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RESUMO

O uso de praguicidas na agricultura é uma das maiores fontes de contamina¢do ambiental,
uma vez que tais compostos sdo lixiviados e disseminados em &guas superficiais, subterraneas
e no solo, tornando-se um problema para a fauna, flora e para a saide humana. Além disso,
residuos de praguicidas muitas vezes sdo encontrados em alimentos devido a utilizacéo
inadequada em super dosagens. Nesse sentido, faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas analiticas de preparo de amostras apropriadas para a extracdo e pré-concentracdo
desses praguicidas nos recursos hidricos e em alimentos. Dentre essas técnicas podemos
destacar a microextracdo em fase sdlida molecularmente impressa (MISPME) devido a
caracteristicas vantajosas como seletividade, menor consumo de solventes orgéanicos, tempo
reduzido de extracdo, baixo custo para a construgdo da fibra, dentre outras. Sendo assim, o
presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar uma fibra para MISPME com
superficie renovavel para a extracao de triazois em amostras de agua e de suco de uva seguido
de analise por CG-MS. De acordo com Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) os limites maximos de residuo (LMR) para triadimenol, tebuconazol e metconazol
em uva sdo respectivamente de 0,1, 2,0, e 1,0 mg kg™ . E o limite maximo de tolerancia
(LMT) de triaz6is em &gua, estabelecido por 6rgéos internacionais, é de 0,1 pg L™ para cada
praguicida e de 0,5 pug L™ para um total deles. O epoxiconazol foi selecionado como padréo
interno por ser proibido na cultura de uva. Para a analise em suco de uva, a faixa analitica do
método compreende de 100 pg L™ a 2000 pg L™ para triadimenol, tebuconazol e metconazol,
com LQ de 100 pg L™ para todos os analitos. Para analise em &gua, a faixa analitica do
método compreende de 100 pg L™ a 3000 pg L™, com LQ de 100 pg L™. O método proposto
para analise de triazdis em suco de uva atendeu todas as especificacfes requeridas em termos
de figuras de mérito. Contudo, a detectabilidade do método foi insuficiente para analises de

triazois em aguas devido aos baixos limites preconizados pela legislacéo (0,5 pug L™).

Palavras chaves: Microextracdo em fase sdlida molecularmente impressa. Triazois. Agua.

Suco de uva.



ABSTRACT

The use of pesticides in agriculture is a major source of environmental contamination since
such compounds are leached and disseminated in surface water, groundwater and soil water,
making it a problem for fauna, flora and human health. Moreover, pesticide residues are
frequently found in food due to their uncontrolled use. Thus, it is necessary to develop
analytical techniques of sample preparing for both pesticide extraction and concentration in
water resources as well as food. Among these techniques, we can highlight the molecularly
imprinted solid phase micro extraction (MISPME), due to its particular advantages as high
selectivity, low organic solvent consumption, low extraction time, low cost of fiber
fabrication, among others. Therefore, the present study's aim is to synthesize and characterize
a new fiber for MISPME to extract triazoles from environmental and food samples followed
by GC/MS analysis. According to MAPA (Ministry of Agriculture and Livestock) MRLs for
grape triadimenol, tebuconazole, epoxiconazol and metconazole are respectively 0.1 mg kg™,
2 mg kg™ prohibited to grape culture and 1 mg kg™. Knowing that epoxiconazole is prohibited
to grape culture, it was selected as internal standard. The tolerance limit in water is
established by international organizations, such as tolerance embrace a concentration of 0.1
mg L™ for each pesticide and 0,5 mg L™ for a total of them. For grape juice analysis, the
analytical range of the method comprises from 100 ug L™ to 2000 pg L™ to triadimenol,
tebuconazole and metconazole, with LQ of 100 pg L™. For water analysis, the analytical
range of the method comprises from 100 pg L™ to 3000 pg L™, with LQ of 100 pg L™.The
proposed method for triazole analyses in grape juice met all required specifications being
applied with confidence. However, the detectability of the method was insufficient for the

analyses of triazoles in water samples due to the low tolerance limits.

Keywords: Microextraction molecularly imprinted solid phase. Triazoles. Water. Grape juice.
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1 INTRODUCAO

Os praguicidas sdo substancias utilizadas no combate a diversas pragas € em uma
variedade de plantacGes, como por exemplo, frutas e vegetais (HUANG; ZHOU; XIE, 2013).
Seu emprego proporciona um maior rendimento e uma melhoria nas plantagdes. Porém,
quando seu uso excede os limites de seguranca, graves problemas diretos ou indiretos para o
ser humano podem ocorrer (SKEVAS et al., 2012).

O uso de produtos quimicos no combate as pragas tem sido mencionado a mais de
3000 anos em escrituras greco-romanas onde arsénio era utilizado como inseticidas. Ha 2.000
anos, os chineses ja usavam as flores de crisantemo também como inseticida, enquanto que as
flores de piretro eram utilizadas pelos povos do deserto como repelente de moscas e
mosquitos (ALVES FILHO, 2002).

No fim do século XX e inicio do século XXI, o uso de produtos quimicos inorganicos
para a protecdo de plantas contra pragas foi intensificado, dando inicio a primeira geracéo de
praguicidas. A segunda geracdo teve inicio com a sintese do lethane 384 em 1932,
considerado o primeiro praguicida organico obtido em escala laboratorial. Contudo, o marco
historico da evolucdo dos praguicidas é definido a partir da sintese do DDT (Dicloro Difenil
Tricloroetano) por Otto Ziedler em 1874 (ALVES FILHO, 2002).

De acordo com Schreinemachers e Tipragsa (2012) os paises desenvolvidos utilizam
uma quantidade maior de praguicidas nas lavouras do que 0s paises em desenvolvimento.
Porém, os problemas de contaminacdo sdo mais frequentes em paises em desenvolvimento,
principalmente pelo uso desinformado e em doses inapropriadas.

Os membros da Unido Europeia (UE) e da Comissdo Europeia (CE) introduziram uma
politica de controle de praguicidas, sendo as diretivas 91/414/EC e 98/8/EC as primeiras que
trataram da autorizacdo dos praguicidas (SKEVAS et al., 2012). Essas diretivas tém como
objetivo o controle dos niveis de residuos dessas substancias nos alimentos, assegurando a
satide do consumidor (NOUGADERE et al., 2011).

Com o avanco do comércio internacional, houve a necessidade de regulamentar a
criacdo de novos praguicidas. Entdo, em 1989, o Congresso Nacional aprovou a “Lei dos
agrotoxicos” que substituiu 0 Decreto 24.114 de 1934. Essa lei foi substituida pelo decreto
4074 de Janeiro de 2002, que se caracterizou pelo surgimento de regras mais rigorosas para o
registro de praguicidas. A nova legislagdo fixava que o registro de novos praguicidas s iria

ocorrer se eles apresentassem toxicidade igual ou menor em comparacdo a algum outro ja
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existente no mercado para o mesmo fim. Foi instituida também a obrigatoriedade de
receituario agrondémico para a comercializacdo, além do estabelecimento de normas e padrbes
para o destino de suas embalagens dos mesmos (PELAEZ; TERRA,; SILVA, 2010).

Nos ultimos 7 anos, houve um aumento significativo no consumo de praguicidas em
relagdo aos anos anteriores. No ano de 2011, foram transacionadas 826.683 t em produtos e
352.048 t de principio ativo (FERREIRA; CAMARGO; VEGRO, 2012).

Com o alto consumo de praguicidas nas lavouras, é também alta a probabilidade de se
encontrar alimentos contaminados, capazes de causar sérios danos a salde do consumidor.
Nesse sentido, é cada vez mais necessario o desenvolvimento de técnicas de preparo de
amostras capazes de capturar seletivamente os analitos em detrimento dos concomitantes das
amostras, concentrando-0s a niveis detectaveis, de acordo com as técnicas analiticas

empregadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINACAO POR PRAGUICIDAS

A maior fonte de contaminacdo de alimentos, solos, &guas e alteracdo no ecossistema €
0 uso indiscriminado de praguicidas. Devido a isso, residuos desses compostos podem ser
encontrados em diversas amostras, normalmente em niveis de concentracdo muito baixos, 0
que dificulta muito a analise quimica (MENEZES FILHO; SANTOS; PEREIRA, 2010).

No solo, os praguicidas podem se comportar de diferentes maneiras. Podem ser
degradados por micro-organismos, sofrer degradacdo quimica, alem de se volatilizarem ou
serem diluidos pelo fluxo de agua. A taxa de degradacdo do solo depende da quantidade de
agua disponivel e da temperatura. Entdo, em solos secos, o0 tempo de meia-vida do praguicida
normalmente é mais prolongado (WERF, 1996).

A contaminacdo das aguas pode ocorrer por lixiviacdo ou escoamento. A lixiviacao
causa contaminacdo das aguas subterraneas, enquanto que 0 escoamento causa contaminacao
das aguas superficiais. Praguicidas que se ligam fortemente ao solo séo resistentes a
volatilizacdo e a degradacdo, além de escoarem menos, enquanto que aqueles de alta
solubilidade em &gua tendem a se lixiviar mais facilmente (WERF, 1996).

Apesar da maioria dos praguicidas serem degradados no solo ou na atmosfera, alguns
deles podem ser transferidos para o ser humano através da cadeia alimentar, sendo
prejudiciais a satude dos individuos (ZHANG, 2012). Os residuos podem ser encontrados em
produtos frescos ou industrializados (KEIKOTLHAILE, 2010). Alguns autores relatam que
alimentos fritos, cozidos, lavados, assados e fervidos reduziram os niveis de praguicidas. Ja os
produtos que sdo concentrados ou pressionados (sucos e 0leos vegetais de sementes, por
exemplo) ndo procedem da mesma maneira, tendo entdo niveis mais altos dessas substancias
(KEIKOTLHAILE, 2010). Algumas agéncias regulatérias tem a funcdo de fiscalizar a
presenca desses toxicantes em alimentos por meio de analises quimicas e pela comparacdo das
concentracdes encontradas com o limite maximo de residuo (LMR), também preconizado por
essas agéncias (ZHANG, 2012).
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2.2 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS

Para garantir uma boa prética agricola, o uso de praguicidas deve obedecer as normas
sob qualquer fase da producdo (armazenamento, transporte, etc). Outro pardmetro a ser
seguido se refere a selecdo do praguicida que sera utilizado. Deve-se sempre escolher aquele
que possui menor toxicidade dentre aqueles que podem ser utilizados em uma mesma cultura.
Deve-se também respeitar o intervalo de pré-colheita, justamente para garantir que nao ha
residuos do praguicida no momento da colheita (ALMEIDA, 1982).

