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RESUMO

Uma fase polimérica inédita de polidimetilsiloxazakdo ativado (PDMS-ACB) é
proposta como fase extratora para extracdo poades@q barras de agitacdo (SBSE). A barra
de PDMS-ACB foi desenvolvida no laboratério usandm molde de teflon simples,
demonstrando estabilidade e resisténcia aos selv@mganicos. Utilizando uma Unica barra
de PDMS-ACB mais de 150 extracdes foram realizadas qualquer dano. A barra de SBSE
contém aproximadamente 100 de revestimento polimérico, 2,36 mm de diamet&2ecm
de comprimento. A barra PDMS-ACB foi aplicada n&ragpéo de seis pesticidas (ametrina,
atrazina, bifentrina, carbofurano, metribuzim e utalbom), com propriedades
predominantemente polares, comumente aplicadodamapdes de cana-de-acucar. A barra
PDMS-ACB foi utilizada na determinacédo de pestisidan garapa através de cromatografia
gasosa hifenada a espectrometria de massa (GC-®$)lanejamento experimental foi
empregado na etapa de otimizagdo da extracdo SBBplanejamento fatorial fracionado
avaliou a influéncia dos principais parametros éngos. Posteriormente, o planejamento
composto central (CCD) com conformacao estrelaek@lorado para otimizar os fatores
significativos na extracdo. Apenas 200de acetato de etila foram utilizados como sokent
na dessor¢do liquida (LD). Para os compostos aajao método apresentou limite de
quantificacéo (LOQ) no intervalo de 0,5 - 4§ L™, as recuperacdes variaram entre 0,18 -
49,50 % e a precisdo intra-dia variou de 0,07240 86. Concluida a etapa de validagéo, o
método foi aplicado em amostras reais de garapamiigeis comercialmente em Séo Carlos-

SP.



ABSTRACT

A novel polydimethylsiloxane/activated carbon (PDMEB) is proposed as new
polymeric phases for stir bar sorptive extractiSBSE). The PDMS-ACB was developed in
lab using simple teflon’s mold, demonstrating rekabaie stability and resistance to organic
solvents, over 150 extractions without any dam&BSE bar contained 100 uL of polymeric
coating, a diameter of 2.36 mm and a length ofch2 It was applied to the determination of
pesticides (ametryn, atrazine, bifenthrin, carbafurmetribuzine and tebuthiuron) having
predominantly polar properties, applied in sugagcaiops. PDMS-ACB was employed in the
determination of pesticides in sugarcane juice gigias chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Experimental design was epgmloin the optimization step, a
fractional factorial evaluated the main parameterslved in the extraction procedure.
Afterwards, central composite design (CCD) was eixgdl to optimize the significant factors
on the extraction. About 200 pL of ethyl acetataevemployed as solvent in the liquid
desorption (LD). The method presented limit of difemation (LOQ) from 0.5 to 40 pgt,
recoveries varied 0.18 — 49.50% and precision -a#y 0.072 — 8.40%. Hence, the method
was applied to the analysis of real sugarcane jsaaples commercially available in Séo

Carlos-SP.



Lista de ilustracfes

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Grafico da evolugéo da producao brasileira de-d@aacucar entre as safras de

1948/49 e 2008/09. Adaptado de [L]. ..eeeeeeeeeeieeee e 14
Figura 2. llustracdo de um dispositivo utilizado em SPME..........ccoooviiiviiiiiiiiiiiceen, 0.2
Figura 3. llustracdo de uma barra de agitacdo para SBSE.....cccoooeeiiiiviiein, 5.2

Figura 4. Comparacao de eficiéncia de extragédo por SPME (PINBSL) e SBSE (PDMS:

47 uL) em funcéo do coeficiente de particdo octanodagm mesmas condi¢des
experimentais. Adaptado e [S4]......cooi it ccccee e e e e 27
Figura 5. Estrutura quimica dos pesticidas eStudadoS...ccccc..covvvvveeviviiiiiiiiiiee e 42
Figura 6. Molde desenvolvido anteriormente no LaboratéricCdematografia por Nogueira
31 PRSPPI 45
Figura 7. llustracéo de um frasco utilizado na extracao BBES...........ccccoeveeeeeeeevieeveeeiniinnnns a7

Figura 8. Cromatograma obtido através da injecéo gé #le uma solucdo- padrao dos 6

ANANIOS 8 1 MO oottt ettt n e 60
Figura 10. Comparacgéao entre as barras de PDMS produzidasrudtte antigo (& esquerda)

(3 o1=1 (o g aTo] (o [=0N e To 1Yo I €= W L1 =] <= ) O 62
Figura 11. Barra SBSE PDMS/ACB 18 %0.......ccccvvviiiiiiieemeeeieiiiiiiis s s s e e e e e e eeaeeeeesesssnnnnnes 62
Figura 12. Microscopia eletrénica de varredura da barra PDMEBA(a) 100 x. (b) 500 x.

(C) 1000 X. (A) 5O00 X. cuerrrireeeeeeeees s e e e e ssttaeeaeeesassssseesaeessssssssasaaasssneneaeesssnsssseeeeesaans 64

Figura 13. Diagramas de Pareto mostrando os efeitos dos pacddnavaliados para a
extracdo por SBSE dos 6 pesticidas: (a) AmetrimaA(razina, (c) Bifentrina, (d)
Carbofurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutiruom. (AAOR)..........cccoeveeeeeeeeiiiiieeeeeii e, 65
Figura 14 . Superficie de resposta obtida a partir dos resedtdd planejamento composto
(012 11 - 1 TP 70
Figura 15. Curva cinética da extracdo por SBSE dos 6 pest@dtudados. ............ccccceeennnn. 71
Figura 16. Curva de extracao em relacao a velocidade de agitsttavés da SBSE dos 6
PESHICIAAS ESTUAAUOS. .......coiiiiiiiiiiie e e e e e e e e et e e e et e e ettt mnaas s bbaa e e e e e e e eeeaeeeeees 71
Figura 19. Cromatograma obtido através da injecdo de umagéxtnao nivel 3 de

(o0] gTel=T 0] (= To¥= Lo TR PSP 77
Figura 20. Intervalos monitorados obtidos através da injelgama extracéo no nivel 3 de
concentracdo. (a) Tempo: 5,2 — 5,7 minutos; (b)de@rb,8 — 6,5 minutos e (¢c) Tempo: 6,6 —
8,0 MINULOS. (CONTINUA) ... ei i ettt e e e e e e e e e e et e e e e neeeeeeseesaeaan e e e e eeeas 77



Lista de tabelas

LISTA DE TABELAS
Tabela 1.Pesticidas estudados e sua classificacdo por guéla estrutura quimica. ............. 16
Tabela 2.Valores dos LMRs dos pesticidas estudados partiiaade cana-de-acgucatr. ....... 18
Tabela 3. Exemplos de revestimentos de fibra de SPME diseicomercialmente.
D17 0o 4 TAVZ= I =T o 4 T 5 O 23
Tabela 4.Algumas aplicacdes recentes de barras SBBEade(continua).......................... 29

Tabela 5. Pesticidas estudados, seus coeficientes de pamiciamol-agua e os ions

monitorados durante as analises N0 MOUO SIM. . iiiiiiiiiiiiiii e 44
Tabela 6.Variaveis selecionadas para o planejamento fafosicionario 2™....................... 49
Tabela 7.Variaveis avaliadas no planejamento fatorial 58ério 2™ ...........c.cccoeoveeeeenn. 50
Tabela 8 Valores dos plsdos pesticidas estudados. ............ouvvvceeeeeeeeiiieeeeeeenn 51
Tabela 9.Variaveis avaliadas no planejamento composto@entr............ccccceeeeiveeeeeeeeeeen... 52
Tabela 10.Variaveis avaliadas na otimizagao univariada. cecee.....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiinnnnnn, 53.
Tabela 11.Valores das variaveis utilizadas nos experimedéogalidacao.................ccuvveeee.. 53
Tabela 12.Valores de concentragao utilizados na avaliagdmedaridade. ............................ 54
Tabela 13.Valores de concentracao usados para avaliaCaAedBB0. ...........cccceeveeeeeeeeeeeene. 56
Tabela 14.Valores de concentracao utilizados na avaliagaeclgperagao..................cc.vee.e. 57

Figura 17. Cromatograma obtido através da injecdo de umagédrde uma garapa livre

de fortificagao NO MOUO SIM. .........uuiiiiii oo e e e e e e e e eeeees 72
Tabela 15.Resultados da linearidade para os 6 pesticidada s, ...............ccoeeeeeeeieeeieiinnne 73
Figura 18. Curvas de calibracdo e seus respectivos graficoedeluos para os 6
pesticidas estudados. (CONTINUA) ...........cccemmeeiriiiaee e e e e e e e e 73
Figura 18. Curvas de calibracdo e seus respectivos graficoedeluos para os 6
pesticidas estudados. (CONTINUA) ...........cccmmmeeeiiiiaee e e e e e e e e 74

Tabela 16.Dados obtidos da Preciséo intra-ensaio para ostEigas estudados. ................. 76



Lista de tabelas

Tabela 17.Dados obtidos da Recuperacao para os 6 pestigtagaeos. ..........cccccvvvveeennnnn. 79
Tabela 18.Dados obtidos de Limites de Quantificacdo (LOQ)eteldcdo (LOD) para os
6 PESHICIAAS ESTUAAUOS. ......eevveveiieeee e 22 e s s e e e e e e e e e e e aaeeeeeesessannnnnssssnssnn i naeeeaaeaeeaeees 81

Tabela 19.Residuos de pesticidas encontrados em garapaslisgocomercialmente. ....... 82



Sumario

SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
1. INTRODUGAO ...ttt ettt st ettt ae et ettt et s saeetesteeaeeeeneensaseeseeseesteaneaneas 13
I Ao | fo T =T o Tod To = = R] | (= S 13
3 I I O g = B o= Vo o RS 13
O O B T T - T o - L PP 15
10,2, PESHCIUAS ...eveeeiieiiiiiiieiee e e ettt e e e e ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e nnn e e e e e e e e annnees 16
1.1.3. Limite Maximo de ReSIidUO (LMR) ........uuummeieiiiiiiieeeeeeeiicres e e e eeeeeee e e e 17
1.2. Preparo € AMOSIIA ........cuuuuuuueiiiiicmmmmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeasaasasaa e s e e e eeaaaaaaaaaaeaaeeeeseesesnnnnns 19
L.2.0 SPIME e e e a e e e e e e e e e e e eeena e aaeene 20
L 2. 2, OB S et — e e e e nnr e b e et eaa e e e earaa s 24
1.2.3. NOVAS fases Para SBSE...........ccoo oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeaee 28
1.3. Planejamento e Otimizagao EXPerimental ... .. ...ouvviiiiiiiiiiiiiinnieee e eeeeeeeeeeeeeeee 35
1.3.1. Planejamento Fatorial FraCiONAIIO. .......uu.vvruriiriiiiiiiiiieeeeeee e e e e e sesssneenee e e e e e e e 36
1.3.2. Planejamento Composto Central (CCD).....auueiiiiiiieieeeieiieeeeeiiiiiie e 37
1.3.3. SUPEITICIE 8 FESPOSTA. ...ttt e e e e e e e e e e e s ssseieebbb bt e et e eeeeeaaaaassannnnnssesebnesneeees 38
2. OBUIETIVOS ...t e ettt e e et e e et ae e e e e e et e aea e e e e e eeaaa e eas 40
3. PARTE EXPERIMENTAL ...t a e e e e e 42
3.1. PadrOes € REAGENIES ......ccoiiiiiiiiiiteeeaee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeesaaabnnn s 42
3.2. EQUIPAMENTOS € MALEIIAIS ....vvruiiiiii ettt e e e e e e e 43

BB M BEOUO - e e 43



Sumario

ICTRC T I o 19 [0 [ (oo 1Tl @3 o] 1 4 F= 100 [ ir= 1 [0x= 1S UPPRS 43
3.3.2. Desenvolvimento do molde de Teflon ......ccccuvvveeoiiiiii e 44
3.3.3. Preparo da barra SBSE PDMS-ACB ........cimm i e e e e e e e e aaeeeeeeaes 45
3.3.4. AMOSIIaS UE QArAPA.......eeeeeeerrruuniiiaaea et e e e e eeeeeeeeeeeerareasns e aaeeaaaaaesaaaaaeaaeeeeeeenmnnes 46
3.3.5. Método de extraCao SBSE...............uemmmmeeeerriiiiiiiiaieeeeeeeeeeeeeeeeeeessennnneeeernnn 47
3.3.6. Planejamento e Otimizacao EXperimental.. o ....coovvvvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeveeeeeeee 48
3.3.6.1. Planejamento Fatorial Fracionario 2 .........coo oo 48
3.3.6.2. Planejamento Composto Central (CCD) ..occciiiieeeei i ee e e e 51
3.3.6.3. OtiMIZACAO UNIVAINAUA .......uuueeeeiicmmmeiiee e e e e eee e e e eeeeeeeee e e e eere e e s s e e e e e e e eeaeeeeees 52
I RC T Y £ 1o - Vo~ Lo 1O 53
3.3.7.1. SElEtIVIAAAE .....ceeieiiiiiiiee et e e 54
3.3.7.2. LINCAIUAUE .......eeiiiiieieit et ettt e e e e e e e e e e e 54
R R G T o (=T o3 7= (o TP PP PPRPPPPPPPPRRPPN 55
3.3.7.4. RECUPEIrAGAO/EXALIAEO ......uuvvrreeieieeeeesaeiiib bbbttt e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e eeeens 56
3.3.7.5. Limites de Deteccédo (LOD) e de QuantificdQ (LOQ) .....evvuuiiiiiiieiieeiiiiiiiiiiiiinns 57
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ......couiuiiiiiiiieiemeieieieesesisesssesese s nsnesssesens 60
4.1. SeparaGao CromMatOgrafiCa ...........uiiiesierriiiiiiiiiiiiete et eee e e e e e e e e e e s s s s s sannenr e e e aaaeeaeaeeas 60
4.2. Desenvolvimento do molde de teflon........coooooi 61
4.3. Preparo da barra SBSE PDMS-ACB .......coiiiueeeiiiiaaae e e e eeeeeeeiessessnnnnnnsenees 62
4.4. Caracterizacao da barra PDMS-ACB ... e 63
4.5. Planejamento e Otimizagao EXperimental.... ... ..cccoiiiiiiiieiiiiieeeieeiiiiiii i 65
4.5.1. Planejamento Fatorial Fracionario 2.............ccoioieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 65
4.5.2. Planejamento Composto Central (CCD).....coiiiiiiiiiiiiiiiaeiee e 69
4.5.3. OtIMIZAGAO UNIVAITAUA .........uuiiiiiitimmmneeeeeee ettt e e e e e e e e e e ee e e e e e e ennnes 70

