. As méleculas
de agrotéxicos, normalmente, possuem sitios bdsicos que podem
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ser facilmente protonados, assim como dtomos eletronegativos que
possuem a tendéncia em atrair elétrons. Por outro lado, a ionizagdo
ndo depende somente dos parametros da interface, mas também da
composicdo e do pH da fase mével utilizada.'” Em geral, agrot6-
xicos de cardter dcido (analisados no modo de ioniza¢do negativo)
apresentam um melhor sinal analitico em LC-MS quando analisados
com uma fase movel alcalina. Por outro lado, uma fase mével acida
porporciona o aumento de sinal para agrotéxicos com cardter alcalino
(analisados no modo de ionizagdo positivo). Ou seja, as melhores
condigdes para determinados grupos de compostos muitas vezes nao
sdo adequadas para outros. Assim, a sele¢cao da composicao da fase
movel e da fonte de ionizagdo ¢ normalmente realizada experimen-
talmente. Desta forma, € particularmente dificil realizar esta selecao
quando uma grande variedade de agrotéxicos deve ser analisada.

A complexidade da matriz € outro fator que deve ser considerado
ao selecionar a fase mével. Os coextrativos presentes na amostra po-
dem competir com os analitos no processo de ionizacao. Em amostras
de dgua, a presencga de espécies idnicas, como os dcidos htiimicos, pode
ocasionar a reducdo do sinal analitico, quando analisadas sob condi-
¢des alcalinas. Apesar dos vdrios esfor¢os realizados para estudar o
fendomeno do efeito matriz em LC-MS, estes mecanismos nao estiao
totalmente elucidados. Assim, o efeito matriz continua sendo a maior
limitacdo desta técnica. De forma geral, este problema apresenta a
seguinte ordem de magnitude: alimentos > sedimentos > solo > dguas
residuais > dgua de superficie. A ocorréncia deste efeito pode ser
observada através da supressdo ou do aumento do sinal analitico.'*

Atualmente, a configuracdo mais utilizada em LC-MS € a que
resulta do acoplamento do sistema de cromatografia liquida com
um analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ). Estes analisadores
operam através de interfaces do tipo API e permitem o monitora-
mento de uma determinada reag@o (selected reaction monitoring,
SRM). As principais vantagens da utilizagdo destes detectores,
na andlise de residuos de agrotéxicos, sdo a alta sensibilidade e
seletividade. Os analisadores do tipo QqQ tornaram-se os mais
utilizados devido a facilidade de manuseio, tamanho reduzido e
custo relativamente baixo.'?
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Nos instrumentos do tipo QqQ, o ion de interesse € pré-seleciona-
do no primeiro quadrupolo (Q1), apés, o ion € ativado com energias
de até 300 eV na camara de colisdo (Q2), previamente pressurizada
com argonio. Os fragmentos desta colisdo sdo analisados no terceiro
quadrupolo (Q3). Este processo, caracterizado pela baixa energia, €
conhecido como dissociacdo induzida por colisdo (collision-induced
dissociation, CID) tem como vantagem a certeza sobre a origem
dos fragmentos, uma vez que o fon precursor € selecionado antes
da colisdo.'”

A versatilidade deste analisador permite a utilizagdo de vdrias
estratégias para a selecio dos ions de interesse (como, por exemplo,
full-scan, perda de neutrons, fon precursor, fon produto). O QqQ
pode operar tanto no modo de varredura (screening), como no MS/
MS (tandem mass spectrometry) utilizando o monitoramento de rea-
¢oes selecionadas (selected reaction monitoring, SRM) ou multiplas
(multiple reaction monitoring, MRM ). O monitoramento das reacdes
simples ou muiltiplas aumenta o limite de detec¢do nas determinagdes
analiticas empregando LC-MS. Os quadrupolos (Q1 e Q3) sdo fixados
em uma tnica massa cada, permitindo que a grande maioria dos fons
de interesse seja detectada.'”