No Brasil, o registro de praguicidas é controlado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) que tem a responsabilidade de regular o impacto dessas substancias na
satde humana, além de estabelecer os LMR. J& os Ministérios do Meio Ambiente (MMA) e
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) avaliam o impacto ndo-humano, e a
eficdcia dos praguicidas em controlar as pragas, respectivamente (JARDIM; CALDAS, 2012).

O LMR é definido como quantidade maxima de um dado praguicida (mg Kg™) que
pode ser encontrado em alimentos, 4gua e ragbes de animais (DROGUE; DeMARIA, 2012).
Os LMRs sdo determinados, no Brasil, a partir de ensaios supervisionados feitos em todo
pais. Em 2011, varios principios ativos tiveram seus LMRs estabelecidos para uma variedade
de alimentos no pais (JARDIM; CALDAS, 2012).

De acordo com 0 MAPA, os LMRs para os praguicidas triadimenol, tebuconazol, e
metconazol em amostras de uva sdo de 0,10, 2,0, 1,0 mg Kg™, respectivamente, enquanto que
0 epoxiconazol ndo € permito para tal cultura .

Em 2010, através do Programa de Anéalise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
(PARA), a ANVISA coletou amostra - segundo o plano de amostragem definido pelo
programa - em diversos estados brasileiros. Foram analisadas amostras de 18 alimentos
(abacaxi, alface, arroz, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijao, laranja, maca,
mamao, manga, morango, pepino, pimentdo, repolho e tomate) e a escolha foi baseada na
disponibilidade destes em supermercados e no uso intensivo de praguicidas. Foram analisadas
2.488 amostras, das quais 37% ndo apresentaram nenhum tipo de residuo; 35% apresentaram
residuos abaixo dos LMRs estabelecidos; e 28% foram consideradas insatisfatdrias, pois
apresentaram residuos de produtos ndo autorizados ou, autorizados, mas acima dos LMRs
(ANVISA, 2010).

A contaminagdo das &guas também é um fator que estd relacionado ao uso

indiscriminado e desajustado de praguicidas, onde a persisténcia destes no meio ambiente
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reflete na saude dos seres humanos e dos animais. Pensando nisso, drgéos internacionais
adotam como LMTs em &guas a concentracdo de 0,1pg L™ para cada praguicida e de 0,5 pg
L™ para um total deles (DIRECTIVE 2006/118/EC).

No Brasil, o CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente - é o drgdo
responsavel pela regulamentacéo, controle e manutencdo da qualidade do meio ambiente, e
ndo apresenta normas especificas para os analitos triazélicos em &gua (CONAMA, 2008).

2.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E TOXICOLOGICAS DOS TRIAZOIS

Sabendo-se da necessidade da utilizacdo dos praguicidas nas plantacdes, e tendo em
vista que todos os praguicidas sdo toxicos para 0 homem, dependendo da dose, a OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) classificou os praguicidas de acordo com a toxicidade
aguda, oral e dérmica utilizando ratos para este estudo. Assim, 48 deles foram classificados
como extremamente perigosos (classe la), 77 como altamente perigosos (classe 1b), 141
moderadamente perigosos (classe Il) e 153 como ligeiramente perigosos (classe I11) (HE,
1993).

A toxicidade de um praguicida é dada normalmente por meio da dose ou concentracao
que causa um efeito deletério especifico em 50% da populacdo de estudo (ECso ou EDsp).
Quando esse efeito € a morte, o parametro empregado é a dose letal 50 (DL50) ou a
concentracdo letal 50 (CL50). Estudos indicam que os praguicidas podem danificar o sistema
imune agindo como o0s hormdnios e interrompendo o sistema enddcrino de humanos e
animais. Ha estimativas de que um milhdo de pessoas a cada ano sofrem de intoxicacGes
acidentais com praguicidas, e destes, cerca de 1 milhdo e 20 mil vao a 6bito (WERF, 1996).

Os fungicidas azdlicos, moléculas alvo desse trabalho, possuem caracteristicas comuns
quando se trata de desregulacdo endocrina. Eles causam o aumento de gestacdo em fémeas e o
aumento dos niveis de hormdnios esterdides no feto e/ou nas fémeas, mostrando que o efeito
de desregulacdo enddcrina destes fungicidas é a perturbacdo de enzimas importantes, como
CYP17 que esta envolvida na sintese de hormdnios esterdides (TAXVIG et al., 2007).

Estudos realizados em ratos com os praguicidas triazlicos epoxiconazol, mancozeb,
procloraz, tebuconazol e procimidona, mostraram que houve aumento no tempo da gestacdo
em fémeas, retencdo dos mamilos e malformacdo dos 6rgdos genitais dos machos quando se

utilizou uma baixa dose de uma mistura dos cinco praguicidas. Esses desvios ocorridos nos
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animais ndo foram verificados quando a mesma dose foi utilizada isoladamente, indicando
que a mistura e 0 consumo acumulado provocam graves problemas de desenvolvimento e
reproducdo nos animais (HASS et al., 2012).

A ANVISA e TOXNET (Toxicology Data Network) especificam os praguicidas

triazdlicos triadimenol, epoxiconazol, tebuconazol e metconazol como demonstrado abaixo.
Triadimenol:

v" Ingrediente ativo: TRIADIMENOL (triadimenol)

v" Nome quimico: (1RS,2RS;1RS,2SR)-1-(4-chlorophenoxy)-3,3-dimethyl-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol

v Formula bruta: C14H15CIN3O;

v Férmula estrutural;

OH

|
ci O O~ CH- CHC(CH,),

N.
<

N
N—/

Grupo quimico: Triazol

Classe: Fungicida

Classificacdo toxicoldgica: Classe 11

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,05 mg kg™ p.c.
Ponto de fusdo: 124°C

Solubilidade em agua: 120 mg L™

NN NN SR NEEN

Presséo de vapor: 3,10 E™ mm Hg

Epoxiconazol:

v Ingrediente ativo: EPOXICONAZOL (epoxiconazole)

v' Nome quimico: (2RS,3SR)-1-[3-(2-chlorophenyl)-2,3-epoxy-2-(4 fluorophenyl)
propyl]-1H-1,2,4- triazole

v" Férmula bruta: C;17H;3CIFN3O
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Formula estrutural:

0
- . | .
CH,

!

N

i
b

Grupo quimico: Triazol

Classe: Fungicida

Classificacdo toxicoldgica: Classe 11l

Ingestdo Diéria Aceitéavel (IDA): 0,003 mg kg™ p.c.
Tebuconazol:

Nome técnico: TEBUCONAZOL (tebuconazole)

Nome quimico:(RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol
Formula bruta: C16H22CIN;O

Formula estrutural:

OH

Cl —Q CH,—CH,- c:: = C(CH,),

fh

N,

o

Grupo quimico: Triazol
Classe: Fungicida
Classificacdo toxicoldgica: Classe IV
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg kg™ p.c.
Ponto de fusdo: 102,4 °C
Solubilidade em agua: 36 mg L™

Pressdo de vapor: 1,28 E® mm Hg
Metconazol:

Ingrediente ativo: METCONAZOL (metconazole)
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v" Nome quimico: (1RS, 5RS;1RS,5SR)-5-(4-chlorobenzyl)-2,2-dimethyl-1-(1H-1,2,4-
triazol-1-ylmethyl)cyclopentanol
v Formula bruta C;7H2,CIN3O
v Formula estrutural:
s

HO CH,
CHa)é/ CH,
egn !
Cl

Grupo quimico: triazol
Classe: Fungicida
Classificagdo Toxicoldgica: Classe |
Ingestdo Diéria Aceitavel (IDA) = 0,048 mg kg™ p.c.
Ponto de fusdo: 111,5°C

Ponto de ebuligéo: 285 °C
Solubilidade em agua: 15 mg L™

AN NNV VU N NN

Presséo de vapor: 9,23 E® mm Hg

2.4 MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

As amostras de agua e de alimentos muitas vezes possuem tracos residuais de
praguicidas além de diversos contaminantes que podem interferir nas analises. Sendo assim,
faz-se necessario o uso de técnicas de preparo de amostras para a pré-concentracao e clean up
dessas amostras. As técnicas mais tradicionais de preparo de amostras ambientais e de
alimento sdo a extracdo liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase sélida (SPE).

A LLE é baseada na solubilidade do analito em duas fases imisciveis e € governada
pelo coeficiente de particdo. A separacdo do analito € feita pela diferenca de polaridade das
duas fases imisciveis (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007). Atualmente, ela ainda € muito
utilizada como uma técnica de pré-tratamento para separacdo e para pré-concentracdo de
analitos. Porém, requer grandes quantidades de solventes, o que a torna cara, além de
demorada e prejudicial ao meio ambiente (PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2009). Outro
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fator a ser considerado é a formacdo de emulsbes o que prejudica as anélises (PEREIRA;
LAVILLA; BENDICHO, 2009).

A SPE esté relacionada com a sor¢do liquido-sélido onde a fase de extragdo € um
sorvente sélido (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007). Comparada com a extracao liquido-
liquido, ela tem a vantagem de utilizar uma quantidade 10 vezes menor de solventes organicos
além de ser robusta e bem estabelecida (WANG; DU, 2010).

A SPE consiste basicamente de um cartucho de polipropileno e seu interior é
preenchido com um sorvente sélido. Nesta técnica, os analitos contidos numa matriz aquosa
sdo extraidos juntamente com 0s compostos interferentes apos passarem por um sorvente. Um
solvente orgénico seletivo é geralmente utilizado para remover os interferentes e entdo, outro
solvente é usado para eluir os analitos de interesse (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

A necessidade de reduzir ainda mais a utilizagéo de solventes organicos deu origem a
técnica de microextragdo em fase solida (SPME).

A SPME pode ser realizada de duas formas: utilizando tubos revestidos internamente
com a fase estacionaria (SPME em tubo), ou da maneira mais convencional utilizando fibras
como material adsorvente.

A SPME em tubo foi desenvolvida como um processo automatizado de extragéo,
dessorcdo e injecdo a ser utilizada em cromatografos liquidos. Em um processo de extracao
por SPME em tubo, a amostra aquosa passa pelo interior do tubo, que € revestido com um
sorvente sélido, e os analitos séo retidos. Os sorventes podem revestir a parte interna do
capilar, estar na forma de fibras, na forma empacotada e na forma de um mondlito. A
dessorcdo dos analitos € feita por um solvente. Esta técnica automatizada tem como vantagem
ndo sé a alta frequéncia analitica, mas também a melhor exatidao e precisdo (KATAOKA;
SAITO, 2011).