T T V=1 [T F=Tot= Lo TP PP P PP P PP PPPPPPPPP 72



Sumario

4.6.1. SEIEIVIOAUE ........eieeiiiiiiiee et 72
4.6.2. LINCAINUAE ...ttt e e 72
4.6.3. PIECISEO ... .ceeiieeiiiiiteeiee ettt o4ttt e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e 75
4.6.4. RECUPEIAGAD ... .. ieetiiiuuiaeeeeeetmmmmmmaeeeeettsaaeeeeeasss s aeseesssnaaeeeeenaansssaaeeeeesssnnaaaeeeesnnn 76

Acredita-se que a bifentrina apresentou valores baos de recuperacédo devido a sua
baixa polaridade (log Ky > 6) [90] e sua estrutura quimica ser volumosa. Eprocessos
adsorptivos € comum acontecer competicado pelos s#tiextrativos. Em virtude de possuir
uma cadeia muito grande, a bifentrina, migrava leramente para os poros em relacao

aos demais analitos, dessa maneira grande parte dosros ja continham os analitos o

que causava a baixa eficiéncia na extracao deSSENEDSIO. .........vveeeiiiieeeeeerieeeiereiriiienes 80
4.6.5. Limites de Deteccado (LOD) e de QuantificacdaOQ) .......cevvvvvvvvrriiiiiiiiieeeeeeeeee 80
4.6.6. AMOSLras reaiS 08 QAraPa ......ccvvvvieeeeeiiiee e e e e e e e e et e e e e et sseeeae s s e e e e e e aaaaaaaees 81
5. CONCLUSOES. ...ttt mmmm ettt bbbt 84

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

PRODUCAO CIENTIFICA



][]nllt]F<O><dl1U[<gﬁ(O>



Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Agronegocio Brasileiro

Desde 1970, a agricultura enfrenta o desafio dadatr a crescente demanda por
alimentos e energia renovavel, entre outros pradute origem agricola. Devido ao
crescimento da populacdo mundial, a diminuicdordasadisponiveis para a agricultura, e ao
aumento do numero de pessoas que migram do campoaparegidées urbanas, surgiu a
necessidade de desenvolver novas tecnologias enasswjue permitam aumentar a
produtividade agricola.

Atualmente, com a crescente industrializacdo dacwlgrra, produzir em grande
guantidade j4 ndo é mais o principal objetivo. Alémquantidade, o mercado consumidor
exige que se produza com qualidade, ou seja, ealomao deve apresentar riscos a saude
humana na forma de residuos de pesticidas e dansim@ntes. Deste modo, é de suma
importancia que a producao dos alimentos sejazegidide forma correta, buscando garantir a

maxima seguranc¢a dos alimentos ofertados para gmnsu

1.1.1. Cana-de-acgucar

As primeiras mudas de cana-de-acgucar foram trazidd&rasil em 1532 na expedicao
de Martin Afonso de Souza. Devido ao clima tropealo solo fértil brasileiro, o cultivo da
planta propagou-se rapidamente e hoje representioarrincipais produtos do agronegécio
brasileiro. A Figura 1 ilustra um grafico sobrerescimento da producéo brasileira de cana-

de-acgucar, em milhdes de toneladas, entre as 4848#49 até a de 2008/09.
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Figura 1. Grafico da evolucéo da producao brasileira de-c@racUcar entre as safras de 1948/49 e 2008/09.
Adaptado de [1].

Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundiacdea-de-aclcar, seguido por india,
Tailandia e Australia, segundo a UNICA (Unido dallstria da Cana-de-acucar) [2]. A
producao total de cana-de-acucar moida, para a daf2010/11, esta prevista em 664.333,4
mil toneladas, apresentando um aumento de 9,9 Yelagfo a safra 2009/10. Deste total de
cana-de-acucar, 45,4 % sera destinada a producaoudar e 54,6 % a producao de alcool
anidro e hidratado [2]. De acordo com a Conab (Gorhja Nacional de Abastecimento), a
area colhida no Brasil, na primeira safra 2010£kta estimada em 8.091,5 mil hectares. O
estado de S&o Paulo € o maior produtor com 54,38.887,5 mil hectares), seguido por
Minas Gerais com 8 % (647,7 mil hectares) e Pacana7,5 % (607,9 mil hectares) [3]. Esta
elevada producédo deve-se, entre outros fatoregjrasale consumo de insumos agricolas,
como os pesticidas, nesta cultura. Segundo a Sieda@009 somente cinco culturas foram
responsaveis por 80 % da demanda nacional de idasticsendo que a cultura de cana-de-
acucar foi uma delas com 8 % desse total [4].

A cana-de-acucar € uma planta que pertence aoay®aecharum L.sendo composta
por 65 — 75 % de agua, 11 — 18 % de acucares,B% tle fibras e 12 — 23 % de solidos

soluveis. Do total de aglcares, a sacarose esarpeenuma faixa de concentracéo entre 70 a

14
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91 %, seguida da glicose e da frutose (entre 2tacéda uma) [5]. Assim, esta é empregada
principalmente como matéria prima para a fabricad@acucar e alcool, e também para a

producao de aguardente, rapadura, caldo de carapé&ja melado.

1.1.1.1. Garapa

Garapa ou caldo de cana € o liquido extraido degem da cana-de-acucar. A garapa
€ uma bebida tipica do Brasil, geralmente presentebarracas de feira, podendo ser
consumidain naturaou misturada com frutas citricas, como, abacaxiiméo. A garapa,
devido a sua composicao rica em carboidratos, éaxtelente fonte de energia [6]. A bebida
conserva todos os nutrientes presentes na cangidara(como os minerais: ferro, calcio,
potassio, sodio, fésforo e magnésio) além do fatser uma fonte de antioxidantes como
acidos fendlicos e flavonoides [7].

Por esses motivos, em 2004 a garapa foi tema de pesquisa realizada no
Laboratério de Bioquimica do Exercicio, do Institude Biologia e do Departamento de
Alimentos e Nutricdo, da Faculdade de Engenharialaeentos da Unicamp. O objetivo da
pesquisa foi comprovar a eficiéncia do consumo atega por atletas, jogadores de futebol
das categorias de base da Associacdo Atlética Heta, em relacdo ao seu rendimento
fisico e a sua recuperacdo da massa muscular.sOitados divulgados até o momento sdo
positivos e o préximo passo da pesquisa é transfoEmgarapa em po para que possa ser
consumida n&do s6 no Brasil [6].

Somente outros dois trabalhos utilizando a gacap# amostra foram encontrados na
literatura. Zuinet al. [8] em 2006, compararam dois métodos de extragéoagdio com
solvente assistida por membraMASE) e extracdo por sor¢cao em barras de agit¢RBSE)
para a extracdo de 18 residuos de contaminantésicogem garapa usando GC-MS. Para a

técnica SBSE os valores de limite de detecdo (LoEm de 0,002 — 0,7ig L™ enquanto

15
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que para MASE essa faixa variou entre 0,004 a Ag& ™. Em 2009, Tfouniet al. [9]
desenvolveram um método de extracdo liquido-liquild.E) de quatro PAHs
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) na garapravés da cromatografia liquida com
detector de fluorescéncia (HPLC-FLU). Os valores£@® determinados ficaram entre 0,004
— 0,009ug kg®. Neste trabalho foram analisadas oitenta amosgtespa, provenientes de

Ribeirdo Preto e Campinas.

1.1.2. Pesticidas

Os pesticidas, (também chamados de: defensivasobagj agrotoxicos, agroquimicos,
defensivos quimicos ou praguicidas) sdo substaqcigsicas utilizadas na agricultura com a
finalidade de controlar alguns fatores prejudicessculturas, como, ervas daninhas, acaros,
fungos, insetos, entre outros. Estes podem sesifitaslos de acordo com a sua acgéo; desta
maneira sdo chamados de inseticidas, herbicidastiedas, fungicidas e assim por diante.
Outra maneira de classifica-los, quanto a suatastriquimica, é em clorados, fosforados,
carbamatos, piretroides, entre outros. Os pesticgdéudados e sua classificacdo por agéo e

pela estrutura quimica sao apresentados na Tabela 1

Tabela 1.Pesticidas estudados e sua classificagdo por guodla estrutura quimica.

Pesticida Classificacdo (acad) Classificacdo (estrutura quimiéa)

Ametrina Herbicida Triazina

Atrazina Herbicida Triazina

Bifentrina Inseticida, acaricida e formicida Picete
Carbofuranc Acaricida, inseticida, nematicida « Carbamato

cupinicida

Metribuzim Herbicida Triazinona
Tebutiurom Herbicida Uréia

& Referéncia [10].

16



Introducéo

O mercado de pesticidas no Brasil, em 2009, fd/88 6,6 bilhdes (R$ 12,9 bilhdes).
Deste valor, o mercado de herbicidas represent@a @83S$ 2,5 bilhdes), seguido por
inseticidas e acaricidas, com 31% (US$ 2,1 bilhdagpicidas com 27% (US$ 1,8 bilhdes) e
outros com 4% (US$ 0,3 bilhdes), segundo o Sinditddcional de Industria de Produtos
para Defesa Agricola (SINDAG) [11].

E incontestavel que o mercado de pesticidas é tanperpara a economia brasileira, o
que se torna preocupante é a aplicacdo indiscréfairgesses podutos nas culturas dos
alimentos. Se as Boas Praticas Agricolas (BPA) nioreeguidas corretamente, as
contaminacgdes pelos pesticidas podem ser evitBeamsée modo, alguns cuidados devem ser
tomados, como ler e atender as recomendacdesudo edtla bula, verificar o nimero correto
de aplicacbes e quais as dosagens recomendadasigieraninada cultura. E também
importante cumprir o intervalo de confianca ou @#oide caréncia de cada pesticida, que € o
intervalo de tempo adequado entre a ultima aplecathpesticida e a colheita do alimento
para a sua comercializacdo. Além disso, os agoiadtque aplicam os pesticidas devem
utilizar as roupas e acessorios adequados, paraeguaanca. Porém, 0 uso incorreto ou
indiscriminado de pesticidas na agricultura podssmnar a contaminagao dos alimentos e do

ambiente pela presenca de seus residuos, afetaadnlé humana direta ou indiretamente.

1.1.3. Limite M&ximo de Residuo (LMR)

O Limite Maximo de Residuo (LMR) é a quantidadexima de residuos de pesticidas
permitida legalmente no alimento, geralmente exmremm mg da substancia por kg do
alimento. Para o estabelecimento do LMR dois estuldwyem ser avaliados. O primeiro é a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que € a quantidadéxima de uma substancia que uma

pessoa pode ingerir por dia, durante toda a sug s@mn que cause danos a saude.
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A IDA depende da toxicidade do pesticida e da dietgpopulacdo em relacdo a este
alimento e é representado por mg da substancikgpda pessoa que o ingere. Para maior
seguranca humana, dois indicadores de segurangalisganados, um primeiro fator 10 que €
para garantir que o ser humano néo sera afetado segundo fator 10 o qual considera que
existam pessoas mais sensiveis do que outras.,Ent&A é multiplicada 100 vezes e um
valor de LMR é proposto. O segundo estudo consisteerificar se 0os niveis de residuos de
pesticidas presentes nos alimentos quando as B#téms fatendidas, estdo abaixo do LMR
proposto anteriormente. Caso positivo, 0 LMR ébedeido.

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores dos LM&geakticidas estudados para a
cultura de cana-de-acucar, ja que nao existe ummaanegulamentadora com os LMRs para a

garapa, assim como para suco de frutas.

1.1.4. Orgdos Regulamentadores

O Codex Alimentariugoi criado em 1963 pelas organizac®esd and Agriculture
Organization(FAO) e Word Health OrganizatiofWHO) para elaborar normas e guias de
seguranca alimentar. As normas Codex foram cried@aso intuito de uniformizar as normas
alimentares estabelecidas por varios paises, pmmiovo comércio justo de alimentos entre

eles, e para proteger a saude do consumidor.

Tabela 2.Valores dos LMRs dos pesticidas estudados parliaade cana-de-aclcar.

