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RESUMO

O endosulfan ¢ um inseticida altamente toxico e de amplo espectro. Alfa-endossulfao, Betha-endossulfan e seus
metabolitos estdo na lista da Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes. Os metabolitos
do endosulfan exibem uma ampla gama de caracteristicas quimicas, resultando em trabalho arduo para os
analistas quimicos especificarem todos os produtos de degradacdo conhecidos desse inseticida em matrizes
ambientais. Este manuscrito revisa a evolucdo dos métodos analiticos relacionados a determinagdo de
endossulfan e seus metabolitos em matrizes ambientais. Metabolitos especificos, como o alcool de endossulfao,
tém propriedades fisico-quimicas muito diferentes do composto original, portanto, o uso de um tnico método
de extracdo satisfatorio para o endossulfan e seus metabolitos ainda ndo foi alcangado. Além disso, novos
metabolitos de endosulfan foram recentemente adicionados a lista de seus produtos de degradagdo. A
determinagdo desses compostos em métodos analiticos de multipesticidas ao longo dos anos também foi
discutida.

Palavras-chave: Evolucao dos métodos analiticos, Pesticidas organoclorados, Anélise de tragos, Cromatografia
gasosa bidimensional, Extracao de agua.
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1 INTRODUCAO

O endosulfan ¢ um pesticida altamente poluente e tdxico, que tem sido usado em muitas areas
globalmente para controlar insetos e acaros e melhorar a produtividade. Concomitantemente, o
endosulfan também tem sido associado a muitos casos de poluicdo ambiental e varios tipos de
disfungdes metabolicas irreversiveis em organismos vivos tanto no solo quanto na agua > O uso de
endosulfan foi proibido ou ¢ estritamente restrito em varios paises. Seus isdmeros e sulfato de
endosulfan foram adicionados a lista da conveng¢do de Estocolmo de poluentes organicos persistentes
para eventualmente eliminar completamente o uso de endosulfan B!

Os efeitos toxicos do endosulfan e seus metabolitos ao meio ambiente, somados a sua
persisténcia, justificam a grande preocupacdo da comunidade cientifica e dos detentores de carnes para
0 monitoramento desses compostos em diferentes matrizes ambientais no globo. Os maiores desafios
no desenvolvimento de métodos analiticos confidveis sdao a variabilidade quimica dos metabdlitos do
endosulfan e a faixa de concentracdo extremamente baixa dos produtos de degradagdo. Alguns
metabolitos, como o alcool endossulfao, tém propriedades fisico-quimicas muito diferentes do
composto original, de modo que o uso de um unico método de extragao satisfatorio para o endosulfan

47 Além disso, recentemente novos metabolitos de

e seus metabolitos ainda ndo foi alcancado
endosulfan foram adicionados a lista de seus produtos de degradagio [ O dlcool endosulfan ¢ um
metabolito ndo tdxico para peixes e outros organismos. Pode ser ainda mais degradado em éter de
endosulfan ndo toxico, éter hidroxi de endosulfan e lactona de endosulfan P}

Os métodos de extracdo sdo geralmente focados em determinagdes de multiplos residuos,
utilizando métodos tradicionais de limpeza, como SPE, extra¢do por parti¢do liquido-liquido, 1% e
extragdo por dispersio em fase sélida de matriz, ['!l apresentando baixa seletividade. E essencial
desenvolver um método eficaz para a determinacao de endosulfan e seus residuos de metabodlitos em
amostras ambientais 1!

Como uma molécula semivoldtil, o endosulfan também ¢ um composto clorado e contendo
enxofre. Essas propriedades historicamente direcionaram os analistas para o uso da cromatografia
gasosa com detectores seletivos como detector de captura de elétrons - ECD ou detector fotométrico
de chama - FPD '3!3} O uso de detectores de espectrometria de massa e técnicas hifenizadas também

foi significativamente empregado, como GC-MS / MS [16-17]

e cromatografia gasosa bidimensional
abrangente com espectrometria de massa por tempo de voo - GC x GC / TOFMS 8] melhorou a
confirmacao de moléculas para determinagdes de multiplos residuos.

Esta revisdo apresenta a evolug¢ao dos métodos analiticos para a determinacgao do endosulfan e
seus metabolitos na matriz aquosa. Discute as técnicas de extragdo e as limitacdes dos métodos

cromatograficos, destacando direcdes para estudos futuros.
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1.1 ENDOSSULFAO

O endosulfan ¢ um inseticida fabricado policlorado (numero de registro CAS 115-29-7),
introduzido pela primeira vez na década de 1950 ?° Foi amplamente utilizado para controlar varios
insetos em varios produtos agricolas, como graos, cha, frutas, vegetais, tabaco e algodao. O endosulfan
tornou-se um agroquimico altamente controverso. O endosulfan tem sido considerado um desregulador

21,22].

endocrino ! Também tem sido atribuido a afetar adversamente a saude humana de varias maneiras,

por exemplo, impactando os hepatdcitos primarios humanos, induzindo convulsdes, desenvolvimento
de cancer, distarbios do sistema reprodutivo, doencas gastrointestinais e distrbios fisiologicos > 23}
O endosulfan foi identificado como uma causa de envenenamento ocupacional em paises em
desenvolvimento e desenvolvidos 12425}

No meio ambiente, solo ou d4gua, ambos os isomeros de endosulfan sdo lentamente degradados
em sulfato de endosulfan e depois em outros produtos, como ions cloreto 2 Muitos estudos
demonstraram que o endosulfan pode provocar sintomas agudos e cronicos nos peixes, como aumento
da mortalidade, auséncia de crescimento ou reprodugdo, genotoxicidade e mutagenicidade !-*”} O
comportamento ecoambiental do endosulfan tem levantado grandes preocupagdes devido as mudangas
negativas na biota % Como resultado, a produgio e o uso de endosulfan foram descontinuados em
mais de 60 paises, mas ainda estdo em uso para culturas especificas em véarias na¢des, como China,
india, Ira, Paquistdo, Bangladesh e outros [*!-3?]

Para a separacdo cromatografica do endossulfan € importante analisar sua estrutura molecular.
O endosulfan ¢ na verdade uma mistura de estereoisomeros, chamados a e . O a-endosulfan ¢ mais
termodinamicamente estavel, enquanto o B-endosulfan ¢ irreversivelmente convertido em o forma a
temperatura ambiente (33}

As derivagdes de endosulfan publicadas por Reddy Mudiam et. al. [*! podem ser representados

na Figura 1.
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Fig. 1 — Derivagdes do endosulfan
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Fonte: Reddy Mudiam et. al.

Os primeiros estudos cromatograficos com endosulfan encontrados na literatura datam de
1958341 onde Neiswander estudou a transferéncia de massa do endosulfan do solo para o ar,
principalmente na forma de éter. Desde entdo, o endosulfan foi encontrado em varios compartimentos
ambientais, incluindo ar, solo, vegetacio e agua **} O endosulfan freqiientemente entra no ambiente
nos locais onde foi aplicado diretamente. O endosulfan ¢ um dos pesticidas mais comumente
detectados em aguas superficiais nos EUA e ¢ um dos pesticidas organoclorados mais abundantes no
ar 3% O endosulfan é menos persistente do que outros pesticidas organoclorados no meio ambiente,
mas as meias-vidas dos componentes toxicos do endosulfan (a-endosulfan, B-endosulfan e sulfato de

endosulfan) s3o entre nove meses e 6 anos 78}

1.2 METODOS DE EXTRACAO APLICADOS A PESTICIDAS ENDOSULFAN E
ORGANOCLORADOS

Muitos métodos ou variagdes de métodos sdo usados para extrair pesticidas de amostras nao
liquidas para andlises de residuos. A extragdo de Soxhlet tem sido amplamente utilizada desde a década
de 1960 para a analise de ar (filtros de fibra de vidro), solo e sedimentos contendo pesticidas clorados.
Nash et.al.® compararam a eficiéncia de extragdo de inseticidas de hidrocarbonetos clorados de solos
usando trés métodos: agitacdo, soxhlet e extracdo em coluna. A extra¢do da coluna foi mais rapida do

que o soxhlet ou shake e ndo exigiu calor como extra¢dao do soxhlet. No entanto, a extracao em coluna

\
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foi menos eficiente do que a extragdo em soxhlet para residuos de DDT. Hesselberg e Johnson 4%
obtiveram 96 a 100 por cento de recuperagdo de inseticidas organoclorados em amostras de peixes,
defendendo o uso de colunas de extragao.