A SPE € um dos principais métodos de preparo de amostra utiliza-
do para a extracio de agrotéxicos em amostras de dgua. Este método
quando combinado com a LC-MS permite a determinacao de residuos
de agrotoxicos, devido a etapa de pré-concentracdo. Desta forma, a
combinacdo entre SPE e LC-MS tornou-se uma alternativa atrativa para
atender os limites de residuos requeridos. Além disso, a versatilidade,
relacionada ao escopo de compostos que podem ser analisados por
SPE, a quantidade reduzida de solventes e a possibilidade de preparo
de vérias amostras em paralelo sdo outras vantagens deste método.!?”-'?

Aplicacoes

A Tabela 4 apresenta detalhes de aplicagdes de LC-MS para
determinagdo de residuos de agrotdxicos em dgua. Fica evidente
que na determinagdo de residuos de agrotéxicos em dguas ha uma
tendéncia em utilizar LC-MS em conjunto com SPE.

Tabela 4. Aplicagdes de LC-MS para determinagao de residuos de agrotéxicos em dgua

Técnica de R%

Agrotoxicos Preparo da amostra andlise LD LQ (DPR%) Ref.
amostra ® _
12 agrotéxicos 1 L {mostrd -> SPE AccuBond~lI (C\s— 500 mg) 9 LC-MS : 66-113
oreanoclorados elui¢do: 4 mL DCM -> evaporagdo com N, = reconsti- EL SIM 0,044 - 0,081 pg L - (<32) 130
& tui¢do com 200 pL de THF - inje¢do 60 nL ’ -
, PRI . 1. 5mLamostra = SPE Strata® (C ;) + Strata X® (poliméri- LC-MS/MS . 0 70 -120
95 agrot6xicos multiclasse s icao: ACN/dgua (80:20 v/v) > injecio 100 il EST (+/-), MRM 1-350ng L 2-500ng L (<30) 131
L. . 5 mL amostra = SPE PRLPs® (polimérico ) + HySphere LC-MS/MS 0 0,07 - 13,31 75 -178
22 agrotoxicos multiclasse GP® (polimérico) = eluicdo: fase mével = injecao 5ul. ESI (+/-), MRM 0.02-391ng L ng L' (£16,4) 132
100 mL amostra = SPE Oasis HLB® (polimérico: 200
11 agrotéxicos triazinicos  mg) = elui¢do: 5 mL acetona = evaporagdo com N, / LC-MS/MS 1 . 99 -121
e metabolitos 40 °C - reconstitui¢do com 1 mL ACN/dgua (10:90 ESI (+), MRM 0.03-26pgL 0.9-20ngL (£9) 133
v/v) inje¢do 15 uL
4 compostos orgdnicos i?o) n—l)L;TZ:a : msﬁ)igiiﬁ%iwf pfr];nf(fffe ggg LC-MS/MS 1-50ngL" - 47-89 134
polares 8) 7 cluigao: porag ESI (+/-), MRM & (< 14)
uL - injegdo
2 L amostra - SPE Carbograph 4® (carvdo grafitizado:
19 agrotéxicos 500 mg) = eluigio: 1.5 mL metanol + 8 mL DCM/ LC-MS 0,002 - 0,052 pg 56119
metanol (80:20 v/v) + 3 mL DCM -> evaporagao 30 °C O - 135
organoclorados A EI, MRM L (£25)
com N, = reconstitui¢do com
100 pL dgua/THF (50:50 v/v) = injecdo
10 agrotéxicos 400 mL an'mEtra -> SPE Oasis HLB (pf)llmerlco. 209 LC-MS } 76,6 - 109.1
sulfonilurias mg) > elui¢do: 3 mL ACN - evaporag¢@o = reconsti- ESI (+). MRM 6-348ngL - (<145 136
‘ ) tui¢do com 500 pL. ACN -> injegdo ? -
80 mL amostra > derivatizagdo = SPE Strata-X® (poli-
glifosato, AMPA ¢ rcr(linrlcl\cl): 3(;(())1:1(%)&2 elui¢do: 9 mL metanol = evaporacdo LC-MS 0300 msL ol 3 L 91-107 .
glifosinato 2 ESI (+), MRM s Ing LT Ang (<12)