Pesticidas LMR (mg kg*)®
Ametrina 0,05
Atrazina 0,25
Bifentrina 0,02
Carbofurano 0,1
Metribuzim 0,1
Tebutiurom 1

#Referéncia [10].
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No Brasil, dois 6rgéos federais sdo responsaveifigmalizar e normatizar o processo
produtivo dos alimentos: o Ministério da AgriculiuiPecuaria e do Abastecimento (MAPA)
e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANX)SEm 2001, com intuito de monitorar
a qualidade e seguranca dos alimentos em relagioeauos de pesticidas, a ANVISA
iniciou um projeto de analise de residuos de agim@i8 em alimentos, o qual se consolidou
no Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicosdlenentos (PARA), através da RDC
119 em 2003.

O monitoramento de residuos de pesticidas tem qmimoipais objetivos assegurar
que a populacdo consuma alimentos saudaveis eosegufavorecer a comercializacdo dos
alimentos nacional ou internacionalmente. Por issdesenvolvimento de pesquisas para a

determinacao de residuos de pesticidas nos alimérde maxima relevancia.

1.2. Preparo de amostra

O preparo de amostras complexas envolve variga®teomo, extracaajean-upe
ajuste de concentracdo.,Além de ser a etapa dsegdle requer maior tempo, é também a
parte mais susceptivel a introducéo de erros [BR].analises cromatograficas, a etapa de
clean-upé importante pois elimina os compostos que fazante gla amostra mas que ndo sao
de interesse e podem prejudicar o resultado. Al@wodevita 0 acumulo de sujeiras no
sistema de injecdo e retira possiveis contaminaguespoderiam coeluir com o analito de
interesse.

Para o preparo de amostras, técnicas classicastrdga®, como a extracao liquido-
liquido (LLE) e a extragcdo com soxhlet, foram edaiséo utilizadas [13]. A LLE ocorre por
particdo e é baseada na solubilidade dos analiteslmente de extracdo. A amostra complexa
€ colocada em um funil de separacdo, juntamente wonsolvente organico no qual os

analitos sejam soluveis. O funil de separacdo tadwgipara que os analitos de interesse

19



Introducéo

passem para a fase organica, que entdo € separanodtra e concentrada para posterior
analise. Porém, esta técnica requer grandes volumemmostra e, consequentemente, de
solvente, para ganho de sensibilidade.

Em busca da reducéo do tempo gasto no prepamma&ra e do consumo de amostra
e de solventes organicos, a miniaturizacdo dascele extracdo tornou-se uma tendéncia
na quimica analitica. Além disso, a miniaturizapaamite a automacao da técnica e, assim,

possibilita 0 acoplamentan-linecom técnicas cromatograficas.

1.2.1 SPME

Em 1990 foi introduzida por Pawliszyn e colaboradd14] , uma técnica de extracao
miniaturizada, denominada microextracdo em fasglaaqSPME). A SPME é baseada na
sorcdo dos analitos presentes na amostra atravésddfibra de silica fundida revestida
externamente com uma fina camada polimérica. Afilr SPME é fixa em um suporte, como

mostra a Figura 2, a qual pode ser inserida ditéena amostra (modo direto) ou utilizada

no modoheadspace

~— > Embolo

— *» Ajuste de medidor de
profundidade da fibra

- |~ > Suporte dafibra

= _ ,Fibrade SPME

Figura 2. llustracdo de um dispositivo utilizado em SPME.
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No modo direto os analitos n&do volateis ou semiteds difundem-se diretamente da
amostra para o revestimento da fibra, enquantonqueodoheadspaces analitos volateis
presentes na fase gasosa difundem-se no revestirdanfibra, que se encontra fora da
solucéo, ocorrendo entdo o fenbmeno da particde.risdo tem como principal vantagem a
maior durabilidade da fibra, pois possiveis contemies presentes na amostra ndo entram em
contato com a fibra. H4 ainda um meio termo entse® dois modos: a extracao indireta.
Nesse modo, a fibra é protegida por uma membrama,tgm como principal finalidade
proteger a fibra do contato direto com amostraseexdmente complexas [15].

A extracdo por SPME ocorre através da transfer@&ecimassa entre as fases, amostra,
fibra eheadspacaté que o equilibrio de particdo seja atingido t®esdo, sua teoria baseia-
se na cinética de transferéncia de massa entrasas & na termodinamica que descreve o
equilibrio de particdo [16]. A quantidade de awatiktraido no sistema em equilibrio pode ser
calculada de uma forma simplificada, como moste@acao 1, considerando um sistema
constituido somente da amostra e da fase extrdaofibra:

ng =n, + ng (1)
em que:

N, € a quantidade total de analito extraido no sistem equilibrio;

na. € a quantidade de analito presente na amostiatemna em equilibrio;

ne é a quantidade de analito presente na fase exrat® fibra no sistema em
equilibrio.

Como o particionamento € dependente do equilibgi@@hcentracdo, deste modo a
equacao 1 pode ser modificada na equacéo 2:

Co-V, =CZ.V7 + CF.Vf ()
onde:

C, é a concentracgdo inicial da amostra;
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V€ 0 volume total da amostra;

Ca, € a concentracdo da amostra no sistema em eduilibr

C: € a concentracao da fase extratora da fibra tensasem equilibrio;

Vi é o0 volume da fase extratora.

Assim pode-se definir, através da equacdo 3, oiceetie de particdo da fase de
extracdo e da amostrg,j como:

_G
"o ©

SubstituindoC® por ki.C:° (equacdo 3) e rearranjando os termos da equacgdo 2

podemos calcular a quantidade de analito extragtiofipra no equilibrior,®) com a equacéo

4.

(kpo-Vy + V) )

Entdo, pode-se concluir que a quantidade extraiolaanalito no equilibrio é
independente do tempo de extracdo. Em outras palauma vez atingido o equilibrio a
quantidade extraida sera a mesma, dentro dos dirdéeerro experimental. Outro fato que
também pode ser concluido através da equacao @ sy >> k¢, Vs, entdo temos que:

ng = ke V. Cy 5)

Portanto, através da equacdo 5 pode-se realizar amalise quantitativa, ja que a
quantidade de analito extraida pela fibra estaatmente relacionada com a concentracao
inicial do analito na amostra.

A eficiéncia da extracdo por SPME é influenciadagieersos fatores como o tipo da
fase de revestimento da fibra, volume da amostrgafidnica, pH, temperatura, velocidade
de agitacdo, tempo de extracdo, além das condigdedessorcdo térmica ou liquida.

Idealmente o tempo de extracdo deve ser suficigar que o equilibrio de distribuicdo dos
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analitos seja atingido. Porém esse tempo podexses&gvamente longo e, neste caso, pode
ser introduzida a agitacdo magnética para acedguescesso de difusdo dos analitos.

A SPME apresenta diversas vantagens como utilioaicgp ou nenhum solvente
organico, simplicidade na sua utilizacdo, possibde de total automacdo, rapidez,
seletividade, sensibilidade e custo relativamergixdo Dependendo da complexidade da
amostra, das condicbes experimentais, e do cuidadeeu manuseio, as fibras podem ser
reutilizada diversas vezes. Além disso, atualmentersos tipos de revestimento de fibras

para SPME sao disponiveis comercialmente (Tabela 3)

Tabela 3.Exemplos de revestimentos de fibra de SPME disptstomercialmente. Disponivel em [17].

Revestimento Espessura (L) Aplicagéo
100
Polidimetilsiloxano (PDMS) 30 Compostos apolares
7

Compostos de média a alta polaridade
Poliacrilato (PA) 85 (fendis, pesticidas organofosforados,
cetonas, alcoois)

Polidimetilsiloxano/divinilben

65 Compostos de baixa a alta polaridade
2eno 60 (aminas e compostos nitroaromaticos)
(PDMS/DVB)
Carboxen/polidimetilsiloxanc e Hidrocarbonetos, Compostos
(CAR/PDMS) Organicos Volateis (VOCs)

o Compostos de média a alta polaridade
Carbowax/divinilbenzeno

65 (fendis, pesticidas organofosforados,
(CW/DVB)

cetonas, alcoois)
Divinilbenzeno/carboxen/
polidimetilsiloxano 50/30 Compostos de Aromas
(DVB/CAR/PDMS)
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Atualmente, a SPME em conjunto com a cromatogrgdisosa e liquida tem sido
aplicada com éxito em diversas areas, como a fer¢h8, 19], alimenticia [20-27],
farmacéutica [28, 29] e ambiental [30-34]. Entreda@a principal limitacdo da técnica SPME
€ a pequena quantidade de fase polimérica presenmt/estimento da fibora. Como exempilo,
a fibra mais comumente utilizada de PDMS (100) possui um volume polimérico de 0,5
uL. Entdo, com o intuito de aumentar a quantidadéasge extratora e, consequentemente, a

quantidade dos analitos extraida, foi desenvolaiéatracdo por sor¢cdo em barra de agitacédo

(SBSE).

1.2.2. SBSE

A extracdo por sor¢cdo em barra de agitacdo (SB&HE)ekenvolvida por Baltussen e
colaboradores em 1999 [35]. A SBSE é uma técnmdasia SPME, porém ao invés de fibras
revestidas utiliza-se uma barra de agitacdo magnéecoberta com uma fase extratora,
originalmente, o polidimetilsiloxano (PDMS). Este @olimero mais utilizado em técnicas de
extragcdo por sor¢do porque apresenta diversas geasta como, ser inerte e possuir
estabilidade térmica (-100 °C — 350 °C) e mecgBih

A barra SBSE é constituida por um magneto envolpimlouma camada de vidro que
é revestida por um filme polimérico, como mostiseguir a Figura 3. Assim como a SPME,
sdo possiveis dois modos de extracdo: modo direto modoheadspaceApds atingir o
equilibrio de particdo dos analitos de interesseenfase extratora e a amostra, a barra SBSE
é retirada do frasco com ajuda de uma haste metdlw caso do modo direto, enxaguada
cuidadosamente com &gua deionizada e enxugadadbetiente com um papel absorvente

macio a fim de remover moléculas de agua e outrogonentes da amostra nao volateis.
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|

v v
PDMS Vidro

Figura 3. llustracao de uma barra de agitacdo para SBSE.

A dessorcéo dos analitos pode ser térmica (TD)t@vés de um liquido (LD). Na
TD, a barra é colocada dentro de um tubo de vidyoad € inserido na unidade de dessorgao
térmica para que os analitos sejam dessorvidasfoceados e analisados por cromatografia
gasosa. No processo LD a barra SBSE é colocadarepequeno tubo contendo alguds
de solvente organico adequado para a dessorcdandti®dos e assim podem ser analisados
por cromatografia liquida. As condi¢cdes experimientila SBSE podem ser otimizadas de
forma analoga as da SPME.

Assim como a SPME, a SBSE apresenta diversas \earg@gpmo utilizar um pequeno
volume de amostra, facilidade de sua aplicacabzagéo de pouco ou nenhuma quantidade
de solvente organico, possibilidade de automagéisBo, tem sido aplicada com sucesso em
diversas matrizes e em diferentes classes de coospacluindo alimentos [36-40], amostras
ambientais [41-50] e na area farmacéutica [51, 52].

A SBSE baseia-se nos mesmos principios de equildariSPME. Utilizando o PDMS
como fase extratora pode-se relacionar o coefigigatdistribuicdo octanol/aguagd) com o
coeficiente de particdo da barra SBSE. Portanadicé&ncia da extracdo em PDMS diminui
com o aumento da polaridade do analito. De uma dogeneralizada os compostos que
apresentam log 4§ > 3 sé@o considerados apolares e com lgg, K 3 sdo polaresO
equilibrio de sorcdo € diretamente proporcionaluantjdade de PDMS na fase extratora,
como se pode observar na equacgéao 6 [53]:

r
- _ Cepms _ VieMppus B.Mppus
K . ~K L= = =
oW POMS v C v " -
w POME- iw ]1'.‘ (6)
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em que:
Kromsw€ 0 coeficiente de particdo do analito entre assf®OMS e aquosa;
Cepms € a concentracdo do analito na fase PDMS no bgaili
Cw € a concentracdo do analito na fase aquosa nidoeigi
Mppms € @ massa do analito na fase PDMS;
Vw € 0 volume da amostra;
m, € a massa do analito na fase aquosa,;
Vppms € 0 volume da fase extratora;
S € arazao entré,/Vepms
A massa inicial do analito presente na amostgh jode ser descrita pela equacao 7:
Mg = Mppys + M, (7)
Rearranjando as equacdes 6 e 7, pode-se dizer que:

_ B.Mppys

Kepms (8)

m,,

Deste modo, se os valores Idg, € def sado conhecidos, pode-se estimar o fator de

recuperacao através da equacao 9:

EFD M5 /w
Mppms _ B
m, [ N rffgg-.;s)]
1 ( 2

9)

De acordo com a equacao 9, quanto maior a qudetida fase extratord/gpms),
menor sera @ e assim maior serd a eficiéncia da extracdo. Eat&BSE apresenta uma
maior eficiéncia de extracdo do que a SPME ja que lbarra de PDMS apresenta um volume
de 24 e 21L enquanto que a fibra mais comumente utilizadessnta 0,L. A Figura 4
ilustra a comparacédo da eficiéncia das técnicaESBHMS: 47uL) e SPME (PDMS: 0,5

pL) em funcéo dos log ¥, nas mesmas condi¢cdes experimentais [54].
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Figura 4. Comparacéo de eficiéncia de extracdo por SPME (POVERL) e SBSE (PDMS: 47L) em funcao
do coeficiente de particdo octanol/agua, em mesmadicdes experimentais. Adaptado de [54].