A mistura de amostras solidas com solventes organicos seguida de filtragdo e combinacao de
reagentes em varios estdgios, como sulfato e cloreto de sodio, era muito comum na década de 1970. A
extragdo solido-liquido descrita por alguns autores, acelerou a mistura com um misturador e posterior
filtragdo em um funil de Biichner. O filtrado foi transferido para um funil separatorio e misturado com
outros reagentes, homogeneizado e entdo concentrado em um concentrador Kuderna-dinamarqués ou
evaporador rotativo 41431,

Na década de 1980, a extracdo em fase solida (SPE) de componentes organicos da solucao
aquosa, a silica porosa ligada ao octadecil (C18) comegou a se tornar a mais popular. Schneider, Bourne
& Boparai [**! ¢ Jimenez, Atallah & Bade [** usaram para determinar pesticidas clorados e PCBs com
recuperagdo entre 73 a 100,7%.

Na mesma década, a irradiagdo por micro-ondas comegou a ser introduzida (extragdo por
sonicagdo) para a extragdo de varios tipos de compostos do solo, sementes, alimentos e ragdes como
um novo método de preparagao de amostras solidas. Em comparagdao com a técnica tradicional de
soxhlet, a extragdo por micro-ondas apresentou-se como mais eficaz em relacdo ao rendimento da
extragdo e a protecdo dos compostos a serem analisados. O método foi adequado para a extragdo rapida
de grandes séries de amostras %47} mas ainda ndo foi usado para extragiio de pesticidas. Schifer e
Baumann 8 utilizaram a extragdo com fluido supercritico na determinagéo de pesticidas obtendo entre
90 e 100% de recuperacdo. No entanto, a extracdo e mistura de amostras sélidas com solventes
organicos ainda tem seu uso permanente em pesquisa.

Na década seguinte, a extracao por sonicacao tornou-se um método classico de extracao, como
a extragdo por soxhlet em laboratérios ambientais. Outras técnicas de extracdo ainda estdo em

1. ¥ ytilizaram extragdo com fluido

desenvolvimento e discussdo pelos pesquisadores. Snyder et. A
supercritico para amostras de solo, alcangando recuperagdes médias de 91,16% em comparagdao com
Soxhlet (89,16%) e extragdo por sonda sonica (91,66%) de pesticidas organoclorados avaliados
estatisticamente ao nivel de 95% de confianca. Lopez et. Al. *% comparou extragdo assistida por
microondas (MAE), Soxhlet, sonicacdo e extracdo de fluido supercritico (SFE) para amostras de
sedimentos e solo com recuperacdes de 94 compostos. Soxhlet e MAE tiveram recuperagdes superiores
a 80% para 50 e 51 compostos, enquanto sonificacdo 63. Apenas o SFE teve 37 compostos acima da
recuperagdo mencionada. As principais vantagens do MAE sd3o o menor tempo de extragdo

(normalmente 10 min para extragao e 40 min para resfriamento, centrifuga¢ao e concentragao) e menor

uso de solvente.
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Heemken et. al. B! usaram extragdio acelerada por solvente (ASE) para determinagio de
micropoluentes organicos em material particulado marinho em comparagdo com extragdes de SFE,
soxhlet, sonicacdo e saponificacdo metanolica. Usando SFE, as recupera¢des médias variaram de 96 a
105%, enquanto para ASE as recuperagoes ficaram na faixa de 97-108% em comparagdo com os outros
métodos, com a maioria dos compostos dentro dos limites de confianga. O uso da técnica SPE nao foi
apenas em amostras de d4gua. Redondo et. Al. 5 aplicou SPE para amostras de solo, usando sonicagio
com agua e acetona obtida entre 56 a 100% de recuperagao.

Para amostras de agua, o método mais utilizado foi o SPE usando cartuchos CI18. A
microextragdo em fase solida na década de 90 tornou-se popular entre varios pesquisadores para
amostras de ar, 4gua, suco, frutas e vegetais 3> O novo método de microextragio foi desenvolvido
por Arthur e Pawliszyn [

[33] delinearam o desenvolvimento bem-sucedido de um método

Magdic, S. e Pawliszyn
baseado na técnica SPME para a andlise de pesticidas organoclorados de amostras aquosas. A fibra
selecionada para a andlise dos organoclorados foi uma haste de silica fundida com 1 cm de
comprimento, revestida com 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS). O método € preciso, reprodutivel
e linear em uma ampla faixa. Os limites de detec¢@o obtidos para o método SPME usando ECD ou MS
sdo comparaveis, se ndo melhores, do que os exigidos pelos métodos 508 e 625 da EPA dos EUA,
respectivamente.

Entrando no século 21, uma nova técnica de extragdo para amostras aquosas, denominada
sorptivo de barra de agitacdo (SBSE), foi introduzida em 1999 por Baltussen et. al. *7). Bicchi et. Al
(58] analisada em polpa de péra (matriz heterogénea) por extragio em barra de agitagdo de
polidimetilsiloxano (SBSE) seguida de recuperagdo por dessorcao térmica (TD). As recuperagdes de
agrotoxicos em diferentes niveis foram bastante homogéneas e todas acima de 70%, com excecao do
clortalonil, cuja recuperagdo média foi de 32,1%.

Para analisar residuos de pesticidas em amostras sélidas, uma abordagem rapida e barata foi
relatada por Anastassiades et. al. °°} voltando aos procedimentos de extragio por solvente dos anos 70.
Os autores chamaram esse método de QuEChERS, que significa Rdapido, Facil, Barato, Eficaz,
Robusto e Seguro. Lehotay et. Al. 1 conduziram o método para a determinagdo de 229 pesticidas
fortificados a 10~100 ng ¢! em matrizes de alface e laranja. As recuperacdes para todos, exceto 11 dos
analitos em pelo menos uma das matrizes, ficaram entre 70-120% (90-110% para 206 pesticidas), € as
repetibilidades tipicamente <10% foram alcancadas para uma ampla gama de pesticidas fortificados.
Apesar da tendéncia para métodos rapidos e menos dispendiosos, os métodos mais antigos ainda sio

usados em laboratdrios de pesquisa e rotina.
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1.3 EVOLUCAO HISTORICA DOS METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGCAO DE
AGROTOXICOS ORGANOCLORADOS EM MATRIZES AMBIENTAIS

A evolugdo dos métodos analiticos aplicados a determinag¢do de endossulfan veio junto com a
evolugdo da cromatografia. Apos a cromatografia em papel, um detector muito simples e altamente
sensivel foi desenvolvido em 1955 por Scott [*!) e baseado na combustio de compostos organicos
presentes nos efluentes da coluna em uma chama de hidrogénio em um ambiente atmosférico e na
medi¢do da variagdo de temperatura da chama durante a combustdo. A partir deste detector, dois novos
detectores foram criados em 1958. O detector de ionizagdo de chama FID, amplamente utilizado na
década de 1970, e o detector de ionizagao de argdnio. O detector de ionizagdo de argdnio € uma criagao
de Lovelock [®** que foi o primeiro a mostrar que um detector de ionizagdo beta normal, quando usado
com argbnio como gas transportador, cria atomos de argdnio metaestaveis que colidem com as
moléculas de vapor e transferem sua energia de excitagdo. No entanto, as modificacdes do detector de
argonio original, o chamado detector de captura de elétrons (ECD), provaram ser muito importantes
na anélise seletiva. FPD e ECD foram popularizados nos anos 60, mas ainda sdo importantes hoje [*3}

Em 1961, o detector fotométrico de chama (FPD) foi usado pela primeira vez em cromatografia
gasosa para a detec¢do visual de substincias contendo cloro. Em 1964, Huyten e Rijnders [
construiram um FPD com um fotomultiplicador para a determinagdo de halogénios. Juvet e Durbin
apresentam uma caracterizagdo mais detalhada da operacao e desempenho do detector fotométrico de
chama aplicado a certos cloretos metélicos, quelatos metalicos, compostos organicos e pesticidas
contendo fosforo e enxofre [** Em 1965, a cromatografia gasosa de captura eletronica foi aplicada a
inseticidas clorados no leite. Com um método de limpeza aprimorado, foi possivel quantificar DDT,
DDE, lindano, dieldrina, heptacloro, epéxido de heptacloro e endrina [*®* Em 1966, usando o mesmo
procedimento de limpeza, o endosulfan exigiu 800 e 1.000 ml para a elui¢do de seus dois isOmeros
com 85% de recuperacio [67)

