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RESUMO

A contaminacdo das dguas por agrotéxicos, ¢ um grande problema a ser enfrentado
atualmente. Esses compostos sdo de dificil identificagdo e quantificacdo, pois se apresentam
muitas vezes em baixas concentra¢des. A maior dificuldade, que leva a problemas na detec¢do
e quantificacdo, esta relacionado ao preparo da amostra, pois sdo necessarias técnicas que
sejam capazes de concentrar esses analitos e favorecer uma andlise com resultados confidveis.
As métodologias de andlise estdo em constante mudangas buscando se aperfeicoar, buscando
reducdo no tempo de andlise, racionamento de reagentes e reducdo do custo, sem perder a
qualidade e a eficicia. Assim, o estudo de metodologias de preparo de amostra que
apresentem eficiente relacdo em concentracdo de andlitos, que sejam rdpidas e de baixo custo
estdo sempre em ascencdo. Neste trabalho foi avaliado duas técnicas de preparo de amostra,
extracdo em fase sdlida (SPE) e microextracdo em fase sélida (SPME) utilizando como
método de andlise a cromatografia gasosa. Através da construcdo de curvas analiticas, os
parametros sensibilidade, repetitibilidade e tempo de andlise foram avaliados. Observou-se
que a técnica SPME, apresentou os melhores resultados para os ambas as técnicas
apresentaram resultados satisfatorio para a repetitibilidade. Verificou-se que dentre as técnicas
estudadas, a SPME revelou-se a mais rdpida e pratica, com melhor sensibilidade, sugerindo
que esta seja mais adequada para andlises de agrotéxicos em dgua de consumo humano com,

baixas concentracdes de analito.

Palavras-chave: Preparo de amostra. Extracdo em fase s6lida. Microextra¢io em fase sélida.



ABSTRACT

A currently faced problem is the contamination of water by pesticides, these compounds are
difficult to identify and quantify because they occur in small concentrations. There are
analytical methods such as gas chromatography that can identify and quantify these
compounds. The greatest difficulty is in the preparation of the sample because it is necessary
techniques that are capable of concentrating these analytes and favor an analysis with reliable
results. The analysis methodologies are constantly changing in order to improve, in view of
reduction in analysis time, use of reagents and cost, without losing the quality and
effectiveness of the methods. For this reason, the study of sample preparation methodologies
that have an efficient analytical concentration ratio, which is fast and low cost are necessary.
The solid phase extraction (SPE) and the solid phase microextraction (SPME) were studied
using two gas chromatographic analysis techniques. Through the elaboration of analytical
curves, we evaluated parameters such as sensitivity, repeatability, time of analysis among
others. After the evaluation of the analytical curves it can be observed that the technique that
presented the best sensitivity was SPME being both techniques presented satisfactory results
for the repeatability. In the parameter time of analysis the SPME presented better result. It was
verified that of both techniques, the SPME proved to be the fastest and most practical, with
better sensitivity, being the most suitable for the analysis of pesticides in water of human

consumption, for analytes in low concentrations.

Keywords: Sample preparation. Solid phase extraction. Solid phase microextraction.
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1 INTRODUCAO

A andlise quimica da dgua potdvel é de suma importincia para que se assegure a sua
qualidade, pois afeta diretamente 4 satide humana. Desta forma, o estudo de metodologias que
possam identificar e quantificar contaminantes a um nivel traco tem sido continuamente
estudada. Um desses principais contaminantes sao 0s agrotoxicos.

O preparo da amostra € uma das etapas mais importantes da metodologia de analises
pois, envolve maiores custos e tempo. Para minimizar custos e aumentar a velocidade de
andlise, faz-se necessario a escolha adequada para o processo de andlise, visando manter um
boa relacdo custo/beneficio e sem perda da eficiéncia de andlise (NASCIMENTO et al.,
2018).

Dentre as técnicas mais utilizadas para o preparo de amostra estdo a técnica de
extracdo em fase sélida (SPE) e a microextracido em fase sélida (SPME). Estas sdo técnicas de
separacdo liquido-sélido baseada nos mecanismos de separacdo da cromatografia liquida
classica. As técnicas apresentam vantagens e desvantagens, assim faz-se necessario o
conhecimento de qual técnica seria a mais indicada para o tratamento de analitos que se
encontram a nivel de traco, como os agrotdxicos, pois estes sdo encontrados em baixas
concentracdes na matriz (DEBRABANDER et al., 2009; JARDIM , 2010).

A SPE € uma técnica muito utilizada para andlises em agrotéxicos em diversos tipo de
amostras, em especial utilizada para amostras liquidas. As etapas do procedimento de extragdo
envolvem o condicionamento do cartucho contendo o adsorvente, a adsor¢do dos analitos € a
eluicdo dos compostos de interesse com um pequeno volume de solvente, de forma que sua
concentracdo seja apropriada para andlise. Apesar da SPE apresentar vantagens como maior
sensibilidade e praticidade comparada a técnicas cléssicas, esta possui algumas limitacdes,
dentre as quais pode-se citar o uso solventes organicos nas principais etapas de
condicionamento e dessor¢ao do analito (BARRIONUEVO, LANCAS, 2001).