Na literatura diversos estudos relatam a comparagfie a SPME e SBSE e alguns
deles mostram que a SBSE é uma técnica de extnagidsensivel do que a SPME. Blasto
al. [55] mostraram resultados que para analise deirssicidas organofosforados em mel
utilizando LC-MS, a SBSE apresenta maior sensduled e exatiddo do que a SPME. De
Jageret al.[56] apresentaram resultados que mostram que a $BBEa técnica de extracdo
mais sensivel do que a SPME na analise de tetlanetie dissulfotetramina em diferentes
matrizes (agua, suco, molho de maca, iogurte, ngantee amendoim, ervilhas, atum e batata
frita) usando GC-MS. Maggt al. [57] estudaram a eficiéncia da extracdo de halife@d
haloanis6is em matrizes aquosas (vinho, suco d@liemagua) comparando SBSE e SPME
como técnica de extracdo e determinacao e quadioc por GC-MS/MS e verificaram que
SBSE ¢ a técnica mais sensivel.

Porém, a SBSE apresenta uma limitacdo em relacBBME: somente barras de
PDMS séo disponiveis comercialmente. Deste moda, p&xtracdo eficiente de compostos
com caracteristicas polares é necessario reakzaratizacdo. Contudo, isto ndo € desejavel,

pois aumenta uma etapa no processo de extracam Aef contornar essa limitacdo, desde
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2004, diversos trabalhos na literatura apresentardesenvolvimento de novas fases

poliméricas com caracteristicas polares para SBSE.

1.2.3. Novas fases para SBSE

Atualmente diversas fases extratoras mais setet®&a sido desenvolvidas com o
intuito de tornar a SBSE mais abrangente e versaidimadas de barras SBBB-made,as
quais apresentam eficiéncia na extracdo de congpesiares sem o uso da derivatizagéo
situ. Os recobrimentos das barras SBEB-made podem ser feitos utilizando diversas

técnicas. A Tabela 4 apresenta uma visdo gerahtalhos atuais encontrados na literatura.
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Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBBnade(continua).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made LOQ ou LOD Referéncia
8 n-alcanos
Sol-gel GC-FID
2004 16 PAHs Amostras aquosas _ [58]
hydroxy-terminated PDMS LOD: 0,74 —7,44ngt
14 OPPs
HPLC-UV
Cafeina RAM 1
2005 . Plasma de rato - LOD: 75 ng mL [59]
3 Metabalitos Cis- alkyl-diol-silica (ADS) 1
LOQ: 75g ng mLC
15 Compostos polares e Fase dupla
2005 volateis (Café) Café PDMS/materiais adsorventes GC-MS (60]
13 Compostos polares e Salvia (Carbopack B, Carbopack C, (N&o apresentou)
volateis (Salvia) Carbosieve e Carboxen)
MIP GC-NPD
2006 10 OPPs Solo 1 [61]
Nylon-6 LOD: 12 — 24ug kg
Agua do mar _ '
i _ Material monolitico HPLC-DAD
8 PAHs (Agua do mar): Urina Poly _ )
_ ’ _ N Poly (methacrylic acid LOD: 1,86 — 6,61 pg mit
2007 4 anabolizantes - esteréides (vinylpyridine- [62]

(Urina) ethylene

dimethacrylate)

stearyl ester—ethylene

dimethacrylate)

(Agua do mar)
LOD: 62,3 — 212 pg mt (Urina)
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Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBSE labk-(oadtinuacéo).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made

LOQ ou LOD Referéncia

4 Estrogenos ) _
Agua de rio e lago

(Agua de rio e lago) ) Sol-gel
2007 _ ) Agua para consumo _ )
Bisfenol A (Agua para PDMS{-CD (ciclodextrina)
humano
consumo humano)
S 7 Retardadores de cham Solo Sol-gel
bromados Poeira PDMS{-CD
Atrazina o
Polimerizacao
2007 2,3,4,5-tetraclorofenol Amostras aquosas _
Poliuretana
fluoreno

Mistura de (13 - café, 19 -

_ Fase dupla PDMS/materiais
sélvia e 11 - agua) o
_ Café arabica torrada adsorventes (Tenax GC,
compostos com diferente . i _
2007 . Sélvia seca copolimero bisfenol-PDMS,
solubilidade em agua, i
Agua Carbopack com 5% de

acidez, polaridade e
Carbowax €3-CD)

volatilidade
Polimerizacao

2008 7 Herbicidas (triazinas) Agua _
Poliuretana

HPLC-UV (Estrégenos)
LOD: 0,04 — 0,13ug L™

. [63]
HPLC-FLU (Bisfenol A)
LOD: 8 ng L*
HPLC-UV
1 [64]
LOD:29-4,2ug L
HPLC-DAD
GC-MS [65]
(Nao apresentou)
GC-MS
« [66]
(N&o apresentou)
HPLC-DAD
LOD: 0,1 — 0,5ug L™ [67]

LOQ: 0,5—1,7ug L*
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Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBSE labk-(oadtinuacéo).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made LOQ ou LOD Referéncia
6 Farmacos acidos
) HPLC-DAD
(reguladores de lipideo e Agua de rio, mar e Polimerizacao 1
2008 B . o _ LOD: 0,4-1,3ug L [68]
antiinflamatorios néo residuais Poliuretana L
. LOQ:1,5-4,2ug L
esteroides)
Material monolitico HPLC-DAD
2008 6 Fendis polares Agua de lago e mar  Poly (vinylpyridineethylene LOD: 0,98 — 2,57ug L* [69]
dimethacrylate) LOQ: 3,28 — 8,7ug L™
Material monolitico HPLC-DAD
2008 6 Hormonios sexuais Urina Poly (methacrylic acid stearyl LOD: 0,062 — 0,3%g L™ [70]
ester—ethylene dimethacrylate) LOQ: 0,2 —1,2ug L™
GC-ECD
LOD: 0,05 -2,53 ng
4 Organoclorados i L . . (Agua do mar)
) Agua do mar Precipitacdo por imerséo
(Agua do mar) ) GC-TSD
2008 Sucos deuvae Poly(phthalazine ether sulfor [71]
4 OPPs (Sucos de uva € A LOD: 0,17 —2,25 ng
R péssego ketone)
péssego) (Suco de uva)

LOD: 2,47 — 10,3 ng.t

(Suco de péssego)

31



Introducéo

Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBSE labk-(oadtinuagéo).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made LOQ ou LOD Referéncia
S HPLC-UV
_ . Polimerizacao 1
2009 6 Antidepressivos Plasma humano o LOD: 5-20ng mL [72]
PDMS/Polipirrol 1
LOQ: 20 — 50 ng mL
Sol-gel GC-FPD
2009 5 OPPs Mel . 1 [73]
PDMSPoly(vinylalcohol) LOD: 0,013 -0,08Lg L
Dumbbell-shaped
2009 3 PAHs (Agua de lago) Agua de lago PDMSp-CD HPLC-UV 741
4 PASHSs (Solo) Solo PDMS/DVB (divinilbenzeno) LOD: 0,007 — 0,103ig L™
PDMS-CD/DVB
] _ _ . HPLC-DAD
» Agua de torneira, ma Material monolitico
2009 8 Fenais polares . _ o LOD: 0,72 — 1,37 ng mt [75]
e residual Poly(vinylpyrrolididone-DVB)
LOQ: 2,40 — 4,27 ng mt
7 Hormonios, 5 aminas Material monolitico HPLC-DAD
2009 . . Amostras aquosas _ o [76]
aromaticas e 9 fendis Poly(vinylpyrrolididone-DVB) LOD: 0,036 — 0,24 ng mt
_ o _ . HPLC-DAD
5 Antibactericida - . Material monolitico
2009 _ Leite o LOD: 1,30 — 7,90 ng mt [77]
sulfonamidas Poly (vinylimidazole-DVB)
LOQ: 4,29 — 26,3 ng mt
Material monolitico HPLC-DAD
2009 7 Hormonios sexuais Agua residual  Poly(vinylpyridine-ethylene LOD: 0,061 — 0,41 ng mt [78]

dimethacrylate)

LOQ: 0,20 — 1,37 ng mit
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Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBSE labk-(oadtinuagéo).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made LOQ ou LOD Referéncia
HPLC-DAD
i Material monolitico 4
2009 5 PAAs Agua de lago e mar S LOD: 0,09 — 0,289 L [79]
Poly (vinylimidazole-DVB) L
LOQ: 0,37 —1,1%g L
Material monolitico
HPLC-DAD
_ Poly(methacrylic acid-3- 4
2010 4 Quinolonas Amostras aquosas _ LOD: 0,37 — 0,56ug L [80]
sulfopropyl ester potassium L
LOQ: 1,22 —1,86ug L
salt-DVB)
Material monolitico
IC-CD
. . . i N Poly(2-methacryloyloxy)ethyl 4
2010 4 Anions inorganicos Agua purificada . ' LOD: 0,92 - 2,62ug L [81]
trimelammonium chloride-co- L
LOQ: 3,03 -9,2%g L
DVB)
o o Arroz, maca, alface ¢ MIP HPLC-UV
2010 9 Herbicidas - triazinas - 1 [82]
solo Terbutilazina LOD: 0,04 -0,12ug L
HPLC-UV
o Agua de torneira MIP LOD: 0,04 — 0,12ug L™ (Agua de
2010 6 Sulfoniluréias _ . [83]
Solo Nicosulfuron torneira)
LOD: 0,04 — 0,12ug L™* (Solo)
—~ Isoxsuprina, clenbuterol € Carne suina, figado « MIP HPLC-UV e HPLC-FLU 84]
ractopamina racao Ractopamina LOD: 0,1 — 0,21ug L™
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Tabela 4.Algumas aplicagdes recentes de barras SBSE labk-(oadcluséo).

Ano Analito(s) Amostra(s) Barra SBSE |ab-made LOQ ou LOD Referéncia
] HPLC-DAD
. o Agua de torneira, rio e Polimerizacao 1
2010 5 Metabalitos triazinicos _ LOD:0,4—-1,3ug L [85]
subterréanea Poliuretana

LOQ: 1,3 -4,4ug L™

LOQ: limite de quantificagdo, LOD: limite de quditi¢édo, OPPs: Pesticidas organofosforados, PDMEimetilsiloxano, GC-FID: cromatografia gasosarcdetecc¢do
por ionizacdo de chama, RAM: material de acesswittesC,g: octadecil silano, HPLC UV: cromatografia liquida alta eficiéncia com detector ultravioleta, GC:MS
cromatografia gasosa com detector de espectrond#grimassas, MIP: polimero molecularmente impreG&NPD: cromatografia gasosa com detector de rétring
fésforo, HPLC-FLU: cromatografia liquida de altac&ncia com detector por fluorescéncia, HPLC-DAflomatografia liquida de alta eficiéncia com detede diodos,
GC-ECD: cromatografia gasosa com detecgdo por gt elétrons, GC-TSD: cromatografia gasosa cdectie termoidnico especifico, GC-FPD: cromatogra@sosa
com deteccao fotométrica de chama, PASHSs: hetéoscamomaticos policiclicos de enxofre , PAA: amaramatica polar, IC-CD: cromatografia idnica coetedtor de
condutividade.
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1.3. Planejamento e Otimizacao Experimental

A otimizagdo de um método analitico, geralmenteiee@ ajuste de um numero elevado
de variaveis. Isto pode ser feito através de daidas: univariado e multivariado. O modo
univariado é quando somente uma variavel é moddicaté que se encontre a sua melhor
resposta, enquanto que as demais sao mantidasHst@sprocedimento é feito até que todos
os fatores fornecam a melhor resposta. Porém, esido apresenta as seguintes
desvantagens: € necessario um elevado niumero @eregptos, consumindo assim muitos
materiais, reagentes e tempo. Além disso, 0 mod@uado ndo investiga as interacdes entre
as variaveis.

Em contrapartida, no modo multivariado todas agvais de interesse sdo variadas ao
mesmo tempo. Deste modo, € possivel avaliar efdéadois tipos: principais e de interacao.
O efeito principal é causado por uma das variageando seus niveis variam de um valor
para outro, enquanto que o efeito de interacdousada pela interacdo das variaveis, que
pode ser de segunda, terceira ou de ordem supedependendo do numero de fatores
selecionados. E de extrema importancia estudagitoafe interacdo porque em alguns casos
o valor ideal de uma variavel pode depender doriidmutra [86].

Recentemente, o planejamento experimental temnsidio utilizado na otimizacao de
um procedimento analitico pois permite que os exyEgtos sejam realizados e analisados de
uma forma econdémica e eficaz. Utilizando-o, é pa$séxtrair o maximo de informacdes
realizando um nimero minimo de experimentos.

Inicialmente deve-se selecionar as variaveis itaptes para o sistema estudado para
assim avaliar quantitativamente como elas e sumsagbes influenciam a resposta. Os
valores dos fatores, ou seja, 0s niveis que cdadadara estudado nos experimentos devem

ser especificados. Os experimentos devem ser exmutde forma a efetuar todas as
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possiveis combinacdes dos niveis das variaveise aradla experimento € um ensaio
experimental. Os ensaios séo realizados variangelsenenos dois niveis de cada fator.

E chamado de planejamento fatorigls® houver k fatores sendo investigados em dois
niveis. Para realizar um planejamento fatorial dis diveis serdo necessarios, no mininfo, 2
ensaios distintos. Em geral, os niveis superionferior sdo representados por (+) e (-),
respectivamente. A fim de estimar o erro experialesgm realizar todo o planejamento em
replicata, e verificar se ha falta de ajuste, peel@cluir experimentos no ponto central (nivel
zero) no qual todas as variaveis se encontram envaer médio. Os ensaios devem ser
realizados em ordem aleatOria, para evitar que rass @ncomuns sejam associados as
combinacdes de niveis.

