
J 
UNIVERSIDADE DO ALGARVE 

FACULDADE DE CIÊNCIAS E TECNOLOGIA 

DETERMINAÇÃO DO PESTICIDA GLIFOSATO 

EM SISTEMAS DE ÁGUAS NATURAIS: 

'Estudo de viabilidade da aplicação de um método de análise por 

GC-MS" 

(dissertação para a obtenção do grau de mestre em Química - 

Especialização em Química Analítica e Ambiental) 

ZÉLIA DE JESUS RODRIGUES RAMOS ROSÃO 

FARO 

2005 



*7 s^ 

[O os Ofo 
5^3 7Nr li 

1 



Determinação do Pesticida Glilbsalo cm Sistemas de Áauas Naturais 

NOME: ZÉLIA DE JESUS RODRIGUES RAMOS ROSÃO 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA E DE BIOQUÍMICA DA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS E TECNOLOGIA 

ORIENTADORA: DOUTORA MARIA DA CONCEIÇÃO 

DOMINGUES AMADO MATEUS 

DATA: DEZEMBRO DE 2005 

TÍTULO DA DISSERTAÇÃO: 

DETERMINAÇÃO DO PESTICIDA GLIFOSATO EM SISTEMAS DE 

ÁGUAS NATURAIS: "Estudo de viabilidade de aplicação de um 

método de análise por GC-MS" 

JÚRI: 

PRESIDENTE: DOUTOR JOÃO CARLOS PEREIRA PERES 

BRANDÃO 

VOGAIS: 

DOUTOR JOSÉ MANUEL FLORÊNCIO NOGUEIRA 

DOUTORA MARIA DA CONCEIÇÃO DOMINGUES AMADO 

MATEUS 

DOUTORA ISABEL MARIA PALMA ANTUNES CAVACO 

u 



Determinação do Pesticida Gliíosato cm Sistemas de Áauas Naturais 

Agradecimentos 

Agradeço em especial à Professora Doutora Conceição Mateus, o apoio, coordenação e 

apreciação critica da dissertação (Professora, obrigada por tudo, em particular pela sua 

presença constante). 

Agradeço ao meu tio Eduardo a paciência, amizade e mão de obra na leitura dos blocos 

de alumínio utilizados na derivatização (Tio, tu és o maior). 

Agradeço aos meus pais e ao meu irmão as palavras e gestos de incentivo em todos os 

momentos da minha vida (Gosto muito de vocês). 

Agradeço ao Fernando, ao Pedro Guerreiro e à Bertina toda a disponibilidade 

demonstrada mais do que uma vez (Com amigos como vocês é mais fácil fazer uma 

tese) 

Agradeço a lodos os meus amigos que estiveram sempre comigo (Não posso deixar de 

referir a Ana Cristina, a Ana Paula, a Bete, o João e o Pedro Rego) 

Agradeço também ao meu querido, ao meu lofinho, ao meu mais que tudo, a ajuda 

preciosa na recta final desta dissertação (Vitor, eu Amo-le). 

Agradeço por fim a lodos os que merecem ser agradecidos, esperando, assim, não me 

ler esquecido de ninguém. 

Bem hajam. 

ih 



Determinação do Pesticida Glilosato cm Sistemas de Ámias Naturais 

Resumo 

No presente trabalho adaplou-se um método já descrito na literatura para determinar a 
presença de glifosato e do seu melabolilo (ácido aminomelilfosíbnico) em sistemas de 
águas naturais. O método consistiu; i) na preparação de padrões de glifosato, e de ácido 
aminometilfosfónico. de diferentes concentrações conhecidas (0,44 [ig/L, 1,11 [ig/L, 
1,55 pg/L e 2,22 pg/L); ii) na derivali/ação dos padrões de trabalho diário, dentro de 
vials, por forma a obter derivados voláteis de glifosato e de ácido aminometilfosfónico, 
para possibilitar a análise mediante cromatografia de fase gasosa; iii) na injecção de 
volumes iguais de diferentes concentrações mássicas dos derivados no cromatógrafo de 
fase gasosa para a obtenção das rectas de calibração. Para o ácido aminometilfosfónico 
foi observada uma elevada dispersão e uma fraca repetibilidade no traçado da recta de 
calibração. Para o glifosato também se observou alguma dispersão, mas em menor 
escala quando comparado com o metabolito, lendo-se obtido em alguns casos (dias) 
uma linearidade razoável (coeficientes de correlação entre r2=0,90 e r2=(),992). 
Efecluaram-se quatro ensaios de recuperação com amostras de concentração conhecida 

lendo-se obtido uma recuperação média de 80 ± 14 %. Foi realizado um estudo das 
incertezas associadas ao método aplicado lendo-se obtido uma incerteza relativa para a 
concentração da amostra que varia entre 16 % e 53 %. A incerteza padrão combinada 
foi calculada com recurso à média do valor de concentração obtida nos quatro ensaios 
de recuperação divididos pelo factor de recuperação médio, para um nível de confiança 
de 68 %, tendo-se obtido os valores de 0,10±0,02 pg/L e de 0,10±0,05 pg/L. Os limites 
de detecção e quantificação também foram calculados e os valores obtidos variaram 
para o caso do limite de detecção entre 0,27 e 0,99 pg/L (k=3) e para o limite de 
quantificação entre 0,90 e 3,30 pg/L (k=10). Por último, recolheu-se água em dois 
locais distintos, uma ribeira que passa por zonas agrícolas e um poço alimentado por 
uma ribeira, e não se obteve pico para o tempo de retenção relativo ao glifosato. Uma 
vez que o número de ensaios em sistemas naturais foram reduzidos, dois para cada 
local, consideram-se estes resultados apenas como indicativos. 
Palavras chave: Glifosato; Ácido Aminometilfosfónico; Pesticidas; Cromatografia de 
Fase Gasosa; Água. 
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Abstract 

In this thesis a method already desenbed in the scientific lileralure was adapled lo 
determine lhe presence of glyphosate and ils melabolile (aminomelhylphosphonic acid) 
in natural waler syslems. The method consisled of; i) preparation of standard solutions 
of glyphosate and aminomelhylphosphonic acid, of different known concenlralions 
(0,44 pg/L, 1,11 pg/L, 1,55 pg/L e 2,22 pg/L); ii) derivatizalion of daily work standard 
solutions, in vials, in order lo obtain volatiles derivates of glyphosate and 
aminomelhylphosphonic acid, lo allow lhe analysis through gaseous chromalography; 
iii) injeclion of lhe derivates of equal volumes and different mass concenlralions in the 
gaseous chromalograph to obtain calibralion curves. II was observed a high dispersion 
for the aminomelhylphosphonic acid and a weak repealabilily in calibration curves. Il 
was also observed some dispersion bui to a lesser extent for lhe glyphosate when 
compared to lhe metabolite, obtaining in cerlain cases (days) a reasonable linearity wilh 
linear coefficienls between r2=0,9() and r2=0,992. Four recuperalion lesls were done 

wilh samples of known concenlralion, obtaining an average recuperalion of 80 ± 14 %. 
II was performed an uncerlainly lest associated wilh lhe applied method, obtaining a 
relalive uncerlainty lhal varies from 16 % lo 53 %. As an example lhe value ol the 
expand uncerlainly was calculaled and sei equal lo 0,10±0,02 pg/L and 0,10±0,05 pg/L 
for lhe confiance levei of 68 %. LOD = 0,27 lo 0,99 pg/L (k = 3) and LOQ = 0,90 lo 

3,30 pg/L (k=10). Finally, waler was collecled from two different localions, a stream 
lhal goes Ihrough an agricullure area and a well fed by a slream, and il wasn l obtained 
the peak for lhe glysophale relenlion lime. Since the number ol samples in natural 
syslems was reduced, two for each location, lhese results are only considered to be 
indicative. 
Key words: Glyphosate; Aminomelhylphosphonic Acid; Peslicides; Gas 
Chromalography: Waler. 
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1. Introdução 

Apesar do mundo conler uma população humana em crescimento desenfreado, os 

valores veiculados pela carta dos direitos humanos fazem com que os seus apologistas 

continuem a tentar desenvolver formas de melhorar a qualidade e esperança de vida da 

espécie. 

Tem-se verificado, ao longo da história da humanidade, que soluções milagrosas para a 

resolução desse eterno desiderato têm muitas vezes efeitos antagónicos a longo prazo. 

Inlegra-se nesse quadro dicolómico a problemática dos pesticidas: 

• por um lado permitem uma maior qualidade e esperança de vida através da 

eliminação de pragas; 

• por outro lado podem pôr em causa a sobrevivência da espécie, não só devido à 

sua toxicidade como também devido ao verificado aumento da resistência das 

pragas. 

Interessa assim, desenvolver metodologias científicas que permitam, por um lado, 

detectar a presença de pesticidas em diferentes sistemas e, por outro lado. estabelecer 

relações dose/efeito fundamentadas. Só assim se poderão estabelecer regras eficazes em 

que prevaleça o bom senso. 

Pretende a presente dissertação, na linha de valores e preocupações da generalidade da 

comunidade científica actual, dar um pequeno contributo para a detecção, em sistemas 

de águas naturais, de um dos pesticidas mais utilizados a nível mundial [1-7], o 

glifosalo (GLI), e do seu metabolito1, o ácido aminomelilfosfónico (AAMF), mediante 

1 Metabolito c o composto intermediário numa reacção. 
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o desenvolvimento de uma metodologia específica, baseada na Cromatografia de fase 

Gasosa acoplada à Espectrometria de Massa (GC-MS). 

1.1. Pesticidas 

Enlende-se por pesticidas, os produtos químicos destinados a matar, repelir, atrair ou 

impedir o crescimento de pragas no seu sentido mais amplo, ou seja, organismos 

nocivos que transmitem doenças, compelem por alimento e/ou danificam bens 

económicos e culturas. O seu uso generalizado remonta à década de 1940, com a 

glorificação mundial do DDT (Dicloro-Difenil-Triclorometilmelano), por se ler 

revelado, durante a Segunda Guerra Mundial, a arma mais eficaz, no combale às doenças 

transmitidas pelos insectos, em especial a Tifo (bastante usual em cenários de pós 

guerra ou de pós catástrofes), o que levou à atribuição do prémio Nobel da Fisiologia e 

Medicina, em 1948, ao descobridor do DDT, o Suíço Paul Muller |8|. 

Enquanto foi utilizado, o DDT salvou cerca de 25 milhões de vidas (segundo 

estimativas da Organização Mundial de Saúde, OMS [9]), e, em conjunto com outros 

pesticidas entretanto desenvolvidos, como os organoclorados, os organofosforados e os 

carbamalos, contribuiu para o aumento em mais de 30 % 11()| da produção agrícola 

mundial. 

Em 1962, Rachel Cason alertou, no seu livro Silent Spring, que os pesticidas e em 

especial o DDT, estavam a envenenar a vida selvagem e o ambiente, e a colocar em 

perigo a saúde humana, pois os insectos desenvolviam resistências que obrigavam à 

aplicação progressiva de maiores doses de DDT, e a sua fácil solubilização em solventes 

orgânicos, fazia com que ficasse depositado nos tecidos adiposos dos mamíferos, sendo 

Dezembro 2005 Página 2 de 127 
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metabolizado lentamente com um tempo de meia-vida2, t|/2, de cerca de 8 anos, o que 

implicava a possibilidade de acumulação em quantidades elevadas com consequências 

muitos nocivas, inclusive para a saúde humana. Tais argumentos despertaram na 

opinião pública um espírito crítico nunca vistos, o que levou à criação dos modernos 

movimentos ambientalistas e à abolição imponderada do DDT. No Sri Lanka, por 

exemplo, o uso do DDT, através da pulverização nas casas dos residentes em áreas de 

risco, reduziu o número de casos de malária de cerca de 3 milhões, em 1948, para 17 

casos, em 1963, e, após a abolição em 1964 do uso do DDT. o número de casos voltou a 

atingir cerca de 3 milhões em 1969 |9|. Pese embora o referido, o comércio dos 

pesticidas continua em crescimento |7|, pois têm sido aperfeiçoados, não só no sentido 

de uma menor nocividade como também no sentido do alargamento do leque de 

aplicações; para além dos insecticidas orgânicos, existem hoje em dia herbicidas 

orgânicos, fungicidas orgânicos, nemalocidas orgânicos, acaricidas orgânicos, algicidas 

orgânicos, rodenlicidas orgânicos, controladores orgânicos de secreções viscosas, 

produtos afins nomeadamente, reguladores de crescimento, e seus melabolitos, produtos 

de degradação e de reacção importantes 111). 

Continua a existir, actualmente, muita controvérsia relativamente aos efeitos tóxicos dos 

pesticidas nos seres humanos, mesmo quando consumidos em baixas doses, pelo que se 

têm tentado criar alternativas ao uso dos pesticidas, sobretudo na agricultura, 

designadamente através da produção de alimentos transgénicos, resistentes por si só a 

algumas pragas, os quais têm sido alvo de idêntica controvérsia. Uma vez. que os 

alimentos transgénicos não impedem o crescimento de ervas daninhas, o seu advento 

não implicou a redução dos herbicidas. 

2 Tempo de meia vida, corresponde ao tempo necessário para que a concentração de uma substância 
diminua para metade do seu valor inicial. 
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A preocupação com a contaminação de sistemas aquáticos superficiais e subterrâneos 

por pesticidas tem crescido no meio científico. Esta preocupação aumenta, 

principalmente, quando a água é usada para o consumo humano. No Jornal Oficial das 

Comunidades Europeias, na Directiva 98/83/CE do Conselho de 3 de Novembro de 

1998 relativa à qualidade da água destinada ao consumo humano, eslabelece-se 

0,1 p.g/L [li) para a concentração máxima admissível de qualquer pesticida individual 

(excepção feita à aldrina, dialdrina, heplacloro e epóxito de heplacloro cujo valor é 

0,03 pg/L 1111) em águas destinadas para o consumo humano, considerando também os 

seus melabolilos, produtos de degradação e de reacção importantes. Esta mesma 

directiva estabelece também um valor de pesticida total' igual a 0,5 pg/L 1111. Estes 

limites têm sido motivo de questionamento uma vez que não consideram a toxicidade de 

cada produto, e ainda, as metodologias analíticas disponíveis para alguns compostos não 

atingem limites de detecção desta ordem de grandeza. Por outro lado a Agência de 

Protecção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) estabelecem níveis máximos para pesticidas individuais em água destinada ao 

consumo humano, baseados em estudos toxicológicos e epidemiológicos. E importante 

enfatizar que existe, ainda hoje, muita controvérsia em relação aos efeitos tóxicos 

crónicos dos pesticidas para o ser humano, principalmente quando consumidos em 

baixas doses ao longo de toda uma vida. Tal controvérsia indicia a premente 

necessidade de desenvolvimento de estudos sobre a presença de resíduos no ambiente e 

seus efeitos sobre a saúde 112|. 

3 Pesticida Total significa a soma dc todos os pesticidas detectados e quantificados no processo dc 
controlo. 
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1.2. Glifosato 

O glifosato é actualmente o herbicida não selectivo mais comercializado em lodo o 

mundo |l-7, I2|, pois apresenta elevada eficiência na eliminação de ervas daninhas, 

com a vantagem adicional, não consensual 1131, de ler baixa toxicidade para os que o 

manipulam, para a comunidade e para o ambiente. O glifosato é um ácido orgânico 

fraco formado por uma molécula de glicina e outra de fosfonomelilo |N- 

(fosfonomelil)glicina|. A fórmula molecular é CsHgNOsP. A estrutura do glifosato e do 

seu principal produto de degradação, o ácido aminometilfosfónico, são apresentadas na 

Figura I i I4|. 

HO-NH -AOH HO-P—'NH, 
1 U I 

HO HO 

d) (") 

Figura I - Fórmulas de estrutura do GLI (I) e do AAMF (II). 

O glifosato é quimicamente estável em água e não está sujeito a degradação 

fotoquímica. O principal produto de degradação primária por microorganismos do 

glifosato nos solos e na água (em menor quantidade) é o ácido aminometilfosfónico, 

cuja estrutura química e comportamento é muito semelhante à do glifosato. Apresenta 

um elevado coeficiente de adsorção no solo, Koe
4, que varia entre 8,5-10 231 L/kg [ 15| 

(esta variação depende do tipo de solo) e um coeficiente de partição oclanol/água, Kow
3, 

muito baixo (logKow=-2,8 [16]). Estes números sugerem uma baixa mobilidade do 

4 Quanto maior o Koc, mais fortemente o pesticida se liga à matéria orgânica do solo e haverá menor 
probabilidade de fugas. 
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glifosato no solo o que indica um potencial mínimo para a contaminação das águas 

subterrâneas. Mas o glifosato pode, no entanto, entrar nas águas superficiais e 

subsuperficiais devido ao uso directo perlo de ambientes aquáticos, devido a 

escorrências (perdas acidentais) ou fugas (resíduos após lavagem) das aplicações 

terrestres. Mais ainda, existe a possibilidade de contaminação aquática por arraste via 

água ou ar durante as aplicações agrícolas. Dependendo, dos sólidos em suspensão e da 

actividade microbiana da água corrente, o glifosato pode ser transportado vários 

quilómetros a jusante do local onde foi pulverizado. Não se espera que o glifosato se 

acumule na cadeia alimentar devido à sua alta solubilidade na água e ao seu carácter 

iónico. No entanto, foram detectados resíduos de glifosato em peixes, crustáceos e 

moluscos após exposição a água contendo glifosato 1131. 

A pureza do glifosato de qualidade técnica pode ser superior a 90 %. Este é um pó 

cristalino branco e inodoro com uma massa específica de 1,704, uma pressão de vapor 

muito baixa e uma alta solubilidade em água. O glifosato é anfotérico e pode-se 

encontrar formando diversos compostos iónicos, em função do pH do meio 114|. 

Em Portugal são comercializados três tipos de glifosato [171: sal de amónio, sal de 

isopropilamonio e sal de trimelilsulfónio. O glifosato é um herbicida organofosforado 

que não afecta o sistema nervoso da mesma maneira que outros organofosforados (em 

geral insecticidas, inibidores da enzima colineslerase). 

Apresenla-se, na Tabela 1, as propriedades físicas e químicas do glifosato 118|. 

