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OBJETO N. REV.
Analise de pesticidas organoclorados em aguas superficiais e leite materno COL-01 |01
VISTO Aguas superficias e leite materno APLICACAO
Preparo e medida de Tec. Anal.
curvas de calibracéao. Quim
Aula pratica
INICIAL APROVACAO
01/03/01
DATA  |REVISAO \Valido para amostras com teor de Endrin  [Maria da Rosa
entre 0,05 e 0,25 ppm (aguas) e 0,07 e 2,08 (Capri
ppm (leite materno).
06/06/17 Método de ensaio
1. OBJETIVO

Esta norma tem por objetivo orientar a determinacdo de pesticidas organoclorados em

leite materno e aguas superficiais por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE).

2. APARELHAGEM

2.1,
modelo CECIL 1010;
2.2.  Extrator Soxhlet;
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.

2.7.

Coluna HPLC SUPERSpHER 100 RP-18 acoplada a um espectrofotdmetro

Ultrassom Branson 5210;

Vortex Maximix Il - Thermolyne Type 37600 mixer;
Centrifuga Excelsa Baby Il - Modelo 206 -R;

Rotavapor R144 - Biichi Switzerland;

Colunas de SPE-PACK C,4 (octadecilsilica) e Florisil (Si0,;)




2.8.  Frascos de vidro &mbar de 900 mL para coleta e preservagdo da amostra;
2.9. Baldo volumétrico de 500 mL;

2.10. Baldo de evaporacdo de 250 mL;

2.11. Seringa para inje¢do no CLAE;

2.12. Rotor evaporador;

2.13. Papel aluminio;

2.14. Tubos graduados de 15 mL;

2.15. Pipeta volumétrica de 1 mL;

2.16. Pipeta graduada de 10 mL;

3. REAGENTES E PADROES

3.1. Reagentes e solucdes

3.1.1. Solugédo 50% (v/v) metanol — padrdo HPLC,;
3.1.2. Agua deionizada;

3.1.3. Agua destilada;

3.1.4. n-Hexano;

3.1.5. Diclorometano;

3.1.6. Acido nitrico 10% (v/v);

3.1.7. Sulfato de sodio anidro;

3.1.8. Acetona 99.4 %j;

3.1.9. Acetonitrila - grau HPLC, 100,0%;

3.1.10. Acetato de Etila 99,6%;

3.1.11. Eter de petroleo 15% (v/v)

3.1.12. Mistura de extracdo: acetato de etila/metanol/acetona na proporcdo 2:4:4,

respectivamente;

3.2. Solugdes Padréo

3.2.1. As solucbes padrdo devem ser preparadas apos a leitura da amostra, proposta no
item 4.3.1., de forma a garantir que os padrBes analiticos se encontrem dentro de
uma faixa adequada para analise;

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1. Preparo das solugdes



4.1.1. Misturar 250 mL de metanol de nivel HPLC com 250 mL de agua destilada em um
baldo volumétrico de 500 mL;

4.1.2. Misturar emum béquer, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 2 ml de n-hexano,
2 ml de acetato de etila, 2 ml de metanol e 2ml de agua destilada.

4.1.3. Adicionar em um baldode 10 mL, com uma pipeta graduada, 2,5 mL de acetonitrila

a 100%. Completar com agua destilada até o menisco.

4.2. Coleta e preparacdo da amostra de agua e de sedimentos

E importante que as amostras sejam mantidas em vidro &mbar e em congeladores ou
banhos de gelo, de forma a garantir uma temperatura aproximada de 4°C. Também devem ser
coletadas amostras de 1 kg de sedimentos, devendo ser envoltas em papel aluminio e mantidas

na temperatura supracitada enquanto esperam a analise.