No entanto, 0 nUmero de ensaios necessarios pare@cao de um planejamento
fatorial completo aumenta rapidamente com k. Déstaa, por um planejamento fatorial
completo de dois niveis conbk4 serdo necessarios 2nsaios, um nimero bastante elevado.
Neste caso, é realizado um planejamento fatodaidnario, em que um nimero menor de
ensaios € necessario e, geralmente, pode-se deteras efeitos principais e de interacdes

mais importantes [86].

1.3.1. Planejamento Fatorial Fracionario

O planejamento fatorial fracionario permite que enta uma parte dos ensaios de um
planejamento fatorial completo seja realizada, winmdo o nimero de experimentos. Isto é
possivel porque mesmo que o numero de efeitostdeagdes aumente com o numero de
fatores, esses efeitos apresentam valores baiyoslem ser desconsiderados. Além disso,
conforme aumenta o niumero de variaveis a possbididie que uma ou mais variaveis nao

afetem significativamente a resposta também cresce.

36



Introducéo

O planejamento fatorial fracionario é utilizado gdeterminar quais as variaveis que
afetam significativamente a resposta. Através deéspossivel verificar a necessidade ou néo
de realizar mais experimentos e completar o plammjo. Caso os resultados iniciais
indiguem que poucas variaveis estudadas sao spnfs, pode-se mudar os niveis
estudados ou acrescentar novas variaveis ao plaeeja [86].

AplOs essa etapa, as variaveis que afetam sigicaénte a resposta sao
selecionadas e uma metodologia de analise de fuipede respostas € executada para a
otimizacdo do experimento. Um dos planejamentoss matilizados para ajustar modelos

quadraticos € o Planejamento Composto Central (ECPntral Composite Design

1.3.2. Planejamento Composto Central (CCD)

O planejamento composto central € uma ampliacguath®jamento fatorial. Isto pode
ser feito através de uma rotacdo de 45 ° em relkagi@ntacdo de partida do planejamento
inicial. Entdo, os novos pontos terdo uma distadeid’ do ponto central. Os valores desses

fatores sdo calculados segundo a equagéao 10 [87]:

- (z;— 2)
Az
3 (10)
em que:

X € o valor do planejamento CCD,

z € o valor experimental do nivel,

€ o valor médio entre os niveis superior (+) eriafg-), que € exatamente o valor
do nivel zero (0);

Az é a diferenca entre 0s niveis mais (+) e menos (-).

As superficies de resposta sdo utilizadas paradlugraficamente a relacéo entre as

variaveis e as respostas encontradas apos a @glidaglanejamento CCD.
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1.3.3. Superficie de resposta

Na década de 1950, G. E. P. Box introduziu a nodbgeh de superficie de resposta
(RSM - Response Surface Methodolpgpmo uma técnica de otimizacdo baseada no uso de
planejamento fatorial [86]. A superficie de respdast funcdo que descreve como as variaveis
influenciam a resposta, mostrando informac¢des@eresdo comportamento das variaveis na
regido estudada. Esta metodologia pode ser realizad duas etapas, modelagem e
deslocamento as quais podem realizadas quantas sezachar necessario até atingir uma

regiao otima (maxima ou minima) da superficie [88].
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2. OBJETIVOS

v« Aprimorar a confeccdo de um molde simples de teflara 0 desenvolvimento de

barras SBSE com diversos recobrimentos.

¥ Desenvolver um novo recobrimento para barra SBSk& caracteristicas polares ja

gue somente PDMS, fase apolar, é disponivel coaiarente.

Y Desenvolver e otimizar um método, utilizando planegnto fatorial fracionado e
planejamento composto central, para extracdo ddues de pesticidas (ametrina,
atrazina, bifentrina, carbofurano, metribuzim eutebbom) em garapa através de

SBSE e GC-MS.

¥ Validar o método desenvolvido segundo critériogtasénternacionalmente avaliando
0s parametros: linearidade, precisdo, recuperdgade de deteccdo e limite de

quantificacao.

Y Aplicar o método em amostras reais de garapa digpiencomercialmente em Sé&o

Carlos — SP.
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Parte experimental

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Padrbes e Reagentes

Os padrdes analiticos dos pesticidas ametrinazidra bifentrina, carbofurano,
metribuzim e tebutiurom, foram obitidos da SigmaiAlh (Steinheim, Alemanha). As
estruturas dos analitos estao representadas nafEgu

As solugdes estoque foram preparadas em acet@mimluma concentracéo de 1@0
mL™. As solucbes de trabalho foram preparadas semantema partir de diluicdes das
solugdes estoque, em acetonitrila. Estas foram zamaaas a 4 °C, em frasco ambar e
utilizadas no processo de fortificacdo das amosigagarapa.

O metanol e a acetonitrila, grau HPLC, foram addos da Tedia (Fairfield, USA). O
cloreto de sddio, acetato de sédio trihidratadetado de etila, acido acético e acido cloridrico
foram obtidos da J.T. Baker (Phillipsbourg, USA)c&@bono ativado e o carbonato de sddio
foram adquiridos da Synth (Diadema, Brazil). O ocaato de sodio foi obtido da Merck

(Darmstadt, Germany).

(2)-(1R)-cis- =
CH,S __N__NHCH,CH, CI N _NHCHCH, ™°_ . )
Y \\( \‘l/ Y CI/C-E‘ W:H 2 :b*[?" ';]f/\ F
NYN N\fN Y b
| H\‘ CH, H A
NHCH(CH,), NHCH(CH,), c:w' . {_i’j‘/ﬂ\ )
Ametrina Atrazina FC ok \\J
(2)-(185)-cis-
Bifentrina
CH
OCONHCH, N-N s | 3
CH).C— Y—SCH, (CH).C NCONHCH
o) CH3 (CH,), &N% 5 (CHy), \« h/ 3
\ N-N
CHa & NHz Tebutiurom
Carbofurano Metribuzim

Figura 5. Estrutura quimica dos pesticidas estudados.
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O PDMS Sylgard 184 e seu agente de cura foramdasbtda Dow Corning
Corporation (Midland, USA).
A agua ultrapura foi obtida do sistema Elga U@& purification (High Wycombe,

UK).

3.2. Equipamentos e Materiais

Sistema GC-MS QP5000, Shimadzu
pH-metro, Micronal

Centrifuga LS-3 plus, Celm

Agitador magnético, Corning

Lavadora Ultra-s6nica Ultra Clear, Unique
Balancga analitica AG285, Mettler Toledo

Banho termostatico, Quimis

X X X X X X X x

Filtro de papel, F.Maia

3.3 Método

3.3.1. Condi¢des Cromatograficas

As analises foram realizadas utilizando-se umaneobe silica fundida RTX-5MS (5
% difenil / 95 % dimetil polisiloxano, 15 m x 0.2Bm x 0.25um) da Restek (Bellefonte,
USA). A programacao de temperatura utilizada inicse em 120 °C, que foi mantida por 2
minutos, aumentada a uma taxa de 30 °C'raté 210 °C e aumento com taxa de 55 °C'min
até 280 °C, permanecendo nesta temperatura pan2asj resultando em um tempo total de

analise de 8 minutos.
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Como gas de arraste utilizou-se hélio a um flux®demL mir*. A temperatura da
interface foi de 300 °C e do injetor de 265 °Cirjacdes foram realizadas no modo splitless,
com volume injetado dedL. O espectrometro de massas foi operado no moduopketo de
elétrons a 70 eV. As analises foram realizadas ndonrSIM, sendo que os tempos de
retencgdo, os coeficientes de particdo octanol-@ggaK.w) € 0s ions monitorados de cada

analitos estdo apresentados na Tabela 5.

3.3.2. Desenvolvimento do molde de Teflon

Anteriormente, no Grupo de Cromatografia, um maldeeflon foi desenvolvido por
Nogueiraet al.[89] cujo desenho € mostrado na Figura 6. A firdde continuidade a este
estudo, foram feitos alguns testes com novas fasénéricas utilizando esse mesmo molde.
Porém, alguns problemas foram observados, comdixa teprodutibilidade na confeccéo de
barras e baixo volume polimérico, cerca deuR2Além disso, como o molde apresenta uma
grande quantidade de teflon o qual € um bom isel&@mtnico, o interior do molde ndo atingia
a temperatura programada no forno. Desta formafoifmssivel a sintese de algumas fases

poliméricas que exigem alta temperatura para angoizacao.

Tabela 5.Pesticidas estudados, seus coeficientes de paaitdool-agua e os ions monitorados durante as
andlises no modo SIM.

Tempo de retencac

Compostos _ log Ko™ jons monitoradds
(min)

Carbofurano 5,40 1,52 164, 149, 131
Atrazina 5,42 2,5 200, 173, 215
Metribuzim 5,92 1,6 212,170, 227
Ametrina 6,00 2,5 198, 144, 103
Tebutiurom 5,99 1,82 156, 171, 158
Bifentrina 7,67 > 6 181, 166, 165

2190], ®O primeiro fon foi utilizado para quantificacdo®demais para confirmac&o.
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Figura 6. Molde desenvolvido anteriormente no LaboratoricCdematografia por Nogueira [89].

Deste modo, em parceria com o Grupo de Polimerosf.“Bernhard Gross” do
Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC), um nowddm foi desenvolvido a fim de superar
esses problemas. O teflon foi utilizado somenteaceuporte para o capilar de vidro e para a
barra magnética pois, diferentemente do teflondovapresenta boa condutividade térmica,
0 que permite a sintese de diversas fases polaségice precisem de uma temperatura mais

elevada para a sua sintese.

3.3.3. Preparo da barra SBSE PDMS-ACB

O desenvolvimento de barras SBSE de PDMS modificamo carvéo ativado teve
como base o sucesso do emprego da fibra mista PCi8Ixen de SPME comercializada
pela Supelco em diversos trabalhos [23, 91-93]ciddalmente, somente barra SBSE de
PDMS sao disponiveis comercialmentes. Entéo, ess#ioacao foi feita para se obter barras
com recobrimentos polares e possibilitar a extralghocompostos com caracteristicas polares.

Primeiramente, uma mistura do PDMS Sylgard 184agknte de cura na proporgao

10:1 (m/m) e 18 % (m/m) de carvao ativado foi praga em um frasco de vidro. Entdo, esta
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foi colocada cuidadosamente no interior do capdar vidro utilizando-se uma pipeta
volumétrica, e o capilar foi inserido no molde efian. Posteriormente, a barra magnética de
aco inox (2,5 cm) foi colocada no centro do capitliretamente em contato com a fase
polimérica. O fato ndo compromete a fase poliméuite vez que a etapa de dessorcéo foi
feita em solvente. Entdo, o conjunto foi levaddano a 65 °C por 60 minutos.

Apos o resfriamento, o capilar de vidro foi quelarédomando-se o0 maximo de cuidado
para ndo causar danos na superficie poliméricamissbarra foi condicionada termicamente
em um forno na seguinte condicédo: iniciou-se erAgGaumentou-se a temperatura com uma
taxa de 30 °C mihaté 120 °C, a qual foi mantida por 120 minutos.

A barra SBSE PDMS-ACB apresentou um volume policogle aproximadamente 92
uL, 2,36 mm de diametro e 2,2 cm de comprimento.

Barras de PDMS-ACB foram preparadas com diferegpeantidades de carvao
ativado (4, 5, 9, 13 e 18 % m/m). A eficiéncia d#&racdo destas barras SBSE foi testada,
verificando que a barra PDMS-ACB 18 % apresentollhones resultados para 0s compostos

estudados. Portanto, a barra PDMS-ACB 18% foi swlada para a extragédo SBSE.

3.3.4. Amostras de garapa

Para o desenvolvimento, otimizacédo e validacdo dwdo de extracdo SBSE foram
utilizadas amostras de garapa livres de pestic{daanco), que posteriormente foram
fortificadas.

As amostras de garapa passaram por um procedindenfmé-tratamento antes de
realizar a extragdo. Nesta etapa, a garapa fi@ddta vacuo, centrifugada a 3400 rpm por 20
minutos e armazenada a — 20 °C em frasco fechautes Ale cada andalise as amostras de

garapa foram descongeladas.
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De acordo com €odex Alimentariusas amostras reais devem ser coletadas no ultimo
ponto antes do consumidor para que se verifiquaiesis de residuos de pesticidas e
contaminantes nos alimentos que serdo consumidasppeulacdo [94]. Deste modo, as
amostras reais de garapa foram adquiridas de Beniés fornecedores em Séao Carlos-SP.
Estas foram transportadas a 8 °C e pré-tratadas dascrito anteriormente. As amostras

foram analisadas no dia seguinte.

3.3.5. Método de extracdo SBSE

A extracdo SBSE foi realizada em um frasco de v{@@® mL) adicionando-se 7,75
mL de garapa que foi fortificada com quantidadesgaddas das solucdes de trabalho e foi
homogeinizada por 15 segundos. Posteriormentepadic-se 7,75 mL de tampéo acetato de
sédio 0,5 mol [* (pH = 6,5) e 1,55 g de NaCl.

Posteriormente, a barra SBSE foi inserida no fralcweidro, o qual foi lacrado com
septo de PTFE e lacre de aluminio. A barra SBSk#itida sob agitacdo magnética de 450
rpm por 45 minutos a 70 °C. ApdOs o tempo de extragdarra foi removida da amostra de
garapa e cuidadosamente lavada com agua destilselzada com lencos de papel. O frasco

utilizado na extragéo esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7. llustragdo de um frasco utilizado na extracéo BBIS
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A dessorcao dos analitos foi realizada em um “thgmeenchido com 20@L de
acetato de etila, no banho de ultra-som a 65 °Q@@aninutos. Apds essa etapa, uma aliquota
de 1ul foi injetada no GC-MS.