Mais de 500 autores foram considerados no levantamento das técnicas utilizadas para
determinagdo de agrotoxicos apenas em matrizes ambientais, como solo, sedimento, ar, agua e biota.
A literatura apresenta uma transi¢ao da tendéncia de aplicacao de diferentes técnicas analiticas ao longo
das décadas, desde 1970, conforme apresentado na Figura 2. Na década de 70, a melhor tecnologia
disponivel em laboratdrios analiticos para lidar com a andlise ambiental de endosulfan ainda era o GC-
FPD. O detector fotométrico de chama (FPD), perdeu espago para GC-ECD, GC-MS ao longo das
décadas. Enquanto o GC-ECD foi a técnica mais aplicada na década de 90 devido a sua seletividade e
limites de deteccdo mais baixos, essa tendéncia foi superada pelo desenvolvimento de detectores de
espectrometria de massa mais sensiveis e pela maior seletividade associada as plataformas MS/MS,

aplicadas com GC.
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Fig. 2 — Técnicas analiticas empregadas para pesticidas organoclorados em matrizes ambientais
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A espectrometria de massa (MS) tem uma vantagem adicional porque ndo ¢ apenas para
quantificagdo, mas também para a identificacdo de pesticidas em amostras complexas [°®! Processos
de triagem suspeitos adaptados para cromatografia gasosa juntamente com espectrometria de massa de
alta resolugdo (GC-HRMS) tém sido usados para identificar novos compostos preocupantes [*-7

A capacidade do detector MS de realizar espectrometria de massa em tandem (MS-MS)
promove a analise de pesticidas em baixos niveis de picograma, mesmo na presenca de interferéncia,
reduzindo significativamente o ruido de fundo "' No entanto, juntamente com o aumento do niimero
de contaminantes organicos no meio ambiente, a medicao ¢ tradicionalmente complexa e tediosa e,
mais importante, mais cara, pois os produtos quimicos padrdo sdo caros e podem ser uma causa de
declinio no uso. A popularidade dos instrumentos de espectrometria de massa de alta resolucao
(HRMS) cresceu de forma importante, principalmente devido a disponibilidade de sistemas de tempo
de voo (TOF) e Orbitrap a custos acessiveis. A principal vantagem desses espectrometros de massa €
a possibilidade de adquirir espectros de varredura completa em alta resolugdo, enquanto as técnicas de
espectrometro de massa triplo quadrupolo (TQMS) registram apenas dados de monitoramento de
rea¢do multipla (SRM ou MRM) selecionados ou definidos pelo usuario antes da analise 2!

Atualmente, GCxGC/TOFMS ¢ amplamente utilizado para investigar a presenca de um grande
nimero de contaminantes em amostras devido as suas caracteristicas complementares para determinar
desde compostos apolares/volateis até polares/ndo volateis. A sensibilidade razoavel a aquisicao de
espectro total e os dados de massa precisos fornecidos pelo TOFMS permitem um aumento notavel no

numero de compostos a serem investigados, com a possibilidade de busca subsequente de compostos
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adicionais em uma analise retrospectiva sem a necessidade de novas injecdes de amostra [*} Seu uso
crescente em amostras de pesticidas foi iniciado no ano 2000.

Ao longo das décadas, novas tecnologias e aprimoramentos, deixaram o lado direito de técnicas
que hoje sao menos utilizadas. A quantificagdo de pesticidas e seus principais metabolitos tem sido

realizada em métodos analiticos multirresiduos, juntamente com outros pesticidas.

1.4 DETECTOR DE CAPTURA DE ELETRONS PARA CROMATOGRAFO GASOSO GC-ECD

Desde a década de 60, a cromatografia gasosa tem sido considerada um dos métodos mais
utilizados na analise de pesticidas quimicos em amostras ambientais !> 77" O detector ECD ¢é
provavelmente o mais sensivel e seletivo dos detectores tradicionais de GC disponiveis e ¢ amplamente
utilizado na detecgdo e analise de compostos de alta afinidade eletronica 78!

O detector ECD tem sido reconhecido ha muito tempo como o detector de escolha para analise
de tracos de compostos organicos halogenados, como pesticidas organoclorados, herbicidas e
hidrocarbonetos halogenados em uma variedade de amostras. Ele usa um emissor beta (elétron)
radioativo para ionizar parte do gas transportador e produzir uma corrente estaciondria entre um par
de eletrodos polarizados. Contendo grupos funcionais eletronegativos, como halogénios, fosforo e
grupos nitro, algumas moléculas organicas possuem elétrons capturados pelo detector que reduzem a
corrente medida entre os eletrodos. Os ECDs t€m sido usados com sucesso para a detec¢cdo de varios
compostos, incluindo substancias perigosas [7*-8!1

Em 1969, Chau ["* identificou em uma amostra de material vegetal de 10 g, 0,03 ppm ou mais
do inseticida original endosulfan em um periodo de 20 minutos usando GC-ECD. A coluna era uma
misturade 1 + 1 de 4% de DC-11 e 6% de QF-1 em Chromosorb W lavado com acido de 60-80 mesh
em uma coluna de vidro de 31,75 mm de diametro interno x 12,7 cm. Nas duas décadas seguintes, os
cromatografos analisaram pesticidas organoclorados e fosforosos por meio de colunas de GC nao
polares, como OV-1, SE-30, QF-1, OV-17 e CP-5, com uma maioria de 80-120 mesh. O numero de
analitos foi limitado a menos de 15 compostos e o tempo de analise foi relativamente longo 43 82-87)

Na década de 1980, foi observada a migra¢do da cromatografia em coluna compactada para
colunas capilares com fases estaciondrias semelhantes. Conhecidas como colunas capilares de alta
resolucdo, elas podem ser uteis em aplicagdes que exigem alta velocidade de andlise. Schneider,
Bourne & Boparai, Seymour et. al., Bidleman et. al., Buchert, Class & Ballschmiter e Jimenez, Atallah
& Bade usaram colunas capilares entre 30 ¢ 60 m de comprimento com diametro de 0,1 a 0,32 mm e
espessura do filme de 0,1 a 0,25 pm [44-45- 88901,

Além disso, uma célula detectora de captura de elétrons de pequeno volume foi descrita por

Wells P! que é compativel com colunas de didmetros internos tdo pequenos quanto 100 microns. O

método exclusivo de transporte da amostra através da regido ativa da célula permite o uso de

\
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hidrogénio como gas transportador sem perda de amostra por adsor¢cao em superficies ativadas pelo
hidrogénio. A combinagao de colunas curtas e estreitas e gas portador de hidrogénio permite tempos
de andlise reduzidos.

Na década de 90, pesquisas sobre agrotoxicos como Jiménez et. al., Hajslova et. al., Albanis et.

s 5392941 'O tempo de analise ¢ geralmente

al. ja apresentam analises multiresiduais de agrotoxico
superior a 40 minutos e pode ser menor ou muito mais longo. Colunas cromatograficas longas (por
exemplo, 60 m x 0,25 mm de didmetro interno e espessura de filme de 0,25 pm) sdo preferencialmente
usadas, no entanto, colunas com outras dimensdes podem ser encontradas. A fase estaciondria
encontrada ¢ frequentemente DB-5 apolar (5% fenil, 95% metilpolissiloxano) e HP-1 (100%
metilpolissiloxano), bem como HP-50 de polaridade média (50% fenil, 50% metilpolissiloxano).

Além disso, o novo ECD foi projetado para resolver deficiéncias inerentes aos detectores
classicos de captura de elétrons (ECD), especialmente no que diz respeito a sensibilidade, linearidade,
faixa dindmica e robustez. O melhor desempenho do Micro-ECD atendeu a todos os critérios do CLP
para a analise do OCP durante um periodo de 6 meses. A validagdo do sistema foi realizada durante
todo esse periodo para uma ampla variedade de amostras e analises de diferentes métodos de EPA. Os
micro-ECDs mostraram sensibilidade aprimorada, maiores faixas operacionais dinamicas e lineares,
resposta mais estavel, exigiram manuten¢do minima e mostraram recuperacao rapida apds alternar
entre os métodos [*> O detector de captura de microelétrons (WECD) tem um volume interno muito
menor do que os ECDs cléssicos € ¢ um excelente detector para analise quantitativa e triagem de
organicos polihalogenados por GCxGC %6} Além disso, de acordo com von Miihlen et. al., uECD
apresenta uma taxa de amostragem variavel de 5 a 50 Hz, adequada para cromatografia rapida e
minimizando a chance de contamina¢ao no anodo.