4.2.1. Extrair um litro da 4gua amostral utilizando extracdo sonica.

4.2.2. Realizar uma extragdo Soxhlet por 30 minutos, utilizando 20 mL de n-hexano e
diclorometano na proporgao 3:1;

4.2.3. Utilizar um rotor evaporador para concentrar o extrato gerado no item anterior;

4.2.4. Realizar uma pré-eluicdo da amostra com metanol do CLAE;

4.2.5. Homogeneizar as amostras de sedimentos;

4.2.6. Secar com sulfato de sodio anidro;

4.2.7. Separar 20 gramas em um vidro de extragéo limpo;

4.2.8. Adicionar ao vidro diclorometano e n-hexano em uma razdo 2:3;

4.2.9. Submeter a mistura a agitacdo vigorosa em banho sdnico por 5 horas;

4.2.10. Separar e concentrar o solvente com um rotor evaporador;

4.2.11. Relizar uma pré-eluicdo com metanol do CLAE;

4.3. Preparacao da amostra de leite materno
O método de analise de leite materno apresenta, fundamentalmente, diferengas quanto
ao tratamento da amostra, sendo os procedimentos referentes a coluna semelhantes. Para
preparar a amostra:
4.3.1. Descongelar a amostra de leite materno e transferir, com uma pipeta volumétrica, 1
mL do contetdo para tubos graduados de 15 mL;

4.3.2. Colocar os tubos em banho maria a 37 °C por 20 minutos;



4.3.3. Adicionar a amostra 10 mL de uma solucdo de acetato de etila, metanol e acetona,
nas proporgoes 2:2:4;

4.3.4. Submeter a mistura a vortex por 1 minuto e, posterior, a 20 minutos de ultrassom;

4.3.5. Centrifugar a amostra por 15 minutos a 2000 rpm;

4.3.6. Adicionar 10 mL de &gua destilada a fase organica;

4.3.7. Passar a amostra em uma coluna SPE PACK C,g pré- condicionada com 2 ml de n-
hexano, 2 ml de acetato de etila, 2 ml de metanol e 2ml de agua destilada;

4.3.8. Adicionar 10 mL de agua destilada ao sobrenadante obtido. Passar o sobrenadante
pela coluna SPE PACK de Cg, Sob um fluxo de 6 a 8 ml/min;

4.3.9. Lavar a coluna com 2 ml de solugdo aquosa de acetonitrila 25% (v/v) e eluir os
pesticidas retidos na coluna com 1ml de n-hexano;

4.3.10. Passar o eluente por uma coluna de Florisil pré-condicionada com 25 ml de
diclorometano, 10 ml de acetato de etila, 10 ml de uma mistura de acetona em éter
de petréleo 15% e 10 ml de n-hexano;

4.3.11. Eluir o pesticidacom 10 ml de hexano mais 5 ml da mistura de acetona em éter de
petréleo 15%;

4.3.12. Evaporar o volume total a 1ml e adicionar 100 pl do padrdo de endrin;

4.3.13. Injetar no cromatografo;

4.4. Andlise utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Performance

4.4.1. Diluir, com um pouco de metanol uma pequena quantidade da solucdo de &gua
coletada e realizar sua leitura em um equipamento UV-vis, de forma a conhecer a
faixa de absorbéancia;

4.4.2. Ajustar a vazdo para 1 mL/min;

4.4.3. Diluir os residuos obtidos anteriormente em 1 mL de metanol;

4.4.4. Com uma seringa, injetar pequenas quantidades de amostra diluida em metanol na
coluna;

4.4.5. Repetir os procedimentos de 4.3.1. a 4.3.4. para as amostras e residuos obtidos a
partir dos sedimentos;

4.4.6. Anotar os tempos de retencdo do cromatografo e os valores de absorbancia lidos pelo
espectrofotdmetro, ao final do processo;

4.4.7. Comparar tais valores com a literatura, de forma a determinar todos os pesticidas

presentes na amostra;



5. CALCULOS E CONSTRUGCAO DAS CURVAS ANALITICAS
5.1.Com as solucdes descritas no item 3.2., construir as curvas de calibragéo;
5.2.Verificar os coeficientes de correlacdo, que devem ser, no minimo, iguais a 0,98;

5.3.Interpolar o valor de leitura da amostra realizado pelo espectrofotbmetro na curva

analitica;
TABELAS
Tabela 1 - Condi¢Oes Operacionais do método
Coluna Coluna HPLC SUPERSpHER 100 RP-18
Detector Espectrofotdmetro modelo CECIL 1010
Eluente Metanol
Fluxo de eluente 1 mL/min
Extrator Soxhlet
Ultrassom Branson 5210
Vortex Maximix Il - Thermolyne Type 37600 mixer
Centrifuga Escelsa Baby Il - Modelo 209 - R

Colunas de Extracio SPE-PACK Cyg

Florisil (Si0,,)
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