Depois de cada extracdo um procedimenta@ldanupda barra SBSE foi realizado
para evitar o efeitoarryover. Nesta etapa, a barra € colocada dentro de uncosiééndo 1,5
mL de metanol que € colocado no ultra-som por lutos. Este procedimento € realizado
duas vezes. A fim de garantir o sucessaldanup 1 uL do metanol foi injetado no GC-MS e

nenhum pico cromatografico foi detectado.

3.3.6. Planejamento e Otimizacdo Experimental

SBSE é uma técnica de extracdo miniaturizada nlanguigas variaveis influenciam a
sua eficiéncia. Deste modo, um planejamento expatiahfoi aplicado para reduzir o nimero
de experimentos necessarios para a sua otimizacao.

Inicialmente, um planejamento fatorial fracioné2ft' foi realizado para determinar as
variaveis e as interacdes entre as variaveis qresemtam influéncia significativa sobre a
resposta de interesse. ApOs selecionar as varjaiaisealizada a etapa de otimizagéo
utilizando o planejamento composto central e a dudtgia de superficie de resposta. As
variaveis que ndo foram escolhidas foram fixadasrda todo o experimento. A estimativa

de erros foi avaliada através de experimentos niopzentral, em trés réplicas.

3.3.6.1. Planejamento Fatorial Fracionario &*
Para construir o planejamento fatorial fracion&1d primeiramente as 4 variaveis,
que possivelmente influenciam o rendimento da e&traforam selecionadas com base em

trabalhos descritos na literatura e sdo apresentaddabela 6.

48



Parte experimental

Tabela 6.Variaveis selecionadas para o planejamento fafoaicionario 2.
Numero Variaveis

1 Temperatura (°C)

2 Volume da amostra (mL)
3 pH

4 Forca ionica (% NacCl)

Entdo, um planejamento completdfdi construido utilizando as variaveis 1, 2 e 3 e
para a variavel 4 foram atribuidos os valores doduyios das variaveis 1, 2 e 3. Deste modo
foi possivel, com um total de 11 experimentos,iaaatrés niveis de cada variavel e verificar
se existia falta de ajuste para o modelo.

O planejamento fatorial fracionarid %oi utilizado para avaliar o efeito das principais
variaveis e de suas interacfes na extracdo SB&tpdtatura, volume da amostra, forca
ibnica e pH), de acordo com os niveis apresentado3abela 7. Os valores dos niveis
superior e inferior de cada variavel foram escabide acordo com experimentos prévios.

A temperatura influencia na extracdo aumentandtuadb dos compostos e, portanto,
aumentando a quantidade de analito extraida. Pto dado, com 0 seu aumento, O
coeficiente de particdo entre o analito e o polarag extracdo diminui, ocasionando uma
menor eficiéncia de extracao.

A adicdo de sais inorganicos em uma solucéo cauefaito salting out, ou seja, a
solubidade do soluto na solucdo diminui devido amento da forca iGnica da solucéo,
facilitando que os analitos migrem da solucdo pdese extratora da barra SBSE.

O volume de amostra é um fator fundamental poislgeva distrubuicdo dos analitos
entre a fase de extracdo e a solucdo, de modomueaior volume de amostra deve resultar

em uma maior massa extraida.
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Tabela 7.Variaveis avaliadas no planejamento fatorial fsaério 2.

Variaveis Baixo (-) Ponto central (0) Alto (+)
Temperatura (°C) 30 50 70
Volume da
amostra (mL) ° 1 20
pH 3 6,5 10
Forca ionica (% NacCl) 10 20 30
Volume da Forca ibnica
Experimento Temperatura (°C) pH
amostra (mL) (% NaCl)
1 - - - -
2 - - - +
3 - - + +
4 - + + +
5 + + + +
6 + + + -
7 + + - -
8 + - - -
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

O pH atua diretamente na eficiéncia da extracassipititando ou ndo a ionizacao dos

analitos, a qual é diretamente dependente dosegatte pK dos mesmos (Tabela 8). Como

sao possiveis dois mecanismos diferentes de eatragd@bsorcdo e a adsorcao, a influéncia

do pH foi avaliada para cada analito.

Os dados experimentais obtidos foram utilizadosarestrucdo do modelo através do

programa Statistica 6.0, o qual foi avaliado porGAM\ (Analise de variancia).
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Tabela 8 Valores dos pk dos pesticidas estudados.

Composto pK®
Carbofurano 12,28 /- 1,49
Atrazina 2,35
Metribuzim - 0,58
Ametrina 3,82
Tebutiurom 13,36 /1,95
Bifentrina -

& Referéncia [90].

Inicialmente os parametraempo de extracdo e velocidade de rotacdo na aptac
foram fixados em 60 minutos e 450 rpm, respectivaeiee posteriormente a otimizacao
univariada dessas variaveis foi realizada. Comalamobijetivos deste trabalho é diminuir o
consumo de solvente, a dessorcao liquida foi &ttaum insert de 500L utilizando apenas

200uL de acetato de etila durante 20 minutos sob sitras 65 °C.

3.3.6.2. Planejamento Composto Central (CCD)

Como as variaveipH e volume de amostagpresentaram um efeito significativo (p >
0,05) estas foram avaliadas em 5 niveis na otifd@zagmpregando-se planejamento composto
central (CCD), nos intervalos apresentados na aaheD ponto central foi avaliado em trés
réplicas, a fim de estimar o erro e verificar sev@ou nao falta de ajuste ao modelo.

Neste planejamento os paramettempo de extracdo e velocidade de rotacdo na
agitacdo também foram fixados em 60 minutos e 450 rpm,edsmmente. A dessorcdo
liguida foi realizada em um insert de 50 utilizando-se 20QuL de acetato de etila durante
20 minutos sob ultrasson a 65 °C.

Os dados experimentais obtidos foram utilizadosarestrucdo do modelo através do

programa Statistica 6.0, o qual foi avaliado porGAR\ (Andlise de variancia).
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Tabela 9.Variaveis avaliadas no planejamento composto akentr

- ; ; Ponto central ; Alto
Variaveis Axial (-a) Baixo (-) Axial (+a)
(0) (+)
Volume da
8,05 13 17,95 20
amostra (mL)
pH 3 4 6,5 9 10
_ Temperatura Volume da Forca ibnica
Experimento pH
(°C) amostra (mL) (% NaCl)

1 - - - -

2 - - = +

3 - - + +

4 - + + +

5 + + + +

6 + + + -

7 + + - -

8 + . - -

9 0 0 0

10 0 0

11 0 0 0

3.3.6.3. Otimizacgdo univariada

A otimizacdo univariada das variavéesnpo de extracdo e velocidade de agitafgio

realizada apos os experimentos dos planejamermnalatracionario e composto central. Os

valores utilizados para avaliar o efeito do tempaexiracéo e velocidade de agitagéo sobre o

processo de extracdo por SBSE sao apresentadaabetaTL0. Para a otimizagdo univariada

os valores das variaveis temperatura de extra¢fiogyantidade de amostra e quantidade de

NaCl foram fixadas em 70 °C; 6,5; 15,5 mL e 10 égpectivamente. Em um insert de 00

foi realizada a dessorcao liquida utilizando-se @0@e acetato de etila a 65 °C durante 20

minutos sob ultrasson.
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Tabela 10.Variaveis avaliadas na otimizacdo univariada.
Tempo de extragéo (min) Velocidade de agitag&o (rpm)

30 210
45 450
60 620
90 -

3.3.7. Validacéao

A metodologia para analise de seis pesticidas amapg através de SBSE e GC-MS
foi validada segundo critérios aceitos internadimieate [95]. Os parametros de validacao
selecionados foram: seletividade, linearidade, pe@acao (exatiddo), limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e precisao ®P

A Tabela 11 apresenta os valores das variaveigadds na validacdo do método
SBSE. A dessorc¢ao liquida foi realizada em um tnder500uL utilizando-se 20QuL de
acetato de etila durante 20 minutos sob ultras€gmn°e.

Nas analises do GC-MS foram monitorados trés i@na pada composto, sendo um

ion utilizado para a quantificacdo e os demais pamdirmacao do analito.

Tabela 11.Valores das varidveis utilizadas nos experimedéogalidacéo.

Variavel Valor
Temperatura (°C) 70
Volume da amostra (mL) 15,5
pH 6,5
Forca idnica (% NaCl) 10
Tempo de extracao (min) 45
Velocidade de agitacao (rpmr 450
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3.3.7.1. Seletividade
A especificidade do método foi verificada atrav@sahalise da amostra de garapa
livre de fortificacdo (branco), em trés réplicasservando a presenca ou nao de interferentes

nos tempos de retencédo dos analitos de interesse.

3.3.7.2. Linearidade

A linearidade foi verificada analisando-se amostiagarapa (branco) fortificadas em
cinco niveis de concentracdo (Tabela 12), comrapkcatas em cada nivel. Os valores de
LMRs para a cana-de-acucar apresentados pela ANYo&#An levados e consideracdo na
escolha do intervalo de linearidade [10].

As curvas de calibracdo foram feitas por padrodiaagxterna e foram construidas
plotando-se os valores das areas obtidas em fudgdooncentracdo. O coeficiente de
determinacao {) e a equacao linear de regresséo foram calcufgelosmétodo dos minimos
quadrados. O coeficiente angular (b) e lineardegrh obtidos em funcdo da equacao da reta

(y = ax + b). Para se obter o coeficiente de ca¢é® (r), a equacgéo 11 foi utilizada:

p—

i =y (11)

Tabela 12.Valores de concentracdo utilizados na avaliacdmédaridade.

Compostos Nivel (ug L™
1 2 3 4 5
Carbofurano 0,5 5,0 50,0 100,0 150,0
Atrazina 0,5 5,0 100,0 150,0  200,0
Metribuzim 1,0 10,0 50,0 75,0 100,0
Ametrina 1,0 10,0 25,0 37,5 50,0
Tebutiurom 40,0 450,0 675,0 900,0 1375,0
Bifentrina 20,0 200,0 250,0 500,0 750,0
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3.3.7.3. Preciséo
A preciséo intra-dia foi avaliada em trés niveiscdecentracéo (Tabela 13), com trés
replicatas e foi expressa como Desvio Padrdo RelddPR, %). O DPR (%) foi calculado

utilizadando as equacdes 12, 13 e 14.

DPR(%) = 150.2 (12)

em que:

-

" @ a média aritmética dos valores;

S é a estimativa do desvio padréo.

A média aritmética¥) foi calculada através da equacéo 13:

. xytxat+--+x,
X = = E X;
mn

(13)
onde:
X; S&0 os valores obtidos;
n € o numero de resultados obtidos.
A estimativa do desvio padréo (S) foi calculada@eluacao 14:
. I'Z'i-r: _5)?
v (14)
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Tabela 13.Valores de concentracdo usados para avaliagieds§o.

Compostos Nivel (19 L™
1 2 3
Carbofurano 50 50,0 100,0
Atrazina 5,0 100,0 150,0
Metribuzim 10,0 50,0 75,0
Ametrina 10,0 25,0 37,5
Tebutiurom 450,0 675,0 900,0
Bifentrina 200,0 250,0 500,0

3.3.7.4. Recuperacao/Exatidao

A exatidao de um método expressa a concordanaia @enalor medido e o verdadeiro
ou de referéncia. A exatiddo € determinada, qugmoksivel, utilizando uma amostra
certificada cuja concentracdo € conhecida. No émtgmando a amostra certificada ndo esta
disponivel, pode-se adicionar (fortificar) a mat@n uma quantidade conhecida do padréo
analitico de interesse. Assim, também chamada cepeeacdo, € calculada através dos
valores determinados pelo método e pelos valoes de concentracdo, conforme a equacao
15:

X, .100

Rec(0g) =
ec(%) = - 15)

em que:
Xm € 0 valor determinado pelo método;
X; € o valor real;

Rec (%)é a recuperacao.
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A recuperacédo foi avaliada em trés niveis de cdregio (baixa, média e alta), em
trés replicatas, conforme apresentadas na Tabel®44salores reais foram determinados
preparando-se solucdes-padrées dos pesticidas leents&) nas concentracdes expressas na

Tabela 14 e injetando-as no sistema cromatogréfador correspondente a 100%).

3.3.7.5. Limites de Deteccao (LOD) e de Quantificag (LOQ)
O limite de deteccao (LOD) foi estimado considemaadmenor concentracdo em que
0 pico relativo aos analitos fosse cerca de tréss/enaior que o ruido da linha de base. Para

o calculo do limite de deteccéao foi utilizado a&gAn16:

S
LOD = 3,3.=
a (16)

onde:
S é o desvio padrdo de acordo com a concentracaoalito capaz de gerar um sinal
trés vezes maior que a amplitude do ruido;

a é ainclinagéo da curva de calibragéo.

Tabela 14.Valores de concentracdo utilizados na avaliacaedaperacao.