A SPME ¢ uma técnica um pouco mais recente para preparo de amostra, especialmente
utilizada para compostos volateis (NASCIMENTO et al., 2018). Baseia-se na adsorcdo de
analitos voldteis a uma fibra de silica fundida coberta com sorvente. A fibra € introduzida
diretamente na amostra aquosa ou gasosa, em sua superficie concentra o andlito por adsorcao
ou parti¢do, apds a extracdo a fibra é levada para a inje¢do em um cromatografo. Uma
desvantagem dessa técnica € alto custo de uma fibra, que dependendo da utilizacao necessita
ser trocada (AUGUSTO; VALENTE, 2000; NASCIMENTO et al., 2018).

O presente trabalho tem a finalidade de avaliar o desempenho das técnicas de SPE e
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SPME para amostras de dgua de consumo contendo agrotdoxicos, através da elaboracdo de
curvas analiticas para determinar parametros como sensibilidade e repetibilidade, bem como a
relacdo tempo gasto com preparo da amostra, ou seja, comparar qual técnica é mais adequada
segundo os parametros avaliados para a andlise de 4gua contendo os agrotoxicos bifentrina,

molinato, pendimentalina e trifluralina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agrotoéxicos

Os agrotoxicos sdo definidos como substancias ou misturas de substincias quimicas
utilizadas pelo homem, para prevenir ou impedir a acdo de pragas na agricultura (DORS et al,
2011; SOBRINHO, 2017).

O uso dos agrotéxicos no Brasil é determinado pela Lei Federal n° 7.802 de 1989 e
regulamentado pelo decreto n°® 4.074 de 2002, esta define essas substancias como “os
produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preservd-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos” (BRASIL, 2002).

A agricultura mundial € sustentada pelo uso dos agrotoxicos, este fato se deu apds a
Segunda Guerra Mundial, houve um aumento dos insumos agricolas e a quantidade de
produtos sintéticos cresceu bastante, a causa deste crescimento deu-se pela diversidade de
agricultura praticada e ao aparecimento de novas pragas e sua resisténcia aos pesticidas ja
existentes (CARNEIRO et al,2015; CARMO et al, 2016; SOBRINHO, 2017).

O uso excessivo de agrotoxicos tem gerado fatores positivos, mas também tem gerado
alguns efeitos negativos que sé foram vistos a longo prazo, assim gerando o actimulo de
residuos em alimentos, contaminacdo de dgua e solo (CABRERA et al, 2014; CARMO et al,
2016; COSTA et al, 2008).

Os agrotoxicos sdo toxicos e causam uma série de danos a saide humana, possuem
classificagdo quanto ao nivel de toxicidade. A ANVISA classifica esses compostos segundo os
efeitos a saiide humana (KARAM et al., 2015).

Para monitorar e controlar o uso destes agrotéxicos existe no Brasil, orgdaos como
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) por meio do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) e a ANVISA atraves do PARA buscam
assegurar alimentos e dgua seguros a populacao (ANVISA, 2017; MAPA, 2015).

A problemdtica da contaminacdo dos corpos hidricos por residuos industriais,
domésticos e agricolas ndo € um assunto recente, e tem sido extensivamente discutida por

orgdos de controle ambiental (BAIRD, 2002). A contaminagdo desses corpos hidricos afeta
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diretamente a populacdo, pois causam vdrios maneficios a saide humana, seja a curto ou
longo prazo. Assim, € indispensavel o conhecimento da qualidade da d4gua de consumo para
avaliar possiveis contaminacodes (ARAIjJO et al., 2007; BEDOR et al., 2009; SCHMIDT,
GODINHO, 2006).

Dentro os potenciais contaminantes das dguas estdo os agrotoxicos provindo na
maioria das vezes do manejo inadequado destes na agricultura. Dados revelam que na
utilizacdo de agrotdxicos para tratamento profilatico de plantas cerca de 20% podem chegar as
dguas superficiais (BARRIUSO, 1996). Parte dos agrotéxicos utilizados para puverizagdo nas

culturas vao para os rios, para o solo, para o ar e para a 4gua subterranea (PERES et al, 2003).

2.1.1 Agrotoxicos em estudo
Os agrotoxicos estudados foram escolhidos por estarem na lista da ANVISA e pela
disponibilidade do laboratorio.

2.1.1.1 Bifentrina
A bifentrina pertence ao grupo dos piretréides € um inseticida, formicida e acaricida

sua utilizacdo é permitida segundo a ANVISA para aplicacdo foliar em algumas culturas, sua
nomeclatura segundo a IUPAC € 2-methyl-3-phenylbenzyl (1RS)-cis-3-(2cholro-3,3,3-
trifluoroprop-1-enyl)-2-dimethylcyclopropanecarboxlate é considerada altamente tdxica, sua
solubilidade em agua a 20 °C € 0,001 mg L', seu coeficiente de particdo octano-dgua em pH
7,20 °C é 3,96x10° (ANVISA, 2003; IUPAC, 2019 ). Na figura 1 representacdo sua estrutura
quimica.