A SPME convencional consiste em uma fibra de silica fundida (fase estacionaria) onde
os analitos, por afinidade, migram da matriz para a fibra, sendo entdo concentrados.
Posteriormente, os analitos sdo termicamente dessorvidos no injetor do GC para analise
(TAMAYO et al., 2007; DJOZAN, 2010). Comparada com as extragdes convencionais, a
SPME tem a vantagem de utilizar pequenas quantidades de solventes, ter boa sensibilidade e
extrair analitos de baixo peso molecular (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007). Como
desvantagens da SPME, pode-se destacar a baixa disponibilidade de fibras especificas para
cada tipo de analito a ser analisado (DJOZAN et al.;2010). Ela preserva as vantagens da SPE
como baixo custo e seletividade, porém elimina as desvantagens como, por exemplo, 0
entupimento e o grande consumo de solventes (ZHANG; YANG; PAWLISZYN, 1994).
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A SPME pode ser executada de 3 maneiras diferentes (Figura 1). A primeira maneira é
a introducéo direta da fibra na matriz (DI-SPME), e os analitos que tiverem afinidade pela
fibra de SPME serdo sorvidos e levados para posterior analise. A segunda maneira é a
headspace (HS-SPME), em que a fibra de SPME fica na parte superior da amostra nio
entrando em contato com a matriz, e os analitos que tiverem afinidade pela fibra serdo
sorvidos e levados para posterior analise. Esta maneira de extracdo é normalmente utilizada
para analitos volateis j& que a fibra de SPME fica em contato com a fase volatilizada dos
analitos (PAWLISZYN, 2009). E a terceira maneira, € uma variagdo da DI-SPME onde se
coloca uma membrana ao redor da fibra para impedir que particulas de grande peso molecular
sejam aderidas a mesma. As particulas menores atravessam a membrana e aquelas que
tiverem afinidade pela fibra de SPME seréo sorvidas (PAWLISZYN, 2009).

Figura 3 - Microextracdo em fase sélida pelo método: (A) Direto; (B) Headspace; (C) Direto com membrana.
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' I’J
(A ®) ©

Fonte: Do autor

Um bom desempenho na SPME esta diretamente ligado a capacidade de extracdo da
fibra, a durabilidade e a reprodutibilidade entre as fibras. Elas normalmente podem ser usadas
em uma vasta gama de aplicacdes: para analitos polares e ndo-polares e para analitos volateis
e ndo-volateis (PAWLISZYN, 2009).
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O recobrimento com o sorvente da fibra de SPME pode ser caracterizado quanto ao tipo,
espessura, polaridade e quanto ao mecanismo de interagdo com o analito que pode ser particao
ou adsor¢do (PAWLISZYN, 2009).
Na Tabela 1 estdo apresentados alguns tipos de fibras disponiveis comercialmente.

Tabela 1- Fibras de SPME comercialmente disponiveis.

Tipo de recobrimento Mecanisnjo de Polaridade
extracao
PDMS Absorvente Apolar
Carbopack Z-PDMS Adsorvente Mista
DVB/Carboxen-PDMS Adsorvente Mista
PEG (carbowax) Absorvente Polar
PDMS-DVB Adsorvente Mista
Carboxen-PDMS Adsorvente Mista
PA Absorvente Polar

Fonte: PAWLISZYN, 2009.

Em processos de extracdo por SPME, a extracdo exaustiva ndo é alcangada, visto que
opera em condi¢bes de equilibrio ou proximas ao equilibrio. Por ndo ser uma técnica
exaustiva de extracdo, a SPME extrai somente de 2 a 20% de analitos. Porém todos os
analitos retidos conseguem ser dessorvidos e analisados (WINEFORDNER, 2003).

A constante de distribuicdo entre a fibra de SPME e a matriz (Kfs) pode ser

representada pela equacao abaixo:

_
fffS‘— E

em que, Cf é a concentracdo de analitos sorvidos na fibra e Cs € a concentracdo de analitos
presente na matriz (WINEFORDNER, 2003).
A equacdo a seguir representa a condicdo de equilibrio entre a fibra de SPME e a
solucéo:
_ KfsVfVsCo
KfsVf+Vs

em que n corresponde ao nimero de mols de analitos sorvidos na fibra, Kfs é a constante de
distribuicdo entre a fibra e a matriz, Vf € o volume da fibra, Vs € o volume da solucédo e Co é a
concentracdo inicial de analitos presente na matriz. Observando a equacdo, percebemos que,
quando o volume da solucdo é muito alto (Kfs Vf << Vs), a parcela KfsVf pode ser desprezada,
resultando na equacdo abaixo:

n= KfsVf Co
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A partir desta conclusdo temos que o nimero de mols sorvidos na fibra de SPME
corresponde diretamente com a concentracdo de analitos presente na matriz, independendo do
volume da solugdo. E 0 aumento no tempo de extracdo ndo implicard no aumento do ndmero
de mols sorvidos pela fibra de SPME ap06s o equilibrio ser atingido (WINEFORDNER, 2003).

A SPME pode ser aplicada para variados tipos de amostras. Nesse contexto, Filho et
al. (2010) utilizaram esta técnica para 0 monitoramento praguicidas em manga. Os autores
utilizaram SPME como técnica de preparo de amostra para extracdo de 16 praguicidas
(clofentezina, carbofuran, diazinona, metil parathion, malation, fention, tiabendazol, imazalil,
bifentrin, permetrin, procloraz, piraclostrobin, difenoconazol e azoxistrobin). As analises
foram realizadas por GC-MS. Os praguicidas estudados pertencem a diferentes classes
quimicas, o que levou os autores a invetigarem 5 fibras comerciais diferentes: uma fase polar
— poliacrilato (PA), uma fase apolar - polidimetilsiloxano (PDMS), duas fases bipolar
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) e PDMS/carboxen, e uma fase tripolar
PDMS/DVB/carboxen. Os melhores resultados foram obtidos utilizando a fibra de
poliacrilato (PA). O método foi validado utilizando amostras de manga fortificadas nas
concentracdes de 33,3 - 333,3 ug kg™, e as recuperacdes médias (n = 3) para a concentracio
mais baixa foram de 71,6 a 117,5%, com RSD entre 3,1-12,3%. O LD e LQ variaram 1,0-3,3
ug kgt e de 3,33 - 33,33 pg kg?, respectivamente. De acordo com os autores, todas as
amostras continham os praguicidas bifentrina e azoxistrobina em concentragdes de 18,3 - 57,4
e 12,7 - 55,8 pg kg™ (abaixo do LMR da legislacdo brasileira), respectivamente. O método
mostrou-se seletivo e apresentou LQ abaixo do LMR admitido pela legislacdo brasileira.

Passeport et al. (2010) preocupados com a qualidade da agua desenvolveram um
método de extracdo por SPME para determinacdo de 16 praguicidas com diferentes
propriedades fisico-quimicas (isoproturon, clorotoluron, atrazina, clorotalonil, prosulfocarbe,
fenpropidina etofumesato, s-metolachlor, metazachlor, napropamida, ciproconazol, aclonifen
diflufenican, tebuconazol, epoxiconazol e mefenpir-dietil) utilizando um GC-MS. Todos o0s
analitos apresentaram coeficiente de correlagdo superior a 0,9960, com LQ da ordem de 0,05
ug L. A partir dos resultados foi observado que, para a maioria dos praguicidas, a preciséo
estava dentro do aceitavel (menor que 20% para LQ), porém para os analitos diflufenican e
clorotoluron o limite foi excedido. Maiores LQ (0,10 pg L™) foram encontrados para analitos
mais polares como atrazina, metazachlor, clorotoluron, fenpropidina, ciproconazol devido a
baixa afinidade destes pela fibra de SPME (PDMS/DVB). Os autores concluem que o método

proposto é eficaz para determinacdo multirresidual de praguicidas de diferentes propriedades
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fisico-quimicas e que as principais etapas de validacdo do método analitico foram bem
sucedidas.

Sang et al. (2013) desenvolveram um método de HS-SPME para determinacgdo de 11
praguicidas organofosforados (forato, diazinona, disulfoton, clorpirifés metil, fenclorfos,
pirimifés metil, clorpirifés, isofenfoss, fentoato, protiofos, etion) nas amostras de nabo,
repolho verde, feijdo verde, berinjela, maca, nectarina e uva por GC-MS. Para a extracdo dos
praguicidas foi selecionada uma fibra de PDMS. Para todos os analitos foram construidas 2
curvas de calibracdo, uma que compreendia de 0,01-0,025 mg L™ e outra de 0,5-2,5 mg L™.
Boas linearidades foram obtidas com coeficientes de correlagcdo superiores a 0,9917 para
todas as amostras. As precisdes intra-dia e inter-dias nos niveis de concentracéo de 0,05; 0,1 e
0,5 mg L?, foram de 0,3 - 7,5% e 0,2 - 9,4% respectivamente, estando dentro dos limites
aceitaveis. As recuperacoes foram de 70 a 120% nos niveis de LMR.

Campillo et al. (2012) desenvolveram um método de HS-SPME para determinacdo de
organoestanicos em amostras de vinho e mel comparando a sensibilidade do detector
espectrometria de massa com emissdo atdmica. Para a extracdo dos compostos 0s autores
utilizaram uma fibra de PDMS. As curvas de calibracdo apresentaram valores superiores a
0,992. A faixa de LD se mostrou mais sensivel quando foi utilizado o detector espectrometria
de massas (0,1-2,0 e 0,3-4,3 pg g™ para as amostras de vinho e mel, respectivamente), do que
quando foi utilizado um detector de emisso atémica (0,5-11,1 e 2,0-22,0 pg g™* para amostras
de vinho e mel, respectivamente). De acordo com os autores 0 método se mostrou eficiente
para analises de organoestanicos em amostras de alimentos, salientando que as melhores
respostas foram obtidas utilizando um espectrometro de massas como detector.