Na primeira década do século 20, a maior parte do desenvolvimento de métodos usando GC-
ECD foi focada na redugdo do tempo de analise, a fim de melhorar o rendimento da amostra. Oviedo
et.al., Domotorova et. al., Vagi et. al., Khummueng et.al. e Kim et. al. obteve a separacdo de 9 a 17

71011 Borga et. al. aliquotas injetadas de extrato organoclorado

compostos em 15 a 25 min de corrida
em dois GC-ECDs idénticos equipados com colunas capilares de polaridade diferente 12, O limite de
detecgio dos compostos variou de 0,002 a 0,365 ng ¢! de peso imido. O limite de deteccdo dependente
do composto diminuiu para 0,003 a 0,078 ng ¢! de peso timido, equipando o GC com um Ni-micro-
ECD.

A combinacdo de cromatografia gasosa bidimensional abrangente com o detector p-ECD
expandiu a varredura do composto e reforcou a melhoria. Khummueng et. al. e Korytar et. al. usou
GCxGC para analisar mais de 40 analitos de pesticidas [1% 9], De acordo com Silva et. al. a andlise
de sedimentos por GCxGC em relagdo ao 1D-GC permite a separacdo dos 8 pesticidas com menor

1104

probabilidade de interferéncia dos constituintes da matri 1. O maior potencial da técnica GCxGC
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foi evidente para a separacao e quantificagdo de compostos organoclorados. Em relagdo ao tempo de
analise, as duas metodologias sdo praticamente equivalentes, com 27,9 min para 1D-GC e 29,4 min
para GCxGC (figura 3).

Fig‘. 3 - Cromatograma do extracto de sedimento

(A)

Intensidade de sinal (10%)

6 10 13 16

Tempo de retencio na *D (s)

Fonte: Silva et. al. [104]

Os limites de detecgdao encontrados por Silva et. al. também foram 0,60 a 2,31 pg L—1 a 1D-
GCe0,08a1,07 ug L~ ! em GCxGC para amostra de sedimento, mostrando melhora de desempenho.

Como um estagio inicial de desenvolvimento do GCxGC, os autores costumavam avaliar
diferentes configuracdes de coluna e fases estacionarias para diferentes aplicacdes (figura 4). Os
pesquisadores usaram fases estacionarias de coluna, como 5% de metil silicone na primeira dimensao
combinado com (DB-5, apolar), polietilenoglicol (polar) na segunda dimensao, 6 - 14% de cianopropil-
fenil-metil polissiloxano (exemplo DB-1701, baixa / média polaridade) e DB-17 (semelhante ao HP
608 - polaridade média). O didmetro da coluna e do filme variou consideravelmente em cada

levantamento e em alguns levantamentos, eles ja trabalham com colunas menores que 30 m [1%%!
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Fig. 4 - Graficos de cores GC x GC-uECD para uma solugdo de 100 pg L—1 dos pesticidas. (A) Conjunto de colunas DB-
5/DB-17ms, (B) Cromatograma de conjunto de colunas HP-50+/DB-1ms.

Second Dimension Retention Time (s)

4 10 18 27 35

First Dimension Retention Time (min)
Fonte: Silva et. al. [10%]

A coluna DB-5/DB-17ms forneceu melhores resultados analiticos em comparacao com HP-
50+/DB-1ms, pois o tempo de analise foi menor (29,4 min e 35,7 min, respectivamente) e a resolucao
foi melhor para isdmeros de permetrina (6) (Rs = 0,72 versus Rs = 0,36) A resolucdo entre propiconazol
(4) e trifloxistrobina (5) foi de 0,6 para ambos os conjuntos de colunas. O potencial da aplicacao de
GCxGC-puECD foi demonstrado para melhor separacdo entre a interferéncia do analito e da matriz,
minimizando a possibilidade de coeluigdes.

A evolugdo do desenvolvimento e aplicagdo do método GC-ECD nos ultimos 18 anos ¢
apresentada na Tabela 1. A aplicagdo de GCxGC-ECD para andlise de pesticidas na segunda década
do século 20 foi direcionada para a diversifica¢do do tipo de amostras, com pequenas variagdes entre
as configuragdes das colunas e o tempo de analise 1% 197} O tempo de analise continua em média entre
30 e 50 min sem usar métodos rapidos para solo, sedimentos e lodo, alimentos crus, 4gua, dguas
residuais, atmosfera, biota, peixes, amostras aquosas e abelhas B! 19114l Qutra informacdo importante

¢ a analise de varias matrizes simultaneamente [!14-118)
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Tabela 1: Metodologias GC-ECD para agua pesquisadas ap6s 2000

Autor Extracéo GC-ECD Coluna Tempo | LOD LOQ
de Hg. Hg. L-1
andlise L-1
Lopez- SDME Uma série MDN-5S 32 min. 10 20
Blanco et. al. Endossulféo Fisons 8000 30mx0.25mmx0.2
[119] 5um
Shen et. al. LMF-DMMLE Cromatdgrafo HP-5 37 min. 3.2- -
[120] Endossulfio em fase gasosa | 30mx0.32mmx0.2 4.1
Agilent Spm
Série 7890A
Behfar et. al. Coluna de vidro Cromatdgrafo DB-5 29 min. 8- -
(121] embalada com gasoso Agilent | 30mx0.25mmx0.2 8.8.
Florisil e Na2S0O4 6890N (HP) Sum
Endossulféo
Mar Negro e SPE Hewlett Packard HP-5MS 328min | 0.06- | 02-1
Yenisoy- Endossulféo (HP) 6890 30mx0.25mmx0.2 0.3
Caracas [*?2 Cromatografia 5um
gasosa da série
N
Carmo et. al. SPME Um HP-5 43 min. | 0.44 - 1.65 -
(209] 6 pesticidas cromatografo | 30mx0.32mmx0.2 0.64 2.12
organoclorados gasoso Sum
Shimadzu GC-
14B

E possivel observar na Tabela 1 a mudanca nas técnicas de extragao aplicadas. Ha também uma
melhoria nos limites de detec¢do ao longo dos anos com extragdes mais eficientes, bem como
detectores mais sensiveis. A utilizagdo de colunas apolares, como 5 % de fenilo 95 %

metilpolissiloxano, manteve-se constante.

1.5 ESPECTROMETRIA DE MASSA PARA CROMATOGRAFO GASOSO GC-MS

Viérios pesquisadores relataram o uso de espectrometria de massa no estudo de pesticidas
individuais ['**1?* ¢ para a identificacio de pesticidas em misturas desde os anos 60 ['>*)- Os detectores
MS tiveram sua aplicagdo aumentada desde a década de 1970 para a andlise de pesticidas clorados em
matrizes ambientais utilizando GC-MS quadrupolo.

Em 1974, Baughman ?%! realizou analises de 2,3,7,8-tetraclorodibenze-p-dioxina (TCDD)
com metodologia com limite de detecgdo entre 0,02 € 0,15 p &M com resposta calibrada com solugio
padrdo monitorando os ions moleculares de TCDD m / e 322. Como parte de um amplo estudo para
determinar se a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-E-dioxina (TCDD) esta se acumulando no meio ambiente
devido aos usos aprovados de herbicidas a base de acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), Shadoff
et. Al. [127] coletou amostras de peixes, 4gua, lama e leite humano de 4reas em Arkansas e Texas onde
herbicidas 2,4,5-T sdo usados e foram analisados para TCDD. O TCDD nao foi detectado por um GC-
MS em nenhuma amostra, com um limite médio de deteccio inferior a 0,01 p &™L-!,

Os PCB e os naftalenos clorados foram separados por cromatografia em coluna de acido silicico

antes da andlise por cromatografia em fase gasosa. No entanto, o uso de um cromatdgrafo gasoso -
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espectrometro de massa permite a andlise qualitativa e quantitativa desses compostos sem
cromatografia prévia em coluna ou separacdo completa em coluna cromatografica gasosa ['28) As
técnicas de GC-MS tém sido um grande avanco instrumental na identificacdo de tragos de produtos
quimicos xenobidticos em tecidos biologicos, mas o trabalho tem sido necessario para melhorar a
sensibilidade da instrumentacdo e enriquecimento dos tragos quimicos ['?°} A maioria das aplicagdes
nesta década foi direcionada para a analise qualitativa.