Figura 1- Estrutura quimica da bifentrina

(Z)-(1R)-cis-bifentrina

By
o)
4
o]

=
=

Fonte: elaborada pela autora.
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2.1.1.2 Molinato

O molinato € um herbicida pertencente ao grupo do tiocarbamato, cujo sua
nomeclatura segundo a IUPAC é S-ethyl azepane-1-carbothioate, é considerado altamente
toxico, € liberado para aplicacdo em culturas de arroz , sua solubilidade em dgua a 20 °C é
1100 mg L'l, coeficiente de particdo octano-dgua em pH 7, a 20°C ¢é 7,24)&102 (ANVISA,

2000; IUPAC, 2019). A seguir na figura 2 sua férmula estrutural.

Figura 2- Estrutura quimica do molinato

Fonte: elaborada pela autora

2.1.1.3 Pendimetalina
A pendimetalina pertence ao grupo da dinitroanilina € um herbicida € autorizado para

aplicacdo em pré-emergéncia em diversos tipos de culturas segundo a ANVISA, sua
nomeclatura segundo a IUPAC € N-(1-ethylpropyl)-2,6-dinitro-3,4-xylidine, € considerado
moderadamente toxico, sua solubilidade em agua a 20 °C € 0,33 mg L, seu coeficiente de
particdo octano-dgua em pH 7, 20 °C é 2,5 1x10° (ANVISA, 2003; IUPAC, 2019). Sua

estrutura é apresentada na figura 3.

Figura 3- Estrutura quimica da pendimetalina

NO, { ,
‘Qi .
NO,
Fonte: elaborada pela autora

2.1.1.4 Trifluralina
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A trifluralina é um herbicida pertencente ao grupo do dinitroanilina, sua aplicacio é
liberada para pré-emergéncia em quantidade minima para diversas culturas, € considerada
moderadamente toxica, sua nomeclatura segundo a IUPAC ¢ a,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-
dipropyl-p-toluidine, sua solubilidade em dgua a 20 °C € 0,221 mg L', coeficiente de parti¢do
octano-dgua em pH 7, a 20°C ¢ 1,86 x10° (ANVISA, 2010; IUPAC, 2019). A figura 4

apresenta a estrutura desse composto.

Figura 4- Estrutura quimica da trifluralina

NO,

NO,

Fonte: elaborada pela autora

2.2 Técnicas de preparo de amostra

z

Uma etapa crucial da andlise € o preparo de amostra, desta etapa provém toda a
confiabilidade dos resultados analiticos. O objetivo desta, é tratar a amostra original de forma
a serem retirados os interferente oriundos da matriz e transferir os analitos para o instrumento
de medicao analitica, buscando identificar e quantificar o analito de forma precisa e exata

(NASCIMENTO et al, 2018).

2.2.1 Extracao em Fase Solida - SPE

Essa técnica trabalha com a interacdo dos compostos da amostra com uma fase
extratora, que normalmente é um adsorvente sélido ou um sorvente (QUEIROZ, COLLINS,
JARDIM, 2001, DEAN, 2009). “Os analitos sdo seletivamente adsorvidos/sorvidos na fase
extratora, sendo posteriormente eluidos com solvente adequado” (NASCIMENTO et al.,

2018, pag.35).
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O processo de extragdo ocorre pela interacdo da fase extratora, formada por um
composto organico ligado quimicamente a um suporte de silica com sitios diferentes
polaridades, variando assim a seletividade aos analitos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001;
NASCIMENTO, 2018). Normamente a fase extratora é constituida de compostos apolares ou
moderadamente polares, sendo indicado a escolha de uma fase extratora baseada na
polaridade do(s) analito(s) (NASCIMENTO, 2018). Para analitos apolares preferencialmente
escolhe-se uma fase sélida que recai nas fases reversas como C18, C8, C4, C2, cicloexil, fenil
e cianopropil (JARDIM, 2010). O local onde a fase extratora fica armazenada é um cartucho
formado de polipropileno, de tamanho de 8,0 cm (podendo variar de acordo com a massa da
fase extratora) preenchido com cerca de 50 a 500 mg do material do sorvente, este possui uma
tamanho de particula de 40 e 60 um , a fase extratora fica contida entre dois filtros
(NASCIMENTO et al, 2018).

O processo de extragdo ocorre em quatro etapas: (1) Condicionamento da fase
sorvente com a finalidade ativar o sorvente por meio da passagem de um solvente com
caracteristicas semelhantes ao analito de interesse. (2) Insercao da amostra no cartucho, a
onde a amostra € eluida pela fase extratora com o auxilio de um sistema de vacuo, a vazio que
a amostra escoa deve ser constante e ndo ultrapassar 2ml/min para garantir boa
reprodutibilidade. (3) Limpeza do cartucho (clean up), para isso utiliza-se um solvente com
menor afinidade pelo analito e maior afinidade pelos interferentes, assim os interferéntes sao
extraidos da fase extratora e permanece apenas os analitos. (4) Eluicdo dos analitos, nesta fase
escolhe-se um solvente com maior afinidade pelos analitos do que o utilizado para a extragdo,
o volume deve ser o menor possivel para garantir a pré-concentracio e melhorar a
sensibilidade do método (LANCAS, 2009; JARDIM 2010; NASCIMENTO, 2018).