5 Kow é a razão da concentração de uma substância química em octanol c água em equilíbrio a uma 
temperatura cspecílica. Este parâmetro é usado em muitos estudos ambientais para ajudar na 

Dezembro 2005 Página 6 de 127 



Tabela 1 - Propriedades físicas e químicas do glifosato 

Notas 

Estado Físico Pó cristalino 

Cor Branco 

Cheiro Nenhum 

Ponto de fusão a 184,50C 

Ponto de ebulição n.a. decompõe-se a 1870C 

Massa molar 169.1 g/mol 

Densidade b 1,704 20oC 

Pressão de vapor 1 x 10'5 Pa 250C 

Solubilidade em água a,d 10,1 g/L 20oC 

Lei Henry constante 7x10'" 
(log Kow)c 

-2,8 
Tensão superficialL 

0,072 N/m 0.5% (w/v) a aprox. 250C 

Valores de pKac>c 
0,8; 2,16; 5,46; 10,14 [7] 

Absortividade molar,1 
0.086 L/mol por cm a 295 nm 

Inflamabilidade c 
não inflamável 

Explosidade c 
não explosivo 

pHc 
2,5 1 % solução 

a pureza 96% 
b pureza 100% 
c pureza mio mencionada 
d para o glifosato puro foi mencionada uma solubilidade em água de 11 600 mg/L a 25 0C 
c ácido livre 
n. a. = não aplicável 

O glifosato aplica-se em numerosas culturas com as diferentes formulações comerciais 

constantes na Tabela 2 [19], 

Tabela 2 - Produtos comerciais com base em glifosato 

Nome Comercial Empresa 

BUGGY INAGRA 

COSMIC AGRl PRAZA 

ERRANCA HERBEX 

GLIFOS CHEMINOVA 

GLYPHOGAN480 SL MAKHTESHIM-AGAN 

MONTANA SAPEC 

ROUNDUP AGROQUISA 

ROUNDUP SAPEC 

ROUNDUP 360 MONSANTO 

ROUNDUP SEC MONSANTO 

ROUNDUP ULTRA BAYER 

determinação do destino das substâncias químicas no ambiente. 
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Em diversos tipos de cultivo, o glilbsato costuma ser pulverizado sendo, em geral, 

absorvido na planta (erva daninha) através das suas folhas e dos caulículos novos. O 

herbicida é, então, transportado por toda a planta, actuando nos vários sistemas 

enzimáticos, inibindo o metabolismo de aminoácidos. As plantas pulverizadas com 

glifosalo morrem lentamente, em poucos dias ou semanas e, devido ao transporte por 

lodo o sistema, nenhuma parle da planta sobrevive |7|. 

Produtos com base em glifosato estão autorizados em Portugal para as culturas de arroz, 

Taveira, amendoeira, aveleira, bananeira, damasqueiro, cerejeira, citrinos, macieira, 

oliveira, pereira, pessegueiro, cereais (pré sementeira), ornamentais (arbustos, árvores e 

sebes), pousio, renovação de pastagens, terrenos não cultivados, valas, canais e vinha 

1191. 

As mais importantes vias de dissipação do glifosato após a sua aplicação, são a 

formação na água de complexos com iões, por exemplo com o Ca2' e com o Mg2 , a 

adsorção ao sedimento, a fixação nas plantas e a biodegradação, conforme foi refendo 

na página 11 e se ilustra na Figura 2 118|. O glifosato apresenta tempos de meia vida, 

ti/2, na água que oscilam entre vários dias e mais de 91 dias. Está provado que se 

deposita em especial nas partículas de sedimento 114|. 
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O 

COOH~CHz-NH-CH-P-OH 

Glifosalo O H 

7 .... Dcgrada-sc rapidamente no solo (elevado número de micróbios) 
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(-0)2—P--CH-.NH3' 
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Figura 2 - Biodegradação do glifosato 

Em função da ampla utilização do glifosalo em todo o mundo, o desenvolvimento de 

métodos de extracção e análise que permitam a detecção e quantificação do herbicida 

em amostras naturais são de grande importância. 

1.3. Análise do glifosato na literatura 

Apresenla-se, em seguida, resumo dos resultados da pesquisa bibliográfica efectuada, 

no que concerne à extracção do glifosalo em amostras de água e aos métodos de análise 

baseados em cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC) e cromatografia de fase 

gasosa (GC). 
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O glifosato é um composto polar, e os valores de pK encontrados na literatura |7| são: 

pKi=0,8; pK.2=2,16; pK3=5,46; pK4=l(),14. As extracções do glifosato e do seu 

principal melabolito em amostras de água são feitas, em geral, utilizando-se resinas de 

permuta iónica ou, ainda, utilizando derivali/.ação prévia e transformação em compostos 

apoiares que podem ser, em função do agente derivati/.anle. extraídos com maior 

facilidade. Nalguns estudos, nas amostras de águas filtradas, é feito apenas o ajuste de 

pH, seguido de evaporação. 

A Tabela 3 apresenta métodos de extracção do glifosato e do ácido aminomelilfosfónico 

em amostras de água 111. 

Tabela 3 - Extracção do GLI e do AAMF em amostras de água 

Extracção Purificação Recuperação Ref. 

Triclorometano (extracção dos 
interferentes e eliminação da 
fase orgânica) 

Resina de permuta catióniea (Fe31) 
seguida de permuta aniónica (Cf) 

80,9 % (GLI) 

79,2 % (AAMF) 
1201 

Diclorometano (extracção de 
interferentes) 

Resina de pennuta aniónica (AG 1-X8) 
89,3 % (GLI) 

86,3 % (AAMF) 
[21) 

Diclorometano (extracção de 
interl crentes) 

Resina de permuta aniónica (OI1") -85 % (GLI) [221 

Extracção em fase sólida EFS Resina de pennuta aniónica (OH") 67-81 % (GLI) [231 

Extracção em fase sólida EFS 
(após derivatização) 

não indicado > 94 % (GLI) 1241 

Extracção em fase sólida EFS Resina de permuta catióniea e aniónica não especificado [2] 

A polaridade da molécula do glifosato e do seu metabolilo tem levado ao 

desenvolvimento de muitos métodos de análise baseados em cromatografia líquida de 

alta eficiência, de modo que a maioria das investigações relatadas na literatura para este 
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herbicida referem-se a esla técnica analítica. A dificuldade desta análise prende-se com 

a forma de detecção dos compostos, visto que ambos não possuem grupos cromóforos 

que possam ser detectados directamente por detectores colorimétncos ou de UV, acima 

de 200 nm. É necessário, portanto, o uso de reacções de derivaíização, geralmente pós- 

coluna, a fim de se obter um derivado que responda a estes detectores. 

A Tabela 4 apresenta métodos de determinação do GLI e do AAMF por HPLC em 

matrizes aquosas e na Tabela 5 para matrizes não aquosas (solo, frutos e vegetais). 

A técnica de cromatografia de fase gasosa é a segunda mais amplamente empregue para 

a determinação do glifosato. Para a determinação do herbicida por cromatografia de fase 

gasosa, faz-se necessariamente uma derivaíização prévia para a obtenção de um 

composto volátil. 

A Tabela 6 |1, 251 apresenta métodos de determinação de GLI e de AAMF por 

cromatografia de fase gasosa para matrizes aquosas e na Tabela 7 |1, 25| em matrizes 

não aquosas (solo, plantas e frutos). 

Existem métodos baseados noutras técnicas, além das cromalográficas, que têm sido 

desenvolvidos para a determinação do glifosato e do seu principal melabolilo, embora 

ainda sejam de pouca utilização. Estas técnicas incluem ressonância magnética nuclear 

de fósforo 31 (RMN^P), espectrofolometria, polarografia e electroforese 11 ]. 
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Tabela 4 - Determinação do GLI e do AAMF por HPLC em matrizes aquosas 

Detecção Condições analíticas 
Reagente de 

derivatização 

Tempo 
de retenção 

(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

Coluna: 250x4,Imm I.D.. PRP-X100 permuta aniónica 

ECL 
FM; solução de Ru(tris-(2,2'-bipiridil) ^ em acetonitrilo-O.OlM fosfato, pH 9,8 (1:9) 

Fluxo: 1 mL/min 

Derivatização pós-coluna 

Tris(2,2!- 

bipiridil)rutenio 11 19,3 (GLI) 0,1 (iM (GLI) [26] 

FL 

(263iim, 

317mn) 

Coluna: 240x4,lmm I.D., PRP-X400 permuta catiónica 

FM: KH2P04 0,005M em 4% MeOH, pH 2,1 

Fluxo: 0,5 mL/min 

Derivatização pós-coluna 

Hipoclorito, 

o-ftalaldeído, 

Mercaptoetanol 

13 (GLI) 

17 (AAMF) 

2pg/L (GLI e 

AAMF) [22] 

MS 

Coluna: 250x4,6mm I.D., Inertsil ODS-2 

FM: acetato de amónia 5mM-acetonitrilo (90:10) (46:54) em 20min 

Fluxo; 1 mL/min 

Derivatização pré-coluna 

Cloreto de 9-fluorenil 

metoxicarbonil 

13,2 (GLI) 

18 (AAMF) 

0,lpg/L (GLI e 

AAMF) [24] 

FL 

(340nm. 

455nm) 

Coluna: 300x4,6mm I.D., Animex A-9 

FM: KH2P04 0,005M em 4% MeOH, pH 1,9 

Fluxo: 0,5 mL/min 

Derivatização pós-coluna 

Hipoclorito, 

o-ftalaldeído, 

Mercaptoetanol 

não indicado 

0,0 5 mg/kg (GLI 

e AAMF) [20] 

FL 

(263nm. 

317iim) 

Coluna: 30x4,6mm I.D., Spherisorb ODS-2 (C-l) e. 250x4,6mm I.D., Adsorbosphere 

NFI2 (C-2) 

FM: fosfato 0,05M, pH 5,5-acetonitrilo (65:35, v/v) 

Cloreto de 

p-toluenosulfonilo 

7,9 (GLI) 

18,6 (AAMF) 

0,lpg/L (GLI e 

AAMF) [27] 



Detecção Condições analíticas 
Reagente de 
derivatização 

Tempo 
de retenção 

(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

Fluxo: 1 mL/min 

Derivatização pré-coluna 

FL 

(330mn. 

465nm) 

Coluna: 150x4mm I.D., permuta catiónica. K' 

FM: KFLPCL 0,005 M, pH 2-2,5% KOH (100:0, v/v) 15min-(0:100) 17 min 

Fluxo: não indicado 

o-ftalaldeído, 

Mercaptoetanol 

6,8 (GLI) 

12 (AAMF) 

2pg/L (GLI) 

4|ig/L (AAMF) [28] 

Derivatização pós-coluna 

UV (254mn) 

Coluna: Cl8 

FM: acetonitrilo em tampão acetato e ACN/água/MeOH 

Fluxo; 0,7 mL/min 

Derivatização pré-coluna 

MeOH/fenilsocianalo 

/trietilamina/água 

(7:1:1:1) 

- - [29] 

Coluna: Troca aniónica 

MS 
FM; solução de NaoCOs e NaHCOj (pH 10,3; isocrática) ou de Na2C03 e NaHCOs 

(pH 10,3) (eluente A) e os mesmos sais em pH 10,08 (gradiente) 

Fluxo: não indicado 

- 
7 (GLI) 

12 (AAMF) 
0,05(ig/mL [30] 

n. 

(270nm, 

315mn) 

Coluna: 0,4x25cm jíNHz 

FM: 75% (v/v) mistura de KHjPOj 0,05M (pH 6 com KOH) em acetonitrilo 

Fluxo: 1 mL/min 

Derivatização pré-coluna 

9-tluorenilmetil 

cloroformato 
- 

lOng/mL (GLI) 

5ng/mL 

(AAMF) 

[31] 

ê- 

3 
00 

Ci- ro 

ECL - Quimiluminescência em inglês Electrogenerated chemiluminescense; 
FL - Fluorescência; 
C-l-Coluna 1; C-2 - Coluna 2 
MS - Espectrometria de massa; 
FM Fase móvel. 



Tabela 5 - Determinação do GLI e do AAMF por HPLC em matrizes não aquosas 

Amostra Detecção Condições analíticas 
Reagente de 

derivatização 

Tempo 
de retenção 

(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

uv 

(195 nm) 

Coluna; 25cmx4,6mm I.D. Partisil-10 SAX 

Roundup FM: tampão fosfato 0,0062 M (pH 1,9); - - - [32] 

Fluxo: 2,3 mL/min 

Solo 
VIS 

(405nm) 

Coluna; 100x0,8mm I.D., Mova-Pak C18 

FM; brometo de tetraetilamónia 0,02 M e tampão NaH^POj 0,05 M (pFI 3,2) - 

acetonitrilo (5:1)5 min e (1:5) 8 min 

Fluxo: 1 mL/min 

Derivatização pré-coluna 

l-fluoro-2,4- 

dinitrobenzeno/ 

etanol/ NaBFL 

5,8 (GLI) 

10,1 (AAMF) 

0,05mg/kg 

(GLI) 

0,lmgkg 

(AAMF) 

[33] 

Coluna: 10x0,46cm I.D., Aminex A-9 pennuta catiónica 

Solo 
VIS 

(570nm) 

FM; tampão fosfato (pH 1,9) 

Fluxo: 0,5 mL/min 

Derivatização pós-coluna 

Ninidrina - 
O.Olpg/g a 

0,10 pg/g 
[34] 

Solo 

FL 

(270nm, 

315nm) 

Coluna: 0,4x25cm |aNH2 (Alltech) 

FM: 75 % (v/v) de KFLPO., 0,05 M (pH 6 com KOH) e acetonitrilo 

Fluxo: 0,5 mL/min 

Derivatização pré coluna 

9-nuorenilmetil 

clorofonnato - - [35] 

FL 

(400nm. 

480nm) 

Coluna: 150cmx4,lmm I.D. PRP-X100 (Cl) ou 250cmx4,lmm I.D. PRP- 24,7 (GLI) 

Solo 
X400 (C2) 

FM: NaNOs 25 mM (pll 9,5) (C1) ou HNO3 10 mM (pH 2,0)(C2) 
AL^-morin 

7 (AAMF) 

ou 
[36] 

Fluxo: 1 mL/min (C1) ou 0,5 mL/min (C2) 9,2 (GLI) 



Amostra Detecção Condições analíticas 
Reagente de 

derivatização 

Tempo 
de retenção 

(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

Derivalização pós-coluna 18,5 (AAMF) 

Coluna: 25cmx4,6mm I.D. Partisil-10 SAX 

Frutos 
DFC 

Vegetais 

FM: solução de Na2C03 e NAHCO3 (pH 10,30) ou de Na2C03 e NaHC03 (pH 
TFAA/ 

diazometano 
10,30) (eluente A) e os mesmos sais em pFl 10,08 (gradiente) 

Fluxo: ImL/min 

Derivatização pré coluna 

0,10 ppm [37] 

3 c: C 

Cl 
Õ" 

O 

3 
C/S 

3 c: Cí 
C. 

FL - Fluorescência; 
UV - Ultra violeta, 
VIS - Visível; 
DFC - Detector fotométrico de chama; 
FM - Fase móvel; 
TFAA - Acido trifluoracctico anidro. 



Tabela 6 - Determinação do GLI e do AAMF por GC em matrizes aquosas 

Detecção Condições analíticas Reagente de derivatização 
Tempo 

de retenção 
(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

DFC 

Coluna; l,8mx2inm I.D., Ultra-Bond SE-20 

Tc: 200oC para GLI 

Tc: 170oC para AAMF 

N-metil-N-(t-butildimetilsilil)- 

tri íluoroaceloamina 

4.0 (GLI) 

3.1 (AAMF) 
- [38] 

MS 
Coluna: 30mx0,24mm I.D. (0,25(jm), DB-1 N-metil-N-(t-butildimetiIsilil)- 11,9 (GLI) 

[39] 
Tc; 100oC - 80C/min - 300oC (5min) tri fl uoroacetoamina 9,8 (AAMF) 

MS (El) 

MS (Cl) 

Coluna; 30mx0,25mm I.D. (0,25pm), Durabond 5,625 

Tc: 90oC (2min) - 300C/min - 290oC (3min) 
TFAA-IiBF 

6.2 (GLI) 

5.3 (AAMF") 

0,01 mg/kg (GLI e 

AAMF) 
[40] 

DFC 
Coluna: 15mx0.53mm I.D. (l.Opni). DB-17 Cloroformato de isopropil 5,8 (GLI) 0,8mg/kg (GLI) 

[41] 
Tc: 170oC - 100C/min - 270oC diazometano 3,5 (AAMF) 1,2mg/kg (AAMF) 

MS (El) 
Coluna: 30mx0,25mm I.D. (0,25pm), OV-5 

Tc: 60oC (2min) - 50C/min - 180oC - 150C/inin - 280oC (5min) 
Acido acético - trimetil o-acetato 

26,8 (GLI) 

16 (AAMF) 

0,65)4g/L (GLI) 

0,29(4g/L (AAMF) 
[42] 

MS (El) 
Coluna: 30mx0,32mm I.D. (0.25pm), HP5-MS 

Tc: 70oC (2min) - 300C/mm - 170oC - 120oC/min - 2700C 
TFAA-TFE 

5,09 (GLI) 

4,2 (AAMF) 

0,05pg/L (GLI e 

AAMF) 
[2] 

DFC - Detector fotométrico de chama; 
MS - Espectrometria massa; 
TFAA - Acido trifluoracético anidro; 
TFE - Trifluoretanol; 
HBF - 2,2,3,3,4.4,4-heptatluor-l-butanoh 
Tc - Temperatura coluna; 
Cl - Ionização química; 
El - Ionização por impacto de electrões. 



Tabela 7 - Determinação do GLI e do AAMF por GC em matrizes não aquosas 

Amostra Detecção Condições analíticas 
Reagente de 

derivatizaçâo 

Tempo 
de retenção 

(min) 

Limite de 
detecção 

Ref. 

Coluna: 30mx0,25mm I.D. (0,50 fim), XTI-5 

Solo MS Tc; 90 0C (1,5 min) - 30 0C/min - 300 0C (4 min) ou 60 0C (1,5 min) - 

10oC/min - 120 0C (1 min) - 30 0C/min - 300 0C (4 min) 

TFAA-HBF " não indicado [43] 

0,05mg/kg 

Solo DNP 
Coluna: l,8x2mm I.D., Ultra-Bond SE-20 

Tc: 150 0C 
TFAA-TFE 

11 (GLI) 

8 (AAMF) 

(GLI) 

0,01mgkg 

(AAMF) 

[44] 

Solos DCE 
Coluna; 2,2mx4,4mm I.D., 1,5 % OV-17+1,95 % QF1 Chromosorb WHP 

Tc: 160 0C 
TFAA-TFE 

4,6 (GLI) 

2,8 (AAMF) 
- [45] 

Plantas DNP 

Coluna: l,8x2mm I.D., Ultra-Bond SE-20 

Tc: 200 0C (GLI) 

Tc: 200 0C (AAMF) 

TFAA-TFE 
10 (GLI) 

6,3 (AAMF) 

0,03mg/kg 

(GLI) 

0,01mgkg 

(AAMF) 

[46] 

Frutos 
DCE 

MS (El) 

Coluna: 3,27x4mm I.D., 10% DC-200 Gas-Chroma Q 

Tc: 220 0C 

Tri cloreto de boro - 

2-cloroetanol - 

HFBA 

14,3 (GLI) 

2,6 (AAMF) 
- [47] 

HBF - 2,2,3.3.4.4.4-heptafluor-l-butanol; 
DNP - Detector azoto, fosfóro; 
MS - Espectrometria massa; 
TFAA - Acido trifluoracético anidro; TFE - Trifluoretanol; HFBA Hcptaíluorobutirico anidro 
Tc - Temperatura coluna 
DCE Detector de captura de electrões; El - ionização por impacto de electrões. 
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1.4. Cromatografia de fase gasosa acoplada à espectrometria de 

massa 

A cromatografia de fase gasosa é uma técnica de separação que utiliza um grupo 

diversificado de métodos para separar componentes em misturas complexas. Durante a 

separação cromalográfica gasosa, a amostra é transportada via um gás inerte a que se dá 

o nome de fase móvel. A fase móvel arrasta a amostra através de uma coluna tubular 

enrolada onde o analito interage com o material denominado por fase estacionária. Para 

a separação ocorrer, a fase estacionária deve ter alguma afinidade para os analitos 

existentes na amostra. A fase móvel, ao contrário da fase estacionária é inerte e não 

interage quimicamente com os analilos. A única função da fase móvel é arrastar a 

mistura ao longo de toda a coluna |481. 