Togunde et al. (2013) desenvolveram um novo dispositivo de SPME para
determinacgdo de residuos de farmacos (carbamazepina, diazepam e nordiazepam) em tecidos
de peixes in vivo. O novo dispositivo continha quatro partes: a) o émbolo com uma porca, (b)
uma sonda contendo a fase de extracdo, (c) uma agulha hipodérmica de ponta afiada, e (d) o
corpo geral do dispositivo (barril). A sonda era um fio de aco inoxidavel de comprimento 20
cm e um revestimento de extracdo de 1,5 cm. A agulha hipodérmica foi usada para proteger a
fase de extracdo na ponta da sonda. Além disso, a agulha foi usada para perfurar o masculo do
peixe de modo que a fase de extracdo pudesse ser facilmente inserida no peixe. A fase de
extracdo utilizada foi PDMS, que é um composto compativel com o tecido do peixe. No
processo de extracdo, a fase de extracdo foi inserida interior do tecido do peixe permitindo
que ele pudesse nadar livremente. Apds o processo de amostragem a fase de extracdo foi

retirada do musculo, lavada com agua ultra pura e depois seca. Posteriormente, os analitos



31

foram dessorvidos em um solvente e levados para analise por LC-MS/MS. A partir dos
resultados foi possivel observar que o diazepam e a carbamazepina apresentaram a maior e a
menor porcentagem de recuperacdo, respectivamente. O método apresentou RSD menor que
10% para os trés analitos estudados com LDs de 0,07; 0,30; 0,34 ng ml™* (carbamazepina,
diazepan, nordiazepan, respectivamente) e LQs de 0,48; 0,97; 0,40 ng ml™* (carbamazepina,
diazepan, nordiazepan, respectivamente). De acordo com 0s autores, o novo dispositivo de

SPME é promissor para a amostragem de contaminantes organicos em peixes.

2.5 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

Os polimeros de impressdo molecular (MIP) tém sido muito utilizados como sorventes
seletivos em preparo de amostras devido a sua capacidade de reconhecer seletivamente uma
molécula ou classe de moléculas. Este modelo sintético de reconhecimento molecular surgiu
atraveés da concepcdo de Linus Pauling, onde o antigeno era utilizado como molécula molde
para moldar a respectiva cadeia de anticorpos. A partir desta teoria comegou-se a producao de
polimeros com capacidade de reconhecimento molecular seletivo. Para a obtencdo do MIP,
uma molécula molde é posta a interagir com 0os monémeros funcionais. Posteriormente, €
adicionado um entrecruzador que forma uma rede polimérica ao redor da molécula molde.
Esta, por sua vez, é entdo retirada da rede polimérica por um solvente apropriado, resultando
numa cavidade seletiva (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). A Figura 2 mostra o
esquema de sintese de um MIP. Esses polimeros sdo capazes de reconhecer uma determinada
molécula através da forca de ligacdo e das microcavidades especificas formadas entre o
mondmero funcional e a molécula molde (DIAS et al., 2008). A forma mais utilizada no
preparo de MIP é a baseada em ligacGes ndo-covalentes, onde as interac6es sdo relativamente
fracas entre 0 mondmero e a molécula molde. Um vasto nimero de mondmeros funcionais
tem sido utilizado de acordo com a capacidade de interacdo com a molécula molde (TURIEL;
ESTEBAN, 2010).
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Figura 2 - Esquema genérico da sintese de MIP.
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Os principais componentes para sintese de um polimero molecularmente impresso séo:
molécula modelo (MM), mondémero funcional (MF), agente de ligacdo cruzada (ALC),
iniciador radicalar (IR) e solvente porogénico.

A MM ¢ usada para moldar a formacao dos sitios seletivos. Ela deve conter grupos
que sejam capazes de se ligar ao monémero funcional (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA,
2008).

O MF, na maioria dos casos, deve ser basico quando se trata de molécula modelo
acida, e acido quando se trata de molécula modelo basica. Em termos de concentracdo, o mais
indicado é que o MF esteja em uma proporcdo maior em relacdo a MM (4:1), garantido que o
deslocamento do equilibrio da reacdo seja no sentido de formacdo do complexo MM-MF,
aumentando assim o numero de sitios seletivos no MIP. (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA,
2008).

O ALC promove o entrecruzamento entre as cadeias poliméricas, promovendo a
estabilidade mecénica e a integridade dos sitios de ligacdo. Recomenda-se utilizar uma
proporcdo mais elevada de ALC em relacdo aos outros reagentes para garantir a alta
porosidade do polimero favorecendo assim a difusdo dos analitos pelo interior do polimero
(FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008).
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O IR tem como funcéo criar radicais livres, garantido o inicio e a continuacdo do
processo de polimerizacdo (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008).

Como na maioria das vezes a interacdo entre MM e MF é ndo-covalente, a escolha do
solvente porogénico é fundamental. Portanto, é a escolha ideal do solvente que vai garantir
que a interacdo MM e MF sejam eficientes. A utilizacdo de solventes apolares e aproticos
como tolueno, diclorometano, cloroférmio, é mais indicada. Contudo, outros solventes como
acetonitrila e metanol também tém sido usados porque nem todos os reagentes sdo sollveis
em solventes apolares (PICHON; HUGON, 2008).

De acordo com Pichon e Hugon (2008) e Santos, et al. (2012) o &cido metacrilico
(MAA) ou 4-vinilpiridina (4 VP) sdo os MFs mais utilizados, enquanto que os ALC mais
comuns s&o o divinilbenzeno (DVB) e o etileno glicol dimetacrilato (EGDMA).Os tipos mais
usuais de sintese de MIP ocorrem pelos métodos sol-gel ou por radicais livres. O processo de
sintese por sol-gel combina compostos organicos e inorganicos que ddo origem a novos
compostos de diferentes propriedades. Sua sintese fundamenta-se em uma transicdo do
sistema sol (particulas coloidais estaveis dispersas em fluido) para um sistema gel (estruturas
rigidas de particulas coloidais ou cadeias poliméricas) (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

No processo sol-gel, polimeros inorganicos a base de siloxano sdo formados por
hidrolise e condensacdo de mondmeros de silano. O sol é formado a medida que os
precursores inorganicos sofrem hidrolise com a formacéo de grupos reativos do tipo silanol e
estes grupos se condensam, para formar ligacdes siloxano. Com o tempo, as particulas de
siloxano vdo se agregando, levando a formacdo de um material poroso, uma rede
tridimensional — o gel. A inclusdo de uma MM neste processo resulta na formacgédo de sitios
seletivos (LEE et al., 2010).

O processo de sintese por radicais livres constituem o método mais utilizado em
sintese de MIP. Este processo pode ser dividido em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacdo. O processo de iniciagdo se da quando o IR, submetido a um aumento de
temperatura ou exposto a radiacdo UV, forma um radical livre. Este radical é entdo transferido
para 0 MF (dotados de grupamentos vinilicos), dando inicio ao processo de polimerizacdo. A
etapa de propagacdo se da quando ha adicdo continua de MF ao meio reacional. A finalizacao
ocorre quando ha formacéo de ligacdo covalente inativa, pela interacdo de dois radicais livres,
interacdo entre radical livre e o IR ou pela transferéncia do sitio ativo para outra molécula. Em
processos de sintese MIP, a auséncia de O, ao meio reacional é fundamental. A presenca deste

pode causar uma terminacdo prematura da reacdo (SELLERGREN, 2001).
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No processo de sintese por radicais livres os MIPs podem ser sintetizados pelas
metodologias em bulk, precipitagdo ou suspensdo, podendo ocorrer interagcdes covalentes e
ndo-covalentes entre MM e MF.

Na metodologia em bulk, MF e MM sdo dissolvidos em um solvente porogénico
formando ligacOes especificas e complementares. Posteriormente sdo adicionados o ALC e
IR. O processo de polimerizacdo se inicia quando os reagentes de sintese sdo submetidos a um
banho de &gua a 60 °C por aproximadamente 24 horas. Apos a polimerizacdo, ha formacéo de
um mondlito, que necessita ser triturado e peneirado resultando em particulas de tamanho e
formato irregulares (FIGUEIREDO et al., 2008; HU et al., 2013).

Semelhante a metodologia em bulk, a metodologia por precipitacdo se diferencia
apenas pela quantidade de solvente porogénico adicionado ao meio reacional. Nesta
metodologia ha um aumento no volume de solvente, o que vai produzir particulas de tamanho
uniforme. A precipitagdo ocorre quando as particulas do polimero atingem uma densidade
maior que da solugdo (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

A metodologia por suspensdo os reagentes de sintese (MM, MF, ALC e IR) sdo
dissolvidos em um solvente organico e posteriormente sdo adicionados a uma fase dispersiva
polar, normalmente agua, formando uma emulsdo. Essa emulsdo € estabilizada com a adigédo
de um tensoativo ao meio reacional. As particulas comecam a se formar quando a solucdo é
submetida ao processo de aquecimento e agitacdo. Entdo, as particulas do polimero vao se
formando na fase interna das micelas, mantendo o tamanho e formato uniforme de acordo
com o tamanho da micela (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

A interacdo covalente reversivel ocorre quando MM e MF se ligam entre si
covalentemente antes da polimerizagdo. Apds a polimerizacdo, a MM é removida pela
clivagem das ligacGes covalentes, muitas vezes por hidrolise acida. A elevada estabilidade da
interacdo MM e MF leva a producdo de sitios de ligacdo bastante homogénios e especificos
(TAMAYO et al., 2007).

A outra interacdo que ocorre entre MM e MF € a interacdo ndo-covalente. Esta
interacdo é relativamente fraca, prevalecendo principalmente ligacdes de hidrogénio, e
ligacGes ibnicas, etc. Esta é a interacdo mais comumente utilizada em preparo de MIPs. Em
MIPs mediados por interagdes ndo-covalentes, as reacdes entre MM e MF sdo regidas pelo
equilibrio, em que uma quantidade elevada de MF no meio reacional € requerida para deslocar
o0 equilibrio para formacdo com complexo MM-MF, aumentando assim o numero de sitios
seletivos no polimero. Uma vantagem deste tipo de interacdo é a facilidade de eluigdo da

molécula modelo do MIP, ndo necessitando de clivagem drastica como hidrdlise acida. Porém
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os sitios seletivos formados ndo sdo tdo especificos como aqueles formados pela interacéo
covalente (TAMAYO et al., 2007).

Sendo assim, para que os MIPs apresentem uma boa seletividade, as proporgdes e a
escolha dos reagentes de sintese sdo fundamentais.

O polimero nao-impresso (NIP) é frequentemente sintetizado da mesma maneira do
MIP, porém ndo ha adicdo de MM, ndo havendo assim formacédo de sitios seletivos como o
MIP.

Devido a grande confiabilidade e a capacidade dos MIPs em reconhecer seletivamente
a MM (LI, 2012) e sua grande versatilidade em processos de extracbes (YAQUB; LATIF;
DICKERT, 2011), muitos sdo os pesquisadores que utilizam desta técnica para o preparo de
amostras na extragdo de praguicidas e outros toxicantes.