Compostos Nivel (19 L)
1 2 3
Carbofurano 50 50,0 100,0
Atrazina 50 100,0 150,0
Metribuzim 10,0 50,0 75,0
Ametrina 10,0 25,0 37,5
Tebutiurom 450,0 675,0 900,0
Bifentrina 200,0 250,0 500,0
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O Limite de Quantificacdo (LOQ) foi considerado @ra menor quantidade do
analito em que o pico fosse cerca de dez vezes haique o ruido da linha de base além de

apresentar um desvio padrao relativo menor do §é.1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Separacao Cromatografica

As analises foram realizadas utilizando as comdic@romatograficas descritas
anteriormente no item 3.3.1. O cromatograma doeixtraido de uma injecdo depul da
solucdo-padrdo dos analitos a 1 mydsta ilustrado na Figura 8, onde pode ser observad
que 0s picos apresentaram um pouco de cauda. Howeeluicdo de dois compostos em
diferentes regibes do cromatograma, porém issofoidam problema ja que é possivel
separar, identificar e quantificar através dos immsitorados no espectrometro de massas
(modo SIM). Devido a auséncia de picos de proddéodegradacdo pode-se verificar que os

compostos sdo termicamente estaveis.

1,4x10°
Carbofurano|
1,2x105 . Atrazina
Metribuzim
1 ox10° Ametrina
X Tebutiurom
Bifentrina
8,0x10°
©
=
n
6,0x10°
4,0x10°
2,0x10°
0,0 L5 J T : T . T : T : T T
55 6,0 6,5 ) 7,0 75 8,0
Tempo (min)

Figura 8. Cromatograma obtido através da injecdo gé fle uma solugéo- padréo dos 6 analitos a 1 thg L
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4.2. Desenvolvimento do molde de teflon

O novo molde foi desenvolvido conforme descritoitemn 3.3.2. e estd ilustrado na
Figura 9. O uso deste proporcionou um aumento dezds no volume do recobrimento das
barras em comparagdo com o molde anterior, j& queeharra produzida no molde anterior
apresentava 2gL e a produzida no molde novo apresentou cerca2dd_9Deste modo, o
esperado pelos célculo é que a performance dezégtdns compostos também aumente.

A Figura 10 ilustra a comparacdo entre as barraBRIMS produzidas pelo molde
anterior e pelo molde novo, demonstrando a melh@igroducéo das barras de SBSE com

respeito a quantidade de fase e imperfeicOes casigmiio molde.

Figura 9. Novo molde desenvolvido, composto por um supceteeflon, um capilar de vidro e um magneto.
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Figura 10. Comparacgédo entre as barras de PDMS produzidasmuétte antigo (a esquerda) e pelo molde novo
(a direita).

4.3. Preparo da barra SBSE PDMS-ACB

A barra SBSE PDMS-ACB foi preparada conforme mit23.3., e esta ilustrada na
Figura 11. Suas dimensdes sdo: volume poliméricapdaximadamente 1Qd., 2,36 mm de
didmetro e 2,2 cm de comprimento. As barras SB8Hnadedesenvolvidas com a utilizacdo
do novo molde apresentaram um recobrimento maigueas apresentados na literatura [42,
72]. O método de preparo da barra SBSE PDMS-ACB a&$%trou-se reprodutivel. A barra
apresentou estabilidade mecanica e quimica. O newatto polimérico mostrou-se

fortemente ligado a barra magnética o que predanos causados por impactos fisicos.

Figura 11.Barra SBSE PDMS/ACB 18 %.
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Além disso, diversos solventes organicos foramatlest na dessor¢ao liquida (LD)
como, metanol, tolueno, acetonitrila e acetato tda. &Apenas quando utilizado acetato de
etila e tolueno foi observado um certo inchamemtgaolimero, porém o mesmo volta a sua
forma original logo apds mergulhar a barra em n@taréio sendo observado nenhum dano
na superficie da barra SBSE apds mais de 150 delaessorcéo utilizando acetato de etila.
Esta estabilidade do polimero pode ser atribuid@ana polimerizacdo completa, o que foi
corroborado pela auséncia de picos de siloxanogsnoosatogramas obtidos com injecéo dos

solventes no modo de SCAN.

4.4. Caracterizacado da barra PDMS-ACB

A caracterizacdo da barra SBSE PDMS-ACB foi feita microscopia eletronica de
varredura. Os aumentos mostrados na Figura 12es&a) d.00, (b) 500, (c) 1000 e (d) 5000
vezes. A imagem obtida da barra PDMS-ACB apresergaperficie relativamente
homogénea e sem bolhas.

A SBSE pode envolver dois mecanismos de extracabsorcédo e adsorcdo. No caso
da barra SBSE PDMS-ACB, provavelmente, o PDMS éomrsavel pela extracdo por
absorcéo enquanto que o ACB é pela adsorcéao. beste, € esperado que ocorram os dois
mecanismos de extracdo pela barra desenvolvida.ilNagens obtidas por MEV néo é
possivel observar a presenca de poros pois, 0 diéang@os poros geralmente € cerca de 13
nm e nestas imagens chegou-squan1/96].

O carvao ativado cria pequenos poros dentro daitestr do PDMS, os quais
produzem caminhos que permitem a entrada de coagppstares de acordo com o tamanho
dos poros [60]. Como a adsorcdo é competitiva, pmmterer o efeito de deslocamento

limitando a faixa linear [97].
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00 kU WD= 3 mn Mag= 500 X Detector= SE1
H Photo No.=33 6-Jul-2010

= 2 mn Mag= 7132 X Detector= SEL 10SC EHT=20.
Photo No.=34 6-Jul-2010 1eun

10sC EHT=20.00 KV WD= 3 mn Mag= 1.0 K X Detector= SE1
1opn ||

10sc EHT=20.00 KV  WD= 2 mn Mag= 5.00 K X Detector= SE1
Photo No.=32 6-Jul-2010 1pn H

Photo No.=31 6-Jul-2010

Figura 12. Microscopia eletronica de varredura da barra PDMEBA(a) 100 x. (b) 500 x. (c) 1000 x. (d) 5000
X.

Outra forma de caracterizar as barras SB®EMadeé através de espectros vibracionais
na regiao do infravermelho. Neste caso, as medidasfravermelho seriam realizadas para a
confirmacédo da polimerizacédo por completo do PDMSjue adicdo do carvao ativado nao
muda a estrutura do polimero. Porém, ndo foi pekséalizar essa caracterizacdo devida a
elevada quantidade de carvao ativo e consequepgetasescuro da fase de recobrimento da
barra SBSE.

Foram utilizados diversos solventes (metanol, tudleacetonitrila, acetato de etila) na
dessorcdo dos analitos, em testes preliminarezamiio a barra PDMS-ACB e néo foi
observado nenhum dano a barra e nem a presencga @mmatograficos que nao fossem
referentes aos compostos estudados. Desta fornike-geo afirmar que provavelmente a

reacdo de polimerizagdo ocorreu por completo.

64



Resultados e Discussoes

4.5. Planejamento e Otimizacao Experimental

Na otimizagdo da extragdo por SBSE, com o intuiéo rdduzir o namero de
experimentos necessarios, foi realizado um plarexéonexperimental ja que a eficiéncia da

SBSE pode ser influenciada por diversas variaveis.

4.5.1. Planejamento Fatorial Fracionario 2*

No planejamento fatorial fracionarid2foram avaliados os fatores: temperatura, pH,
forca ionica e do volume da amostra que mais inflisan a extragdo SBSE, como foi
descrito no item 3.3.6.1.

A Figura 13 ilustra os diagramas de Pareto nossquaie ser observado as variaveis
significativas para cada pesticida estudado: (aethima, (b) Atrazina, (c) Bifentrina, (d)
Carbofurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutiruom. AHaen pontilhada indica a regido acima da

qual os efeitos foram significativos (com limite @fianca de 95%).

(@)

3708,

— it

7
LLLLLL

aciL -1,36674

1,40121

(1)Volume da amaostra(L)

-3,32391

2222222
|

p=0,05

Figura 13. Diagramas de Pareto mostrando os efeitos dos padnavaliados para a extracao por SBSE dos 6
pesticidas:(a) Ametrina, (b) Atrazina, (c) Bifentrina, (d) ®afurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutiruom.

(continua)
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(4)Temperatura(L) 767242

7
LLLLLL

b Z 4,49648
_
by4L 3‘198506

p=0,05

Figura 13. Diagramas de Pareto mostrando os efeitos dos ptndsravaliados para a extracdo por SBSE dos 6
pesticidas: (a) Ametrina, (b) Atrazina, (c) Bifen&, (d) Carbofurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutim.

(continua)
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(d)

lume da amostra(Q)

_
NaCI(L 1 2222222

(4)Temperatura(L)

@pHL). 1967893

000000000

99999999
|

(e) Metribuzim

4‘421868

(4)Temperatura(L)

Z
LLLLLL

7
LLLLLL

(1)Volume da amostra(L) ;

p=0,05

Figura 13. Diagramas de Pareto mostrando os efeitos dos ptndsravaliados para a extracdo por SBSE dos 6
pesticidas: (a) Ametrina, (b) Atrazina, (c) Bifen&, (d) Carbofurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutim.
(continua)
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(f)

555555

7
1Lby2L

lumedaamostra(Q)y ~ =~~~ ./  -538792

(1)Volume da amaostra(L)

7
LLLLLL

7
(4)Temperatura(L)

p=0,05

Figura 13. Diagramas de Pareto mostrando os efeitos dos ptndsravaliados para a extracdo por SBSE dos 6
pesticidas: (a) Ametrina, (b) Atrazina, (c) Bifén&, (d) Carbofurano, (e) Metribuzim e (f) Tebutim.

(concluséo)

O planejamento fatorial fracionario mostrou residgtgdiferentes para cada composto
estudado. Como pode ser observado dos diagramBard®, o pH foi a variavel que mais
influenciou de forma positiva no processo de efiba@penas apresentando efeito negativo
para a bifentrina. Entdo, com bases nos resultap@sentados, o valor de pH escolhido foi
de 6,5.

A temperatura apresentou resultados semelhantestpdos os compostos, exceto
para o carbufurano. No entanto, o efeito positmosfgnificativo apenas para a bifentrina e
para o metribuzim. Deste modo, a temperatura dagid definida foi de 70 °C. Acredita-se
que os resultados apresentados para o carbofumanaespeito a temperatura de extracao
sejam devido a sua alta volatilidade, sendo elenogro composto a ser eluido na coluna do
GC, mas este nao foi significativo estatisticamente

A forca idnica, avaliada por meio da adicdo de Naprresentou efeito positivo

significativo somente para o metribuzim e um efekgativo significativo para a bifentrina.
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Com base nessa observacdo, a quantidade de Na@dda em 10 % (m/v), valor que
apresentou o melhor resultado considerando todosrpostos estudados.

O volume de amostra apresentou efeito significafpesitivo para a bifentrina e
negativo para o carbofurano e o tebutiurom. Aléssali o volume de amostra apresentou
efeito de interac&o positivo com o pH para o teirath e negativo para a bifentrina.

Os modelos obtidos para os seis compostos ndoaestde acordo entre si, porém
apresentaram coeficientes de correlacdo adequatidsm ele ajuste nédo significativo, com
excecdo da bifentrina. A bifentrina apresentou we@maéncia oposta em relacdo aos outros
compostos. Entdo, frente aos resultados obtidasexrdo planejamento fatorial fracionario
2*! as variadveispH e quantidade de amostrimram selecionadas para o planejamento

compostos central, que é a segunda etapa de atéiza

4.5.2. Planejamento Composto Central (CCD)

As variaveis de maior influencia na extragdo, pHaume de amostra, foram
otimizados por um planejamento composto centralD};@e acordo com o item 3.3.6.1. A
metodologia de superficie de resposta fornece topitimo em torno da regido experimental
disponivel. Considerando os resultados obtidos laneamento fatorial, a temperatura de
extragdo foi fixada a 70 °C e a forca idbnica en¥dl@e NaCl (m/v).

A Figura 14 mostra a média dos resultados pargperfcie de resposta, levando em
conta 0os modelos dos seis analitos. Todos os plesi@presentaram um coeficiente de

correlagdo adequado e falta de ajuste ndo-sigtivMocaom excecgéo da bifentrina.
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Figura 14 . Superficie de resposta obtida a partir dos resestdd planejamento composto central.

Dessa forma, as condi¢cOes otimizadas pelo planefaniatorial para a extracdo por
SBSE dos 6 pesticidas estudados foram: volume dstaanl5,5 mL, 70 °C, 10 % de NaCl e
pH 6,5. O volume de amostra de 15,5 mL continh& MV de garapa e 7,75 mL de solucdo
tampéo de acetato de sédio 0,5 mdld.pH = 6,5. O tempo de extracdo e a velocidade de

agitacao foram estudados separadamente.

4.5.3. Otimizag&o univariada

A otimizag&o univariada foi realizada conformeenit3.3.6.3. para a otimizacao das
variaveis: tempo de extracdo e velocidade de d@gita& Figura 15 mostra a curva cinética,
em relacdo ao tempo de extracdo, para a extragi6 gesticidas estudados nas condigoes
otimizadas. E possivel perceber que no tempo deib0tos, o equilibrio foi atingido para a
maioria dos compostos. Porém, o tempo de 45 mirfotasscolhido j& que houve um bom
resultado para a quantidade extraida e também umenmdlmaior de ensaios pode ser

realizado em um dia.
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180000
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140000 - —e— Carbofurano
120000 Atrazina
g 100000 - Metribuzim
< 80000 - Ametrina
60000 —x— Tebutiurom
40000 —e— Bifentrina
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) — —— %

30 45 60 90

Tempo de extragao (min)

Figura 15. Curva cinética da extracao por SBSE dos 6 pest@dtudados.