A fase estacionária é escolhida de forma que os componentes da amostra se distribuam 

entre a fase móvel e a fase estacionária em diferentes graus. Os componentes que são 

mais relidos pela fase estacionária movem-se lentamente relativamente ao fluxo da fase 

móvel. Em contrapartida, os componentes que têm uma menor afinidade para a fase 

estacionária atravessam a coluna mais rapidamente. Como consequência das diferentes 

mobilidades, os componentes da amostra são separados em bandas discretas que podem 

ser analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente. A cromatografia de fase gasosa 

é a técnica cromalográfica mais utilizada em análises ambientais. Na Figura 3 

represenla-se esquematicamente as diferentes afinidades dos analilos de uma amostra ao 

longo da coluna |49j. 
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Fluxo de Fase Móvel ^ Detector 

t'1 

■ 

T= 10' 

) 
0 

T=2C V 
r 

1 ffl t> 4 1) 

MaiorInteracção com fase estacionária —> Menor 

Figura 3 - Afinidade com a fase estacionária dos diferentes analítos de uma 

amostra 

Os componentes da mistura são arrastados pela fase móvel até ao detector. O detector 

gera um sinal eléctrico mensurável, referido como pico, que é proporcional à quantidade 

de analilo presente. A resposta do detector é transposta como uma função do tempo que 

cada analilo leva desde a injecção até ao detector. Ao resultado obtido chama-se 

cromalograma. Apresenta-se, na Figura 4 |5()|, exemplos de vários cromalogramas 

obtidos por cromatografia de fase gasosa. 

Os principais componentes de um sistema cromalográfico são a câmara de injecção, a 

coluna o forno, o detector e o sistema de aquisição de dados. A amostra líquida ou 

gasosa é introduzida na câmara de injecção que é atravessada pelo gás de arrastamento 

(fase móvel), mediante uma agulha que se espeta num septo de borracha A câmara de 

injecção é aquecida a uma temperatura superior à do ponto de ebulição do componente 

Injeclor 

T=0 
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menos volátil, de modo a que a sua vaporização seja instantânea, seguindo para a coluna 

o gás resultante (a analisar) misturado com o gás arraslador. 

LUiJ 
0 I : » 4 5 6 7 H 9 1011121114 r 2 3 4 16 7 mm 012 3 436739 1011 mm 

2 4)6 

J 

i 
012343678 9 101112I3I4I3 IbOmui 0 I 2 3 4 3 6 mm 0 I 2 3 4 3 6 7 8 9 1011 12131413inm 

Figura 4 - Exemplos de alguns cromatogramas obtidos por cromatografia de fase 
gasosa 

Uma vez que o comportamento da separação depende da programação da temperatura, a 

coluna é usualmente colocada num forno lermoslalicamenle controlado. A mistura fase 

móvel/amostra entra então no detector onde são identificados os componentes. O sinal 

do detector é amplificado e registado no sistema de aquisição de dados. Na Figura 5 

represenla-se esquematicamente os principais constituintes de um cromalógrafo de fase 

gasosa |511. 
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Forneci menlo 
de gás 

Figura 5 - Esquema de um cromatógrafo de fase gasosa 

O injector pode ser do tipo split/spliíless e operar num ou noutro modo. No modo split 

uma fracção significativa da amostra injectada flúi através da purga do injector. Apenas 

uma pequena fracção de amostra é analisada pela coluna. No modo spliíless toda (ou 

quase toda) a amostra injectada flúi para a coluna de forma a que todos os componentes 

da amostra são cromatografados. 

A coluna capilar é um tubo aberto feito de sílica fundida com um revestimento exterior 

de plástico resistente e um revestimento interior de material de fase estacionária A 

eficiência de uma coluna capilar na separação de analitos depende de determinadas 

variáveis. As variáveis a ter em atenção incluem constantes de equilíbrio de 

distribuição, tempo de retenção, factores de retenção e factores de selectividade. 

O equilíbrio da distribuição em cromatografia define a transferência do analilo entre as 

fases móvel e estacionária A constante de equilíbrio, referida em cromatografia como 

constante de distribuição ou razão de partição, K, é a razão entre a concentração molar 

do soluto na fase estacionária e a sua concentração molar na fase móvel. A expressão 

matemática é a seguinte: 

Forno 
Coluna 

Detector 

Registador Câmara de 
injecção 
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K=-^- (1.4-1) 
Cm 

Se a constante de distribuição, K, for constante numa vasta gama de concentrações de 

soluto, então Cc (concentração do soluto na fase estacionária) é directamente 

proporcional a Cm (concentração do soluto na fase móvel). Quando esta premissa se 

mantém verdadeira, os picos cromaíográficos são simétricos, e os tempos de retenção 

serão independentes da quantidade de analito injectado. 

O tempo de retenção. Ir, de um analito define-se como o tempo que o analito leva. após 

a injecção da amostra, a alcançar o detector. O tempo que as espécies não retidas levam 

a alcançar o detector é o tempo morto, Im- Na Figura 6 ilustra-se, num cromatograma. o 

tempo retenção e o tempo morto |5()|. 

o D 
(D 

-a 
o 
-a 
13 
_c 
00 

i 

_A 

Tempo 

Figura 6 — Cromatograma que ilustra tempo morto, ím? e tempo de retenção, ír. 

A taxa de migração de uma espécie não relida é a mesma que o fluxo da fase móvel. A 

velocidade média do soluto (v) é definida como a razão entre o comprimento da coluna, 

L, e o tempo de retenção. Ir: 
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v — —— (14-2) 
Ir 

A velocidade média da fase móvel (u) é calculada dividindo o comprimento da coluna, 

L. pelo tempo morto, Im- 

L 
u = (1-4-3) 

Obviamente, a distribuição do soluto entre as fases estacionária e móvel afectará 

directamente a migração linear do soluto na fase móvel e consequentemente o seu 

tempo de retenção. A velocidade média do soluto, v, é expressa por v=uxfracção de 

tempo que o soluto gasta na fase móvel. Assim quanto menor for o tempo que o soluto 

gasta na fase móvel, menor será a fracção que multiplica por u, e consequentemente 

menor a razão de migração. Quanto menor a velocidade média do soluto, v, maior o 

tempo de retenção, Ir. A fracção também pode ser expressa como moles de soluto na 

fase móvel dividido pelo número total de moles. O número de moles de soluto na fase 

móvel é equivalente à concentração de soluto vezes o volume de lase móvel. Da mesma 

maneira, o número total de moles de soluto é igual à soma do número de moles na fase 

móvel e na fase estacionária. A velocidade média do soluto vem expressa pela 

expressão: 

v= u><(CM VM)— (j 4-4) 
(CM.VM) + (Ce.Vc) 

ou 

1 
v = u x 

1+ (Ce.vc) 
(1.4-5) 

(CMVJ 

onde Vm e Vc correspondem, respectivamente, ao volume da fase móvel e ao volume da 

fase estacionária. 
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Substituindo na constante de equilíbrio resulta que: 

v = ux 1— (1.4-6) 

1 + e 

Vm 

fórmula que expressa a razão de migração do soluto em função da constante de 

distribuição. 

Outro parâmetro usado para descrever as razões de migração do soluto em 

cromatografia de fase gasosa é o factor de retenção, também referido como factor de 

capacidade. Matematicamente, o factor de retenção, k', escreve-se da forma; 

K V 
(1.4-7) 

Vm 

Substituindo a expressão anterior na expressão da razão de migração (1.4-6) oblém-se 

uma relação entre a capacidade da coluna e a razão de migração estabelecida. 

Matematicamente expressa-se da seguinte forma: 

v — u x—í— (1.4-8) 
1 + k' 

Quando a razão de migração, para um dado soluto, na fase móvel, é substituída por 

valores medidos num cromalograma chega-se a uma nova expressão para o laclor de 

retenção: 

k.= VlÍM (1.4-9) 

1m 

A habilidade da coluna para reler um analilo mais fortemente do que outro é uma 

função da selectividade da coluna. O factor de selectividade, a, da coluna para duas 

espécies, A e B é dado pela expressão matemática: 

a = ^ (1.4-10) 
^■A 
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Por definição a espécie mais retida é a que aparece no numerador. Substituindo na 

constante de distribuição oblém-se uma equação que permite determinar o factor a 

experimentalmente a partir dos dados do cromatograma; 

Or)b — 
a - (1.4-11) 

Or)/! — 

Enquanto que os movimentos dos solutos através da coluna cromalográfica são 

descritos por constantes de distribuição, tempos de retenção, factores de retenção 

(capacidade) e factores de selectividade, a eficiência da coluna para uma dada 

substância é descrita por uma medida quantitativa denominada prato teórico. O número 

de pratos teóricos, N, é calculado dividindo a altura da coluna, L, pela altura equivalente 

a um prato teórico. H. 

N = — 
H 

(1.4-12) 

A altura de um prato é calculada experimentalmente dividindo a variância de um pico 

com forma idêntica a uma curva Gaussiana pelo comprimento da coluna, L. Apresenla- 

se ilustrado graficamente na Figura 7 |5()| 

t 

ss 
2 3 a> a 
Ê ~ .^j "o ÍL -Icrj 

"-f 

(L 41(7 ) 

L 

Distância pcrcorrida- 

■ Enchimento PMMf 
   í. -4 

Amostra IN Detector 1 

Figura 7 - Cálculo experimental da altura de um prato 
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Pode-se obler uma outra equação para o número de pratos teóricos, N, e que se ilustra 

graficamente na Figura 8 [50]: 

N = 16 x 'tR'2 

IW 

onde W é uma medida da largura da base do pico em unidades de tempo. 

(1.4-13) 

\ / 
\ i 

T3 

"O 
13 

CO 

A 
f—u 

Tempo 

Figura 8 - Cálculo gráfico do prato teórico 

A capacidade da coluna para separar uma mistura de compostos denomina-se resolução. 

A expressão matemática para a resolução, R.s. é: 

2-AZ [(^R)a _(^R)B] 
Rs = 

WA +WB WA+WB 

(1.4-14) 

Onde AZ é a diferença no tempo entre dois pipos cromatográfícos, Wa e Wb são as 

distâncias da base do pico do composto A e do pico do composto B, respectivamente, 

em unidades de tempo. Na Figura 9 |5()| ilustra-se graficamente as variáveis da 

expressão anterior (1.4-14). Quanto maior a separação entre os compostos maior a 

resolução da coluna 
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•AZ 

W A W B 

Tempo 

Figura 9 - Ilustração gráfica das variáveis de resolução 

A resolução também pode ser calculada utilizando o factor de retenção kr para dois 

solutos, o factor de selectividade e o número de pratos teóricos. A equação seguinte 

(1.4-15) pode ser usada para calcular a resolução, ou através de um arranjo simples, 

para calcular o número de pratos teóricos necessários para obter uma resolução 

pretendida. 

A resolução expressa a partir da equação (1.4-15) é uma função de três factores de 

separação; (1) o factor de selectividade da coluna que varia com a, (2) a razão de 

migração ou o factor de capacidade que varia com k"» e (3) o factor de eficiência que 

depende de L/H. Cada um dos factores pode ser calculado directamente a partir do 

cromalograma registado e podem ser ajustados mais ou menos de forma independente. 

Os dois primeiros factores são essencialmente termodinâmicos e o L/H está associado 

principalmente com a cinética da cromatografia. Alterações no a e no k'B são 

conseguidas escolhendo diferentes fases estacionária e móvel, ou variando a 

(1.4-15) 

(1.4-16) 
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temperatura e em menor escala a pressão. Adicionalmente, pode ser alterado 

mudando a quantidade relativa de fases móvel e estacionária dentro da coluna. Quando 

se lenta optimizar uma separação particular o primeiro factor a ter em conta deve ser o 

k'^. Infelizmente, em misturas complexas de vários componentes, é apenas possível 

optimizar as condições de separação para apenas um par de componentes. A única 

solução eficaz para este problema quando se trabalha com amostras reais complexas é 

"programação de k'»" Na cromatografia de fase gasosa um valor óptimo para k"B pode 

ser alcançado através de uma variação programada da temperatura |481. 

A temperatura de porta do injeclor em cromatografia de fase gasosa deve ser 

suficientemente alta para vaporizar o líquido injectado instantaneamente. Se a 

temperatura for baixa, a separação é pobre e os picos que resultam são rombos ou não 

existem picos. Se a temperatura do injeclor for muito elevada a espécie a analisar pode 

decompor-se ou alterar a sua estrutura. Se isto ocorre, os resultados obtidos irão indicar 

a presença de compostos que não são o composto original. Para um trabalho preciso, a 

temperatura da coluna deve ser controlada de 10 em 10 "C. A temperatura da coluna 

óptima está dependente do ponto de ebulição da amostra. Como regra empírica a 

temperatura ligeiramente acima do valor médio do pontos de ebulição da amostra deve 

resultar num tempo de eluição entre 2 a 30 minutos. Utilizando a temperatura mínima 

obtém-se uma melhor resolução, mas aumenta o tempo de eluição. Se a amostra 

apresentar uma vasta gama de temperaturas de ebulição a programação da temperatura é 

muito útil. A temperatura da coluna é aumentada (quer continuamente quer em degraus) 

à medida que a separação ocorre. 
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Em cromatografia de fase gasosa pode-se usar colunas de enchimento ou colunas 

capilares (ver Figura 10 |52|). As colunas de enchimento são tubo de vidro ou metal 

com 2-4 mm de diâmetro interno, I. D., e 1-6 m de comprimento. Estão cheios com 

partículas porosas, que agem como suporte da base estacionária, que reveste o material 

poroso. As colunas capilares são tubos com 0,1-0,5 mm I. D. cujo comprimento varia 

entre 5 a 100 metros, apresentam uma configuração enrolada para caber no fomo do 

cromalógrafo. Para análises ambientais, são usadas usualmente colunas de 30 a 60 

metros. Diminuindo o comprimento da coluna diminui-se o tempo de análise, no 

entanto, a resolução (separação) pode ficar comprometida. Originalmente as colunas 

capilares eram feitas de melai ou vidro: mas na última década a sílica fundida substituiu 

estes materiais. A sílica fundida tem a vantagem de ler uma superfície interior inactiva, 

o que evita interacções entre analitos (especialmente quando estes são polares) e centros 

de adsorção, apresenta ainda a vantagem de grande estabilidade mecânica o que toma as 

colunas menos quebradiças. A fase estacionária é revestida como uma fina camada 

(com 0,1 -5 p.m de espessura do filme) na parede interior do tubo. Normalmente esta fase 

é líquida e deve abranger uma vasta gama de polaridades uma vez que a polaridade dos 

analitos ditam a escolha da fase estacionária, onde se aplica a regra "igual dissolve 

igual". Na Figura 11 |52| apresenla-se a fórmula estrutural de algumas fases 

estacionárias; a A) representa uma fase estacionária de polisiloxano e a B) uma fase 

estacionária de polielilenoglicol. 
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Coluna de enchimento Coluna capilar 

Fase estacionária 

Enchi menteT 

Figura 10 - Desenho esquemático das colunas de enchimento e capilares 
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A) Fase estacionária de polisiloxano 

R2 

n O 

B) Fase estacionária de polielilenoglicol 

Figura 11 - Fórmula estrutural de fases estacionárias 

A fase móvel deve ser um gás inerte, que é normalmente fornecido ao sistema por um 

gerador de gás ou por uma garrafa (cilindro) de gás. Os gases de arraste mais utilizados 

em cromatografia de fase gasosa são o hidrogénio (Fh), o azoto (N2) e o hélio (He). 

Estes gases devem ser de elevada pureza, resíduos de água ou oxigénio podem 

decompor a fase estacionária com consequente destruição da coluna. Para prevenir a 

entrada de impurezas arrastadas pela fase móvel podem-se instalar filtros para a sua 

purificação antes de esta entrar no cromalógrafo de fase gasosa A escolha do gás de 

arraste depende de vários aspectos: condições de operação específicas do detector (por 
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exemplo na combinação da cromatografia de fase gasosa com a espectrometria de massa 

é necessário He); segurança (o H2 é explosivo); preço (o N2 é o mais barato): eficiência 

da separação e velocidade de separação. 

1.4.1. Detectores 

Existem uma variedade de detectores para cromatografia de fase gasosa No geral, cada 

detector aproveila-se de uma dada característica da molécula a analisar e utiliza essa 

característica para gerar um sinal eléctrico mensurável. São exemplos de detectores 

utilizados em cromatografia de fase gasosa: detector de ionização de árgon, detector de 

ionização de chama, detector de emissão de chama, detector de condutividade térmica, 

detector de captura de electrões, detector azolo-fósforo, detector de fotoionização, 

especlrómelro de massa, etc. O detector ideal deve |53|: 

1. Não interferir na resolução cromatográfica, o que significa não produzir no 

detector uma mistura de produtos separados antes da detecção. 

2. Ter a maior sensibilidade possível ou seja detectar pequenas quantidades de 

analito. 

3. Ser universal, o que significa detectar lodos os produtos eluídos. 

4. Fornecer o máximo de informação estrutural possível, o ideal para permitir 

identificação positiva de lodos os compostos eluídos. 

5. Ser selectivo, isto é, permitir a identificação de produtos alvos na mistura. Esta 

característica é verificada automaticamente se se verificar o ponto 4. 