Os MIPs podem ser utilizados de diversas formas como adsorvente em fase solida.
Nesse sentido Yin et al. (2005) sintetizaram um polimero monolitico para ser utilizado como
fase estacionaria quiral para separacdo de nateglinida e o L-enantibmero. Para analises das
amostras, foi utilizado um HPLC-UV. Para sintese do MIP, netaglinida, 1-ciclo-
hexanol/dodecanol, EDMA (etilenodimetacrilato) e AA (acrilamida) foram utilizados como
MM, solvente porogénico, ALC e MF, respectivamente. Para avaliar a enantioseletividade, 0s
analitos foram submetidos a extracdo do MIP e do NIP, verificou-se que apenas o MIP
conseguiu separar a nateglinida do L-enantibmetro. Para avaliar o bom desempenho do MIP
(mondlito), outro MIP em bulk foi utlizado como comparagdo. Neste estudo os autores
perceberam que a separacdo proporcionada pelo MIP em bulk mostrou picos alargados,
devido ao ineficiente transporte de massa causada pelas particulas de forma irregular na
coluna empacotada. Em contraste o MIP monolitico apresentou picos simétricos e mais
nitidos resultando em uma melhor eficiéncia nas analises. A partir dos resultados, fica claro
que o MIP monolitico apresentou alta capacidade de separacao de nateglinida e seu isdmero.

Jing e colaboradores (2011) desenvolveram um método baseado na extracdo com MIP
magnético com analise por quimioluminescéncia, para extracdo seletiva de lisozima em urina
humana de pacientes com problemas renais. Nanoparticulas de Fe;O, foram revestidas com
uma fina camada de MIP. O MIP foi sintetizado usando a lisozima, MAA, AA e MBAAM
(N,N-metilenebisacrilamida) como MM, MF, co-monérero e ALC, respectivamente. O
método mostrou-se rapido, de baixo custo e altamente seletivo quando comparado aos
métodos tradicionais. A extracdo foi completada em apenas 12 minutos, com recuperacfes de
90,1 % - 103,7% e LQ de 5 ng mL™ com de RSD menor que 6,7 %. O método demonstrou
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ser confiavel e muito préatico, o que deixa claro para os pesquisadores que este podera ser
muito promissor para analises de rotina a fim de se diagnosticar doencas renais.

Li et al. (2013) propuseram um método de SPE para pré-concentrar &cido cafeico (CA)
e éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) utilizando MIP como adsorventes seletivos e
comparando os resultados obtidos com um adsorvente C18 convencional. As amostras de
cogumelos foram analisadas por um HPLC/UV. Para sintese do MIP foi utilizado o CAPE, 4-
vinilpiridina, EDMA e AIBN como MM, MF, ALC e IR, respectivamente e uma mistura de
THEF (tetrahidrofurano) e isooctano (2:3 v/v) como solvente porogénico. A extragdo com MIP-
SPE apresentou cromatogramas livres de impurezas ao contrario da extracdo SPE-C18. As
recuperagbes foram de 52,3% e 83,0% e RSD 4,6% e 3,9%, para CA e CAPE,
respectivamente.

Li et al. (2012) sintetizaram um MIP pelo método sol-gel para reconhecimento
seletivo de creatinina (CRE) na urina. Para a sintese do MIP utilizou-se TEOS
(tetraetoxisilano), CRE e AICl;.6H,0 como percussor inorganico, MM e fonte de AL*®
respectivamente. O monolito obtido foi triturado e lavado com agua desionizada para a
retirada da molécula modelo. As amostras foram analisadas por espectrofotometria. Para
avaliar a seletividade MIP-CRE, o seu andlogo estrutural NHS (hidroxisuccinimida), Cn
(creatina) e L-Tyr (I-tirosina) foram utilizados como modelos. A partir dos resultados,
verificou-se que o MIP-CRE adsorvia quantidades muito maiores de creatinina do que de
interferentes. Os autores concluem que MIP-CRE possui uma afinidade notavel para
creatinina mesmo em solucdes de mistura binaria.

Gosefid et al. (2012) propuseram um novo método para pré-concentracdo de acido
clorogénico em plantas medicinais por HPLC/UV, em que utilizam MIP pelo método de sol-
gel combinado com nanotubo de carbono para preencher o interior de uma fibra oca de
microextracdo em fase solida (MIP-HF-SPME). Para sintese da parte organica do MIP foi
utilizado MAA, VTEQOS (vinil tetraetoxisilano), peroxido de benzoila como MF, ALC e IR,
respectivamente. Esta denominada pelos autores como solucdo (A). Posteriormente iniciou-se
0 processo de sintese da parte inorganica, adicionando-se VTEOS, metanol, MM e agua ao
frasco reacional, denominado solugcdo (B). Antes da formacdo do gel, foi adicionada uma
aliquota da solucdo (A) na solucdo (B). Uma por¢cdo de MWCNT (nanotubos de carbono de
multicamadas) foi adicionada gradualmente a mistura acima. Para o preenchimento da fibra
oca de polipropileno foi utilizada uma microsseringa e as duas extremidades foram seladas
para ndo haver vazamento da solucdo. Quando submetido a um processo de extragdo contendo

interferentes como acido galico, cafeina e acido cafeico obteve reconhecimento seletivo
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apenas para acido clorogénico. O método foi linear na faixa de 0,2-1000 ng ml* com
coeficiente de correlacdo de 0,997, LD de 0,08 ng ml™ e RSD 0,38%. Os autores concluiram
que a combinacdo da técnica de impressdo molecular e HF-SPME é uma poderosa ferramenta
de preparo de amostra em termos de seletividade, simplicidade e flexibilidade sendo eficiente
para extracdo de acido clorogénico em amostras medicinais.

Wang et al. (2012) desenvolveram um método baseado em extracdo por barra de
agitacdo revestida com MIP para detectar ractopamina em amostras de carne de porco por
eletroquimioluminescéncia. A solu¢do do MIP (MM, MF, ALC, IR) foi colocada em uma
seringa de polipropileno e foi mantida a 60°C por uma hora. Em seguida, a barra de agitacao
foi imersa verticalmente no centro da mistura. O tubo foi selado e mantido a 60°C por 20
horas. O método proposto apresentou linearidade na faixa de 1,0x10™° — 5,0x10® mol L?,
com coeficiente de correlagdo 0,9963, LD de 3,5x10™* mol L™ com RSD < 5,0%. Os autores
concluiram que, comparado com outros métodos, este é simples, rapido, sensivel e tem uma
ampla faixa de resposta linear, tendo aplicacdes potenciais para a determinacdo da RAC nao

apenas em amostras de carne de porco, mas também em outros produtos animais.

2.6 MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA MOLECULARMENTE IMPRESSA

A combinacdo dos polimeros molecularmente impressos com as técnicas de preparo
de amostras convencionais tem sido o foco de estudos de muitos pesquisadores. Dentre elas
podemos destacar a SPE, extracdo em fase solida dispersiva (MSPD), extracdo por barra de
agitacdo (SBSE), extracdo liquido-liquido por membranas (MLLE) e a SPME (TURIEL;
ESTEBAN, 2010).

A juncdo da SPME com os MIPs resulta na microextracio em fase solida
molecularmente impressa (MISPME). Essa associacdo tem sido uma combinacéo perfeita no
preparo de amostras ambientais, alimenticias e forenses. A fibra da SPME é revestida com
MIPs (QIU et al.,, 2010), aumentando sua sensibilidade, estabilidade e seletividade,
resultando em uma ferramenta poderosa em procedimentos analiticos (DJOZAN et al., 2010).
O grande sucesso da MISPME pode ser explicado pela falta de fibras comerciais dotadas de
seletividade para um dado analito ou para uma classe de analitos.

As fibras de MISPME podem ser obtidas por meio do revestimento de suportes solidos

ou mesmo pela sintese da fibra na forma de mondlito. O processo de revestimento é obtido
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quando, por exemplo, uma superficie de ago inox (previamente preparada para receber o
polimero) é utilizada como suporte sélido (Figura 3 a). O MIP ¢ sintetizado sobre o suporte
sendo quimicamente ligado ao mesmo por meio de reagentes quimicos. A vantagem de se
obter polimeros desta natureza é o aumento da robustez proporcionada pela superficie de aco
inox (DJOZAN, 2010).

Nas fibras obtidas como mondlito, a solugdo de sintese é inserida no interior de um
tubo oco de didmetro interno reduzido (Figura 3 b). Ap6s o preenchimento, o tubo €é selado
nas duas extremidades e levado ao processo de polimerizacdo por aquecimento. Ao final da
sintese retira-se o polimero do interior do tubo oco, tendo-se entdo a fibra de MIP (DJOZAN,
2010).

Figura 3 - Esquema de sintese das fibras MISPME: (a) Revestimento de um suporte sélido, (b) Sintese na
forma de mondlito.
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Djozan et al. (2010) sintetizaram um MIP sobre uma superficie de aluminio para
extracdo de triazinas (ametrin, prometrin, terbutrin, atrazina, simazina, propazina e cyanazina)
em amostras de arroz, agua de torneira, milho e cebola, com posterior analise por GC-MS.
Primeiro passo foi tratar a superficie do fio aluminio para que ela pudesse receber o MIP. Este
foi entdo lavado em solucdo de detergente e agua destilada varias vezes. Os fios de aluminio
foram silanizados durante 2 h por imersdo em uma solucdo de 10% (v/v) 3 -(trimetoxisilil)
propilmetacrilato em acetona. Em seguida, foram lavados em metanol e postos a secar em
atmosfera de hélio. Para sintese do MIP, foi utilizado ametrina, MAA, EDMA, AIBN e
acetonitrila como MM, MF, ALC, IR e solvente porogénico, respectivamente. Para avaliar a
seletividade das fibras de MIP, elas foram submetidas a extracdo contendo ndo apenas

herbicidas da classe das triazinas, mas também de outras classes, e 0s resultados provam que
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as fibras de MIP-triazinas possuem elevada seletividade para compostos da classe das
triazinas, enquanto que outros compostos ndo relacionados estruturalmente ndo mostraram
quase nenhuma extracdo. Os LDs foram de 9 a 85 ng mL™, e os valores de precisdo ficaram
abaixo de 10% com recuperagdes maiores que 85%. Os autores concluem que o método foi de
simples preparo com alto poder de deteccéo de praguicidas da classe das triazinas com baixo
LD e altas quantidades de recuperacao.

Bianchi et al. (2012) sintetizaram um MIP que revestia um suporte de silica para
substituir as fibras comercias de SPME para analise de 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) por GC-
MS. Para sintese do MIP, os autores empregaram TNT, MAA, EGDMA e AIBN como MM,
MF, ALC, e IR, respectivamente. Apos a polimerizagdo o MIP foi macerado. O p6 obtido foi
utilizado para revestir o suporte de silica. O processo de revestimento se iniciou quando o
suporte de silica foi imerso verticalmente na cola de resina epoxi e, subsequentemente, 0 po
de MIP revestiu por trés vezes esta superficie. A extracdo dos analitos de interesse ocorreu
por headspace e foi utilizado o NIP e a fibra comercial de PDMS/DVB para comparagao.
Valores de LD 60 ng kg™ e LQ 150 ng kg™ foram obtidos com RSD menor que 3,5 % (intra-
dia) e menor que 6,0% (inter-dias). Os resultados apresentados com a fibra de MIP foram
superiores aos obtidos com as fibras de NIP e comercial. Os autores concluiram que o
procedimento foi simples, rapido, de baixo custo, sensivel e seletivo para a determinacao de
TNT aniveis de ng kg ™.