Alguns fatores que podem afetar a extracdo sdo os solventes para
condicionamento, limpeza e eluicdo. A esolha inadequada destes implicaria em inativacao da
fase extratora, eluicdo de analitos na etapa de limpeza e perda da recuperacdo do analito
repectivamente. O volume de amostra também afeta diretamente a efeciéncia de extracdo,
sendo necessario definir qual o volume de breakthrough, VB, este refere-se qual seria o
volume maximo de amostra que deve ser analisado para garantir a maxima recuperagdo do
analito. Outro importante fator € a velocidade de inser¢do da amostra, esta etapa afeta
diretamente a interacdo dos analitos com a fase extratora, pois se a velocidade for muito
acelerada ocassionara perda dos analitos para a solucdo descarte, todos os fatores citados
levam a baixa concentracdo dos analitos e a possivel contaminacdo do extrato final (JARDIM,

2010).
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A SPE possui diversos tipos de fase extratora, classifica-se pelas fases sorventes,
partindo da cadeia molecular que estd ligada as particulas de silica. Essas cadeias moleculares
apresentam diferente gruposfuncionais e sio classificadas em relac@o a sua natureza quimica
(NASCIMENTO et al., 2018). “Sendo classificada como fase normal, fase reversa, fase de
troca ionica ou fases poliméricas”( NASCIMENTO et al., 2018, pag.41).

A fase normal contém em sua estrutura grupos funcionais polares assim interagem
com compostos polares. A fase reversa contém em sua composi¢do grupos funcionais apolares
e interagem com compostos apolares. A fase de troca-idnica comporta grupos carregados
eletricamente dessa forma interage com espécies idnicas (DEAN, 2009; NASCIMENTO et
al., 2018).

2.2.2 Microextracdo em fase solida - SPME

Essa técnica é de simples manuseio, trabalha com apenas uma etapa, onde sio
realizadas amostragem, extracdo e pré-concentracdo, dispensando o uso de solventes. Possui
como principio a adsor¢do do analitos a uma fibra de silica envolvida por uma camada de
sorvente (NASCIMENTO et al., 2018; LANCAS, 2001;).

A fibra responsdvel pela extracdo do analito estd acoplada a um dispositivo chamado
holder , onde a fibra também fica protegida e s6 é exposta no momento da extragdo. A fibra é
inserida em um vial contendo a amostra e exposta para aos analitos para a extracdo. Apds o
tempo de extragdo, a fibra € entdo recolhida e levada para andlise em um cromatografo no

qual a fibra € exposta no injetor e os analitos sdo dessorvidos termicamente da fibra

(NASCIMENTO et al., 2018; SKOOG et al., 2000, BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar o desempenho das técnicas de extracdo em fase sélida (SPE) e
microextracdo em fase s6lida (SPME) na andlise de agrotéxicos em dgua por cromatografia

em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

3.2 Objetivos Especificos

e Construir e comparar as curvas analiticas obtidas por extracdo em fase solida (SPE) e
microextracdo em fase sélida (SPME);

e Trabalhar com amostra de dgua potavel utilizando os agrotoxicos bifentrina, molinato,
pendimentalina e trifluralina para verificar qual apresenta melhor afinidade com as
técnicas de extragao.

e Avaliar e comparar a sensibilidade de cada técnica;

e Comparar os coeficientes de variacdo de cada técnica, e determinar qual técnica
apresenta melhor repetitibilidade;

e Avaliar as fibras de poliacrilato e polidimetilsiloxano/divinilbezeno para a SPME com

diferentes polaridades e analisar qual possui melhor eficiéncia de extragao.



21

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Reagentes

Utilizaram-se padrdes dos agrotoxicos: bifentrina, molinato, pendimentalina e
trifluralina todos com grau de pureza 99% da (Sigma- Aldrich) (metanol) (HPLC/UV-VIS)
pureza, padrao analitico de acetona (Dinamica) para a extragao e descontaminacao, padrao de
sulfato de magnésio (Dindmica) para a remo¢do da dgua residual da solugdo concentrada.
Além disso, utilizou-se cartuchos C18 com fase extratora de 500 mg com capacidade de 6 mL
comerciais, obtidos da Applied Separations, vials de 2 mL para o extrato final e de 45 mL para
extracilo com  microfibra, fibra de  poliacrilato de  85um, fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbezeno de 65 um, barras de agitacdo magnetica, bequers, tubos
falcom de 15 mL, centrifuga (Fanem), agitador magnético (Quimis), bomba de vécuo

(Fanem), manifold (Supelco) e d4gua destilada.

4.2 Coleta das amostras

A amostra de dgua utilizada neste trabalho foi coletada de uma torneira dentro do
laboratério na qual esta dgua provinha da rede de abastecimaento, buscando simular as
condi¢des de uma amostra real assim como a matriz para os estudos de extragdo. Assim,
coletou-se 2 L da amostra de dgua de torneira, a temperatura ambiente, que foi utilizada na
preparacdo das solucdes para construg¢do das curvas analiticas usadas nas técnicas de SPE e

SPME.