6. Fornecer um sinal proporcional à concentração. 

7. Ter um factor de resposta constante ou pelo menos previsível (linearidade). 

8. Ter uma razão custo/performance o mais baixo possível. 

9. Não ser nocivo ao analito ou seja não reagir com ele. 
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Acoplar a especlrometria de massa à cromalogralla fase gasosa permite a associação em 

série de duas poderosas técnicas analíticas, sendo a sua elevada popularidade justificada 

pelas importantes vantagens que apresenta, nomeadamente as seguintes: obtenção 

simples, por cromatografia de fase gasosa, de amostras puras próprias para análise por 

espectrometria de massa e possibilidade de aplicação a amostras em quantidades muito 

baixas. Esta técnica permite ainda a separação e subsequente determinação dos 

componentes de misturas altamente complexas com um elevado grau de cerle/.a. É a 

técnica mais utilizada hoje em dia para a análise de poluentes orgânicos voláteis e 

análises ambientais |54|. O elevado número de aplicações é resultado da eficiente 

separação da cromatografia de fase gasosa associada à boa informação qualitativa e 

elevada sensibilidade providenciada pelo especlrómelro de massa. Um especlrómetro de 

massa consiste em quatro componentes básicos: um sistema de entrada da amostra, uma 

fonte de iões, um analisador de massas e um transduclor. 

O ponto de partida para uma análise por espectrometria de massa é a formação de iões 

gasosos de analito. São utilizadas várias técnicas para ionizar o analito em GC-MS. 

Entre elas encontram-se a ionização por impacto de electrões (El - electron ionisation) 

e a ionização química (Cl - chemical ionisation). Na El, as moléculas de analito gasosas 

são bombardeadas com electrões energéticos o que leva à formação de um radical 

molecular (M1) que pode subsequentemente gerar fragmentos ionizados. Esta técnica 

geralmente permite a determinação de massas moleculares relativas e da estrutura da 

molécula Um feito importante dos espectros obtidos por El é que estes são altamente 

reprodutíveis, o que significa que as bibliotecas de massas espectrais podem ser 

utilizadas para a identificação de substâncias desconhecidas. No entanto, em alguns 
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casos, a El não providencia a sensibilidade requerida na análise de quantidades muito 

pequenas de compostos em amostras ambientais. Isto deve-se principalmente à sua 

fragmentação extensiva uma vez que o sinal é função da eficiência de ionização. Para 

resolver este problema, devem aplicar-se técnicas de ionização mais suaves como a 

ionização química. Na Cl dão-se reacções ião-molécula entre reagente gás-ião e as 

moléculas da amostra. Como resultado são obtidos, iões moleculares, iões aduclo e iões 

fragmento. No entanto o grau de fragmentação é muito menor do que na El. 

Independentemente da técnica ou do método cromatográfico usado, existem três modos 

de aquisição; full scanning, selected-ion moniíoring (SIM) e selected-reaction 

monitoring (SRM). No presente trabalho utilizou-se o modo SIM onde o detector de 

massa selectivo analisa repetidamente apenas os iões seleccionados em vez de lodo o 

espectro. Neste modo pode-se alterar a selecção de iões de forma a detectar o composto 

desejado. Se o objectivo do estudo for a detecção de compostos alvo, como era o caso. 

com características espectrais conhecidas com a máxima sensibilidade, é útil o modo 

SIM. Deste modo. se escolhermos detectar um dado composto monitorizando três 

fragmentos característicos, o analisador muda rapidamente de uma massa para outra. O 

ganho na sensibilidade é enorme. 

A cromatografia de fase gasosa apresenta algumas limitações tais como; exigência usual 

de amostras voláteis (ponto de ebulição inferior à temperatura de operação) e 

termicamente estáveis (ou, pelo menos, de derivados convenientes com estas 

propriedades); dificuldade de aplicação em escala preparativa Em especial a primeira 

destas limitações não é sentida pela cromatografia líquida, a qual é de aplicação possível 

a espécies de elevado peso molecular e termicamente sensíveis. O enorme sucesso da 
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cromalografla de fase gasosa reside na versalibilidade de análise de misturas complexas, 

rapidamente e com resolução e sensibilidade elevadas, sendo adaptável a aplicações 

automáticas de rotina |55|. A cromatografia de fase gasosa pode ser em alguma 

situações mais rápida (nole-se que os coeficientes de difusividade em líquidos são, em 

geral, cerca de IO5 ve/.es inferiores aos obtidos em gases |55|) e apresenta maior 

selectividade do que a líquida. De um modo geral a detecção por espectrometria de 

massa em cromatografia de fase gasosa é mais simples e mais sensível do que em 

cromatografia líquida, dada a maior facilidade de ionização de moléculas na fase gasosa 

do que na líquida e a maior sensibilidade da medida de propriedades de iões do que de 

moléculas neutras. Neste tipo de cromatografia os custos de utilização são menores uma 

vez que não é necessário recorrer ao uso de solventes, e não há produção de resíduos. A 

cromatografia de fase gasosa pode também ser estendida, em alguns casos, à análise de 

amostras pouco voláteis, após conversão destas numa forma volátil, por tratamento 

químico (formação de derivados voláteis). 

1.4.2. Quantificação 

A quantificação pode ser efectuada através do método da calibração absoluta. Esta 

técnica quantitativa pode ser considerada simplesmente do modo seguinte. Prepara-se 

um conjunto de soluções com quantidades ou concentrações (Cj) conhecidas do 

composto em estudo, injecta-se um volume conhecido (vj) de cada solução e mede-se a 

área Aj, do pico correspondente, traçando-se então a curva de calibração. Em seguida 

injecla-se um volume conhecido de solução em estudo, de concentração desconhecida e 

mede-se a área A;, do pico do composto a dosear, a qual corresponde a uma quantidade 

(ou concentração) deste, dada pelo gráfico. Neste processo cada componente a dosear 

deve ler a sua curva de calibração própria. O método de calibração absoluta é de 
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aplicação bastante geral, sendo utilizável em condições de não aplicabilidade de outros 

métodos, devido, por exemplo, à impossibilidade de adição à amostra de um padrão 

estranho ou à presença, na amostra, de compostos não identificáveis ou não detectáveis 

porque não são voláteis. Apresenta, as desvantagens da exigência do conhecimento das 

quantidades injectadas e da conservação das condições experimentais de ensaio para 

ensaio |55|. 

No método do padrão interno (uma outra técnica de quantificação) é adicionada à 

amostra uma porção de substância padrão, ambas em quantidades conhecidas, sendo a 

mistura resultante cromalografada. Allemalivãmente pode recorrer-se à preparação de 

um conjunto de soluções com quantidade variável do componente i a dosear e com 

quantidades conhecidas de uma substância padrão p. Estas soluções são então 

cromalografadas e, em seguida, traça-se a curva de calibração que represente a 

quantidade de componente i a dosear, N;, em função de Np.Aj/Ap; ou, mais geralmente, 

a concentração molar Q, em função de Ai.Np/(Ap.Vi), ou a fracção mássica, Fi, em 

função de Ai.Np/(Ap.mi). Elas são válidas apenas para o par de compostos i e p: a sua 

extensão a outros pares exigiria a correcção conveniente das áreas dos picos. Se a 

concentração do padrão, Np/vj, na amostra, for mantida constante em todas as soluções 

de calibração, a razão das áreas Aj/Ap não necessita da correcção pelo factor Np/v;, 

bastando o traçado gráfico da curva de calibração que represente, por exemplo, a 

concentração de componente i em função da razão Aj/Ap; porém, a aplicação desta linha 

de calibração exige que a mesma concentração de padrão seja mantida na amostra a 

analisar |55 |. 
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O padrão escolhido não deve estar presente originariamente na mistura em estudo, deve 

gerar um pico simétrico bem resolvido dos restantes, ter um tempo de retenção próximo 

do apresentado do composto a dosear, ter uma volatilidade próxima da deste, e a sua 

quantidade ser comparável à do componente a dosear. O método do padrão interno é 

trabalhoso: requer, em geral, uma curva de calibração para cada componente a dosear e 

exige a adição de uma quantidade conhecida de padrão a cada toma a analisar. 

Apresenta, porém, algumas vantagens importantes: o componente a dosear e o padrão 

são cromalografados em condições idênticas (nos mesmos ensaios), não sendo o método 

sensível a alterações de quantidade da amostra (as quais, usualmente, ocorrem de ensaio 

para ensaio) nem a pequenas alterações das condições de operação; é ainda dispensável 

o conhecimento da quantidade absoluta da amostra injectada 

1.5. Incertezas 

O termo incerteza (associada a uma medição) pode ser definido da seguinte íorma: "E 

um parâmetro associado ao resultado de uma medição, que caracteriza a dispersão dos 

valores que podem ser atribuídos de forma aceitável ao valor medido [56, 571". Este 

parâmetro pode ser, por exemplo, um desvio padrão (ou um múltiplo) ou a largura de 

um intervalo de confiança. É importante distinguir entre erros e incertezas. Erro define- 

se como a diferença entre um resultado individual e o valor verdadeiro da medição. 

Assim erro é um único valor. Incerteza, por outro lado, toma a forma de uma gama de 

valores. Na prática, a incerteza do resultado pode resultar de muitas fontes possíveis, 

incluindo exemplos lais como definição insuficiente, amostragem, efeitos da matriz e 

interferências, condições experimentais, incertezas de equipamento de avaliação de 

massas e de volume, valores de referência, aproximações e convenções incorporadas no 

método de medição e no procedimento e no erro aleatório. 
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A estimativa da incerteza é, em princípio, simples. Os parágrafos a seguir resumem as 

tarefas que têm que ser executadas de modo a obter uma estimativa da incerteza 

associada ao resultado de uma medição |56, 57]; 

• Especificação do valor medido - escrever de forma clara o que se pretende 

medir, incluindo a relação entre o mensurado e as quantidades fornecidas (por 

exemplo quantidades medidas, constantes, valores de referência da calibração, 

etc) e das quais depende. Quando possível, tal inclui correcções para efeitos 

sistemáticos conhecidos. 

• Identificação das fontes de incerteza - listar as fontes possíveis de incerteza. Isto 

inclui fontes que contribuem para a incerteza dos parâmetros da relação 

especificada no ponto anterior, mas pode incluir outras fontes e deve incluir 

outras fontes resultantes de pressupostos de natureza química. 

• Quantificação dos componentes da incerteza - medir ou estimar o tamanho da 

componente de incerteza associada com cada fonte potencial de incerteza 

identificada. É, muitas vezes, possível estimar ou determinar uma só 

contribuição para a incerteza, associada a um certo número de fontes separadas. 

Também é importante tomar em consideração se a informação existente leva 

suficientemente em conta todas as fontes de incerteza e planear cuidadosamente 

experiências e estudos adicionais de modo a garantir que todas as fontes de 

incerteza são devidamente contabilizadas. 

• Cálculo da incerteza combinada - a informação obtida no ponto anterior 

consistirá num certo número de contribuições quantificadas, para a incerteza 

total, quer elas sejam associadas a fontes individuais ou a efeitos combinados de 

várias fontes. As contribuições têm de ser expressas como desvios padrão e 
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combinadas em conformidade com as devidas regras, para dar uma incerteza 

expandida, deve aplicar-se o factor de expansão adequado. 

Antes da combinação, todas as contribuições das incertezas devem ser expressas como 

incertezas padrão, ou seja, desvios padrão. Isto é, podem envolver conversão de uma 

outra forma de medida da dispersão. As regras a seguir dão orientações para converter 

uma componente da incerteza em desvio padrão: 

• Quando a incerteza tiver sido avaliada experimentalmente a partir da dispersão 

de medições repetidas, pode ser expressa como desvio padrão. Relativamente a 

contribuições para a incerteza em medições singulares, a incerteza padrão é 

simplesmente o desvio padrão observado; para médias de resultados usa-se a 

incerteza padrão média 

• Quando uma estimativa da incerteza deriva de resultados e informação anterior, 

ela pode ser logo expressa como desvio padrão. Contudo quando se apresenta 

um intervalo de confiança com um nível de confiança (na forma de ±a a p%) 

então, para calcular o desvio padrão, divide-se o valor a pela percentagem de 

pontos da distribuição Normal, a esse nível de confiança. 

• Se os limites de ±a são dados sem nível de confiança e há razão para esperar os 

valores extremos, é normalmente apropriado assumir uma distribuição 

rectangular, com um desvio padrão (^e^r- 

• Se os limites de ±a são dados sem o nível de confiança, mas não há razão para 

esperar os valores extremos, é normalmente apropriado assumir uma 

r| 
distribuição triangular, com um desvio padrão de —j=. 
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Depois de se ler estimado incertezas individuais ou grupos de incertezas e de as 

representar como incertezas padrão, o passo seguinte é calcular a incerteza padrão 

combinada usando um dos procedimentos descritos. 

A relação geral entre a incerteza padrão combinada uc(y) de um valor y e a incerteza dos 

parâmetros independentes xi, X2,xn dos quais depende, é; 

Uc(y(*,,x2,...)) = .j£Cf-"(jíí)2 =JZu(y,x,)2 (1.5-1) 

onde y(xi,X2, ...) é uma função de vários parâmetros xj, X2, Ci é um coeficiente de 

sensibilidade calculado como ci = —, a derivada parcial de y em relação a x; e u(y.Xi) 
ar, 

indica a incerteza de y resultante da incerteza de Xj. A contribuição de cada variável 

u(y,Xi) é o quadrado da incerteza associada, expressa como um desvio padrão 

multiplicado pelo quadrado do coeficiente de sensibilidade relevante. 

Quando as variáveis não são independentes, a relação é mais complexa: 

u(y(xy))= Í£cMx1)
2 + £Ci-(Vu(x.,xl) (15.2) 

r' i:l 

onde u(xi,Xk) é a covariância entre Xj e Xk e Ci Ck são os coeficientes de sensibilidade. 

Nalguns casos, as expressões para combinar incertezas reduzem-se a formas muito mais 

simples, aplicáveis às situações em que as variáveis são independentes. Apresenlam-se 

duas regras muito simples para combinar incertezas padrão. Para modelos envolvendo 

só uma soma ou uma diferença, y=(p+q+r+...), a incerteza padrão combinada uc(y) é 

dada por: 
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uc(y(p,q,...))=Vu(p)2 + u(q)2 (1.5-3) 

Para modelos envolvendo só um produto ou um quociente, y(p q r-...) ou y-p/(q-r-...), a 

incerteza padrão combinada Uc(y) é dada por: 

uc(y) = y- 

+
 

rs 

^(q)l 

q J 
+ ... (1.5-4) 

onde^tí, são as incertezas dos parâmetros, expressas como desvios padrão 
p q 

relativos. 

Com o objectivo de combinar as componentes da incerteza, é mais conveniente quebrar 

o modelo matemático original em expressões que consistam somente em operações 

abrangidas por um dos procedimentos anteriores. Por exemplo, a expressão: 

^4 (15-5) (q + 0 

deve ser dividida em dois elementos (o+p) e (q+r). Aplicando-se posteriormente as 

regras expressas em (1.5-3) e (1.5-4). 

O último passo é multiplicar a incerteza padrão combinada pelo factor de expansão 

seleccionado de modo a obter a incerteza expandida ou alargada U(x). A incerteza 

expandida é necessária para fornecer um intervalo no qual se possa esperar que há uma 

grande fracção da distribuição dos valores que podem ser atribuídos com razoabilidade 

ao valor medido. Ao escolher um valor para o factor de expansão, k, devem ser tomados 

em consideração vários aspectos, incluindo: o nível de confiança exigido; algum 

conhecimento das distribuições e algum conhecimento do número de valores usados na 

estimativa dos valores aleatórios. Na maior parle dos casos recomenda-se que k seja 
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igual a 2. Quando a incerteza padrão combinada é dominada por uma única contribuição 

com menos de 6 graus de liberdade, recomenda-se que k seja igual ao valor de l de 

Studenl para o número de graus de liberdade associados a essa contribuição e para o 

nível de confiança requerido (normalmente 95 %). As incertezas relativas oblêm-se a 

partir das expressões seguintes: 

ure,W= 
U(x) 

u„i(x) = 
u(x) 

(1.5-6) 

(1.5-7) 

Em análises quantitativas, a calibração indica um processo pelo qual a resposta dum 

sistema de medida se relaciona com uma concentração ou uma quantidade de substância 

conhecida Em métodos instrumentais de análise, a calibração analítica do equipamento 

processa-se geralmente do seguinte modo (581; o analista prepara uma série de soluções 

padrão em que a concentração do parâmetro a dosear é conhecida; estas soluções padrão 

de calibração são medidas num equipamento analítico, nas mesmas condições das 

amostras a analisar; eslabelece-se um gráfico de calibração (sinal do equipamento em 

função da concentração) e determina-se a concentração do parâmetro nas amostras, por 

interpolação. 

A forma algébrica da equação de uma recta é dada por: 

y = mx + b (1-5-8) 

Para um conjunto de N (número de pontos) valores (x,, y;), sendo m e b, 

respectivamente, o declive e a ordenada na origem da melhor recta que se adapta a esses 

pontos, o valor do declive, m, é obtido através da seguinte expressão [59]; 

Dezembro 2005 Página 41 de 127 



Determinação elo PeslieiJa Glifosalo em Sistemas de áuuas Naturais 

m = i=l 

N N 

2>,.Zy 
i=I i=l 

N f N ^ 2 

N-Éxr- 
i=i 

Ix. 
V 1=1 

a ordenada na origem, b, é obtida através da seguinte expressão: 

N N N N 

2>.2-í>.-Zx.-Í>. 
b = i=l i=l i—1 i=l 

N Z' N ^2 

N-ÈxMÊx. 
i=l 

(1.5-9) 

(1.5-10) 

ví=I y 

o coeficiente de correlação r desta distribuição relativamente à regressão linear vem 

dado por; 

r = 1=1 

jz(x.-x)2-(y.-y)2 

(1.5-11) 

onde x corresponde ao valor médio de todos os Xj e y ao valor médio de lodos os y,. 

Os coeíicienles m e b dão uma estimativa da verdadeira função que é limitada pela 

dispersão inevitável do método. A precisão da estimativa é quantificada pelo desvio 

padrão residual Sy | da recta de regressão 1581: 

s%i 

IN 

Ely. -(b+m-x.)]: 

i=l 
N - 2 

(1.5-12) 

Este desvio padrão exprime a dispersão dos valores do sinal instrumental em tomo da 

curva de calibração. Os desvios padrão do declive m e da ordenada na origem b. são 

dados por |58|: 
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. /x (15-13) 

.Em 
í=I 

s.=V 

N 

i=l 

n-ÉM 
i=0 

(1.5-14) 

e podem ser usados para calcular os limites de confiança de m e b: 

m ± t Sm e b ± t-Sb (1.5-15) 

sendo l o valor da variável de Student para o nível de confiança desejado e (N - 2) graus 

de liberdade. 