Hu et al. (2010) sintetizaram um MIP sobre uma fibra de silica para extrair compostos
estrogénicos (17p-Estradiol, estriol, 17a -ethinilestradiol, estrona) em peixes, seguido de
analise por HPLC/UV. Antes de iniciar o processo de polimerizacdo, a fibra de silica foi
tratada para que pudesse receber o MIP. Posteriormente as fibras passaram pelo processo de
silanizagdo, sendo imersas em uma solucdo 3-(metacriloxi) propiltrimetoxisilano em acetona.
Para a sintese do MIP foi utilizado 17p-estradiol, TRIM (Trimetilolpropano trimetacrilato),
MAA, AIBN e acetonitrila como MM, ALC, MF, IR e solvente porogénico, respectivamente.
Entdo, a solucdo do polimero e a fibra de silica foram transferidas para um capilar de vidro e
levados a um banho de agua a 65°C. Em seguida, a fibra de MIP revestida foi acoplada ao
amostrador comercial de SPME. Para avaliar a capacidade seletiva do MIP revestido, ele foi
submetido a uma comparacdo com o NIP e 3 diferentes fibras comerciais (PDMS,
PDMS/DVB, CW/TPR). Os autores perceberam que a fibra de MIP revestida possuia uma
maior capacidade de extracdo de 17p-estradiol do que as fibras comerciais investigadas. A
curva de calibragéo estava na faixa linear de 5,0-30,0ug L™ para estriol e 17p-estradiol e 15,0-

40,0 pg L™ para estrona e 170-Etinilestradiol, com coeficientes de correlagdo superiores a
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0,9975. As metodologias apresentaram LDs entre 0,98-2,31 pg L™ e preciséo (intra e inter-
dias) menor que 10%. As recupera¢des em amostras de peixe e de tecido de camardo foram de
80,0 a 83,6% e 85,0 a 94,1%, respectivamente. Os autores concluiram que a fibra de MIP
revestida era muito estavel e poderia ser utilizada por pelo menos 100 vezes utilizando
solucdo padrdo. Além disso, o método foi seletivo e rapido se mostrando promissor para
determinagéo de estrogénios em amostras complexas.

Para determinacdo de 4 antibidticos (classe das fluoroquinolonas) em amostras de
frango e de figado de porco, Hu et al. (2012) desenvolveram um método por MISPME em
tubo com posterior separacao/deteccdo em HPLC/UV. Neste trabalho os autores sintetizaram
dois MIPs, utilizando ofloxacin (OFL) e sulfametazina (SM2) como MM. Os demais
reagentes de sintese foram iguais para os dois polimeros, sendo MAA, TRIM, AIBN e
acetonitrila e &gua como MF, ALC, IR e solventes porogénicos, respectivamente. A solucéo
de polimerizacéo foi transferida para um capilar de vidro com auxilio de uma seringa. Apos a
introdugéo da solucdo do MIP, uma fibra de silica silanizada (de menor didmetro) foi inserida
no capilar juntamente com a solucdo. A polimeriza¢do ocorreu em banho de agua a 60 °C.
Posteriormente, as fibras foram inseridas manualmente em um tubo PEEK, este contendo 6
fibras de MIP(3 fibras de MIP-OFL e 3 fibras de MIP-SM2). A curva de calibracéo estava na
faixa de 0,2-20 pg L™ com coeficiente de correlacdo superiores a 0,9989. Os valores de LD e
LQ estavam na faixa de 0,016-0,11 pg L™ e 0,054-0,36 ug L™ respectivamente, com precisdes
intra-dia e inter-dia na faixa de 6,4-8,4% e 4,4-7,3% respectivamente.

Uma fibra de MISPME foi sintetizada por Dojozan et al. (2011) para determinacéo de
metanfetamina em saliva com posterior determinacdo por GC-FID. Para a sintese do MIP foi
utilizado metanfetamina, MAA, EGDMA, AIBN e acetonitrila como MM, MF, ALC, IR e
solvente porogénico, respectivamente. Para a fabricacdo da fibra, capilares de vidros foram
preenchidos por esta solucdo. Posteriormente, a solugdo foi polimerizada em um banho de
agua a 60 °C por 12 horas. Para avaliar a seletividade da fibra de MIP, uma solucdo contendo
metanfetamina com alguns compostos semelhantes estruturalmente como a 3,4-
metilenodioximetanfetamina e independentes como codeina, o ibuprofeno, maleato de
clorfeniramina e alguns herbicidas de triazina foram submetidas a extracdo. A partir dos
resultados observou-se que a fibra de MIP poderia extrair satisfatoriamente a metanfetamina e
seus analogos estruturais, em detrimento aos outros compostos interferentes. A curva de
calibracdo apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 50 a 3500 ng mL™ com
coeficiente de determinacio de 0,997 e LD de 14 ng mL™. Os autores concluiram que a fibra

era estavel, flexivel e seletiva.
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A sintese de uma fibra de MIP também foi proposta por He et al. (2010) para
determinacdo de ftalatos em amostras aquosas (4gua de torneira, agua de garrafa e agua de
reservatorio) por GC/MS. Para sintese da fibra de MIP foi utilizado DBP (Dibutil ftalato)
como MM, EDMA como ALC, MAA MF, AIBN como IR. A solucdo do polimero foi entdo
inserida no interior de uma capilar de vidro e a reacdo de polimerizagédo ocorreu a 60 °C por
24 horas. Para avaliar a capacidade de extracdo das fibras de MIP e NIP, elas foram
submetidas a extragdes em solucdes de diferentes concentrac6es. Foi verificado que, a fibra de
MIP reconheceu seletivamente DBP enquanto que a fibra de NIP a adsorcdo foi ndo
especifica. A curva de calibragdo apresentou linearidade na faixa de 0,01-10 pg L™ com
coeficiente de determinacéo superior a 0,9898, LD na faixa de 2,17 ng L™ - 20,80 ng L* e
RSD de 3,6%. Os autores concluem que o método foi eficiente para determinacdes em

amostras aquosas com baixo LD.

2.7 CULTURA DE UVA

O cultivo da videira no Brasil teve inicio em 1535, mas ganhou impulso apenas no
século XIX tornando-se uma importante atividade socioeconémica, sobretudo no estado do
Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2009).

No Brasil, aproximadamente 60 mil hectares de terras sdo destinados ao cultivo de
videiras, sendo que os principais estados sdo: Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Pernambuco,
Parana, Santa Catarina e Bahia (GIOVANINI, 1999).

Uma das alternativas de aproveitamento das culturas de uva € a elaboracdo do suco. O
suco de uva contém todos os principais constituintes da uva, como: agucar, minerais, acidos,
vitaminas e compostos fendlicos. E considerado uma bebida distinta, nutricional e de fécil
digestibilidade (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

Os sucos de uva sdo constituidos por: agua, acucares (glicose e frutose), acidos
organicos (responsavel pelo sabor &cido do suco), minerais (potassio, célcio, magnésio,
manganés, sodio, ferro, fosfatos, sulfatos e v cloretos), substancias nitrogenadas, compostos
fendlicos (responsavel pela cor e adstringéncia), vitaminas (tiamina, riboflavina e niacina, o
acido ascorbico e o inositol), pectina (aumenta a viscosidade do suco).

Os principais cultivares de videiras para elaboragdo de suco de uva no Brasil séo:
Concord, Isabel, Bord6 (todas da espécie Vitis labrusca) (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).
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Os fungicidas triazolicos em estudo s&o utilizados na cultura de uva no combate do oidio,
ferrugem foliar e a podridao dos cachos.

As dosagens de ingrediente ativo permitido no combate dos fungos de triadimenol,
tebuconazol e metconazol séo 15-18 g/L, 25¢/L e 9g/L, respectivamente.
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3 JUSTIFICATIVA

Em consequéncia do uso indiscriminado de praguicidas nas lavouras, muito se discute
a respeito do acimulo destes em solos, agua, alimentos e até mesmo no organismo dos seres
vivos. Os praguicidas da classe dos triazois estdo incluidos na lista prioritario do &mbito da
Estratégia Unido Europeia como um dos praguicidas que causam desregulacdo enddcrina em
humanos e animais (LI et al.,2012). Além disso, amostras ambientais e de alimentos possuem
tracos residuais de triazois, necessitando entdo de técnicas eficientes de preparo de amostras
para extracdo desses praguicidas. A SPME tem varias vantagens em relacdo as outras
técnicas, principalmente quando a fibra é constituida de sorventes seletivos, como aqueles
oriundos de impressao molecular.

Vaérios analitos tém sido extraidos de diversas amostras por MISPME. Contudo, ndo
ha relatos na literatura de extracdo de triazdis por essa técnica, 0 que certamente trard
vantagens em relacdo a técnicas convencionais. Sendo assim, a realizacdo desse projeto se
justifica pelo ineditismo desta aplicacao, além da possibilidade de introducéo dessa nova linha
de pesquisa no Laboratério de Analises de Toxicantes e Farmacos. Além disso, em virtude da
necessidade do monitoramento destes praguicidas em amostras ambientais e de alimentos,
este trabalho também poderd fornecer resultados importantes no que diz respeito a
contaminacdo de aguas e sucos por triazois, sendo possivel inferir sobre a existéncia ou

magnitude do risco toxicoldgico.
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4 OBJETIVO

b)

d)

9)

Sintetizar uma fibra de microextracdo em fase sélida molecularmente impressa para
determinacdo de triazGis em amostras de suco de uva e de &gua seguida por analise por
GC/MS;

Caracterizar morfologicamente e estruturalmente as fibras de SPME;

Otimizar as condi¢Oes experimentais para a extracdo simultanea dos fungicidas

triazolicos usando a fibra de MIP;

Avaliar o potencial pré-concentrador do MIP em relagéo ao NIP e uma fibra comercial
de PDMS para a melhoria da sensibilidade na analise de fungicidas triazolicos por
cromatografia gasosa/espectrometria de massas;

Validar os métodos;

Aplicar a metodologia para a extracdo/separacdo/quantificacdo de fungicidas

triazolicos em aguas e em amostras de suco de uva;

Correlacionar os resultados obtidos com os da legislacéo vigente e inferir sobre o risco

toxicologico desses praguicidas
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5 MATERIAL E METODO

5.1 AMOSTRA

Amostras de suco de uva de 4 marcas diferentes foram compradas em um
supermercado da cidade de Alfenas - MG. Foram escolhidas as amostras que ndo possuiam
soja em sua composicdo. Estas foram conservadas em sua embalagem propria de consumo e
sob refrigeracdo de 2 a 8 °C até que as analises fossem realizadas.