4.3 Preparo das solucées-padroes dos agrotoxicos

Partindo de uma solucdo estoque de 1000 mg L' em metanol fornecida pelo
Laboratério de Quimica Instrumental contendo uma mistura dos agrotéxicos, bifentrina,
molinato, pendimetalina e trifluralina, preparou-se, por diluicio em metanol, as solucdes
trabalho para confec¢do das curvas calibragdo. Estas solu¢des foram armazenadas em

refrigerador.

4.4 Curvas analiticas



22

A curva de calibracdo para SPE fora construidas pelo método de adi¢do de padrdo, a
partir da fortificacdo de 200 mL de amostra de agua da torneira, utilizando solucdes de
trabalho mix dos agrotéxicos. Dessa forma, todos os pontos da curva de calibracdo foram
fortificados com o mesmo volume de aliquota das solucdes padrdo, para evitar erro
sistematico devido o incremento de solvente (possiveis efeitos de cossolvéncia).

A curva de calibragdo para SPME também utilizou como método a adi¢do de padrdo, a
partir da fortificacdo de 35 mL de amostra de dgua, utilizando solucdes de trabalho mix dos
agrotoxicos. Deste modo, os pontos das curvas de calibracdo obtiveram as seguintes
concentracoes 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug Lt para ambas as técnicas.

Uma amostra em branco foi preparada com 200 mL de amostra de agua da torneira
contendo 57,14 uL de metanol para ser utilizado na técnica de SPE e 35,0 mL de amostra de

agua de torneira contendo 10 pL de metanol para a SPME.

4.5 Procedimento de extracio em fase sélida

O processo de extracdo passou por um planejamento prévio (LANCAS, 2004;
NASCIMENTO et al, 2018), no qual selecionou-se as condi¢des dos solventes de elui¢do, o
sorvente para a extracdo dos analitos e demais ajustes como volume de elui¢do, vazio e etapa
adicional de secagem. O manifold utilizado para o sistema de extracdo em fase sélida (SPE), é
composto por uma caixa de vidcuo com uma tampa que comporta 12 cartuchos (Figura 5).

Para o condicionamento do cartucho foi utilizado 6 mL de metanol, seguido de 12 mL
de dgua deionizada, ambos escoavam a uma vazdo de 2ml/ min. Na etapa de extracdo dos
analitos, 200 mL de amostra foram transferidos para os cartuchos, com uma vazao de 2 ml
/min. Apoés a extragdo a fase solida foi seca sob vacuo por 2 min. No processo de elui¢do dos
analitos, utilizou-se 2,5 mL de solvente de eluicdo (1,5 mL de acetona e 1 mL de metanol). A
solucdo concentrada foi transferida para tubos falcon contendo 0,3 g de sulfato de magnésio
(MgS0O,), seguido de centrifugacdo por 10 min, para que a 4gua residual fosse totalmente
eliminada.

As solucdes concentradas foram transferidas para vials de 2 mL etiquetados e

analisadas por cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas.

Figura 5-Foto do sistema de extracdo mainfold utilizado neste trabalho.
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Fonte: autora

4.6 Procedimento de microextraciao em fase sélida

As extragdes foram feitas por imersdo direta, em vials de 40 mL, com septo de
silicone/PTFE. Dois tipos de fibra foram utilizadas, a polidimetilsiloxano/divinilbezeno
(PDMS/DVB) com espessura de 65 um acoplado a um holder, e a outra de poliacrilato com
espessura de 85 um acoplado a um holder.

Para auxiliar na etapa de extracdo utilizou-se agitacdo magnética com temperatura de

50 °C, 20 minutos, o tempo de dessor¢cdao dos compostos no injetor foi de 7 minutos.

Figura 6-Foto do sistema de extracdo para a SPME utilizado neste trabalho.

Fonte: autora
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4.7 Condicoes Cromatograficas

As andlises cromatogrificas foram realizadas utilizando-se o cromatografo a gas
acoplado a detector de espectrometria de massas ion trap (GCMS/ITQ), modelo focus GC —
ITQ 1100, (Thermo Fisher), utilizando uma coluna capilar Equity-5 ® (5%divinil-benzeno-
95%-polidimetilsiloxano) (Supelco), com comprimento de 30 m, didmetro interno de 0,25
mm e espessura de filme de 0,25 um, (Supelco).

A configuragdo do método cromatografico com os principais parametros estio

apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Condicdes utilizadas na configuracdo do GC-MS para as andlises das amostras.

Parametro Condicoes
Temperatura do injetor 260 °C
Modo de Inje¢do Splitless
Modo de controle de fluxo 1,2 ml/min

Programacao de temperatura

Tempo de splitless
Temperatura da interface
Tempo de inicio da corrida
Modo de aquisic¢ao de dados
Gads de arraste

Isoterma a 80 °C por 1 min, 12 °C min’!

até 200 °C; 8 °C min™" até 300 °C por 3
min.