A concentração de analito na amostra (xo) pode ser obtida a partir das equações 

seguintes |58|; 

a) Valor obtido a partir de um sinal instrumental yo: 

yo~ (1.5-16) 
m 

b) Valor médio obtido a partir de uma série de replicados6, independentes, y0 sobre 

uma mesma amostra; 

yo-b 

x = (1.5-17) 
m 

A incerteza do valor interpolado de uma concentração Xo qualquer, é a combinação da 

incerteza da determinação do valor medido e a incerteza da estimativa dos coeficientes 

de regressão. Da propagação dos erros, segue-se que para cada valor de concentração xo. 

existe um intervalo de confiança do verdadeiro valor de yo, cujos limites descrevem 

0 Replicados - Número de ensaios independentes efectuados para a amostra. 
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duas hipérboles que envolvem a recta de calibração. Assim, o desvio padrão estimado 

para uma concentração qualquer xo é dado por |58|: 

sendo n os replicados efectuados para a amostra. Os limites de confiança de xo podem 

ser calculados pela equação: 

Em que l representa a variável de Student para (N - 2) graus de liberdade, a 

determinado nível de confiança. 

Na bibliografia consultada (56-58, 60, 611 existem várias definições recomendadas para 

limite de detecção e para limite de quantificação. Apresenta em seguida uma dessas 

definições; 

Limite de Detecção - Teor mínimo medido, a partir do qual é possível detectar a 

presença do analilo com uma certeza estatística razoável. Este limiar analítico 

corresponde à mais pequena quantidade de substância a analisar que pode ser detectada 

numa amostra, mas não necessariamente quantificada como valor exacto |58|. 

Limite de Quantificação - Corresponde à menor pequena concentração medida a partir 

da qual é possível a quantificação do analilo, com uma determinada exactidão7 e 

o 
precisão (58], 

S (1.5-18) 

(1.5-19) 

1.6. Limites de detecção e de quantificação 

Resultado ou média do conjunto de resultados o mais próximo possível do valor verdadeiro ou do valor 
aceite. 
x Conjunto de resultados replicados o mais próximo possível uns dos outros. 
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Existindo iileralura [61-661 que aborda o lema de forma relativamente aprofundada - 

explicitando as diferentes metodologias existentes para a determinação dos limites de 

detecção e quantificação o mesmo não será alvo de idêntica abordagem na presente 

dissertação (por não ser esse o objectivo fundamental da tese), sendo apenas 

seleccionada uma das metodologias descritas na literatura e efectuados os cálculos para 

essa metodologia no capítulo 3.3.2 pág. 90. 
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2. Materiais e Métodos 

A conjugação de questões operacionais do Laboratório de Cromatografia da 

Universidade do Algarve com a revisão da literatura efectuada e explicitada no capítulo 

1.3 pág. 9, levou a que se tivesse seleccionado como método geral de análise a 

cromatografia gasosa, acoplada à espectroscopia de massa. 

Dada a não volatilidade do glifosalo e do seu metabolito, foi necessário seleccionar um 

processo de derivalixação eficiente, capa/ de transformar os mesmos em derivados 

voláteis, possibilitando assim a sua análise por cromatografia de fase gasosa. 

Ainda que fosse preferível a utilização de um padrão interno (ver capítulo 1.4 pág. 18), 

uma vez que se trabalhou com volumes injectados muito pequenos (da ordem do 2 pL), 

a maioria da bibliografia disponível (por exemplo [38, 40, 43]) não o utiliza e, aquela 

que o utiliza |411, recorre a um processo de derivalização que usa diazomelano, o qual é 

um produto altamente tóxico, cancerígeno e explosivo. Nestas circunstâncias, optou-se 

pela não utilização de padrão interno, ou seja, recorreu-se ao método da calibração 

absoluta (ver subcapílulo 1.4.2 pág. 34). 

Em suma, a metodologia seleccionada, corresponde a: 

a) Preparação de padrões de glifosalo e de ácido aminometilfosfónico de diferentes 

concentrações conhecidas; 

b) Derivalização dos padrões de trabalho diário, dentro de vials, por forma a obter 

derivados voláteis de glifosalo e de ácido aminometilfosfónico, para possibilitar 

a análise mediante cromatografia gasosa; 
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c) Injecção de volumes iguais de diferentes concentrações molares dos derivados no 

cromatógrafo para obtenção das rectas de calibração: 

d) Extracção e análise de amostras. 

2.1. Problemas detectados e procedimentos adoptados 

Aquando da utilização da metodologia seleccionada, baseada na bibliografia disponível, 

ocorreram alguns problemas que se afigura adequado explicitar, para obviar a sua 

repetição por alguém que se interesse pelo lema, assim como pormenorizar a 

metodologia final encontrada. 

a) Em primeiro lugar é necessário vedar adequadamente os vials, para que não 

ocorra perda de volume. De principio julgou-se que o vedar dos vials significaria 

o rebentar dos mesmos, quando expostos a uma temperatura elevada para 

derivati/.ação, contudo tal situação apenas ocorreu duas ve/.es em centenas de 

derivali/.ações. A perda de volume associada à inadequada vedação dos vials 

(não apertar da rosca) fa/.ia com que não aparecessem picos no cromalograma 

relativos ao glifosato e ao seu metabolito. 

b) Para além do problema do não apertar da rosca, deteclou-se que havia também 

perda de volume quando ocorria degradação dos septos de vedação dos vials 

(sobretudo as zonas de silicone e/ou de red-rubhcr), devido aos vapores 

libertados durante a derivatização, assim como contaminação da amostra que se 

traduzia num elevado número de picos (ruído) no cromalograma (ver Figura 12) 

ou num pico de abundância elevada (ver Figura 13). Esta abundância perlo do 

tempo de retenção do analilo vai ocultar o pico de interesse. 
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Figura 12 - Exemplo de cromatograma obtido por GC-IMS em modo SIM, 
do GLI, ilustrando o ruído 
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Figura 13 - Exemplo de cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM, 
AAMF, ilustrando a elevada abundância de um dos picos 
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Optou-se, assim, pela utilização de 

septos de teflon que se mostraram mais 

imunes aos vapores libertados durante 

a derivatização e vials de maior 

dimensão. Tal sistema foi conjugado 

com lampas sem orifícios e mostrou-se 

mais eficaz (ver Figura 14). 

c) Apesar de se diminuir o "ruído" no cromalograma, através do sistema referido 

anteriormente, conslalou-se que, após utilizações sucessivas dos mesmos vials, 

se obtinham picos de melabolilo no cromatograma quando a amostra apenas 

continha, glifosato. Considerou-se que tal situação poderia ocorrer devido a 

lavagem imperfeita dos vials e/ou limpeza imperfeita da coluna (o procedimento 

de limpeza consistia na injecção de acetato de etilo na coluna, sempre que se 

passava dum padrão mais concentrado para um padrão menos concentrado, ou 

quando se injectava outra série de padrões). Nestas circunstâncias optou-se por 

utilizar sempre vials novos em cada derivatização e substituir a coluna já 

utilizada em diversas experiências por uma coluna nova (manleve-se o 

procedimento de limpeza descrito anteriormente, acrescido de uma limpeza a 

fundo, quando a coluna era utilizada por outros técnicos, que consistiu em 

injecções consecutivas de metanol, acetonitrilo, acetato de etilo e hexano). 

Também foi colocada a hipótese de a contaminação ler origem na coluna que 

com o tempo se estivesse a degradar, acontece que o problema não surgia quando 

se injectava apenas solvente. 

& 

Figura 14 - Vials, tampas e 
septos respectivos 
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Suspeitou-se que o aparecimento do 

metaboiilo se pudesse dever à 

degradação do glifosalo sob o efeito 

da luz, pelo que se experimentou a 

utilização de vials de cor âmbar (ver 

Figura 15) e o revestimento de lodo o 

material onde estavam os padrões com papel de alumínio para protecção da luz, 

contudo concluiu-se que tal sistema não produzia qualquer beneficio. Nestas 

circunstâncias sempre que se derivalizava uma série de padrões derivatizava-se 

também um branco onde o pico com tempo de retenção igual ao do glifosalo e/ou 

de metabolito era subtraído ao respectivo pico da amostra. Face ao atrás exposto 

venfica-se que o ruído no cromatograma é independente dos vials utilizados 

(novos ou lavados), do tipo de coluna utilizada na separação ou degradação do 

glifosalo na presença da luz e pode admitir-se que as contaminações ocorridas 

devem-se ao processo de derivatização e/ou a outro factor que não foi possível 

determinar em tempo útil. 

d) Apesar do trabalho de Alfemess, Philip L. e Iwala, Yulaka |4()| referir que os 

padrões eram estáveis durante cerca de 6 meses, verificou-se que para 

derivalizações realizadas passado uma semana do padrão ler sido feito, o sinal no 

cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM diminuía substancialmenle(na 

Figura 16 e na Figura 17 exemplifica-se para o modo GLI a referida diminuição). 

De referir que essa diminuição era contínua, ou seja, quanto mais passavam as 

semanas maior era a diminuição. Na observação das figuras referidas 

anteriormente verifica-se que a abundância diminui de cerca de 3 vezes quando 

Figura 15 - Via! de cor ambar 
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se derivaliza um padrão com uma semana (diminui de uma abundância de cerca 

de 1300 para uma abundância de cerca de 400). 
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Figura 16 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM, exemplificativo de 
derivatízação efectuada no mesmo dia do padrão, do GLI que aparece com o tempo 

de retenção de 5,234 min. 

1200- 

1000 

cd 
s 800 G 

•a 
5 600 
< 

400 

200- AJ 

5 .00 
■ I ' 
6 .00 7.00 .8.00 

1 empo (min) 
9.00 

""1 i r- 

10 .00 11.00 

Figura 17 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM, exemplificativo de 
deriva tízação efectuada uma semana depois do padrão, do GLI que aparece com o 

tempo de retenção de 5,234 min. 
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Especulou-se que lai situação se devia a adsorção dos anaJilos ao vidro. Uma vez 

que era necessário efectuar rigorosamente os padrões, através de balões 

volumétricos de vidro, oplou-se de início por tentar verificar se existia um ponto 

de saturação do vidro 

relativamente à adsorção de 

analilos que permitisse a sua 

utilização com confiança no valor 

que se obterá. Fizeram-se várias 

experiências que permitiram 

concluir que o processo de 

saturação do vidro era muito moroso. Assim oplou-se, em seguida, por efectuar 

os padrões no balão volumétrico de vidro e passar o mais rapidamente possível 

para garrafas de plástico. Para além disso, efecluaram-se experiências com 

diferentes recipientes utilizados na preparação do padrão diário lendo-se optado 

pela utilização do recipiente de plástico tipo Eppendorf. Na Figura 18 ilustram- 

se os três tipos de recipientes utilizados na preparação dos padrões de trabalho 

diários. Tal sistema permitiu melhorias substanciais. Posteriormente encontrou- 

se o trabalho de Alfemess, Philip L. e Wiebe, Lawrence A [431, o qual estipula a 

preparação de padrões através de pesagens sem recorrer a balões volumétricos de 

vidro. Este sistema passou a ser utilizado e produziu melhorias ligeiras 

relativamente ao sistema anterior, 

e) Apesar dos autores mencionados anteriormente |4(), 43], referirem que o método 

é reprodutível9, verificou-se existir uma grande variação de valores para o 

u A reprodutibilidade reíére-se à precisão de um método efectuado em condições de ensaio diferentes, 
utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra, fazendo-se variar as condições de 
medição, lais como: diferentes laboratórios, diferentes operadores; diferentes equipamentos; e/ou épocas 
diferentes |511. 

Figura 18 - Recipientes utilizados na 
preparação dos padrões diários 
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mesmo padrão, conforme se 

explicita no capítulo 3, pág. 65. 

Verificou-se, inclusive, que a 

variação/dispersão era maior para o 

ácido aminometilfosfónico do que 

para o glifosalo. Conslalou-se ainda 

que em cada derivalização o glifosalo apresentava uma linearidade razoável entre 

as concentrações e as áreas dos picos no cromalograma enquanto o melabolilo 

não apresentava, aparentemente, qualquer relação constante. Nestas 

circunstâncias, oplou-se por abandonar a determinação do melabolilo e cingir o 

trabalho à determinação do glifosalo em sistemas de águas naturais, uma vez que 

se conseguia obter num conjunto de padrões uma relação linear. 

0 Inicialmente o bloco utilizado para a derivalização não era maciço (ver ilustração 

na Figura 19) e a mesma era efectuada numa estufa onde era difícil saber a 

temperatura do sistema Assim oplou-se por utilizar um bloco de alumínio 

maciço e proceder ao aquecimento da mistura a derivalizar num banho de água e 

controlar a temperatura num dos buracos do bloco. 

- JH 

• '*3wBI 

Figura 19 - Bloco de alumínio 

Em suma, iniciou-se o trabalho recorrendo a uma Ia metodologia, baseada, no essencial, 

no artigo |4()| e lerminou-se o trabalho recorrendo a uma 2a metodologia, baseada na 

conjugação dos procedimentos adoptados, face aos problemas detectados, com os artigos 

|4(), 43|. 
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2.2. Instrumentação 

O sistema analítico utilizado consistiu 

num cromalógraíb gasoso Hewlett- 

Packard (HP) 5890 Série II, equipado 

com um detector de espectrometria de 

massa (MSD) HP 5971, HP UNIX Chem 

Stalion para aquisição de dados, 

conforme se ilustra, respectivamente, na 

Figura 20 e na Figura 21. O 

cromatógrafo foi instalado com sistema 

de entrada split-splitless operando no 

modo splitless. 

Colunas analíticas e programa de 

temperatura: 

a) 0,25 mm td x 30 m, de sílica fundida com 0,50 pm de espessura de filme cross- 

linked, 5 % fenil/95 % dimelil polysiloxane |Reslek XTI-5]. Programa de 

temperatura; temperatura inicial 90 0C (manleve-se 1,5 min), aumentar até 300 

0C à razão de 30 0C/min até 300 0C (manteve-se 4 min). Um programa alternativo 

para aumentar a resolução consistiu em; temperatura inicial 60 0C (manleve-se 

1,5 min), aumentar até 120 0C à razão de 10 0C/min (manleve-se 1 min), 

aumentar até 300 0C à razão de 30 0C/min (manteve-se 4 min). 

b) 0,18 mm id x 40 m, 0,20 pm de espessura de filme cross-linked, 100 % 

dimelilsiloxano |Reslek RTX-1|. Programa de temperatura; temperatura inicial 

..Vr.-VT 

5890 

Figura 20 - Cromatógrafo Gasoso 

r: 1' ií, 

Figura 21 - Detector de 
espectroscopia de massa 
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90 0C (manleve-se 1,5 min) aumentar à razão de 30 "C/min até 300 0C (manleve- 

se 4 min). 

c) 0,18 mm id x 20 m, 0,20 jim de espessura de filme, 80 % dimelil - 20 % difenil 

polisiloxano [Reslek RTX-20]. Programa de temperatura: temperatura inicial 90 

0C (manleve-se 1,5 min), aumentar à razão de 25 0C/min até 300 "C (manleve-se 

2 min). 

Nota; a utilização de três colunas prende-se com o facto de a primeira se ter danificado 

acidentalmente e as outras duas por questões operacionais do laboratório. Ou seja 

utilizou-se em alturas diferentes as colunas descritas em b) e c) porque também tinham 

características que permitiam a separação do herbicida em estudo. 

2.3. Reagentes, e preparação de soluções 

Glifosato de 99,9 % de pureza, ácido aminomelil fosfónico de 99 % de pureza, 

trifluoroacélico anidro de 99 % de pureza, 2,2,3,3,4,4,4-heplafluoro-l-bulanol de 

98 % de pureza, 3,7 - dimelil - 2,6 - ocladienal (cilral) de 95 % de pureza, foram 

adquiridos à Sigma-Aldrich. Todos os solventes (acetato de etilo e metanol da Merck 

Lichrosolv) foram de alta pureza para análise de resíduos de pesticidas. Água millipore. 

Uma solução contendo 160 mL de água (A), 40 mL de metanol (M) e 2,7 mL de HC1, 

p.a., (AC) concentrado (AMAC). Pipeta da Gilson Pipelman (P1000) de volume variável 

(0,2 a 1000 pL) com pontas de plástico descartáveis, usada para o manuseamento dos 

padrões aquosos antes da derivalização, das amostras, dos analilos derivatizados e dos 

padrões de trabalho. Tubos descartáveis tipo Eppendorf áz capacidade I mL para 

preparação dos padrões de trabalho diários. 
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O cilral deve ser manlido no frigorífico pois degrada-se com alguma facilidade (tempo 

de vida de 6 meses) adquirindo coloração amarelada. Preparou-se uma solução 0.2 % de 

citral em acetato de elilo (adicionou-se 50 pL cilral a 25 mL de acetato de elilo). O 

preparo foi efectuado mensalmente. 

Vials de vidro incolor de 4 mL com rosca no 

topo da Supelco, ilustrado na Figura 22. 

Tampas fechadas, para os vials, de plástico 

fenólico com septo de teflon da Supelco. (As 

lampas feitas de material não fenólico, como 

por exemplo polipropileno, são mais suaves 

e podem implicar perdas durante e derivatização). 

Figura 22 - Vial de 4 mL com tampa 

2.4. Preparação das soluções padrão 

Solução mãe de glifosato - Pesou-se em balança analítica Precisa 125 A SCS 50 mg 

(±0,1 mg) de glifosato e colocou-se num frasco de polietileno de capacidade 150 mL. 

Adicionou-se ao frasco uma quantidade conhecida de água de forma a obter uma 

solução em que o glifosato esteja na concentração de 1000 pg/mL. Calculou-se a massa 

de água, ma, necessária (em g) utilizando a seguinte fórmula: 

m x Px d 
m  ?   (2.3-1) 

Cp 

Cp = concentração do analito na solução final (1 mg/mL); mp= massa do padrão (mg); 

Pp = pureza do padrão (100 % = 1,00) e da = densidade da água (assumiu-se 1,00 g/mL). 
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Solução mãe de ácido aminometílfosfóníco - 1 ()()() ^g/mL. Preparou-se como descrito 

no ponto anterior, mas usou-se AAMF como padrão. 

Soluções padrão intermédias - 100, 10,0, 1,00, 0,10 pg de cada analilo/mL. Preparou- 

se uma única solução padrão intermédia contendo ambos os analitos. cada um deles na 

concentração de 100 pg/mL. Recorrendo a pontas de pipetas de polipropileno 

descartáveis, transferiu-se 5 g de cada padrão da solução mãe para um frasco de 

polipropileno (PP). Diluiu-se com água até obter a massa de 50,0 g. De um modo 

similar, diluições em série permitiram a obtenção dos padrões de 10,0, 1,00 e 0,10 

pg/mL. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HC1 a todas as soluções mãe e intermédias como 

conservante. Guardou-se no frigorífico. 

Soluções padrão de trabalho diário - utilizando a solução padrão intermédia de 0,10 

pg/mL prepararam-se diariamente as soluções padrão de trabalho. Num Eppendorf e 

recorrendo a uma pipeta da Gilson com ponta de plástico descartável prepararam-se 4 

padrões de trabalho diários, relirou-se 20 pL, 50 pL, 70 pL e 100 pL até perfazer 1 mL 

de solução utilizando solução AMAC como solvente. Preparou-se também um branco 

onde se usou apenas I mL da solução AMAC. Estes padrões e o respectivo branco 

foram derivatizados. 