50 uL > reconstitui¢do com 250 uL de acetato de amo6nio
5 mmol L' (pH:9) 2injegdo 20 pL
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Agrotoxicos

Preparo da amostra

28 agrotoxicos multiclasse

500 mL amostra = SPE Oasis HLB® (polimérico: 225
mg) > elui¢do: 6 mL metanol - evaporagio com N, >
reconstituicdo com 500 pL acetato de amonio 5 mmol
L-'/metanol (90:10 v/v) inje¢do 50 L

5 agrotdxicos
benzoiluréias

400 mL amostra + 100 puL metanol = SPE Plus® (C g
360 mg) > elui¢do: 5 mL ACN + 5 mL DCM >
injegdo 20 uL

13 agrotéxicos
organoclorados

495 mL amostra + 5 mL ACN - SPE Strata® (C : 500
mg) > eluicdo: 3 mL acetato de etila > evaporagdo
com N, = reconstitui¢do 250 pL 2,4-diclorofenol/ACN
-> injegéo 20 uL

6 agrotoxicos fenoxi-
dcidos

500 mL amostra (pH:2) - SPE ISOLUTE ENV® (poli-
mérico: 200 mg) = eluigdo: (2x) 2 mL acetona/acetato de
etila (50:50 v/v) = evaporagdo com N, - reconstitui¢io
com 1 mL ACN/dgua (50:50 v/v) = injegdo 50 pL

12 agrotéxicos multiclasse

500 mL amostra = SPE ISOLUTE ENV® (polimérico:
200 mg) > eluigdo: (2x) 2 mL acetona/acetato de etila
(50:50 v/v) = evaporagdo com N, = reconstituigdo com
1 mL ACN/égua (50:50 v/v) = injegdo 50 uL

30 agrotéxicos multiclasse

25 mL amostra = SPE PPL® (polimérico: 200 mg) >
elui¢do: (2x) 0,9 mL 0,4% écido trifluoracético/ ACN
+ 80 pL amonia/metanol = evapora¢do com N, >
reconstitui¢ao com 2,5% metanol/(dcido férmico:dgua;
0,05% v/v) = injecdo 100 uL

2,6-dicloro-benzamida +
5 produtos de degradagdo

500 mL amostra = SPE Oasis HLB® (polimérico: 200
mg) = evaporagdo com N, = reconstitui¢io com 450
uL ACN/dgua (1:1, v/v) = injegdo 10 L

20 agrotoxicos + 13
poluentes organicos

300 mL amostra = SPE Oasis HLB® (polimérico: 200
mg) = elui¢do: 8 mL ACN > evaporagédo 35 °C com
N, - reconstitui¢do com 450 uL ACN/dgua (1:1, v/v)
-> injegéo 10 uL

7 agrotéxicos multiclasse

500 mL amostra = SPE Oasis HLB® (polimérico: 500
mg) = elui¢do: (2x) 2 mL metanol = evaporagdo com
N, > reconstitui¢do com 500 uL ACN -> injegdo 20 uL

20 agrotdoxicos multiclasse

20 mL amostra = SPE para ESI+: PLRP’s® (polimérico:
12,5 mg); ESI-: Hysphere GP® (polimérico: 13,8 mg) >
elui¢do com a fase mével = injegdo 20 pL

7 agrotoxicos + 13
poluentes organicos

750 mL amostra = SPE Strata X® (polimérico: 200 mg)
- elui¢do: 4 mL metanol/isopropanol/ ACN (1:1:1, v/v)
-> injegdo 20 uL