A Figura 16 ilustra a curva cinética em relacaocebbsidade de agitacdo através da
SBSE dos 6 pesticidas estudados nas condicOeszatias. Nota-se que utilizando a
velocidade de agitagdo de 450 rpm o equilibricatoigido para a maioria dos compostos.

Deste modo, este valor foi escolhido para sezatlib nos proximos ensaios.

160000 -
140000
120000 - —— ;)arb?furano
© 100000 - Mtrfil)na.
£ 80000 /\, etribuzim
< Ametrina
60000 - '
—*— Tebutiurom
40000 . )
—e— Bifentrina
20000 -
0 [ : ﬁ 5
210 450 620

Velocidade de agitagao (rpm)

Figura 16. Curva de extracdo em relacédo a velocidade de agitstavés da SBSE dos 6 pesticidas estudados.
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4.6. Validacao

4.6.1. Seletividade
O método mostrou-se especifico, pois quando as teasosle garapa livres de
fortificacdo (branco) foram analisadas, nenhum gicou no mesmo tempo de retengéo dos

analitos de interesse (Figura 17).

4.6.2. Linearidade

A linearidade foi verificada analisando-se os “lo@si das amostras fortificados nas
concentracdes determinadas, conforme descritoeno %3.7.2. Os resultados do estudo de
linearidade, a faixa de linearidade avaliada, asa@ies da reta e os coeficientes de
determinacao §) e de correlaco (r) obtidos estéo apresentad@sinela 15. Os coeficientes

de determinacao foram maiores que 0,99 para ogamaktudados mostrando a linearidade

do método.

1,0x10°

8,0x10°

6,0x10°

Sinal

4,0x10°

2,0x10° —\K\

0,0

. , ; , . , . , . , .
5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Tempo (min)

Figura 17. Cromatograma obtido através da injecdo de umagéxirde uma garapa livre de fortificacdo no
modo SIM.
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Tabela 15.Resultados da linearidade para os 6 pesticidadashs.

Compostos Intervalo lineargg L) Equacdo da reta (y=ax+t  r° r
Carbofurano 0,5-150 y =1621,5x + 8532,9 0,9915 9979
Atrazina 0,5-200 y =3521,7x-7162,5 0,9930 0,9965
Metribuzim 1-100 y = 1005,6x + 944,01 0,9947 0,9973
Ametrina 1-50 y =3037,4x - 5932,8 0,9906 0,9953
Tebutiurom 40-1350 y =7,9325x + 128,48 0,9992 99
Bifentrina 20-1350 y=2,7407x + 882,61 0,9962 0,9981

A Figura 18 apresenta as curvas de calibracdo qmda analito e seu respectivo
grafico de residuo. Através dos graficos de resiceigpor ANOVA constatou-se que nao

houve falta de ajuste significativo para o modelo.

30000
Anretrina
Ametrina
1,5x10° . 200004
/ 10000
u
1,0x10° / L

Figura 18. Curvas de calibragdo e seus respectivos graficesiduos para os 6 pesticidas estudados. (continua)

73



Resultados e Discussoes

1,50410°

7,50x10° Atrazina Arazina
| |
7,50x10"
n
5,00x10° ]
n
8 é 0,00 Il u
. ¢
| ]
2,50x10° -
-7,50x10"
00 J T ) T 1,5010°
0 50 100 150 200 - ! ! ! J ! ) ! !
I o] 50 100 150 200
Concentragspg L) a S L
300
3,0x10° Bifentrina . Bifentrina
200 4
25410’
100
" g L] » L]
g 200° g o
§ L} | ]
-100 4
1,510’
L}
2004
1,010’
0 200 a0 . 800 0 c c c
- o 200 400 800
Concentracipg L) Concentracaiqg L)
Carbofurano [} 40000 Cartorano
2x10°
n 20000
| ]
L}
o é o1
& § .
a0 20000
-40000
0 T T T o f;O o EX :
o 50 100 150 Concentracapg L)
Concentragipg L)

Figura 18. Curvas de calibracdo e seus respectivos graficesiduos para os 6 pesticidas estudados. (continua)
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Figura 18. Curvas de calibragdo e seus respectivos graficoedeluos para os 6 pesticidas estudados.

(concluséo).

4.6.3. Precisao

Os estudos de precisédo intra-ensaio foram realizado trés niveis de concentracao
(baixa, média e alta) em triplicata, conforme déscero item 3.3.7.3. A precisao foi expressa
como Desvio Padrdo Relativo (DPR, %) e os valolgglas foram menores que 8,4 % em
todas as concentracdes avaliadas. Foi considemado kmite maximo o valor de 15 % para

DPR. Estes resultados demonstram que o0 métodovidg€elo possui uma precisdo adequada

(Tabela 16).
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Tabela 16.Dados obtidos da Precisdo intra-ensaio para ost&jgas estudados.
Compostos  Concentracdoug L)  Precisdo intra-ensaio (DPR, %)

5 1,19

Carbofurano 50 2,06
100 4,32

5 4,99

Atrazina 100 6,24
150 6,72

10 2,39

Metribuzim 50 6,86
75 0,072

10 0,87

Ametrina 25 8,40
37,5 4,49

450 3,11

Tebutiurom 675 8,40
900 0,17

200 0,33

Bifentrina 250 5,33
500 2,74

4.6.4. Recuperacao

Os estudos de recuperacao foram realizados, coswitdeno item 3.3.7.4, em trés
niveis de concentracdo (baixa, média e alta) cgegdn em triplicata. A Figura 19 ilustra um
cromatograma obtido pela injecdo de uma extragdzaela no nivel 3 de concentracao.

A Figura 20 mostra os intervalos monitorados olstiddravés da injecdo de uma
extracdo no nivel 3 de concentracdo, no qual (a)pbe 5,2 — 5,7 minutos; (b) Tempo: 5,8 —

6,5 minutos e (c) Tempo: 6,6 — 8,0 minutos.
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Figura 19. Cromatograma obtido através da injecdo de umagéxtnao nivel 3 de concentracao.
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Figura 20. Intervalos monitorados obtidos através da injed@iaima extracdo no nivel 3 de concentragéao.

Tempo: 5,2 — 5,7 minutos; (b) Tempo: 5,8 — 6,5 e (¢) Tempo: 6,6 — 8,0 minutos. (continua)
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(b)
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Figura 20. Intervalos monitorados obtidos através da injed@iaima extracdo no nivel 3 de concentracéo. (a)
Tempo: 5,2 — 5,7 minutos; (b) Tempo: 5,8 — 6,5 tdawe (¢) Tempo: 6,6 — 8,0 minutos. (conclusao).

Os valores de recuperacéo obtidos estdo apresentadbabela 17. Estes podem ser

considerados baixos quando comparados com outagdé de extracdo, porém, deve-se

considerar que a SBSE é uma técnica em microeseafpual a extracdo ndo € exaustiva,
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sendo assim, uma certa quantidade dos analitosapeoa na solucdo. Além disso, o
mecanismo de extracdo € baseado na sorcdo, a# atequilibrio uma certa quantidade do
analito é extraida. ApOs esse evento ndo € possitreir mais os analitos ainda presentes na
matriz. Dessa forma, € possivel explicar a baigageracdo ainda mais ao considerar que as
analises foram realizadas em uma amostra complexa.

Os rendimentos de recuperacao observados sao teastamuns em técnicas de sor¢cao
(SPME e SBSE), ou seja, onde a extracao € regptadam processo de equilibrio, no qual o

processo de extracdo nao € exaustivo.

Tabela 17.Dados obtidos da Recuperagéo para os 6 pestictataeos.
Compostos  Concentracdoug L)  Recuperacao (%)

5 40,09

Carbofurano 50 38,20

100 34,61

5 43,83

Atrazina 100 33,44

150 34,86

10 15,60

Metribuzim 50 12,47
75 7,08

10 42,29

Ametrina 25 43,71

37,5 49,48

450 46,70

Tebutiurom 675 35,76
900 5,99
200 0,18
Bifentrina 250 0,22
500 0,24
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Acredita-se que a bifentrina apresentou valorezosade recuperacdo devido a sua
baixa polaridade (log &, > 6) [90] e sua estrutura quimica ser volumosa. ffatessos
adsorptivos € comum acontecer competicdo pelas siXtrativos. Em virtude de possuir uma
cadeia muito grande, a bifentrina, migrava lentam@ara os poros em relacdo aos demais
analitos, dessa maneira grande parte dos por@jinlcam os analitos o que causava a baixa

eficiéncia na extracdo desse composto.

4.6.5. Limites de Deteccédo (LOD) e de QuantificacgdaOQ)

O limite de deteccédo (LOD) e de quantificacdo (LGQam determinados como
descrito no item 3.3.7.5.

Os valores do LOQ variaram de 05 — 4@ L' dependendo do analito,
proporcionando um pico cromatografico em que fagdeel observar claramente todos os
ions monitorados sem qualquer davida, evitandaragsisco de falso positivo. Os valores de
LOD e de LOQ estédo apresentados na Tabela 18.

O método desenvolvido neste trabalho apresentoD Ib@nores do que alguns
métodos publicados anteriormente, incluindo alggnse utilizam os mesmos compostos.
Sampedroet al. [98] mostram resultados para a extracdo de pesticam agua de rio
utilizando SPME e GC-NPD. Os valores de LOD aprieskrs para o metribuzim foram de
1,2 g L para a fibra de poliacrilato e de 2,8y L™ para a fibra de PDMS, valores acima do
relatados neste trabalho. Portugesl al. [67] relataram um método de extracdo SBSE
utilizando uma nova fase de poliuretana e HPLC-Dp&ra herbicidas em matrizes aquosas.
Dentre estes a atrazina e ametrina que apresenta@bnde 0,5ug L' e 0,2pug LY

respectivamente, maiores do que os apresentadesastisdo.
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Tabela 18.Dados obtidos de Limites de Quantifica¢éo (LOQ)eteb¢éo (LOD) para os 6 pesticidas estudados.

Compostos  Limite de Quantificacdo (LOQig L)  Limite de Deteccdo (LODug L™)

Carbofurano 0.5 0.145
Atrazina 0.5 0.0662

Metribuzim 1 0.213
Ametrina 1 0.0538

Tebutiurom 40 9.413
Bifentrina 20 6.811

Somente um estudo que descreveu a determinacdcesieigas em garapa foi
encontrado na literatura [8]. O método apresentguiesentou valores menores de LOD para
a ametrina (0,008g L™) e atrazina (0,005g L) em comparacéo ao método desenvolvido
neste trabalho, no entanto, este fato pode sdwadd ao uso de um sistema de dessorgao

térmica acoplado a um equipamento de GC-MS de moais geracao e sensivel.

4.6.6. Amostras reais de garapa

As amostras de garapa foram adquirida de 3 difeséotnecedores em Sao Carlos-SP
e tratadas previamente conforme descrito no ite1b.3A Tabela 19 mostra os resultados
obtidos das analises das amostras de garapa disfodmercialmente. Ametrina e atrazina
apareceram em todas as amostras em concentra¢ieg,&b — 3,659 L. Os outros quatro
compostos estavam abaixo do LOQ.

Devido a auséncia de LMRs para a garapa adotos-$8Rs recomendados para a
cana-de-acucar, pela ANVISA [10]. Os niveis encts de ametrina e atrazina estdo abaixo
dos LMRs recomendados. Estes resultados indicamogueesticidas foram aplicados de
acordo com as boas praticas agricolas (BPA), signifio que o consumo destas garapas

analisadas ndo causariam riscos para a saude humana
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Tabela 19.Residuos de pesticidas encontrados em garapasflisjgocomercialmente.

Compostos Amostras de garapgug L™
1 2 3
Carbofurano - - -
Atrazina 2.71 2.76 3.65
Metribuzim - - <LOQ
Ametrina 2.22 2.19 2.42
Tebutiurom - - -
Bifentrina - - -

4-): ndo detectado; <LOQ: abaixo do limite de gifeaicio.
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5. CONCLUSOES

O estudo realizado apresenta duas das novas téaslés@ quimica analitica: a
miniaturizacdo de técnicas de extracdo e o desamaito de novos materiais polimeéricos
para o recobrimento de barras de agitacao paragaxiisortiva (SBSE).

Devido a algumas dificuldades apresentadas peloemahteriormente desenvolvido
no Laboratorio de Cromatografia, e com o intuito pteduzir a fase extratora de SBSE
desejada, um novo molde de teflon simplificado desenvolvido. Utilizando-se o novo
molde foi possivel produzir barras SBSE recobeca® um novo polimero sorptivo de
extragdo, o polidimetilsiloxano com 18 % de carb@tivado (PDMS-ACB), em apenas
poucos minutos.

A partir dos resultados apresentados foi possiwaifisar que o PDMS-ACB
demonstrou adequado para a extracdo de compostasep@resentes em uma matriz
complexa. A barra SBSE apresentou boa estabilidagiginica e quimica, ja que foram
realizadas cerca de 150 extracdes sem danos pdiaseérica.

O delineamento experimental utilizado permitiu &rabs efeitos das variaveis e da
interacdo entre as variaveis envolvidas na extr&EE. Além disso, na etapa de otimizagao
foram realizados um numero racional de experimeatmsiomizando tempo e evitando o
consumo exagerado de amostra e solvente organico.

O método desenvolvido demonstrou precisao, LOQ, LdRaridade e recuperacéo
adequados para andlise de ametrina, atrazina, timfgn carbofurano, metribuzim e
tebutiurom em garapa usando de SBSE e GC-MS. Al&sodpermitiu a separacéao,
identificacdo e quantificacdo de residuos de pdascem amostras reais de garapa

disponiveis comercialmente na cidade de Sédo C&ifos-
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