Apresenla-se, na Figura 23, o esquema de preparação das soluções padrão. 
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Nola: o glilbsato (e numa menor extensão o ácido aminometilfosfónico) adsorvem-se 

em superfícies de vidro. Este fenómeno é especialmente pronunciado em soluções 

padrão, mas menos pronunciado após derivatização. Material de vidro volumétrico não 

deve ser utilizado para a preparação dos padrões pois não se consegue lavar o material 

de maneira adequada. As soluções padrão foram preparadas por medida da massa 

utilizando uma balança analítica Utilizou-se pipeta da Gilson com pontas de plástico 

descartáveis para manuseamento dos padrões. 

2.5. Ensaios de recuperação e análise de amostras de água 

Evaporou-se, num evaporador rotativo 

da Heidolph, com manta de aquecimento 

JP Selecta SA, 50 mL de solução de 

concentração conhecida igual a 0,1 pg/L 

ou de amostras de águas naturais 

recolhidas, até à secura e dissolveu-se o 

resíduo em 1,25 mL de solução AMAC. 

Na Figura 24 iluslra-se a montagem 

experimental utilizada na evaporação da 

amostra de água a analisar e, na Figura 25 apresenla-se de forma esquemática os 

procedimentos necessários de preparação da amostra para derivatização. As amostras de 

água foram recolhidas para garrafas de plástico três de cada para controlo. 

2 
t 

L 
r— N 

1 - Bomba; 
2 Evaporador, 
3 Manta aquecimento 

Figura 24 - Montagem para 
evaporação da amostra 
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Agua recolhida 

J 

1,25mL AMAC 

5()ml, 

hvapora 
Secura 

5()uJ, 

Vial para 
derivatização 

Figura 25 - Esquema de preparação da amostra para derivatização 

2.6. Derivatização 

Preparação do reagente de derívatízaçâo frio - Preparou-se o reagente de 

derivatização num recipiente de vidro de tamanho adequado com tampa em PTFE 

(poliletraíluoroelileno) adicionando 1 volume de HBF a 2 volumes de TFAA. Não se 

encheu o recipiente mais de 75 % da sua capacidade. Fechou-se o recipiente e inverleu- 

se o mesmo 3 a 4 ve/.es. Abriu-se a lampa cuidadosamente para libertar pressão. 

Preparou-se diariamente a mistura do reagente de derivatização. Usou-se uma pipeta 

graduada de vidro para medir 1,6 mL e transferiu-se para um vial de 4 mL de capacidade 

com lampa de rosca. Tapou-se o vial. Colocaram-se os vials num bloco de alumínio 

maciço para arrefecimenlo/aquecimenlo com buracos de cerca de 16 mm de diâmetro. 
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ilustrado na Figura 26. Colocou-se o bloco na arca frigorírica a -80 0C. Arrefeceu-se o 

bloco a uma temperatura de -40 a -60 "C e 

antes de prosseguir confirmou-se a 

temperatura colocando um termómetro 

num dos buracos do bloco de alumínio. A 

necessidade de arrefecimento da mistura 

derivali/.ante prende-se com o facto de a 

mesma reagir violentamente na presença de 

soluções aquosas uma vez que um dos reagentes se encontra na forma anidra. 

Derivatização do analito -Com uma pipeta da Gilson, com pontas de plástico 

descartáveis, adicionou-se 50 pL da amostra ou dos padrões de trabalho diários ao 

reagente de derivatização pré arrefecido. O volume de amostra ou de padrão de trabalho 

manleve-se constante para todas as derivatizações dentro dum mesmo conjunto. 

Nota: lomou-se especial cuidado aquando do manuseamento durante a preparação da 

mistura derivalizanle e no manuseamento dos vials gelados, por isso usaram-se luvas. 

Taparam-se os vials, e vollou-se a colocá-los no bloco de alumínio. Reliraram-se todos 

os vials do bloco e deixou-se atingir a temperatura ambiente, verificando se as lampas 

estavam fechadas convenientemente. Colocou-se os vials 1 hora no bloco de alumínio 

num banho e manleve-se o bloco à temperatura de 85 a 90 0C. Após 5 min de 

aquecimento, verificou-se as lampas para assegurar que estavam correctamente 

fechadas. Agilou-se os vials de 15 em 15 min; verificou-se também que não linha 

ocorrido evaporação por análise do volume de reagente no vial. Após aquecimento. 

Prr ^ 

r fvo ^ 

Figura 26 - Bloco de alumínio 
maciço 
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relirou-se os vials do bloco de alumínio, e deixou-se atingir a temperatura ambiente. 

Evaporou-se o excesso de reagente de derivatização sob um fluxo suave de azoto (ver 

Figura 27 que ilustra pormenor das mullisaídas de azoto o que permitia uma evaporação 

simultânea de 4 vials e Figura 28 que ilustra montagem utilizada para o fluxo de azoto) 

colocando o bloco de alumínio com os vials a evaporar num banho à temperatura de 40 a 

50 "C. O tubo de evaporação colocou-se junto à entrada do vial (pescoço). Após secura 

aparente manleve-se o fluxo de azoto e a temperatura por mais 30 min. devido a 

possíveis resíduos do reagente de derivatização ou sub produtos que podiam afectar a 

análise cromatográfica. Após evaporação, fechou-se os vials, e deixou-se atingir a 

temperatura ambiente. Adicionou-se em seguida 225 p.L de acetato de elilo contendo 0,2 

% de cilral. Minimizou-se a exposição ao ar. Fechou-se o vial e agitou-se vigorosamente 

durante 20 s. Usou-se uma seringa da Hamilton de 10 pL para injectar 2 pL na câmara 

de injecção do cromalógralb de fase gasosa. 

Figura 27 - Sistema multi saídas Figura 28 - Fluxo de azoto 
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2.7. Análise GC 

A velocidade do gás de arraste (Hélio), medida à temperatura de 180 "C, consoante o 

tipo de coluna utilizado efectuava-se através do ajuste da pressão à cabeça da coluna. A 

temperatura da porta de injecção foi 250 "C. As injecções foram conduzidas no modo 

splitless com a purga a 1,25 min após injecção. O volume injectado foi de 2 pL com 

seringa Hamilton. O detector de espectrometria de massa foi calibrado manualmente 

usando períluorlribulilamina (PFTBA) como composto de calibração. As massas 

calibradas manualmente foram m/z 414. 502 e 614. A calibração foi efectuada numa 

gama de m/'z entre 300 e 650. Após a calibração sob estes parâmetros a sensibilidade do 

MS D foi melhorada aumentando a largura do pico (largura a meia altura) dos iões de 

calibração para aproximadamente 2,6 u m a. 

O MSD foi operado no modo SIM. Podem ser monitorizados até dois iões {m/z 584 e 

611) para a detecção do derivado do GLI e até três iões {m/z 372, 446 e 502) para a 

detecção do derivado do AAMF. Na monitorização de cada analilo o dwell time foi 

colocado a 135s [40], No entanto monitorizou-se o derivado AAMF a m/z 446 e o 

derivado do GLI a m/z 611, pois oblém-se uma melhor resposta; nesta monitorização o 

dwell time: foi colocado a lOOs |43|. A monitorização de dois iões para o derivado do 

GLI e de três iões para o derivado do AAMF pode ser utilizada para uma confirmação 

no caso de existirem dúvidas na substância em análise, este tipo de monitorização 

também pode ser útil para eliminar ou reduzir interferências indesejáveis. 
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Nota: a resolução pode ser oplimi/.ada por ajuste da temperatura inicial do fomo entre os 

60 0C e os 90 0C. Pode também ser útil ajustar outras variáveis programáveis como 

temperaturas intermédias e o tempo a que se mantém essa temperatura. 
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3. Resultados e discussão 

Conforme descrito anteriormente, o método utilizado consistiu na preparação de 

diferentes padrões de glifosato e de ácido aminomelilfosfónico, de concentrações 

conhecidas, na preparação de um branco para controlo, na derivatização desses padrões 

e do branco, para obtenção de derivados voláteis, na injecção de volumes constantes dos 

derivados, de concentração diferenciada, na câmara de injecção do cromalógrafo de fase 

gasosa, e na determinação da área dos picos correspondentes ao tempo de retenção do 

glifosalo e do ácido aminometilfosfónico, para obtenção de uma recta de calibração da 

área versus concentração. Após a obtenção da recta de calibração, o método consistiu na 

preparação de amostras de concentração conhecida | igual ao limite máximo permitido 

por lei para pesticidas em águas para consumo (0,1 p.g/L), sendo de 0,5 p.g/L o valor 

para pesticida total [1111, para testar a capacidade de recuperação do método, e de 

amostras desconhecidas, para determinação da concentração associada com base na recta 

de calibração obtida. 

Apresenlam-se, nos subcapítulos seguintes, os resultados da determinação das rectas de 

calibração, os resultados de ensaios de recuperação, as incertezas associadas à 

metodologia e os resultados de ensaios com amostras de concentração desconhecida. 

Salienla-se que é assumido que a derivatização tem rendimento 100 % e que a sua 

eslequiomelria é 1:1, conforme se ilustra na Figura 29 [671. 
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AAMF Derivado do AAMF 

Figura 29 — Reacções de derivatização do GLI e do AAMF 

3.1. Rectas de calibração 

No artigo de Philip L. Alfemess e de Yulaka Iwata [40], as estruturas esperadas para os 

derivados do GLI e do AAMF foram confirmadas através da obtenção dos espectros de 

massa dos compostos por El com o detector de massa no modo /w// scan. No mesmo 

artigo foi efectuada confirmação adicional da estrutura dos derivados do GLI e do 

AAMF através dos espectros de El (ver Figura 30) ulili/.ando um espectrómelro de 

massa da marca Finnigan. Nestas circunstancias limitou-se o estudo aos iões de maior 

abundância: m/z 584 e 611 para o derivado do GLI e m/z 372, 446 e 502 para o derivado 

do AAMF. Por condicionalismos do equipamento não se detectaram os iões superiores a 

m/z 700. 
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Figura 30 - Análise espectral de massa por El e estruturas para o derivado do GL1 
(A) e do AAMF (B) 

Apresenlam-se, nos gráficos seguintes. Figura 31 para o AAMF e Figura 32 para o GLI, 

as rectas de calibração obtidas para cada derivatização, após o corrigir dos problemas 

detectados (ver capítulo 2.1 pág. 47). Estes gráficos representam a concentração dos 

padrões em função da respectiva área, obtida no cromalógrafo, sendo explicitados em 

cada gráfico a equação da recta de calibração, o coeficiente de correlação e as barras de 

erro (desvio padrão dos residuais). Na Figura 33 e na Figura 34 expõe-se o conjunto de 

lodos os resultados obtidos, para o AAMF e para o GLI, respectivamente. No Apêndice 

A. descreve-se sob a forma de tabela, os valores das áreas obtidas em função da 
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concentração, respectivo tempo de retenção, coluna analítica ulili/ada e programa de 

temperatura das experiências realizadas para traçar as rectas de calibração para o AAMF 

e para o GLI. 

O Apêndice B, é composto pelos gráficos da Figura 31 e da Figura 32 em tamanho 

maior para uma melhor visualização dos pontos da recta de calibração. 
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Figura 31 - Gráficos das rectas de calibração obtidas para cada uma das 8 
experiências com o AAMF 
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Figura 32 - Gráficos das rectas de calibração obtidas para cada uma das 8 
experiências com o GLI 
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Figura 33 - Gráfico da recta de calibração para todas as 8 experiências com o 
AAMF 
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Figura 34 - Gráfico da recta de calibração para todas as 8 experiências com o GLI 
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Da análise dos gráficos anteriores. Figura 31 e Figura 33, constala-se que a relação entre 

a concentração mássica do produto da derivati/ação do ácido aminomelilfosíbmco e a 

área do respectivo pico do cromalograma obtido por GC-MS em modo SIM aparenta 

não ser linear, mas sim aleatória. Nestas circunstâncias, considera-se inviável aplicar 

esta metodologia para determinação do ácido aminomelilfoslónico com base em rectas 

de calibração. 

Para o glifosato. Figura 32 e Figura 34, conslala-se que a relação entre a concentração 

mássica do produto da derivati/ação e a área do respectivo pico do cromalograma obtido 

por GG-MS em modo SIM aparenta ter uma linearidade razoável em cada derivati/ação, 

mas com alguma dispersão para diferentes derivati/ações. Esta dispersão não se deve à 

mudança de coluna, pois verificou-se através das experiências realizadas que a dispersão 

existe mesmo quando se usa a mesma coluna. Nestas circunstâncias, oplou-se por 

efectuar a determinação exclusiva do glifosato, com base nesta metodologia, sendo 

necessário efectuar sempre uma nova recta de calibração em cada derivati/ação. 

Apresenlam-se em seguida, na Figura 35, Figura 36, Figura 37 e Figura 38, a título 

exemplificativo, os cromalogramas obtidos por GC-MS em modo SIM da EXP()2, cuja 

equação da recta de calibração é y = 2271 ± 166 • x - 20 ± 2 com o valor da variável de 

Studenl para o nível de confiança de 95% e 3 graus de liberdade, para o glifosato 

(iluslram-se no Apêndice A. em forma de tabela, os valores das áreas obtidas em função 

da concentração, respectivo tempo de retenção, coluna analítica utilizada e programa de 

temperatura das outras experiências). A coluna analítica e o programa de temperatura 

para a obtenção dos seguintes cromalogramas obtidos por GC-MS em modo SIM são as 

descritas no capítulo 2.2 Instrumentação alínea a) pág. 54. 
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Figura 35 — Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 0,44 ng/L correspondente à experiência 2 com tempo de retenção de 

6,459 min. 
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Figura 36 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 1,11 pg/L correspondente à experiência 2 com tempo de retenção de 

6,458 min. 
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Figura 37 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 

concentração 1,55 jig/L correspondente à experiência 2 com tempo de retenção de 
6,455 min. 
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Figura 38 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 2,22 ng/L correspondente à experiência 2 com tempo de retenção de 

6,454 min. 
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3.2. Ensaios de recuperação 

Para verificação da aplicabilidade do método seguido, efectuaram-se 4 experiências com 

uma amostra de concentração conhecida (0,1 p.g/L), lendo-se recuperado os valores que 

se apresentam na Tabela 8. O valor de 0,1 |ag/L é a concentração na amostra de água 

recolhida, após o tratamento da amostra a concentração do analito a injectar no GC-MS 

é igual a 0,89 pg/L. 

Tabela 8: Rectas de calibração associadas aos ensaios de recuperação, respectivos 
valores do factor e da %de recuperação e valor da média de recuperação e 

respectivo desvio padrão 

Recta 
Calibração 

Factor 
recuperação 

% 
Recuperação 

Média ± Desvio Padrão 

Ensaio I EXP06 0,6 60 

80 ± 14% 
Ensaio II 

EXP()7 
0,9 90 

Ensaio III 0,8 80 

Ensaio IV EXP()8 0,9 90 

De acordo com a Comunidade Europeia [68], são aceitáveis percentagens de 

recuperação entre 70 e 110%. Pode-se consultar no Apêndice C os valores das áreas e as 

rectas de calibração utilizadas nos quatro ensaios. 

Apresenlam-se, na Figura 39, Figura 41, Figura 42 e Figura 43, os cromatogramas 

obtidos por GC-MS em modo SIM correspondentes aos padrões e, na Figura 40, à 

amostra recuperada associada ao Ensaio 2 (a recta de calibração corresponde à EXP07 

do glifosalo, ver capítulo 3.1 pág. 66). Serve a sequência seguinte para ilustrar um 

ensaio de recuperação. A coluna analítica e o programa de temperatura utilizados para a 

obtenção dos cromatogramas obtidos por GC-MS em modo SIM e referidos 

anteriormente são as descritas no capítulo 2.2 Instrumentação alínea b) pág. 54. Os 

dados relativos às áreas e respectivo branco apresenlam-se no Apêndice A. 
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Figura 39 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 0,44 ng/L correspondente ao Ensaio 2 com tempo de retenção de 

7,914 min. 
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Figura 40 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para a amostra de 

concentração conhecida, 0,89 pg/L, correspondente ao Ensaio 2 com tempo de 
retenção de 7,903 min. 
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Figura 41 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 1,11 pg/L correspondente ao Ensaio 2 com tempo de retenção de 

7,905 min. 
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Figura 42 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 1,55 pg/L correspondente ao Ensaio 2 com tempo de retenção de 

7,903 min. 
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Figura 43 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o padrão de 
concentração 2,22 pg/L correspondente ao Ensaio 2 com tempo de retenção de 

7,912 min. 

Nota: O tempo de retenção para o GLI varia, nos diversos cromatogramas obtidos por 

GC-MS no modo SIM, porque não foi utilizada sempre a mesma coluna analítica 

3.3. Incertezas e limites de detecção e quantificação 

As incertezas associadas aos resultados obtidos, dependem de incertezas quantificáveis 

(por exemplo incertezas da balança e da pipeta utilizadas) e de incertezas não 

quantificáveis (por exemplo adsorção aos recipientes de vidro e o efectivo rendimento da 

derivalização) associadas aos procedimentos adoptados. Tais incertezas influenciam os 

limites de detecção e de quantificação do método. 

Pico para 
o GLI 
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Apresentam-se, nos subcapítulos seguintes, as expressões e valores assumidos pelas 

incertezas, e os limites de detecção e de quantificação associados. 

3.3.1. Cálculo das Incertezas 

Para o cálculo da incerteza associada à concentração de uma amostra, começa-se por 

definir as fontes de incertezas intervenientes. No presente capítulo as fontes de incerteza 

consideradas são as seguintes |69]. 

• Incerteza associada à interpolação da leitura da amostra na recta de calibração; 

• Incerteza associada à diluição da amostra; 

• Incerteza associada à preparação dos padrões de trabalho; 

• Incerteza associada à recuperação do método de ensaio. 

A concentração desconhecida de glifosalo (Camostra), existente na amostra inicial a 

analisar, será obtida pelo produto, da concentração obtida através da recta de calibração 

(Cobtida), por um factor de diluição, Fau, e dividindo tudo pelo factor de recuperação (Rec): 

r = C"l"'da' F'il1 (3.3.1-1) 
amos,ra Rec 

Assim, lendo em conta a teoria descrita no subcapítulo 1.5 pág. 36 a incerteza padrão 

combinada (expressa em lermos de incerteza padrão relativa) associada à concentração da 

amostra |u(CanK.stra)l virá expressa pela fórmula; 

U„, (c^ ) = tRi (C„b„J+ "ii (Fdi) + "L (M (3.3,1-2) 

onde urei(x) representa a incerteza relativa das várias fontes de incertezas identificadas. 
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3.3.1.1. Cálculo da incerteza da concentração obtida da recta de 

calibração 

A incerteza da concentração obtida da recta de calibração u(Cobtida) é uma combinação 

das incertezas associadas à preparação dos padrões de trabalho, u2(padrão), da 

transformação do sinal cromatográfico em concentrações, u2(caJ), e da repelibilidade das 

medições. A incerteza associada à repelibilidade não será apresentada neste trabalho uma 

vez que não se dispõe de dados para tal. Esta combinação é calculada através da 

expressão: 

u(C 0^ ) = -^/u2 (padrão) + u2 (ca!) (3.3.1-3) 

3.3.1.1.1. Cálculo u(padrão) 

Para se perceber melhor as fontes de incerteza associada à preparação dos padrões de 

trabalho apresenla-se em seguida uma descrição da sua preparação e as respectivas 

fórmulas. 