8 agrotoxicos
organofosforados

5 mL amostra = congelamento (-100 °C) - liofiliza¢ao
(-109 °C) - extracdo (2x): 3 mL ACN -> vortex >
centrifugacdo > evaporagio 20 °C > reconstitui¢do
com 1 mL ACN -> inje¢do 10 uL

11 agrotéxicos multiclasse

10 mL amostra = SPE C (500 mg) = elui¢iio com 5 mL
metanol -evaporagdo TurboVap® - reconstituigdo com
10 mL dgua/metanol (90:10) = injecdo 1 uL

70 agrotoxicos multiclasse

Amostra > ajuste pH 3 - Filtragdo 0,7 um -> injec¢do
direta 5 pL

4 agrotoxicos fenoxi-
dcidos

10 mL amostra = SPE: Carbograph 4® (500 mg)-> elu-
icdo coml,5 mL metanol + 8 mL DCM/metanol (80:20
v/v) +3 mL DCM -> evaporacdo com N,>reconstitui¢do
com 500 pL dgua/metanol (60:40 v/v) = injegdo 5 uL

39 agrotéxicos multiclasse

Organofosforados: 200 mL amostra - SPE: HLB®
(polimérico: 200 mg)-> eluigdo 2 mL ACN + 6 mL
metil-terbutil-éter/metanol (90:10 v/v) > evaporagdo
com N, reconstituigdo = injegdo 15 pL.

Carbamatos e fenil-uréias: 50 mL amostra > SPE: 3M
EMPORE UR® (polimérico: 12 mg)-> elui¢do 1 mL
ACN - injegdo 15 pL

Quim. Nova
Técnica de R%
andlise LD LQ (DPR%) Ref.
LC-MS 0,0041 —0,0161 0,025 - 0,050 56-97 138
ESI (+/-), MRM pg L pgL! (£23) ;
LC-MS 0,0026-0,075  0,0068 —0,0213 73,1 - 1104 130
ESI (-), MRM pg L pg L (< 10)
LC-MS 0,0008 — 0,083 73-114 140
APCI (-), MRM pgL! - (£20)
LC-MS ] 0,01 -0,05 76,5-108,3 "
ESI (-), MRM pg L (<13,6)
LC-MS R 65-9738
ESI (+), SIM 0.5-03ngL - (£12,6) 142
LC-MS ., B 36,5-122,6
ESI (. MRM 004028 pgL’ 0.1-07pgL ©438) 143
LC-MS ., ., 51-110
ESI(+/oy, MRM 007 ~0.253 pg 170,023 ~0.565 pg L €265 144
LC-MS B B 50-116
ESI(hy. MRM  02-220mgL’  07-734ngL 12 145
LC-MS
ESL SRM - - 63,5 108.,6 146
LC-MS L 0011-74
ESI (). MRM 000428 ngL ngL! 21-111 147
LC-MS ., , 59-105
ESI(ry.MRM  001-5ngl 02-30ngL 10, 148
LC-MS . . 96-103
ESI (+), MRM 49-51ngL 17-171 ng L (<10) 149
LC-MS . . 80-95
BSI (4, MRM 15210 ng L 50-630 ng L 86) 150
LC-MS . .
BSI (+), SRM 0.4-80 ng L 2-150 ng L - 151
LC-MS , 70 -120
- - < -1
ESI (1), SRM 1-10ng L <10ngL (<30) 152
LC-MS . 64-101
ESL().SRM 001009 ugL - <18 153

LC-MS= Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas; LD= limite de detec¢io; LQ= limite de quantificacio; R= recuperacdo; DPR= desvio padrio relativo; Ref.=
referéncias; THF= tetrahidrofurano; DCM= diclorometano; ACN= acetonitrila; EI= impacto de elétrons; SIM= monitoramento do iom selecionado; ESI= ionizagdo por eletronebuli-
zagdo; MRM= monitoramento de rea¢des miltiplas; APCI= ionizacao quimica a pressdo atmosférica.