As amostras de agua foram coletadas em cinco pontos diferentes da represa de Furnas
na cidade de Alfenas-MG, e em pontos proximos as plantacdes de café. Essas amostras foram
armazenadas em frasco ambar e sob refrigeracdo (2 a 8 °C) até que as analises fossem

realizadas.

5.2 REAGENTES E SOLUCOES

A &gua deionizada utilizada nos experimentos foi obtida através de um sistema de
purificacdo Millipore (S&o Paulo, Brasil).

Os padrées triadimenol (98,5%), tebuconazol (99,6%), epoxiconazol (99,2%) e
metconazol (99,5%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). As solucGes
estoque dos praguicidas foram preparadas em metanol na concentracdo de 1 mg mL™. Estas
foram armazenadas em frasco ambar sob-refrigeracdo (2 a 8 °C).

A partir das solucdes estoque de cada padrdo (tridiamenol, tebuconazol, epoxiconazol
e metconazol), foram preparadas solugdes intermediarias de 100 pg mL™.

Para a otimizacao do processo de extracdo foi utilizado uma solucdo aquosa fortificada
com concentragdo de 1000 pg L™ de todos os analitos (triadimenol, tebuconazol,
epoxiconazol e metconazol).

Para a construcdo da curva analitica as amostras de adgua e de suco de uva foram
fortificadas nas concentracdes de 100, 1000, 1500, 2000 e 3000 pg L™ com triadimenol,

tebuconazol e metconazol, e na concentracdo de 500 pg L™ com epoxiconazol (padréo
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interno). Vale salientar que o epoxiconazol foi utilizado como padrdo interno por ser da
mesma classe de triazois e por ter sua utilizacdo proibida na cultura de uva.

Para os testes de exatiddo e precisdo as amostras de agua e suco de uva foram
fortificadas com as solucdes padrdo de triadimenol, tebuconazol e metconazol nas
concentracdes de 100, 1000 e 2000 pg L™ e na concentracio de 500 pg L™ de epoxiconazol
(padrdo interno).

Uma amostra aquosa fortificada na concentragdo de 2000 pg L™ de triadimenol,
tebuconazol, epoxiconazol e metconazol foi utilizada para avaliar a potencialidade de
extracdo da fibra de MISPME em relacéo ao NIP e a fibra comercial de PDMS.

Para a avaliacdo das amostras reais de suco de uva, 4 amostras de marcas diferentes
disponivel comercialmente foram submetidas ao processo de extracdo em que apenas 0
padréo interno (epoxiconazol) foi utilizado para fortificar as amostras. As amostras de agua
foram obtidas em cinco pontos diferentes da represa de furnas e também foram fortificadas
apenas com o padrdo interno.

Todas as amostras foram preparadas utilizando um baldo volumétrico de 25 mL. Nao
houve a necessidade de ajustar o pH e nem de diluir as amostras. Volumes de 25, 125, 250,
375, 500 e 750 pL de uma solug&o padréo de 100 pg mL™ de cada analito foram empregados
para fortificar as amostras nas concentragdes de 100, 500, 1000, 1500, 2000 e 3000 pg L™,
respectivamente. Apos a adicdo da solucdo padrdo no baldo volumeétrico, todo o solvente foi
secado com um gas inerte, e 0s residuos foram dissolvidos nas proprias amostras.

Os solventes metanol e cloroférmio (grau HPLC) foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil).

O acido metacrilico, etileno glicol dimetacrilato, 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila, —
utilizados na sintese dos polimeros — foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemanha).

5.3 EQUIPAMENTOS

As andlises foram efetuadas utilizando-se um cromatdgrafo a gas acoplado a detector
de massas tipo monoquadrupolo, modelo QP-2010 da Shimadzu (Téquio, Japdo) com coluna

cromatografica Restek 5% difenil 95% dimetil polisiloxano (30m x 0,25 mm x 0,25 um).
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Os demais equipamentos utilizados foram: balanca analitica Kern (Balingen,
Alemanha), banho de ultrassom Unique (Indaiatuba, Brasil), banho de &gua Novatecnica
(Piracicaba, Brasil), pHmetro Tecnopon (Piracicaba, Brasil) e agitador magnético com
aquecimento Novatécnica (Piracicaba, Brasil).

A microextracdo em fase solida foi realizada utilizando um holder (Supelco,
Bellefonte-PA, USA) com uma agulha adaptada. Uma fibra comercial de PDMS (Supelco,
Bellefonte-PA, USA) foi utilizada como parametro de comparagédo de extracao .

Um microscépio eletronico de varredura Jeol LV-JSM 6360 (Japdo) e uma camera
digital Sony-Cyber shot 10.1 megapixels, modelo DSC W170 lens-Carl Zeins (China), foram
utilizados para obtencéo de imagens dos polimeros.

Para avaliar a perda de massa do polimero foi realizada uma analise termogravimétrica
utilizando um aparelho SII nanotehclogy (Japdo), modelo TG/DTA 7300 e também um
cromatografo CS-GC1000 ®, equipado com um FPD de Ciola & Gregori Ltda.

Para a avaliacdo da estrutura quimica do polimero foi utilizado um espectrémetro
infravermelho por transformada de Fourier acoplado a um acessorio de refletancia total
atenuada com resolucdo de 4.0. A faixa de analise estava compreendida de 4000 a 600 cm™ e

foram realizadas 32 varreduras.

54 SINTESE DA FIBRA DE MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA
MOLECULARMENTE IMPRESSA

A fibra de MIP foi construida pelo método de polimerizagdo em Bulk. 0,05 mmol de
triadimenol, 0,2 mmol de MAA, 1,0 mmol de EGDMA, 0,015 mmol de AIBN e 0,5 mL de
cloroférmio foram adicionados em um tubo de ensaio e borbulhados com nitrogénio por 20
min. Em seguida, esta solucdo foi inserida no interior de uma coluna de cromatografia gasosa
(30 cm x 0,32mm x 0,25um), tendo entdo suas extremidades seladas com uma borracha
inerte. Depois, esta coluna foi imersa em banho de agua a 60 °C por 24 horas para ocorrer a
polimerizacdo até resultar em um monolito (Figura 4). Apds a polimerizacdo, a fibra de MIP
foi removida do interior do capilar e lavada em ultrassom com uma solugdo de metanol: acido
acetico na proporcao 9:1, v/v, para eliminacdo da molécula modelo e dos residuos de sintese.

Este ciclo de lavagem foi repetido até que nenhum sinal de triadimenol fosse observado pela
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analise da solucéo de lavagem no CG-MS. Uma fibra NIP foi sintetizada da mesma forma que

0 MIP, porém na auséncia da MM (triadimenol).

Figura 4: Processo de sintese da fibra de MISPME.

Capilar
Banho de dgua a 60°
L s "'\._‘
*:' m— Quebra do
Polimeriza¢do Quebra do capilar
" o capilar
MA: 2 mmol
Triadimenol: 0.5 mmeal o &, 4

EGDMA: 10 mmol , Borracha
AIBN: 0.15 mmol Seringa em Fibra
Chiloroform: 5 mL succao MISPME

Fonte: Do autor

5.5 CARACTERIZACAO

Para a caracterizacdo das fibras de MISPME utilizando o microscépio eletrénico de
varredura as amostras foram metalizadas com 10 nm de ouro.

Para a caracterizacdo utilizando a camera digital, uma fibra de MISPME teve uma de
suas extremidades colada em uma superficie plana e escura. A extremidade que estava livre
foi tensionada com a ajuda de uma ponteira em um angulo de aproximadamente 50°.

Para a avaliacdo da perda de massa do polimero utilizando um aparelho de analise
térmica empregou-se uma amostra de fibra de MIP de massa de 0,772 mg. Na andlise foi
utilizado o gas nitrogénio a uma vazéo de 100 ml/min. A fibra foi exposta a uma variacdo de
temperatura de 25 a 400 °C com uma rampa de aguecimento de 10 °C por minuto. Esse
estudo foi realizado para verificar se a temperatura do injetor do cromatégrafo a gas (fixado
neste trabalho em 300 °C) ocasionaria uma excessiva perda de massa na fibra de MISPME.
Sabendo-se que a fibra de SPME perdia uma pequena quantidade de massa a 300 °C, foi
realizado um estudo para avaliar se a perda de massa influenciaria no processo de extracao.
Para isto foi utilizado um CS-GC1000® e uma massa de 0,025 g de fibras de MIP, e estas
foram introduzidas no interior do linner e pesadas antes de serem submetidas a primeira
exposicdo de 1 minuto a 300 °C. Foram realizados 20 ciclos consecutivos de dessor¢do a 300

°C por 1 min. A perda de massa foi avaliada a cada ciclo por pesagem.
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Para comprovar que os produtos de degradacao térmica da rede polimérica das fibras
de MISPME néo interferiram na separacdo analitica, uma fibra limpa foi exposta no injetor do
GC-MS na temperatura de 200 e 300°C, temperatura insuficiente e temperatura suficiente
para degradacdo térmica, respectivamente. O GC-MS foi operado no modo scan por 60 min.

A caracterizacdo quimica do polimero utilizando um espectrofotometro de
infravermelho requereu uma fibra de MIP nova (sem nenhuma exposi¢do térmica) e uma fibra
aquecida a uma temperatura de 300°C por 10 min. Este estudo foi realizado para apresentar
qual seria a influéncia da temperatura do injetor na estrutura quimica do polimero.

Para avaliar a potencialidade de extracdo da fibra de MISPME em relacdo ao NIP e a
fibra comercial de PDMS foram feitas 3 extracOes utilizando cada fibra estudada em uma
solucdo aquosa contendo 2000 pg L™ de cada analito (triadimenol, tebuconazol e metconazol)
e do padrdo interno (epoxiconazol).

5.6 MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA MOLECULARMENTE IMPRESSA
(MISPME)

As fibras de MIP e NIP sintetizadas foram cortadas com comprimento de 1 cm
aproximadamente e acopladas em um holder de SPME (Figura 5). Na extremidade final do
holder foi fixada uma agulha (0,80 x 25 mm — 21 G x 1) e entdo a fibra de MISPME
sintetizada foi exposta ao ambiente ou recolhida pressionando-se ou soltando-se o émbolo do
holder, respectivamente.