3 min

280 °C

8 min

SIM

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 2 — Compostos e tempo de retencdo para os {ons monitorados utilizando GC-MS para anélises das

amostras.
Compostos Tempo de retencao- Tons monitorados

Molinato T.r.: 10,14 min

Frag.(m/z): 126, 55,187, 83
Bifentrina T.r.: 19,50 min

Frag.(m/z): 181, 165, 166, 182
Pendimetalina T.r.: 15,40 min

Frag.(m/z): 252, 191, 162, 281
Trifluralina T.r.: 11,45 min

Frag.(m/z): 264, 306, 248, 290

Fonte: elaborada pela autora
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4.8 Figuras de mérito avaliadas
4.8.1 Linearidade

Estudou-se a linearidade das técnicas por meio do preparo de curvas analiticas
contendo niveis de concentragdo na faixa de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug L.

O método utilizado foi a superposi¢do de matriz, na qual o analito foi adicionado, em
diversas concentracdes na matriz. Utiliza-se essa metodologia buscando simular o efeito da
matriz ou interferentes durante a analise (RIBANI et al., 2004).

Para avaliar a linearidade utilizou-se o coeficiente de correlacdo (r), este parametro
estando dentro do permitido pelos orgdos regulamentadores, ndo assegura a significancia da

curva analitica, assim necessitando de testes estatisticos.
4.8.2 Sensibilidade

Este parametro foi avaliado em conjunto com a linearidade, através da inclinacdo da

curva analitica.
4.8.3 Precisdo

A precisdo foi estudada pela repetibilidade ou precisdo intraensaios, esta € expressa
pelo coeficiénte de variagao (CV%). Realizou-se injecdes com concentracdes em trés niveis
(0,5; 10; 20 pg L") em duplicata. Utilizou-se as seguintes condi¢Oes: mesmo analista e
equipamento (ANVISA, 2003).

A equagdo 1 apresenta o cdlculo do CV% utilizado (RIBANI et al, 2004).

CV(%)= (s/%) X100 (1)

Em que, S é o desvio padrio e x é a média aritmética das medicdes.
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5 RESULTADOS E DISCURSSAO
5.1 Analise comparativa das curvas analiticas para SPE e SPME

Com a finalidade de comparar a sensibilidade que cada técnica expressou, para os
compostos estudados nas duas técnicas de extracdo SPE e SPME, sendo que para a ultima
também foram utilizadas duas fibras diferentes. Os gréaficos 1, 2, 3 e 4 apresentam os perfis

das curvas analiticas obtidas para os diferentes analitos.

Figura 7- Gréfico 1 representacdo grafica da curva analitica da bifentrina, em extracdo pelas técnicas de SPE-

utilizando C18 e SPME utilizando fibra de poliacrilato.
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 8 - Gréfico 2 representacdo grafica da curva analitica do molinato, em extracdo pelas técnicas de SPE-

utilizando C18 e SPME com fibra de poliacrilato e polidimetilsiloxano/divinilbezeno.
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 9 - Gréfico 3 representagdo grafica da curva analitica da pendimentalina, em extragdo pelas técnicas de
SPE-utilizando C18 e SPME com fibra de poliacrilato e polidimetilsiloxano/divinilbezeno.
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 10- Gréfico 4 representacdo gréfica da curva analitica da trifluralina, em extrac@o pelas técnicas de SPE-

utilizando C18 e SPME com fibra de poliacrilato e polidimetilsiloxano/divinilbezeno.
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Fonte: elaborada pela autora

A partir da andlise dos graficos observou-se para as condicdes estudadas neste
trabalho, que ambas as técnicas de extragdo apresentaram boa sensibilidade para todos os
compostos analisados. No quesito variacdo das fibras observou-se que ambas apresentaram
boa sensibilidade aos compostos. A sensibilidade determina a capacidade do método em
diferenciar entre concentragdes proximas dentro de um determinado nivel de confianca. Esta é
expressa pela inclinagdo da reta ou coeficiente angular da equacdo da reta. Assim quanto
maior a inclinacdo da reta, mais sensivel serd o método (BRITO et al., 2003; INMETRO,
2016). Observou-se que a bifentrina utilizando a SPME-PDMS-DVB ndo apresentou
resultados detectaveis, sendo necessario um estudo mais detalhado para evidénciar se isso
deve-se a diferenca de polaridade entre o composto e fase extratora, a técnica SPME-
Poliacrilato e SPE apresentaram boa sensibilidade a este composto.

A técnica apresentou bom desempenho para molinato, pendimentalina e trifluralina,
isso baseado no coeficiente de correlagdo (r). A partir da regressdo linear dos parametros da
curva analitica apresentados na Tabela 3, onde o coefiente de correlacdo para estes foi de 0,99,
desta forma se enquadrando dentro do exigido pela ANVISA, na qual a concentracdo do
analito injetado e o sinal analitico gerado pelo equipamento apresentou uma correlacao

proporcional (RIBANI et al, 2004). Apenas a bifentrina obteve coeficiente de correlagao 0,98,
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estando abaixo do recomendado pela ANVISA, justificado pelos erros associados ao preparo
das solugdes.