Na década de 1980, a quantificacdo de pesticidas organoclorados foi realizada com um detector
positivo e negativo de captura de elétrons e outros detectores, enquanto o MS foi usado em métodos
de confirmacdo qualitativa 139134 A taxa de aquisi¢do de sinal dos primeiros espectrometros de massa
foi muito baixa, mas com limites de deteccdo muito altos. Isso limitou a aplicagdo do MS para
quantificagdo.

No entanto, pesquisadores como Hargesheimer 3% usaram espectrometria de massa de
monitoramento de ions selecionados (SIM) por ionizagdo quimica de metano (CI) para identificar e
distinguir conclusivamente 19 pesticidas organoclorados de bifenilos policlorados (PCBs) em niveis
de partes por trilhdo por parte por bilhdo em extratos de amostras de d4gua ambiental com limpeza
minima da amostra. O limite de deteccdo de pesticidas e PCBs por triagem CI-SIM foi de 5 e 100 p
gm-l " respectivamente. O CI-SIM pode ser utilizado como método alternativo para a analise de
amostras bioldgicas ou ambientais contendo interferéncias que dificultam a detec¢do de PCBs e
pesticidas clorados.

Na década de 90, esse aprimoramento do MS permitiu o desenvolvimento de métodos de
quantifica¢do de agrotoxicos diretamente com o GC-MS. Huskes e Levsen, Aguilar et. al., e Silva et.
Al 1361381 jdentificou e quantificou pesticidas no modo de monitoramento de ions selecionado usando
massas e sua razdo de area de pico para caracterizar um composto, enquanto Benfenati et. al. 3% por
exemplo, usou o modo de ionizagdo por impacto de elétrons (EI). As vantagens da ionizacdao EI sdo
uma baixa influéncia da estrutura molecular na resposta e um grande numero de fragmentos
caracteristicos [’ A maioria dos estudos publicados nesta década sobre analise de residuos por GC-
MS relatou o uso de instrumentos de quadrupolo tnico e ionizagdo EI [141-142} A5 colunas utilizadas no
GC seguem o mesmo padrdo das utilizadas no ECD com pequenas variacdes nas dimensdes das
colunas e na espessura do adsorvente.

ApOs essa década, os pesquisadores usaram colunas capilares usadas apolar com medidas de
30mx0,25mmx0,25um, variando muito pouco para outras dimensoes e fases estacionarias. Os métodos
de analise vém melhorando o tempo de andlise em relagdo ao numero de compostos analisados, porém
sdo superiores a 20 min [3% 143-145]

Foi também o inicio das aplicagdes de cromatografia gasosa bidimensional para pesticidas. A

capacidade de pico tedrica de GCxGC foi determinada como sendo uma ordem de magnitude maior
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do que os métodos convencionais de GC 146l e tem sido efetivamente usada para a anélise simultanea

de varias classes de produtos quimicos em matrizes ambientais complexas: amostras de neve, solo,
sedimentos e biota [147-14)

Desde 2005, a espectrometria de massas tem sido cada vez mais utilizada nas ciéncias
ambientais com o objetivo de investigar a presenca de poluentes organicos. Uma tendéncia clara foi
observada, desde o muito popular GC-MS com um unico analisador de massa quadrupolo, até a
espectrometria de massa em tandem (MS/MS). A capacidade do detector MS de realizar espectrometria
de massa em tandem (MS / MS) promove a analise de pesticidas em baixos niveis de picograma,
mesmo na presenca de interferéncia, reduzindo significativamente o ruido de fundo !

Mais recentemente, a espectrometria de massa de alta resolucado (HRMS) hé anos ¢ acoplada a
instrumentos do setor magnético HR. O crescente interesse no uso de HRMS nas ciéncias ambientais
se deve a sua adequacdo para analises direcionadas e ndo direcionadas, devido a sua sensibilidade no
modo de aquisi¢do de varredura completa e alta precisdo de massa !> Além disso, novas combinagdes
de espectrometros de massa sdo testadas e avaliadas trazendo melhorias na area de analise como a
espectrometria de massa de tempo de voo quadrupolo hibrido (QqTOF-MS), efetivamente empregada
na deteccdo de produtos fotodegradados ou hidrolisados de pesticidas encontrados em aguas

[151]

ambientais e espectrometro de massa orbitrap recentemente desenvolvido usado como

espectrometro de massa de estagio Uinico na forma de tecnologia orbitrap para a analise de pesticidas
para garantir a seguranga alimentar [!52],

Desde 2010, nos artigos estudados, ndo foram observadas muitas mudangas além de colunas e
materiais cada vez mais sofisticados que tornam a cromatografia mais rapida e facil de manusear, com
maior conservagao de componentes, economia de consumo e melhor detec¢ao analitica. H4 também
uma melhora na sensibilidade combinada com técnicas modernas de extracdo, atingindo valores mais
baixos de LOD. Por outro lado, Peterson et.al. !53] detalha o desenvolvimento e caracteriza¢do de um
espectrometro de massa hibrido GC-QLT-Orbitrap com alta resolucao (até 100.000 em m / z 400) e
precisdo de massa de subparte por milhdo de GC-MS. Um ciclo de alto servigo, tipo de varredura
inovador, varredura aninhada, foi implementado para sincronizar a taxa de aquisi¢do do Orbitrap e a

escala de tempo da cromatografia gasosa (até 6,5 Hz com resolugdo de 7500), mas ainda ndo ¢ aplicado

a andlise de pesticidas.

1.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ESPECTROMETRIA DE MASSA EM TANDEM GC-MS/MS
A espectrometria de massa em tandem (MS-MS) ganhou répida aceitacdo na comunidade

analitica desde sua introdugdo na década de 1970 54l Sua aceitacdo deveu-se em grande parte a sua

capacidade de fornecer analises sensiveis e seletivas de misturas complexas rapidamente, muitas vezes

com limpeza minima, se houver, de amostras 13138 Devido a aceitagio da MS / MS, pesquisas
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[159]

envolvendo pesticidas foram realizadas em 1986, Hummel & Yost analisaram os niveis de

organofosforados e carbamato com LOD entre 0,1 e 20 ng.ul-1 na coluna GC de 50 cm e Simon et. al.
(1601 Para quantificagio de tetraclorodibenzo-p-dioxina em solos e sedimentos, com limites de detec¢io
superiores a 1 ng.g-1 e 5% RSD.

McLafferty 16! concluiu que o MS-MS parece oferecer um potencial promissor para a
obtencao de informagdes analiticas de misturas organicas complexas que sdo dificeis de analisar por
GC-MS. A andlise quantitativa de tragos para compostos especificos em misturas complexas, analoga
ao monitoramento de ions selecionados em GC-MS, é viavel. A utilidade da técnica reside na
combinacdo da especificidade e sensibilidade do MS/MS com dados de tempo de reteng¢ao e uma escala
de tempo aumentada, o que permite a realizacdo de varios experimentos. Bonner 2! demonstra que a
analise direta da mistura ¢ viavel em alguns casos, GC-MS / MS ¢ extremamente util, uma vez que as
informacgodes do tempo de retengdo (isdmero) sao retidas e "multi-experimentos". Mais recentemente,

1. [163.:164] considerada uma limitacdo desta técnica é a suscetibilidade aos

Dai et. al. e Lozowicka et a
efeitos de matriz, que afetam negativamente a quantifica¢do e qualificagdo, principalmente na analise
de amostras complexas, embora considerem o GC-MS/MS como a estratégia mais eficiente para a
determinagdo de residuos de agrotoxicos em diferentes matrizes. H4 um nimero crescente de
protocolos que dependem da aplicagdo dessas novas técnicas GC-MS / MS para melhorar a analise de
POPs em matrizes ambientais e determinar novas classes de contaminantes emergentes [16%166}

O GC-ITMS permite que a armadilha de ions isole um ion de interesse e, em seguida, produza
ions descendentes caracteristicos de dissociacdo induzida por colisdo (ICD) e pode distinguir
inequivocamente o composto de interesse de outros compostos que possuem ions pais com a mesma
relacdo massa / carga. A capacidade de interceptar um ion de interesse por algum tempo e, em seguida,
remover ions da matriz torna possivel analisar diretamente compostos especificos em matrizes
complexas 167}

Esta década produziu varias pesquisas sobre o uso de GC em tandem na quantificagdo de
pesticidas. Analises em agua 16819} frutas e vegetais [!7% solo 7! e até endosulfan na urina humana
(1721 foram produzidas usando armadilha de ions, quadrupolo e espectrometro de massa hibrido.