Como pode ser avaliado, a maior parte destas aplicagdes utiliza
sorventes poliméricos na etapa de preparo da amostra. A aceitabilida-
de destes sorventes deve-se ao fato destes materiais proporcionarem
uma melhor performance de extragido dos agrotoxicos em uma ampla
faixa de polaridade.

Por outro lado, devido ao desenvolvimento de sistemas de LC-
MS cada vez mais sensiveis, hd a possibilidade da determinacio

de residuos de agrotéxicos em dgua utilizando inje¢do direta da
amostra, chegando a LQs na faixa de ng L. Greulich e Alder'?
desenvolveram um método para a determinag@o de 300 agrotoxicos
em dgua mineral em niveis de 0,1 a 1,0 ug L. O sistema LC-MS/MS
(ESI +/-) utilizou coluna C18 de 5 cm e eluicdo por gradiente de
metanol, dgua e solugdo aquosa 5 mmol L' de formiato de amdnio
com injecdo direta da amostra (100 pL), sem qualquer tipo de pré-
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concentracio ou clean-up. Para 80% dos analitos foi observada boa
linearidade. Os valores de precisdo ficaram abaixo de 20% para 87%
dos compostos.

CONCLUSAO

Esta revisdo apresentou os principais métodos desenvolvidos
para a determinagdo de residuos de agrotéxicos em amostras de dgua
de diferentes tipos, destacando a utilizacdo de técnicas modernas e
eficientes de preparo de amostra associadas com a cromatografia
liquida empregando detec¢do por DAD e/ou MS/MS.

Técnicas de extracdo em fase sélida, como a SPE e SPME, tém
sido amplamente empregadas nas andlises de residuos de agrotoxi-
cos em dguas, apresentando desempenhos satisfatérios e, uma vez,
estabelecidos e otimizados os parametros, apresentam excelentes
recuperagdes, além de permitirem a possivel elimina¢@o de interfe-
rentes e a pré-concentragdo dos analitos.

O desenvolvimento de novas técnicas de preparo de amostra,
que apresentam as vantagens de utilizar menor volume de solventes
organicos, rapidez, simplicidade e altos fatores de recuperacdo, tem
se destacado na determinagdo de agrotdxicos.

A identificac@o e quantificac@o de agrotdxicos em matrizes aquosas
por LC-DAD e/ou LC-MS garante bons resultados, com LDs baixos
e boa precisdo. Um nimero consideravel de trabalhos nesses ultimos
anos tem utilizado o espectrometro de massas como detector para
andlises de agrotoxicos em dgua, pois este detector, além de permitir
a obtengdo de LQs menores, permite a confirmagdo dos compostos
presentes na amostra ao gerar os respectivos espectros de massas. Além
disso, possui maior seletividade e reduz a necessidade de se obterem
separagdes cromatograficas com grande resoluc@o, uma vez que esta
técnica permite identificar e quantificar compostos que coeluem.

Por outro lado, o alto custo e a necessidade de um analista alta-
mente especializado muitas vezes tornam sua utiliza¢@o invidvel em
muitos laboratdrios. Portanto, detectores como o DAD ainda sdo uma
importante ferramenta analitica, que possibilita resultados confidveis
sobre a qualificacdo e quantificacdo de residuos de agrotéxicos. A
escolha entre as técnicas vai depender da instrumentagdo disponivel
de cada laboratdrio.

Os trabalhos reportados mostram que existe um consenso na busca
de técnicas de preparo de amostra rdpidas de baixo custo, que utilizem
pequenos volumes de solventes e permitam valores de recuperacio
na faixa aceitdvel, associadas as técnicas para a determinag¢do dos
compostos, que possuam ferramentas que nos permitam identificar
e confirmar a presenga dos compostos na matriz.
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