Para esta técnica avaliou-se dois tipos de fibra de extracdo para dentre elas verificar
qual obteve o melhor resultado. Esta técnica € rapida, portatil e nao requer o uso de solventes.
A fibra de poliacrilato apresentou coeficiente de correlagdo para a bifentrina, molinato e
pendimentalina de 0,99 estando dentro do exigido pela ANVISA. A trifluralina obteve r de
0,98 ou seja sendo insatifastério para os parimentros exigidos.

A fibra de polidimetilsiloxano/divinilbezeno apresentou coeficiente de correlagdo de
0,99 para molinato, pendimentalina e trifluralina, sendo considerado um resultado satisfatério
para esses compostos. A bifentrina ndo apresentou drea detectavel, dessa forma sendo
necessdrio um estudo mais detalhado para verificar se este composto nio apresenta boa
interacdo com a fase extratora.

A partir da regressdo linear das curvas analiticas pode-se calcular os coeficientes de
correlacdo obtidos em 5.1. Essas curvas apresentaram equacdes que sdo apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3- Valores obtidos para as curvas analiticas pela regressdo linear da curva.

Agrotoxico Técnica Equacdo (r)
Bifentrina SPE y = 116820x — 102005 0,98
SPME-Poliacrilato y =1373631x — 70268 0,99
SPME-PMSD- -
DVB
Molinato SPE y =454375x — 471806 0.99
SPME-Poliacrilato y =25078x + 2812,6 0,99
SPME-PMSD- y =33991x - 7125.3 0,99
DVB
Pendimentalina SPE y =34358x — 27890 0,99
SPME-Poliacrilato y = 11396838x + 265434 0,99
SPME-PMSD- y = 1911423 x- 2273488 0,99
DVB
Trifluralina SPE y =37636x — 34362 0,99
SPME-Poliarilato y = 1452795x +515422 0,98
SPME-PMSD- y =2290496x 1378950 0,99
DVB

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2 Comparacio dos cromatogramas obtidos para SPE e SPME

O cromatograma apresenta a relacdo da area de cada compostos com o seu tempo de
reten¢do. O tempo de retencdo refere-se ao tempo que leva desde a injecdo da amostra
compreendendo o maximo do pico. Cada soluto possue um tempo de retengdo caracteristico,
composto nao so pelas caracteristicas fisicas do soluto mas tabém pela temperatura da coluna,
a fase liquida, o fluxo do gds de arraste. Esses parametros citados sdo responsdveis pela
posicdo do maximo do pico, variando qualquer destes fatores o tempo de retencdo é
modificado. Quando as condi¢des da andlise sdo mantidas sempre apresentard o pico com
mesmo tempo de retencdo (NASCIMENTO et al., 2018). O tempo de retencdo é utilizado
para a quantificar os analitos.

Observando os cromatogramas nota-se que 0 mesmo composto apresenta intensidade
bem diferentes de acordo com a técnica de extracdo como € visto para a trifluralina, outros
apresentaram intensidade mais proximas, evidénciando que cada técnica de extracdo afeta
diretamente a quantificacdo de cada composto. A seguir apresentam-se 0S cromatogramas
obtidos para as técnicas de SPE, SPME-Poliacrilato e SPME-PDMS-DVB na concentracdo de

20 ug L™ nas Figuras 11, 12 e 13 respectivamente.

Figura 11- Cromatogramas para bifentrina (19,50), molinato (10,14), pendimetalina (15,39), trifluralina (11,43)

extraidos pela técnica SPE na concentragdo de 20 pg L™
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Fonte: autora

Figura 12- Cromatogramas para bifentrina (19,50), molinato (10,16), pendimetalina (15,40), trifluralina (11,45)

extraidos pela técnicas de SPME-poliacrilato na concentragio de 20 ug L™
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Figura 13- Cromatogramas para bifentrina (19,49), molinato (10,14), pendimentalina (15,37), trifluralina

(11,44) extraidos pela técnicas de SPME-PDMS-DVB ambos na concentragdo de 20 pg L™
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Fonte: autora

5.3 Analise do coeficiente de variaciao para as técnicas SPE e SPME

Um dos parametros avaliados no teste comparativo foi o coeficiente de variacdo para
cada técnica estudada. A partir do coeficiente de variacdo (CV%) avaliou-se a precisdo pela
repetibilidade. Segundo o MAPA, 2012, os valores de CV% tidos como confiaveis utilizando
os critérios de repetibilidade deve ser menor ou igual a 20%, para anélises de tracos.

Os valores de CV% estao expressos na Tabela 3, onde se apresenta os CV% para trés

niveis de concentragcdo analisados, para cada composto.
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Tabela 4- Coeficiente de variacdo em trés niveis de concentragdes.