Seja a concentração C de glifosalo ou de ácido aminomelilfosfónico, dada por: 

C = ms PS PA (3.3.1-4) 
mA 

onde ms é a massa do glifosalo ou do ácido aminomelilfosfónico, Ps o grau de pureza, pA 

a densidade da água e mA a massa de água (despreza-se a massa do GLI ou do AAMF 

relativamente à massa de água). 

Adicionando água a 5 g (msg) da solução anterior até o total perfazer 50 g (msog), tem-se 

que esta nova concentração (Ci) vem dada por; 
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CI=^L (3.3.1-5) 
msog 

Foram efectuadas mais três diluições em série até C4 e as expressões para as respectivas 

concentrações vêm dadas por; 

C^C'^ (3.3.1-6) 
1,1 SOg 

C, =C2'm% (3.3.1-7) '3 m 50g 

C^CVm^ (3318) 

m50g 

sendo C2 a concentração obtida com a segunda diluição, C3 a concentração da terceira 

diluição e C4 a concentração da quarta diluição. 

Medindo separadamente 20 fiL, 50 pL, 70 pL e 100 pL, da última solução, mediante uma 

pipeta com erro máximo admissível de [70]; 

até 200 pL —> òV = ±3 pL 

até 500 pL —» ôV = ±4 pL 

até 1000 pL—> ÔV = ±8 pL 

e adicionando a solução AMAC em quantidade suficiente para perfazer 1 mL, mediante a 

mesma pipeta, tem-se que as novas concentrações vêm dadas por: 

r - C4 'V20/il-  (3.3.1-9) ^20^ cv +V i 
v 980 /i. + 20/iL z 

c =__^L^W  (3.3.1-10) sojiL /y +V i 
VV9S0|iI, + V 50|J, ' 

. (3.3.1-11) 
(^930(1], + ^70(11.) 
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C.1 ■ VlOO^L .p^ 
W-7V 7v ) ^.11^ V v900|iL ^ I 00|LI. Z 

onde C20 hl, C50 ^ C70 jj. e C100 jil, são as concentrações da solução padrão diário quando 

se retira, ao padrão de concentração igual a 0,1 ^ig/mL, o volume de 20 pL, 50 pL, 70 pL 

e 100 pL respectivamente, pería/.endo o volume de 1 mL. 

Levando a derivatizar 50 pL de cada uma das concentrações anteriores, com o auxilio da 

mesma pipeta, lem-se que a massa que se leva a derivatizar é dada por: 

mx = C*'Vs'"lL (3.3.1-13) x 1000 

onde x corresponde a 20 pL, 50 pL, 70 pL ou 100 pL. 

Considerando que na derivalização a eslequiomelria é de 1:1, o rendimento de 100 % e 

que se dissolve a massa anterior num volume de 225 pL, lemos que a concentração 

injectada, C injectada, para cada padrão será a representada pela expressão (3.3.1-14). 

C , = mx (3.3.1-14) ^injcclada - - v ^ V. 225/á. 

Na Tabela 9 apresenlam-se os valores das quatro concentrações dos padrões utilizados 

para o traçado da recta de calibração: 

Tabela 9- Valores das quatro concentrações dos padrões utilizados no traçado da 
recta de calibração. 

C injectada 0,44 pg/L 

C injectada 1,11 pg/L 

C injectada 1,56 pg/L 

C injectada 2,22 pg/L 
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A incerteza relativa associada à preparação dos padrões de trabalho será; 

(uL(ms)+uL(PS)+»L(PA)+"H(mA)+"LÍm5E)
+ 

U,°' P ^ ^uL(m:0s)+uL(vJ+uL(vy)+uL(v50,J+uL(v225t,) 

Onde Vx vem dado pela expressão: 

Y~ _ ^20|iJ, + ^50|Ll. + ^70(11. + YOO^. (3 3 1-16) 
4 

e Vy pela expressão; 

— _ ^980(11. + ^'JSOnl. + ^930|Ll. + ^900^. (3 3 | | 7) 
4 

Para o cálculo dos volumes V e Vv efecluou-se uma simplificação que correspondeu à x y 

utilização da média dos quatro volumes |68|. Sem perder de vista o lacto do erro dos 

volumes não ser aditivo, recorreu-se esta simplificação uma vez que para medições até 

200 pL o erro máximo admissível é igual (ôV=±3) [70] e para medições entre 500 pL até 

1000 pL o erro máximo admissível é igual (ÔV=±8) [70], 

Na Tabela 10 apresenlam-se os valores das fontes de incerteza, respectiva incerteza 

padrão, e a incerteza relativa para o GLI e para o AAMF: 
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Tabela ÍO - Valores da fontes de incerteza, respectiva incerteza padrão e incerteza 
relativa para o GLI e para o AAMF 

Descrição Valor z 
Incerteza 
padrão u(z) 

Incerteza padrão 

. • u(z) relativa  
z 

Observação 

m.s 0,05 g 0,00003 g * 0,0006 
o, , . ■. e.m.a *valor obtido —5=— 

V3 

Ps (GLI) 

Ps (AAMF) 

0,999 

0,990 

0,0006* 

0,006* 

0,0006 

0,006 

* valores obtidos a 

1-Ps 

partir de ^ 

Pa 1 g/mL 0 0 
Despre/.ou-se 
variação temperatura 

nu (GLI) 

nu (AAMF) 

48,0 g 

49,5 g 

0,00003 g * 

0,00003 g * 

0,000001 

0,000001 

, ., e.m.a 
*valor obtido —7=- 

V3 

m5g 58 0,00003 g * 0,000006 
^ , ... e.m.a 
*valor obtido —7=- 

V3 

msog 50 g 0,00003 g * 0,000001 
, .. e.m.a 

*valor obtido —7=- 
V3 

60 pL 1,73 pL* 0,03 
^ , , . . e.m.a 
*valor obtido —1=- 

73 

Vy 940 pL 4,62 pL * 0,005 *valor obtido Q n^ã' 
V3 

Vsofj, 50 pL 1,73 pL* 0,03 
^ , . ., e.m.a 
*valor obtido —7=- 

Vã 

V225(11, 225 pL 2,31 pL* 0,01 
^ , ... e.m.a 
*valor obtido 

V3 

padrão (GLI) 

padrão (AAMF) 
1.33 pg/L* 0,062 pg/L 0,046 ** 

* média dos valores 
das concentrações 
dos padrões 

** valor obtido da 
expressão (1.1.1-15) 

e.m.a. erro máximo admissível. 
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3.3.1.1.2. Cálculo u(cal) 

A incerle/.a devida à transformação do sinal cromalográfico em concentrações é estimada 

por aplicação da expressão (1.5-18). 

Como no presente trabalho se traçaram várias rectas de calibração, calcula-se a incerteza 

para a melhor recta (EXP7; r2=0,992) e para a pior recta (EXP6; ^=0,90) de calibração 

obtida. 

Na Tabela 11 apresenlam-se os valores das variáveis, para a EXP7, necessárias para o 

cálculo da incerteza do valor interpolado de um concentração xo desconhecida 

Tabela 11 - Valores de concentração dos padrões, Xj, da respectiva área, yj, 
respectivos valores médios, declive, m, e ordenada na origem, b, da recta de 

calibração, desvio padrão residual, Sy/x, e desvio padrão estimado, Sxo, para uma 
concentração (EXP7) 

EXP7 

b -388 

Xi yi 
m 5379 

0.44 pg/L 1852 X 1,06 

1,11 pg/L 5278 y 4416 

1,55 pg/L 7502 Sy/x 1424 

2.22 pg/L 12043 Sxo 0,13 pg/L 

Na Tabela 12 apresentam-se os valores das variáveis, para a EXP6, necessárias para o 

cálculo da incerteza do valor interpolado de um concentração xo desconhecida. 
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Tabela 12 - Valores de concentração dos padrões, Xj, da respectiva área, ys, 
respectivos valores médios, declive, m, e ordenada na origem, b, da recta de 

calibração, desvio padrão residual, Sy/X, e desvio padrão estimado, Sxo, para uma 
concentração (EXP6) 

EXP6 

b 895 

Xi yi 
m 3309 

0,44 pg/L 3310 X 1,06 

1,11 pg/L 4172 y 22080 

1,55 pg/L 7100 Sy/X 624 

2,22 pg/L 7498 Sxo 0,47 pg/L 

Uma vez calculada a incerteza associada à preparação das rectas de calibração, u(padrão) 

e a incerteza associada à transformação do sinal cromatográfico em concentração 

podemos calcular a incerteza da concentração obtida da recta de calibração. Substituindo 

as variáveis da expressão (1.1.1-3) pelos respectivos valores obtemos a respectiva 

incerteza, que se apresenta na Tabela 13. Os valores das incertezas são calculadas para a 

melhor recta (EXP7) e para a pior recta (EXP6). 

Tabela 13 - Valores da incerteza e da incerteza relativa para a concentração obtida 
da recta de calibração para a EXP7 e EXP6 

EXP7 
u(Cob,ida)- V(0,06)2 + (0,1 3)2 = 0,14 pg/L Urcl(C"blida) 0,1 6 

EXP6 
u(Cobtida)=V(0'06)^ + (o,47)2 = 0,47 pg/L Ure,(Cobtida)=0,53 

Para o cálculo da incerteza relativa associada à concentração obtida da recta de calibração 

empregou-se a expressão: 
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ure,(CobliJ = ^^ (33.1-18) 
obtida 

e o valor de C(,btida considerado para os cálculos foi de 0,89 pg/L [68]. 

3.3.1.2. Cálculo da incerteza associada ao factor de diluição 

O factor de diluição pode ser calculado pela expressão seguinte; 

Vl.25ml. • V225,d. (3.3.1-19) 
^dil v • V 50 mL V50|II, 

onde VosniL corresponde ao volume de 1,25 mL, ¥225^., ao volume de 225 pL, VsomL ao 

volume de 50 mL e o Vsoul ao volume de 50 pL. Desta forma e aplicando as regras 

definidas no capitulo 1.5 pág. 36 a incerteza associada ao factor de diluição vem expressa 

por: 

Urel (Fa,,) = (V,,25,J+ "L (Vz^ )+ u;, )+ u^, ) (3.3.1-20) 

Na Tabela 14 apresenlam-se os valores dos volumes bem como as respectivas incertezas 

0 m ci 
padrão calculadas através da expressão " ^ (ver no capítulo 1.5 pág. 38). O erro 

V3 

máximo admissível para as pipetas de vidro classe A vem descrito na própria pipeta 

(Vi,25mi- e VsomL) para as micropipela da Gilson o erro máximo admissível é o descrito no 

site da marca 170] e já apresentados no capítulo 3.3.1.1.1 pág. 105. 

Tabela 14 - Valores dos volumes, respectivos volumes e incertezas padrão, valor do 
factor de diluição e respectiva incerteza relativa 

V(z) e.m.a urci(V) Fdn uri.|(Fdii) 

1.25 mL ± 0,01 mL 0,006 mL 

50 mL ± 0.06 mL 0,03 mL 

225 pL ± 4 pL 2,3 pL 

50 pL ± 3 pL 1,7 pL 

0,11 0,03 
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3.3.1.3. Cálculo da incerteza associada ao factor de recuperação 

A incerle/.a associada à recuperação depende do desvio padrão do factor de recuperação a 

dividir pela raiz quadrada do número de replicados. O factor de recuperação e o 

respectivo desvio padrão já foi calculado no capítulo 3.2 pág. 75. 

U(Rec) = ^^ = 0,007 (3.3.1-21) 
V4 

Uma vez calculadas todas as variáveis da expressão (1.1.1-2) podemos calcular a 

incerteza relativa da concentração da amostra 

^rel amostra ) 
"(Ç.t.JT ! í "(fJT ! ( u(R-ec) 

V ^ oimaa J v Fdii J v Rec 

\2 
(3.3.1-22) 

substituindo as variáveis pelos respectivos valores vamos obter para a EXP7; 

^ rei amostra ) 
^014^ 

v 0,89 y 

+ (0,03): 
^ 0,007a 2 

+ 
v 0,8 y 

= 0,16 (3.3.1-23) 

e para EXP6; 

^ rei amostra ) 
^ 0.47 a2 

v 0,89 y 

+ (0,03)2 + 
0,007 

= 0,53 (3.3.1-24) 

A incerteza relativa varia, assim, entre cerca de 16 % (EXP7) e 53 % (EXP6). Estes 

valores são elevados, quando comparados com os valores explicitados em estudos 

idênticos |68], mas poderão ser ligeiramente reduzidos utilizando, na preparação dos 

padrões, uma pipeta de menor capacidade volumétrica para a medição dos volumes até 

100 pL. Na Tabela 15 apresenlam-se os valores que se alteraram quando se considera a 
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utilização de uma pipeta PI00 da Gilson (70| na medição dos volumes até 100 pL. Os 

cálculos representados reíerem-se apenas à EXP7. 

Tabela 15 - Valores das incertezas que se alteram com a utilização de uma pipeta 
Gilson PI00 na medição dos volumes até 100 pL. 

PI 000 P100 

u(padrão) 0,06 0,02 

u(C,)btida) 0,16 0,13 

Urel(Fdil) 0,03 0,01 

Orei (f-amostra) 0,16 0,15 

Por último falta apresentar o cálculo da incerteza padrão combinada.. A título meramente 

exemplificativo apresenta-se na Tabela 16 o valor da incerteza padrão combinada para a 

experiência 7 (a "melhor" recta) e para a experiência 6 (a "pior" recta), com um nível de 

confiança de 68%, utilizando para o efeito a média do valor de concentração obtida nos 

quatro ensaios de recuperação divididos pelo factor de recuperação médio (não foi 

determinada a incerteza relativa à repetibilidade do método aplicado à análise de 

amostras). 

Tabela 16 - Valores para a concentração da amostra apresentados com a respectiva 
incerteza padrão combinada  

Exp07 Camostra=0,10±(0,10x0,16)=0,10±0,02 pg/L 

Exp06 Camostra=0,1 0±(0,10x0,53)=0,1 0±0,05 pg/L 

Para aumentar o nível de confiança da incerteza calculada para 95 % dever-se-á calcular a 

incerteza expandida utilizando um número de replicados suficientemente elevado (>6) de 

forma a aumentar o número de graus de liberdade, permitindo consequentemente que k se 
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aproxime de 2 (para 95 % de nivel de confiança), de acordo com a situação referida na 

pág. 41. 

3.3.2. Limites de detecção e quantificação 

Para o cálculo do limite de detecção e do limite de quantificação ulili/.a-se, tal como para 

o cálculo das incertezas, a melhor recta (EXP7) e a pior recta (EXP6) de calibração (os 

cálculos são efectuados apenas para o GL1). 

A metodologia escolhida para determinação do limite de detecção foi a recomendada pela 

IUPAC e enconlra-se descrita na referência |66|. Assim, para a definição do limite de 

detecção, LOD, temos que: 

x, = x^ + k-Sy/ (3.3.2-1) 

onde k é um factor numérico escolhido de acordo com o nível de confiança desejado, xA 

é o valor médio do branco e Sy o desvio padrão do residual da recta de calibração [ver 
/x 

expressão (1.5-12)]. O limite de detecção, LOD, é uma função de xL, oblendo-se a 

expressão: 

LOD = ^L—^ (3.3.2-2) 
m 

onde m é o declive. Substituindo a equação (3.3.2-1) na equação (3.3.2-2) obtemos a 

equação (3.3.2-3); 

k-Sy/ 
LOD = ^ (3.3.2-3) 

m 

O uso de k=3 permite um nível de confiança de 99,86 % (distribuição normal), quando a 

distribuição não é normal, e no presente trabalho o número de medições efectuadas não 

permite afirmar que a distribuição é normal então o nível de confiança será, para k=3, de 

89 % [66], Quando se considera k=2 o nível de confiança para uma distribuição normal é 
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de 97,7 % e para uma distribuição não normal o nível de confiança é de 75 % 1661. Na 

Tabela 17 apresenlam-se os resultados para o limite de detecção com k=3 e k=2. 

Considerando que o limite de quantificação, LOQ, é obtido fazendo k=10, conforme 

referido no artigo "Limit of Detecíion" [66] obtemos os resultados especificados na 

Tabela 17. 

Tabela 17 - Valores dos limites de detecção e de quantificação para a EXP7 e para a 
EXP6 

Limite detecção Limite quantificação 

V —^ =0,09 
m 

k=3 
EXP7   k=10 

LOD 0,27 [ig/L 

k=2 
LOQ 0,90 pg/L 

LOD 0,18 pg/L 

sy 
-^-=0,33 

m 

k=3 
EXP6   k=10 

LOD 0,99 pg/L 

k=2 
LOQ 3,3 pg/L 

LOD 0.66 pg/L 

Com os valores obtidos para o limite de detecção e para o limite de quantificação afigura- 

se que se consegue detectar o valor máximo permitido por lei (na amostra 

0,1 pg/L o que corresponde a 0,89 pg/L de concentração injectada) em ambas as 

situações para k=2, enquanto que para k=3 apenas se detecta na situação em que o 
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coeficienle de correlação é mais próximo de 1 (EXP7). O limite de quantificação na 

EXP7 apresenta um valor muito próximo da concentração injectada (concentração 

máxima permitida por lei), pelo que, será legítimo considerar que resolvidos os 

problemas associados à linearidade das rectas de calibração poder-se-á quantificar o 

glifosalo em amostras de água. 

3.4. Concentrações desconhecidas 

O método foi aplicado a duas amostras cuja concentração de glifosato e de ácido 

aminomelilfosfónico era totalmente desconhecida Escolheu-se uma ribeira no sítio da 

Cancela, um curso de água superficial que atravessa zonas agrícolas, lendo a recolha sido 

efectuada junto a uma plantação de citrinos, e um poço no sítio do Coiro da Burra perlo 

de Esloi, uma água subterrânea que contacta com um curso de água de uma ribeira que 

passa nas imediações. 