Johnson et. al. 73} comparado em Quadrupole Ion Trap (ITMS) e Triple Quadrupole. ITMS e
TQMS produziram ions filhos de abundéancias semelhantes, sendo o ITMS mais eficiente na
fragmentacao, coleta, selecdo em massa e transmissao de ions filhos para o detector. Os limites de
deteccao foram fixados em aproximadamente 5 pg para ambos os detectores. Uma das vantagens mais
importantes da armadilha de ions € a alta eficiéncia com que o MS/MS pode ser implementado. A
compara¢do de MS/MS no ITMS com MS/MS no TQMS mais convencional demonstrou que o ITMS

tem maior eficiéncia de CID (80-90%) com uma eficiéncia geral de MS/MS aproximadamente 14

vezes maior do que a do TQMS. Além disso, os estudos quantitativos mostraram que o ITMS foi capaz
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de obter espectros filhos completos em baixas quantidades de picogramas de analito, 100 vezes
menores do que as quantidades necessarias para espectros comparaveis no triplo quadrupolo.

Outras comparacdes foram feitas. Frenich et. Al (14

também compararam os detectores ITMS
e TQMS, concluindo que o ITMS ¢ a melhor op¢ao, uma vez que o nimero de analitos € o tempo de
analise instrumental ndo sdo um fator chave no desempenho do laboratério. Os dados de MS obtidos
por cada analisador foram muito semelhantes dentro do grupo de compostos estudados, incluindo
endosulfan, embora mais informacdes espectrais (espectro i6nico do produto completo) tenham sido
fornecidas pelo analisador IT.

Os instrumentos triplos quadrupolo se destacam na area de quantificacdo e andlise de
compostos direcionados. O monitoramento de reacdo Unica e os modos de operacio MRM de
quadrupolos triplos fornecem ciclos de trabalho altos, maximizando a eficiéncia da amostragem [!7!
Belarbi et. Al. [176] realizou analises multi-residuos de cem pesticidas e contaminantes comparando
Triple Quadrupole e Q-Orbitrap. Os resultados envolvendo sulfato de endossulfan mostram melhores
resultados de quantifica¢do para Q-Orbitrap com 0,1ug/kg, apesar da pequena diferenca.

Instrumentos hibridos, como espectrometros de massa em tandem que incorporam analisadores
do tipo setor (analisadores magnéticos e / ou eletrostaticos) e quadrupolos, cairam em desuso, enquanto
os modelos de armadilha de ions e quadrupolo se tornaram mais populares !'7®* Portanto, o uso de uma
nova armadilha hibrida de ions quadrupolo / linear, conhecida como Q TRAP, oferece beneficios
exclusivos como um detector MS-MS para andlise de moléculas pequenas e grandes. Métodos
combinados, como cromatografia gasosa a pressao atmosférica, espectrometria de massa quadrupolo
por tempo de voo (APGC-QTOF-MS), reduzem o tempo de andlise em comparacao com o GC-MS/MS
tradicional e, portanto, t€m uma grande vantagem para a triagem rapida de contaminantes organicos.
Os limites de detec¢do de triagem (SDL) para este método foram determinados para endosulfan I (ndo
determinado), II (10 pg*&!) e sulfato de endosulfan (50 pg k&) 1771

Os iniimeros métodos disponiveis para andlise de pesticidas mostram a importancia dessa
aplicacdo e o ritmo acelerado de desenvolvimento em quimica analitica. Para o endossulfao, o método

de GC em tandem alcangou LODs cada vez mais baixos nos ultimos anos usando detectores Triple

Quadrupole e Q-Orbitrap, conforme mostrado nas Tabelas 2 a 5.
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Tabela 2: Metodologias para CG-EM com agua até 2000.

Autor Extracéo GC-MS Coluna Temp | LOD | Patrulh
ode Hg. eiro de
analis L-1 Massa
e
Pablo- SPE Saturno 2000 DB-5 MS 40 2.4 — 85—
Espadas et. 14 pesticidas Armadilha de ions | 30mx0.25mmx0 | min. 815 | 450 m/z
al. (169 (Endosulfan) MS 25um
GC-MS
Natangelo SPME GC HP 5890 — PTA-5 14 2-30 88 —
et. al. [168] 4 cloroacetanilides MS HP 5871 30mx0.25mmx0 | minuto 179 m/z
Quadrupolo .50um S
Howard et. SPE GC HP 5890 — DB 1701 16 200 - 165 —
al. (el 5 organoclorados MS HP 5972 15mx0.25mmx0 | min. 1000 | 354 m/z
(Endosulfan) Quadrupolo .25um
Huskes e SPE GC (5890) — Setor DB-5625 24 3-30 | 40-440
Levsen [138] 10 compostos magnético MS N&o dimenséo min. m/z
Triazina e outros. VG 70-SQ
GC-MS
Patsias & SPE Varian 3300 DB-5 MS 54 10 - 50 —
Papadopoulo 96 compostos Rastreador/armadi | 30mx0.25mmx0 | minuto 50 450 m/z
u- (Endosulfan) Iha de ions 25um S
Mourkidou Magnum MS
[179]
NI - Nao informado
Tabela 3: Metodologias para CG-EM com agua apds 2000.
Autor Extracao GC-MS Coluna Temp LOD | Patrulh
ode | Hg.L-1 | eirode
analise Massa
Valenzuel LPME GC (7890) — MS DB 5MS 25 17 - 45 - 500
aetal, 180 29 pesticidas Quad (5975) 30mx0.25mmx0.2 | minuto 784 m/z
(Endosulfan) Sum S
Climent SPE GC (7890) — Eixo ZB 5MS 24 11-30 N.I.
et. al. (281 16 pesticidas triplo MS 30mx0.25mmx0.2 | minuto
(5975C) Sum S
Bulgurcuo DLLME GC (6890) — MS HP 5MS 7 min 300 - 35—
glu et. al. 16 Compostos Quad 30mx0.25mmx0.2 3000 700 m/z
[182] Sum
Bonansea SPE Armadilha de fons VF-5 25 0.07 - 100 -
et. al. 8] 8 pesticidas GC Varian 2200 | 30mx0.25mmx0.2 | min. 35 500 m/z
(Endosulfan) MS Sum
Hladik et. SPE GC Varian Saturn DB 5MS 61 1-12 N.I.
al, (2841 60 pesticidas 2000 — Armadilha | 30mx0.25mmx0.2 | minuto
de ions MS. Sum S

NI - Nao informado
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Tabela 4: Metodologias para GC-MS/MS com agua até 2000.