CV%
Agrotoxico Técnica 0,5pugL! 10 pg L' 20 pg L
Bifentrina SPE 39,47 10,11 18,55
SPME-Poliacrilato 0,03 33,52 44,76
SPME-PMSD-DVB - - -
Molinato SPE 43,10 6,30 3,05
SPME-Poliacrilato 5,45 7,50 8,72
SPME-PMSD-DVB 12,80 41,13 1,22
Pendimentalina SPE 5,76 18,99 32,51
SPME-Poliacrilato 16,59 7,30 7,36
SPME-PMSD-DVB 7,08 1,15 2,23
Trifluralina SPE 9,18 3,81 12,73
SPME-Poliarilato 17,31 7,87 20,43
SPME-PMSD-DVB 18,91 7,06 3,82

Fonte: elaborada pela autora

A partir destes dados inferiu-se que a SPE ndo obteve um bom desempenho para um
nivel de concentracao de 0,5 pg L' para a bifentrina e molinato. Isto evidéncia que a técnica,
por conter mais etapas de procedimento como fatores como vazdo, volume de elui¢do e
solvente de eluicdo, podem interferir na repetibilidade. Para a pendimentalina, na
concentragdo de 20,0 ug L™ observa-se um valor de CV% de 32,15%, valor que esta acima do
permitido (20%), sugerindo que os fatores acima mensionados afetam a repetibilidade. Para as
andlises por SPME-poliacrilato observou-se que o valor de CV% ultrapassou o permitido,
para a quantificacio da bifentrina, 32,52 e 44,76% para concentra¢des de 5,0 e 20,0 pg L™,
respectivamente, evidénciando ndo houve boa repetibilidade para estas concentracdes. A
SPME-PMSD-DVB apresentou CV% acima do permitido apenas na concentragdo de 10 ug L
! para o molinato (41,13%), esse resultado sugere um erro experimental, constatando que
diante dos resultados exposto esse composto normalmente nido teve problema de interacdo
com o sorvente, devido a limitacdes de recurso ndo se pode repetir o experimento.

Analisando o tempo de preparo das amostras para a analise, a SPME leva em torno de
30 minutos para preparo do sistema e extra¢do, enquanto a SPE leva em torno de 2 horas
levando em consideragdao também preparo do sistema, extragdo e vazao ideal para a amostras.

A SPE trabalha com quatro etapas até a amostra estd pronta para injetar enquanto a SPME
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trabalha apenas com uma etapa. Outro fator é o volume de amostra necessario para realizar a
andlise enquanto a SPE utiliza 200 mL a SPME utiliza 35 mL de amostra. A SPME nao ultiza
solventes para a extracdo mas a SPE utilza solventes orginicos toxicos. A praticidade foi outro
fator levado em conta, a SPME € uma técnica portatil e de facil manuseo, a SPE nao apresenta

praticidade em seu sistema, sendo necessdrio um maior cuidado para 0 manuseo desta técnica.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram avaliados o desempenho de duas técnicas de preparo de amostra,
a SPE e a SPME, para amostras de dgua fortificada com agrotdxicos, bifentrina, molinato,
pendimetalina e trifluralina. A curva analitica para a SPE apresentou coeficiente de correlagao
(r) de 0,99 para o molinato, a pendimetalina e a trifluralina, sendo considerado um resultado
satisfatério por estar dentro dos limites estipulados da ANVISA, para esse tipo de amostra. A
bifentrina apresentou valor de r de 0,98, estando fora do valor permitido. Esse fato indica que
seria necessdrio novas repeticoes da andlise para avaliar as causas de tal alteracao.

Os resultados para o uso da SPME com fibra de poliacrilato apresentou um valor de
coeficiente de correlagdo satisfatorio para a bifentrina, o molinato e a pendimetalina. Apenas a
trifluralina apresentou um valor de r de 0,98, sendo portanto insatifatério. Para a SPME com
fibra de polidimetilsiloxano/divinilbezeno obteve-se resultados satisfatério para molinato,
pendimetalina e trifluralina sendo r de 0,99. A bifentrina ndo apresentou sinal na anélise por
GC/MS utilizando essa fibra para o processo de extragdo.

A andlise comparativa das curvas analiticas sugeri que a técnica, SPME utilizando
ambas as fibras apresentam boa sensibilidade para andlise dos compostos estudados neste
trabalho.

A SPE apresenta bons resultados de coeficiente de variagdo, estando dentro de 20%
para pendimetalina e trifluralina, mas para os resultado para bifentrina € molinato, na menor
concentracdo estudada, os valores de CV% ultrapassaram o valor permitido. A SPME-
poliacrilato apresenta resultados satisfatétios de CV%, sendo apenas insatisfatorio para a
bifentrina. A SPME-PMSD-DVB obteve resultados satisfatérios para a maioria dos
compostos, sendo que para o molinato em 10 pg L" os valores de CV% ficam fora do
permitido. Observou a SPME-PMSD-DVB foi a técnica que apresentou melhores resultados
de repetitibilidade.

Em relacdo aos parametros experimentais a técnica mais pratica, rapida, sensivel e que
apresenta melhor relacio de custo foi a SPME sendo que dentro desta técnica ainda se descata
que ambas as fibras apresentaram boa sensibilidade evidenciando boa relacdo dos sorventes

para os compostos e condi¢des estudadas neste trabalho.
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