Na Tabela 18 apresenlam-se os valores das áreas dos picos dos cromalogramas obtidos 

por GC-MS em modo SIM e o respectivo tempo de retenção. Os cromalogramas 

respectivos obtidos por GC-MS em modo SIM apresenlam-se no Apêndice D. A coluna 

analítica e o programa de temperatura utilizados para a obtenção dos cromalogramas 

referidos são as descritas no capítulo 2.2 Instrumentação alínea c) pág. 55. O padrão de 

concentração 2,22 pg/L foi desprezado porque não apareceu nenhum pico relativo ao 

tempo de retenção do glifosalo, na Figura 44 está representada a respectiva recta de 

calibração. 
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Tabela 18 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas obtidos por GC-MS em 
modo SIM, respectivo tempo de retenção para o branco e para os padrões de 

glífosato. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 1544 4.901 

[GLI]=0,44 pg/L 4 301 4,950 

[GLI]=1,11 fig/L 6 941 4,904 

|GLI]=1,55 pg/L 7555 4,910 

|GLI 1=2,22 (ig/L 

12000 

10000 

8000 

6000 

ro 
2 4000 
< 

2000 

0 

-2000 

-4000 

Figura 44 - Gráfico da recta de calibração para amostras de concentração 
desconhecida 

O cromalograma obtido por GC-MS em modo SIM da Figura 45 é o branco e os 

cromatogramas obtidos por GC-MS em modo SIM representados na Figura 46 e na 

Figura 47, foram obtidos por derivali/ação de amostras de água recolhidas num poço 

alimentado por uma ribeira no Sítio do Coiro da Burra (Esloi) e os representados na 

y = 4727.2x+263.69 
R2 = 0.9921 ^X' 

0.5 1 1.5 2 2 

Concentração (pg/L) 
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Figura 48 e na Figura 49 foram obtidos por derivatização de amostras de água recolhidas 

numa ribeira no sítio da Cancela (Estoi). As amostras foram recolhidas no mesmo dia 

300 

250 

^ 200 

150 

100 

50 

Pico com 
tR=4,901 

Jw-AJu 

4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 
Tempo ( min) 

Figura 45 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para o branco com 
tempo de retenção de 4,901 min que é o tempo de retenção do GLI. 
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700 

^ 600 

500 

400 

300 

200 

100 V U 

4 . 00 5.00 9.00 10.00 11.00 6.00 7.00 8.00 
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Figura 46 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para a amostra de 
água de concentração desconhecida proveniente do Poço (ensaio I). 
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Figura 47 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para a amostra de 

água de concentração desconhecida proveniente do Poço (ensaio II). 
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Figura 48 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para a amostra de 
água de concentração desconhecida proveniente da Ribeira (ensaio I). 
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Figura 49 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo SIM para a amostra de 
água de concentração desconhecida proveniente da Ribeira (ensaio II). 

Pela observação dos cromalogramas obtidos por GC-MS em modo SIM. verifica-se que o 

pico obtido no tempo de retenção do glifosato (aproximadamente 4,9 minutos), é 

desprezável relativamente ao pico obtido para o branco, logo não se pode concluir que as 

amostras recolhidas estejam contaminadas com glifosato. 

De notar que dada a escassez, de amostras recolhidas, este resultado nulo deve ser 

entendido como indicativo mas não como representativo. 
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4. Conclusões 

O objectivo inicial seria utilizar um método descrito na literatura para determinação e 

quantificação do glifosato e aplicá-lo/adaptá-lo para verificar da contaminação, ou não, 

de sistemas de águas naturais que vão desaguar na Ria Formosa, através da recolha de 

amostras de água em alguns pontos na região do sotavento Algarvio. Esses pontos de 

recolha seriam estratégicos uma vez que os cursos de água escolhidos passariam por 

zonas agrícolas. Os resultados obtidos não foram os esperados inicialmente, pois a 

aplicação/adaptação do método descrito na literatura revelou-se muito difícil, dada a 

baixa repelibilidade no traçar das rectas de calibração. Grande parle do tempo foi 

utilizado na tentativa de resolução dos problemas relacionados com a repelibilidade. 

Mesmo assim lenlou-se seguir uma metodologia que consistiu no traçar de uma recta de 

calibração para cada dia em que se fazia uma denvatização de uma amostra. Um dos 

procedimentos da metodologia apresentada, consistia na denvatização do glifosato e do 

ácido aminometilfosfónico. Pensa-se que a maior limitação da metodologia corresponde 

a esse procedimento. Uma vez que derivalizações feitas simultaneamente e para a 

mesma concentração apresentavam sinais no cromalograma muito dispares, julga-se que 

o rendimento da derivalização não é constante. Não loi possível, contudo, identificar 

uma relação causa efeito. 

Face à inviabilidade aparente de determinação de uma relação causa efeito para a 

alealoriedade no traçado das rectas de calibração, decidiu-se eíecluar uma análise ao 

método através do cálculo da incerteza associada à concentração, cálculo este que, na 

forma e extensão apresentadas, não fazia parle do objectivo inicial da presente 
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dissertação. Obleve-se uma incerteza relativa para a concentração que varia entre 

16 % e 53 %. Para a incerteza padrão combinada obliveram-se os valores de 0,10±0,02 

Ug/L e de 0,1 ()±0,()5 ug/L para um nível de confiança de 68 %. Os valores das incertezas 

são elevados, mas ler-se-ia conseguido uma diminuição dos mesmos se as rectas de 

calibração obtidas apresentassem um coeficiente de correlação mais próximo de 1. A 

percentagem de recuperação foi 80 ± 14 %. Os limites de detecção e quantificação 

também foram calculados e os valores obtidos variaram para o caso do limite de 

detecção entre 0,27 e 0,99 pg/L (k=3) e para o limite de quantificação entre 0,90 e 3,30 

pg/L (k=10). 

Para as amostras de água recolhidas na ribeira e na nora, foram nulos os valores obtidos 

para a concentração de GLI, ou seja, dentro dos limites de validade do método, pode 

concluir-se que as amostras analisadas não estão contaminadas com GLI. Alerta-se para 

o facto de não poder generalizar-se que as águas analisadas não estão contaminadas uma 

vez que o número de análises foi apenas igual a dois. Os dados das amostras são, assim, 

apenas indicativos e não conclusivos. 

4.1.1. Sugestões de trabalho futuro 

Apresenta-se, em seguida, hipóteses que não foram testadas e que poderão permitir 

melhores resultados; 

• Talvez o rendimento da derivalização dependa da concentração do analilo a 

derivalizar. Se assim for, é conveniente efectuar a derivalização com uma maior 

concentração e efectuar as diluições depois. 

• Talvez a temperatura da placa de alumínio, utilizada na derivalização, não seja 

uniforme e o rendimento seja diferente para cada posição/concentração. Se assim 
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for, é conveniente efectuar a derivatização para uma única concentração (a mais 

elevada) e fazer diluições distributivas depois, por forma a obter as 4 

concentrações desejadas. 

• Talvez o lluxo de azoto durante a evaporação tivesse importância, assim sendo 

deve-se tentar arranjar um dispositivo onde o lluxo de azoto seja constante 

durante toda a evaporação e também constante em dias diferentes. 

Como já foi referido na introdução deste trabalho, a problemática dos pesticidas e, mais 

em concreto, a problemática dos herbicidas, são de extrema importância, pois são 

questões que envolvem a saúde publica. 

Se em condições normais de utilização dos pesticidas já seria de elevada importância da 

determinação cientifica da efectiva contaminação das águas e dos produtos que chegam 

ao consumidor, mais relevante e necessária se toma essa determinação quando é sabido 

que alguns agricultores para conseguirem sobreviver, não respeitam os tempos e as 

doses estabelecidas pela lei. 

Os resultados obtidos no presente trabalho não permitem concluir se os sistemas de 

águas naturais analisados estão ou não contaminados por GLI. mas entreabrem um 

caminho de investigação que pode e deve ser continuado, em prol de um esclarecimento 

fundamentado da opinião pública, por forma a poder-se colmatar o íaclo de em Portugal 

ainda se saber muito pouco sobre o estado dos sistemas de águas naturais relativamente 

a contaminações com pesticidas. 
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Apêndice A 

Nas tabelas que se seguem (Tabela 19, Tabela 20, Tabela 21, Tabela 22, Tabela 23, 

Tabela 24. Tabela 25 e Tabela 26) apresenlam-se os valores das áreas dos picos dos 

cromalogramas, respectivo tempo de retenção para os padrões de ácido 

aminometilfosfónico e respectivas concentrações (valores de concentração injectados). 

Para as EXP01 a EXP05 não se apresentam valores para o branco uma vez que não 

apareceu nenhum pico com tempo de retenção relativo ao AAMF. A coluna analítica e 

programa de temperatura utilizados nas EXPOl à EXP()5 são as especificadas no 

capítulo 2.2 Instrumentação alínea a) pág. 54 e nas EXP06 à EXP08 são as descritas no 

capítulo já referido alínea b) pág. 54. 

Tabela 19 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXPOl. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

| AAMF |=(),44 pg/L 89 180 5,720 

| AAMF|=1,11 pg/L 105 807 5.711 

|AAMF|=1,55 pg/L 191 710 5.698 

| AAMF |=2,22 pg/L 125 861 5,688 
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Tabela 20 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXPOl. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

[AAMF]=0,44 |ig/L 86121 5.706 

| AAMF|=1,11 pg/L 123 404 5,697 

[AAMF]=1,55 pg/L 106 376 5,707 

| AAMF |=2,22 pg/L 243 371 5,701 

Tabela 21 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXP03. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

1 AAMF 1=0,44 pg/L 88 446 5,701 

| AAMF|=1,11 pg/L 89 903 5,705 

|AAMF1=1,55 pg/L 112 294 5.706 

| AAMF|=2,22 pg/L 242 615 5,715 

Tabela 22 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXP04. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

| AAMF |=0,44 pg/L 90 678 5.706 

| AAMF]=1,11 pg/L 193 805 5,708 

|AAMF]=i,55 pg/L 116 669 5,685 

| AAMFJ=2,22 pg/L 288 769 5,692 
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Tabela 23 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXPOS. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

|AAMF1=(),44 jig/L 0 - 

|AAMF 1=1,11 ng/L 109 457 5,686 

|AAMF1=1,55 pg/L 127 255 5,695 

| AAMF|=2,22 pg/L 213 947 5,682 

Tabela 24 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometílfosfónico-EXP06. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 173 452 12.879 

|AAMF |=0,44 [xg/L 24 604 12,531 

|AAMF]=1,11 ng/L 269 512 12,887 

|AAMF|=1,55 ng/L 96 569 12.889 

| AAMFJ=2,22 ng/L 121 406 12,894 

Tabela 25 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido aminometilfosfónico-EXP07. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 52 484 12.883 

| AAMF |=0,44 ng/L 53 673 12.884 

[AAMF|=1,11 ng/L 60 885 12,902 

|AAMF1=1,55 ng/L 64 283 12,805 

|AAMF 1=2,22 ng/L 164 256 12,904 

I )czcmbro 2005 Página 109 de 127 



Determinação do Pesticida Glilosato cm Sistemas de átzuas Naturais 

Tabela 26 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de ácido amíno metíl fosfónico-EXP08. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 215 014 12.858 

|AAMF|=0,44 pg/L 193 061 12.855 

|AAMF|=1,11 pg/L 81 562 12,786 

I AAMF1=1,55 pg/L 152 714 12,854 

|AAMF |=2,22 pg/L 108 273 12.850 

Nas tabelas que se seguem (Tabela 27, Tabela 28, Tabela 29, Tabela 30, Tabela 31, 

Tabela 32. Tabela 33 e Tabela 34) apresenlam-se os valores das áreas dos picos dos 

cromatogramas, respectivo tempo de retenção para os padrões de glifosato e respectivas 

concentrações (valores de concentração injectados). Para as EXP01 a EXP06 não se 

apresentam valores para o branco uma vez que não apareceu nenhum pico com tempo 

de retenção relativo ao GLI. A coluna analítica e programa de temperatura utilizados 

nas EXP01 à EXP()5 são as especificadas no capítulo 2.2 Instrumentação alínea a) pág. 

54, nas EXP06 à EXP()7 são as descritas no mesmo capítulo alínea b) pág. 54 e na 

EXP()8 são as descritas no capítulo já referido alínea c) pág. 55. 
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Tabela 27 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP01. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

i GLI |=0,44 pg/L 812 6.455 

[GLI]=1,11 pg/L 2 027 6,455 

[GLI]=1,55 pg/L 2 493 6,456 

|GLI |=2,22 pg/L 5 891 6.457 

Tabela 28 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP02. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

[GLI |=(),44 pg/L 1 159 6,459 

[GLI]=1,11 pg/L 2 196 6.458 

[GLI]=1,55 pg/L 3 462 6.455 

1GLIJ=2,22 pg/L 5 165 6,454 

Tabela 29 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP03. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

| GLI |=0,44 pg/L 1 780 6.454 

|GLI|=I,1 1 pg/L 2 745 6,456 

[GLI |=1,55 pg/L 3 296 6,455 

| GLI |=2,22 pg/L 5 695 6,454 
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Tabela 30 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato — EXP04. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

[GLI]=0,44 n.g/L 2 564 6,441 

[GLI]=1,11 ng/L 4 1 12 6,441 

[GLI]=1,55 ng/L 4 631 6,438 

[GLIJ=2,22 ng/L 9 616 6.439 

Tabela 31 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP05. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

[GLI]=0,44 ng/L 2 882 6,437 

[GLI]=1,11 ng/L 5 393 6,433 

[GLI]=1,55 ng/L 6 523 6.432 

[GLI]=2,22 ng/L 10 152 6,430 

Tabela 32 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP06. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 

|GLI |=0,44 ng/L 3 310 7.945 

|GLI]=1,11 ng/L 4 172 7,943 

[GLI1=1,55 ng/L 7 100 7,939 

IGLI |=2,22 ng/L 7 498 7,947 
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Tabela 33 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP07. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 1 801 7,898 

|GLI]=(),44 pg/L 3 653 7,914 

[GLI]=1,11 pg/L 7 059 7,905 

[GLI]=1,55 pg/L 9 303 7,903 

|GLI 1=2,22 pg/L 13 844 7,912 

Tabela 34 - Valores das áreas dos picos dos cromatogramas, respectivo tempo de 
retenção para o branco e para os padrões de glifosato - EXP08. 

Área Tempo retenção (min) 

Branco 710 5,004 

fGLI 1=0,44 pg/L 3 174 5,030 

[GLI]= 1,11 pg/L 7 478 4,932 

[GL1]=1,55 pg/L 11 483 5,017 

[GLI]=2,22 pg/L 13 426 5,023 
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Apêndice B 

No presente apêndice represenla-se na Figura 50 e na Figura 51 os gráficos das rectas de 

calibração obtidas para cada uma das 8 experiências com o AAMF e com o GLI. 
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Figura 50 - Gráficos das rectas de calibração obtidas para cada uma das 8 
experiências com o AAMF 
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Figura 51 - Gráficos das rectas de calibração obtidas para cada uma das 8 
experiências com o GLI 
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Apêndice C 

Serve o presente apêndice para apresentar os valores relativos aos ensaios de 

recuperação, valores esses apresentados na Tabela 35. 

Tabela 35 - Valores relativos aos ensaios de recuperação. 

Ensaio Experiência Recta 
Calibração 

Área Cobtida Camostra 

I EXP6 y = 3309-x + 895 2529 0,5 pg/L 0,06 pg/L 

II EXP7 y = 5379-x - 388 3626 0,7 pg/L 0,08 pg/L 

III EXP7 y = 5379-x - 388 3929 0,8 pg/L 0,09 pg/L 

IV EXP8 y = 6043-x + 115 5065 0,8 pg/L 0,09 pg/L 

Apêndice D 

Apresenla-se na Figura 52 o cromatograma relativo a uma injecção de solvente para 

ilustrar o comportamento da coluna na presença de solvente. 
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Figura 52 - Cromatograma relativo a uma injecção de solvente (acetato de etilo). 
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Na Figura 53 represenla-se o cromatograma do branco efectuado quando se determinou 

a concentração das amostra de água da ribeira e do poço. Nas Figura 54, Figura 55 e 

Figura 56, apresenlam-se os cromalogramas referentes aos padrões para a determinação 

da concentração das amostras de água da ribeira e do poço. 
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Figura 53 - Cromatograma para o branco tempo de retenção de 4,901 min que é o 
tempo de retenção do glifosato. 
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Figura 54 - Cromatograma para a concentração do padrão de 0,44 pg/L com 
tempo de retenção de 4,950 min. 
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Figura 55 - Cromatograma para a concentração do padrão de 1,11 pg/L com 
tempo de retenção de 4,904 min. 

Dezembro 2005 Página 124 dc 127 



Determinação do Pesticida Glilbsato cm Sistemas de átzuas Naturais 

1400 

1200 
Pico para 
oGLI 

1000 

"H 800 

1 ■ • : 

400 

200 

i 1 ' • r i t r . i i i r i 
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 

Tempo (iniiii 

Figura 56 - Cromatograma para a concentração do padrão de 1,55 pg/L com 
tempo de retenção de 4,975 min. 
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Glossário 

A - Água; 

AC - Ácido clorídrico; 

AMAC - Solução contendo 160 mL de água, 40 mL de metanol e 2,7 mL de ácido 

clorídrico; 

AAMF - Ácido aminomelilfosfónico 

C-1 - Coluna I; C-2 - Coluna 2 

Cl - Ionização química; 

DCE - Detector de captura de electrões; 

DDT - Dicloro-Diíenil-Triclorometilmelano 

DFC - Detector fotomélrico de chama; 

DNP - Detector azolo/íbsfóro; 

ECL - Quimiluminescência em inglês Electrogenerated chemiluminescen.se; 

EFS - Extracção em fase sólida 

El - Ionização por impacto de electrões. 

EPA - Agência de Protecção Ambiental dos Estados Unidos 

FL - Fluorescência; 

FM - Fase móvel; 

GC - Cromatografia de fase Gasosa 

GLI - Glifosaío 

GS-MS - Cromatografia de fase Gasosa acoplada à Espectrometria de Massa 

HBF - 2.2,3,3,4,4,4-heplafluor-I-butanol; 

HFBA - Heptafluorobuliríco anidro 

HPLC - Cromatografia líquida de alta eficiência 

Dezembro 2005 Página 126 de 127 



Determinação do Pesticida Gliíbsalo cm Sistemas de átmas Naturais 

I. D. - Diâmetro interno; 

LOD - Limite de detecção: 

LOQ - Limite de quantificação; 

M - Metanol; 

MS - Espectrometria de massa; 

MSD - Detector de espectrometria de massa; 

OMS - Organização Mundial de Saúde 

FFTBA - Perfluortribulilamina. 

PP - Polipropileno; 

PTFE - Politelrafiuoroelileno; 

RMN?1P - Ressonância magnética nuclear de fósforo 31 

SIM - Selecled-ion moniloring; 

SRM - Selected-reaclion monitoring; 

Te - Temperatura coluna; 

TFAA - Ácido trifluoracético anidro; 

TFE - Trifluorelanol; 

UV - Ullra-Violela; 

VIS - Visível. 
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