Autor Extracdo GC-MS/MS Coluna Temp | LOD | Patrul
ode Hg. | heiro
analise | L-1 de
Massa
Pablo- SPE Saturno 2000 MS DB-5 MS 40 min | 0.4- | 85/450
Espadas 14 Armadilha de ions 30mx0.25mmx0.2 22.5 m/z
et. al. 1% | Organoclorados GC-MS/MS Sum
(Endosulfan)
Natangelo SPME Varian 3800 GC HP-5 MS 26 2-15 88 —
et. al. [168] 4 Armadilha de fons | 30mx0.25mmx0.2 | min. 223
cloroacetanilides EM/EM Sum m/z
GC-MS/MS
Verma et. SPE GC (Varian) - HP-5 MS 20 03-2 50 -
al. (18] 11 pesticidas MS/MS (armadilha | 30mx0.25mmx0.2 | minuto 400
de fons Varian Saturn Sum s m/z
1)
GC-MS/MS
Steen et. SPE GC (Varian) - DB-5 MS-ITD 41 min 0.1 50 -
al, (28 Irgarol 1051 MS/MS (armadilha | 30mx0.25mmx0.2 450
de ions Varian Saturn Sum m/z
11
GC-MS/MS
Steen et. SPE GC (Varian) - BPX-5 49 0.20 - N.I.
al. (187 5 pesticidas MS/MS (armadilha | 25mx0.22mmx0.2 | min. 0.50
de fons Varian Saturn Sum
11
GC-MS/MS
NI - Nao informado
Tabela 5: Metodologias para GC-MS/MS com agua apds 2000.
Autor Extracéo GC-MS/MS Coluna Temp LOD Patrul
ode | Hg.L-1| heiro
analise de
Massa
Canli et. SBSE GC (7890B) — HP-5ms 21 0.04 - N.I.
al. (288l 117 MS/MS (7000D) | 30mx0.25mmx0.2 | min. 15
desreguladores Quadruplo triplo Spm
endocrinos
(Endosulfan)
Cérdenas- UASE GC (7890A) — HP-5ms 36 0.01 - 101 -
Soracé et. SPME MS/MS (7000) 30mx0.25mmx0.2 min. 0.27 263
al. (289 18 Organoclorados |  Quédruplo triplo Sum m/z
(Endosulfan)
Ele e Aga SPE GC (Thermo Trace) DB-5HT 29min | 0.8-9 128 -
[190] 52 Compostos —TSQ Quantum | 30mx0.25mmx0.2 362
(Endosulfan) MS Sum m/z
GC-MS/MS
Wang et. SPE GC (7890A) — HP-5ms 17 0.04 - 50 -
al. o1 6 Organoclorados MS/MS (7000B) | 30mx0.25mmx0.2 | min. 0.35 400
Quadruplo triplo Sum m/z
Derouiche SPME Saturno 3 DB-5MS 70 0.4-26 50 —
et. al. 9 | 15 Organoclorados | Armadilha de fons | 30mx0.25mmx0.2 | minuto 650
Sum S m/z

De acordo com as tabelas, o LOD observado em GC-MS e GC-MS/MS difere entre os autores.

E interessante notar que o LOD para GC-MS é, em média, maior do que o0 MS/MS, mas comparavel

NI - Néao informado

ao GC-ECD, apresentado na tabela 1.
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No século 20, a pesquisa encontrou mais uso de espectrometros de massa do tipo quadrupolo
para GC-MS e armadilhas de ions para espectrometros de massa em tandem. Natangelo et. Al [1%] ¢
Pablo-Espadas et. al. ['®1 comparou os dois espectrdmetros de massa obtendo resposta analitica
superior em MS / MS. Para GC-MS, o espectrometro de massa de armadilha de ions ndo ¢ comumente
usado para analisar pesticidas na agua, mas obteve baixos limites de detec¢do tanto quanto o tipo

quadrupolo no século 21.

1.7 ESPECTROMETRIA DE MASSA BIDIMENSIONAL POR TEMPO DE VOO POR
CROMATOGRAFIA GASOSA GCxGC/TOFMS

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCXGC) ¢ uma técnica caracterizada pela
combinagdo sequencial de duas colunas, tipicamente uma das dimensdes convencionais, € outra mais
curta (capaz de gerar andlises rapidas de GC), de modo que todas as amostras passem por um
modulador. No sistema modulador mais amplamente empregado (baseado em métodos criogénicos), a
modulacdo entre as duas colunas fornece compressao da eluicdo da banda cromatografica da primeira
coluna e introducdo rapida da banda comprimida na segunda coluna. Este segundo passo deve ser
considerado a luz da necessidade de obter uma separagdo muito rapida na segunda coluna. O
modulador desempenha a funcdo de coletar (focalizar) o soluto no final de 1D e introduzi-lo
rapidamente na coluna 2D (figura 5). O detector, portanto, registra apenas esses picos muito rapidos,

estreitos e modulados [7%193- 1941

Fig. 5 - Diagrama esquematico do instrumento GCxGC, mostrando o uso de uma coluna de segunda dimensao de elui¢éo
curta e rapida que produz picos muito estreitos no detector. I, injetor; M, modulador; D, detector. 1D = coluna da primeira
dimensdo, 2D = coluna da segunda dimensao.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) ganhou ampla implementacgao na

analise de amostras ambientais complexas desde que foi pioneira ha quase 30 anos [1°°l Muitos autores,

\
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como Winnike et. Al. [1%] observaram que, embora os metabdlitos mais abundantes nas amostras
tenham sido detectados nas plataformas GC-MS e GCxGC-MS, a plataforma GCxGC-MS detectou
um numero consideravel de picos cromatograficos que ndo foram detectados em GC-MS, resultando
na identificacdo de um niimero maior de metabolitos.

Como os picos cromatograficos gerados no sistema GCxGC sdo mais estreitos do que os
gerados em um GC convencional, os espectrometros de massa quadrupolo sdo limitados em fornecer
uma taxa de aquisi¢do de dados suficiente para obter um pico estreito gaussiano, especialmente para
analise de tracos. O detector mais consolidado neste momento para analise de tragos de GCxGC ¢ o
TOFMS, enquanto o ECD também foi aplicado para compostos organoclorados, incluindo endosulfan.
Muscalu et. Al. 971 desenvolveu um método de rotina credenciado para a andlise de bifenilos
policlorados, pesticidas organoclorados, clorobenzenos e triagem de outros organicos halogenados no
solo, sedimentos e lodo por GCxGC-uECD. Este método tornou-se parte do Protocolo Canadense para
Métodos Analiticos. Khummueng et. Al. 1'% ysar deteccdo dupla (NPD / ECD) em cromatografia
gasosa bidimensional abrangente para a analise multiclasse de pesticidas da mesma familia.

[198] realizou uma quantificacdo de analito avaliando métodos para corregdo

Samanipour et. al.
de linha de base, projeto de pico e eliminacdo de efeito de matriz para amostras reais contendo
pesticidas organoclorados. Os padrdes de hidrocarbonetos clorados e o extrato de 4gua do lago foram
analisados por um GCxGC acoplado a uma espectrometria de massas de tempo de voo de captura de
elétrons e ionizagdo quimica negativa (ENCI). A separagdo foi realizada em uma coluna RXI-1MS de
30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno (i.d.), 0,25 um de espessura de filme RXI-1MS

como primeira dimensao, € uma coluna BPX-50 de 1 m de comprimento, 0,1 mm de didmetro interno

e 0,1 um de espessura de filme como segunda dimensao (figura 6).
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Fig. 6 - Analitos alvo de hidrocarbonetos clorados em nivel de tragos no extrato de agua do lago. a) GCxGC-uECD. b)
GCxGC/TOFMS

20 40 80 80 100 120

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Fonte: Samanipour et. al. '8,

O primeiro espectrometro de massa de tempo de voo comercialmente bem-sucedido foi
baseado em um projeto relatado por Wiley e McLaren %’} Melhorias foram feitas na resolugdo de
massa e sistemas de aquisicdo de dados de alta velocidade foram desenvolvidos que permitem o
registro de todos os fons em cada ciclo de tempo de voo 2" A principal limitagio para a aplicacdo do
TOFMS naquela €poca era a velocidade computacional necessaria para a aquisi¢ao de dados. Hoje em
dia, alguns equipamentos podem registrar até 500 espectros de massa total/taxa de aquisi¢do min. Essa
velocidade de aquisicdo nem sempre € usada, especialmente devido & memoria necessaria para salvar

o big data gerado %)

No entanto, a literatura apresenta os beneficios do uso de taxas de aquisicdo
como 200 espectros/min para obter uma melhor deconvolucdo dos espectros de massa em amostras
complexas.

Estudos envolvendo determinacdo de agrotdxicos em matrizes ambientais utilizando
GCxGC/TOFMS tém crescido desde 2002, revelando a potencialidade da técnica. Para uma analise de
pesticidas, interferéncias com a mesma massa, mas diferentes formulas moleculares, estdio comumente
presentes, especialmente em matrizes complexas. Nos casos em que varios isdmeros de um pesticida
estdo presentes na amostra, a resolucdo da unidade de espectrometria de massa geralmente ndo
consegue diferenciar esses compostos. Portanto, analisadores de massa com maior poténcia de

resolugdio e resolugdo cromatogrifica sdo necessarios nessas aplicagdes %2 Por outro lado, um

espectrometro de massa de tempo de voo de alta resolu¢ao foi demonstrado como uma ferramenta

Uniting Knowledge Integrated Scientific Research For Global Development V.2
Evolugdo historica dos métodos cromatogrdficos para a determinagdo de endosulfan e seus metabdlitos em amostras de dgua



poderosa para deteccao confiavel e quantificacdo precisa de residuos de pesticidas, mesmo em niveis
de concentragcdo muito baixos. As caracteristicas de desempenho obtidas em muitos aspectos excedem
as alcancadas pelos analisadores MS convencionais 2%

Schurek et. al. ?° em seu estudo, compara os extratos de microextragdo em fase sélida (SPME)
analisados usando GC HP 6890 ¢ GCxGC convencionais, ambos acoplados a um detector TOFMS

Pegasus 111 de alta velocidade com coluna BPX-5 e SupelcoWax (tabela 8).

Tabela 8: Comparacdo de detectabilidade para endossulfan e outros organoclorados a sistema GC/TOFMS e

GCxGC/TOFMS em condigdes ideais

Pesticidas Quantificacdo (negrito) Fator de Fator de correspondéncia MS
e ides de identificacdo | aprimoramento (Semelhanca/reverso)
GC GCxGC
Alfa BHC 181,217,219 9.4 807/886 935/940
Beta BHC 109, 183, 219 6.9 735/875 758/889
Gama BHC 181, 183, 219 10.2 798/874 851/898
Heptacloro 237,272,372 1.2 - 913/801
Alfa endosulfan 195, 241, 339 2.4 768/860 885/890
Dieldrina 79, 149, 263 7 - 927/942
DDD 165, 199, 212 3.5 - 892/897
DDE 316, 318, 246 7.1 - 897/915
DDT 165, 235, 237 4 859/870 867/908
Aldrina 109, 263, 265 15.2 876/864 905/906
Endrina 263, 261, 317 8 872/895 901/915

Fonte: Schurek et. al. 2. Adaptado.

Ao empregar GC / TOFMS unidimensional, a confirmagdo com base nos fatores de
"correspondéncia MS" do espectro de massa com a biblioteca NIST ndo pdde ser alcancada (o valor
deste parametro maior que 600 foi definido como um requisito minimo) para 9 de 36 pesticidas (pico
no nivel %%y devido a muitas coelui¢des. Os limites de quantificagdo (LOQs) foram superiores aos
limites maximos de residuos (LMR) da Unido Europeia. Uma melhora significativa na qualidade dos
espectros de massa e um aumento distinto nas razdes S/R (diminui¢do nos LOQs) foi alcangada pela
aplicacdo da separacdo GCxGC sendo demonstrada através do fator de melhoria. O fator de melhoria
¢ definido como a razao entre S/R do pico do pesticida em GCxGC e GC. Além disso, GCxGC teve
todos os analitos identificados e 79% dos fatores de "compatibilidade com MS" estavam acima de 850
[204.205)- A comparagdo das capacidades de deteccio em GC / TOFMS e GC x GC / TOFMS pode ser
vista na Tabela 8.

Na determinacdo de multiplos residuos de pesticidas, o GCxGC/TOFMS provou ser uma
ferramenta poderosa para resolver problemas com a verifica¢ao confidvel de residuos de pesticidas em
niveis de concentragdo muito baixos, aplicavel para a andlise de endosulfan alfa, beta e endosulfan
sulfato [2%]. Hoh et al. %71 descreveu um método analitico ndo-alvo usando a introducdo direta de
amostras acopladas a GCxGC/TOFMS, que poderia caracterizar um amplo espectro de contaminantes

ndo polares (por exemplo, PCBs, PBDEs e PBBs) na gordura do golfinho comum do Atlantico, por
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exemplo. Misselwitz et. Al. %8} proporcionou uma boa separagio da matriz complexa (tabaco) dos

pesticidas de interesse com 0 GCxGC/TOFMS, utilizando uma extracdo QUEChERS. As analises de

pesticidas na dgua sao relatadas na Tabela 9.

Tabela 9: Analise do trago de pesticidas na agua por GCxGC/TOFMS

Autor Extracéo Cromatografi Coluna Tempo LOD LOQ
a de Hg. L-1 | Hg.L-1
andlise
Wooding Barras de GCxGC 1D — RTX- 34,5 0.001 - 0.003 -
et. al. '8 | agitagdo (SBSE) 7890A CLPesticides II minuto 0.19 0.63
61 compostos GCxGC- 30mx0.25mmx0.2um S
TOFMS 2D - Rxi-17Sil MS
um 1.1mx0.25x0.25
GOmez et. SBSE GCxGC 1D - Rtx-5 19-26 - 0.05-
al. 1209 27 pesticidas 7890A 10mx0.18mmx0.20um | min. 2.3
(endosulfan) GCxGC- 2D - RTX-17
TOFMS um 1mx0.1mmx0.1
GoOmez et. SBSE GCxGC 1D - DB-5 19-26 0.17 - 0.56 -
al. (220 54 compostos 7890A 10mx0.18mmx0.20um | min. 1.96 6.53
(endosulfan) GCxGC- 2D - BPX-50
TOFMS pm 1mx0.1mmx0.1
Ochiai et. SBSE GCxGC- 1D - DB-5 25 min. | 0.012 - N.I.
al. 211 23 TOFMS 10mx0.18mmx0.18pum 0.044
organoclorados 2D - TRB-50HT
2mx0.1mmx0. 1 um
Matamoros SPE HP 6890N 1D - TRB-5ms 48 - 53 2-6 3-15
et. al. 212 97 libras GCxGC- 30mx0.25mmx0.25um | min.
12 TOFMS 2D - TRB-50HT
organoclorados 2mx0.1mmx0.1pum

Observa-se que os limites de deteccdo para analise de tragos de agrotoxicos na dgua sao muito

baixos. A resposta analitica da cromatografia gasosa bidimensional abrangente com espectrometria de
massa por tempo de voo atinge limites tdo baixos quanto equipamentos de andlise de rotina, como GC-
MS/MS. No entanto, poucas pesquisas sobre a matriz hidrica de pesticidas como o endosulfan foram

desenvolvidas nos ultimos anos.

2 CONCLUSAO

A evolucao dos métodos analiticos relativos a analise de endosulfan e seus metabdlitos em
amostras ambientais foi avaliada no contexto da analise de pesticidas multirresiduos, juntamente com
a historia da cromatografia e espectrometria de massas.

Nao foi possivel observar uma unica solugdo analitica em termos de preparo de amostras e
instrumentagdo analitica. As metodologias variam na busca de excelentes resultados com diferentes
colunas, detectores ¢ métodos de extragao. Os métodos de extracdo evoluiram muito ¢ se tornaram
mais eficientes, faceis, rapidos e econdmicos. Técnicas como SBSE e SPME tornaram-se promissoras
na analise de endosulfan em 4gua e o método SPME, bem como SPE, sdo amplamente utilizados

principalmente com cromatdgrafos unidimensionais.
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Preocupagdes com o efeito matriz também sdao importantes para a escolha do método. Para
matrizes complexas, a aplicacao de GCxGC/TOFMS apresentou melhorias na resolug¢do de compostos
co-eluidos. Cromatdgrafos mais baratos e menos complexos para analises de rotina e detectores com
maior sensibilidade para obter LODs cada vez mais baixos tornam-se mais importantes. A
cromatografia bidimensional abrangente com espectrometria de massa por tempo de voo ¢ capaz de
escanear polaridades divergentes e ¢ mais adequada para analisar todos os metabdlitos do endosulfan,
incluindo o endosulfan diol. Preocupagdes com o efeito matriz também sdo importantes para a escolha
do método. Para matrizes complexas, a aplicagdo de GCXGC/TOFMS apresentou melhorias na
resolucao de compostos co-eluidos.

As colunas mais utilizadas para andlise de endossulfan sdo baixa polaridade para a primeira
dimensao para qualquer GC e polaridade média para a segunda dimensdo para GCxGC. Para a analise
de novos analitos de endossulfido, busca-se cromatografia bidimensional devido a polaridades
divergentes, como no caso do alcool endossulfan.

Quando se trata dos melhores resultados de LOD, a Espectrometria de Massas em Tandem por

Cromatografia Gasosa tem mostrado bons resultados com faixas de 10 a 270 pg -1
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