Uma solucéo padrdo de triazdis/amostra foi adicionada no interior de um vial de vidro,
com capacidade de 15 mL, préprio para SPME. Para a extracdo, a fibra foi imersa nesta
solucdo por um tempo de 7 minutos com agitacdo através de uma barra metélica e agitador
magnético a 600 rpm a uma temperatura de 45 °C. Entdo, a fibra de MISPME foi recolhida
para o interior do holder e posteriormente exposta no liner do CG-MS durante 1 min, para

dessorcdo dos analitos.
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Figura 5 - Fibra de MIP ou NIP (1) acoplado ao holder (2)

Fonte: Do autor

5.7 ANALISE CROMATOGRAFICA

A determinacdo dos praguicidas foi realizada utilizando um cromatégrafo a gas
acoplado ao espectrometro de massas. As condicdes de analise sdo apresentadas abaixo.
a) Temperatura do injetor: 300 °C;
b) Temperatura inicial do forno CG-MS: 120 °C;
c) Rampa de aquecimento: 40 °C/min
d) Temperatura final: 290 °C;
e) Temperatura da interface: 270 °C;
f) Temperatura da fonte: 270 °C;
g) O fluxo de gés hélio: 10,0 mL min;
h) As amostras foram injetadas no modo splitless;
i) Energia de ionizacdo espectrémetro de massas: 70 eV;
O quadrupolo foi operado no modo estatico (SIM: selected ion monitoring) como ferramenta
de quantificacdo e, baseado na literatura (PASSEPORT, 2010), os analitos foram monitorados
através das razGes m/z a seguir (os valores destacados em negrito correspondem aos ions de
quantificacéo).
= Triadimenol: 112, 128, 168.
= Tebuconazol: 250, 70, 125.
= Epoxiconazol: 192, 138, 165.
= Metconazol: 125, 145, 250.
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5.8 VALIDACAO

O estudo de validagdo foi estabelecido de acordo com as normas do FDA
(DIRECTIVE 2002/657/EC).

Para amostra de agua, a curva de calibracdo foi construida a partir de agua desionizada
fortificada com os analitos triadimenol, tebuconazol, e metconazol nas concentra¢des de 100,
500, 1000, 2000 e 3000 ug L™ e epoxiconazol na concentracio de 500 pg L™.

A curva de calibracdo para amostra de suco de uva foi construida a partir de solucdes
de suco de uva fortificadas com os analitos triadimenol, tebuconazol, epoxiconazol e
metconazol. Para o analito triadimenol, tebuconazol e metconazol as amostras foram
fortificadas com concentracdes de 100 a 2000 pg L™. O epoxiconazol foi utilizado na
concentracdo fixa de 500 pg L™ sendo que este foi empregado como padrdo interno em todas
as analises, uma vez que € proibido na cultura de uva. Em todas as analises foi realizado um
n=>5 para cada concentragao.

Para o0 estudo de precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias ambas as amostras foram
fortificadas nas concentracdes de 100, 1000 e 2000 pg L™ com os analitos triadimenol,
tebuconazol e metconazol e na concentracdo de 500 pug L™ com o analito epoxiconazol. As
andlises foram feitas em quintuplicata para todas as concentracGes na avaliacdo intra-dia e em
triplicata na avaliacdo inter-dias e em 3 dias diferentes. A precisdo foi expressa como o
desvio-padréo relativo (RSD), de acordo com a equacdo: RSD = s/x x 100, onde s é o desvio
padrdo e x € a média. A precisdo foi expressa como o erro relativo (E), de acordo com a
equacdo: E = (AC - NC) NC x 100, onde AC é a concentracdo analisadas e NC ¢é a
concentracdo nominal.

O LQ foi definido como a menor concentracdo que pode ser analisada com preciséo e
exatiddo, enquanto que o LD foi definido como sendo a concentracdo que gera um sinal trés
vezes o0 ruido da linha base.

Todos os dados apresentados na etapa de validacdo foram expressos em area relativa

(area absoluta do analito/ area absoluta do padrao interno).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DA FIBRA DE MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA
MOLECULARMENTE IMPRESSA

A escolha e as proporcdes de cada reagente de sintese foram fundamentais para o bom
desempenho da fibra de MISPME.

Sabendo que o MIP possui uma maior capacidade de absor¢édo pela MM (MORAES et
al.,2013), escolheu-se o triadimenol como tal visto que ele possui 0 menor valor de limite de
quantificagéo.

O bom desempenho de um MIP estd relacionado ao grande numero de poros
existentes, bem como a maleabilidade e seletividade do polimero. O MF é responsavel pela
formacdo dos sitios seletivos. Sendo assim, a maior proporcdo deste reagente em relagdo a
molécula modelo tem sido empregada para garantir a formacdo de um maior niamero de sitios
seletivos quando se trata de sintese de MIP por interacdo ndo-covalente (SELLERGREN
1984; MARTIN-SETBAN 2001). A alta porosidade do polimero esta relacionada também
com a proporcdo do ALC em relacdo ao MF (CORMACK; ELORZA, 2004). Como era
requerido que a fibra proposta apresentasse boa maleabilidade e sem que houvesse quebra do
polimero, uma grande proporcao de ALC foi empregada, no sentido de aumentar a densidade
da rede polimérica, tornando-a mais estavel.

O solvente porogénico tem como principal funcdo dissolver todos os reagentes de
sintese (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). A sua propor¢do em relacdo aos outros
componentes da sintese é de total importancia para garantir estabilidade mecéanica ao
polimero e a quantidade de poros (CORMACK; ELORZA, 2004). Um dos problemas mais
criticos enfrentados durante a realizacdo do trabalho foi selecionar o volume ideal de solvente
porogénico em que o polimero apresentasse alta porosidade e flexibilidade. O solvente
porogénico (cloroférmio), quando adicionado em volume menor que 500 pL, resultou em
uma fibra extremamente quebradica e com baixo poder de difusdo dos analitos. Por outro
lado, quando um volume acima de 500 pL foi empregado, a fibra resultante foi altamente
flexivel. Concluiu-se também que a quantidade de solvente esta intimamente ligada a
estabilidade mecéanica do polimero, a quantidade de poros existentes e a facilidade na difusdo
dos analitos (MARTIN-ESTEBAN, 2001).
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6.2 CARACTERIZACAO

6.2.1 Avaliacao da Flexibilidade

A fibra de MIP apresentou alta flexibilidade podendo ser curvada em até 50°
aproximadamente sem quebra, como pode ser observado pela Figura 6. Ressalta-se que a
escolha dos reagentes de sintese e a proporcdo dos mesmos foram fundamentais para obtencéo
de uma fibra com essas caracteristicas (HE, 2010).

Figura 6 - Fibra de MISPME (a) ndo tensionada e (b) tensionada
em angulo de 50°, aproximadamente.

Fonte: Do autor
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6.2.2 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura fornece informagdes sobre morfologia e
identificacdo de compostos quimicos sélidos com uma resolugdo de até 300.000 vezes
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). Como pode ser observado pelas micrografias
apresentadas na Figura 9, a fibra apresentou uma superficie externa regular (Figura 7a), além
de uma alta porosidade (Figura 7b) que contribui para o alto poder de difusdo dos analitos
pelo seu interior (HU et. al, 2009). Esta alta porosidade fez com que o equilibrio de sorcéo
entre a amostra e a fibra e de dessorcéo entre a fibra e o injetor do cromatdgrafo a gas fossem
atingidos rapidamente, em apenas 7 minutos e 1 minuto, respectivamente.

Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura da fibra de MISPME: (a) aumento maior e (b)
aumento menor, mostrando a alta porosidade apresentada pela fibra

Fonte: Do autor
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6.2.3 Andlise Termogravimétrica (TG) e Estudo de Dessorcéo

A TG é uma técnica que avalia a perda de massa de uma substancia em funcdo da
temperatura. A partir da variacdo da perda de massa de uma amostra, pode-se inferir sobre a
estabilidade e a perda de compostos volateis do composto analisado (MENCZEL, 2009).

Para avaliar se a temperatura do injetor do cromatdgrafo a gas (fixado neste trabalho
em 300°C) resultaria em uma perda de massa excessiva na fibra de MISPME, esta foi
submetida a uma andlise termogravimétrica com uma variacao de temperatura de 25 a 400 °C
com uma rampa de aquecimento de 10 °C.

A partir da analise da Figura 8 foi possivel concluir que houve perda de massa da fibra
de MISPME a partir de cerca de 280 °C, sendo que essa perda de massa pode ser ocasionada
pela eliminacdo de compostos volateis, principalmente H,O e CO, (KRUL et. al, 2009). A
partir da temperatura de 350 °C ha uma intensa perda de massa ocasionada pela clivagem das
ligacGes mais estaveis presentes no polimero (KRUL et. al, 2009).

Figura 8 - Estudo termogravimétrico de uma fibra de MISPME de 25 a 400 °C com uma
rampa de aquecimento de 10 °C.

14
13 -
1,2 -

1,1

Massa (mg)

0,9

0,8 -

0,6 T T T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperatura (°C)

Fonte: Do autor



56

Visto que havia uma pequena perda de massa para temperaturas de 300 °C, o proximo
estudo foi verificar até que ponto esta perda de massa influenciaria negativamente no processo
de extracédo, caso o injetor do GC-MS operasse em 300 °C, que foi a temperatura ideal para
dessorcdo dos analitos. Para isto, uma massa de 0,025 g de fibras foi introduzida no liner de
um GC e pesadas antes de serem submetidas a primeira exposicao de 300 °C. Ap04s a pesagem
inicial, as fibras foram submetidas a 20 exposi¢des consecutivas a 300 °C por 1 minuto. A
perda de massa foi avaliada a cada ciclo de exposicdo e estd apresentada graficamente na

Figura 9.

Figura 9- Estudo da perda de massa da fibra de MISPME ap6s 20 dessor¢des consecutivas de
1 min no injetor de um cromatdgrafo a gas a 300 °C.
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Fonte: Do autor

A partir da Figura 9, observa-se que ha uma perda gradual de massa de polimero ao
longo das injecGes sequenciais. Pode-se concluir entdo que a perda de massa do polimero ndo
é alta o suficiente para atrapalhar no processo de extracdo, visto que, a partir de um dado
namero de injecdes, a perda de massa tende a ficar gradualmente menor. Além disso,
verificou-se experimentalmente que a fibra apresentou uma vida Util de, pelo menos, 50
extracOes consecutivas, com DPRs < 15 %.

Com base nos resultados apresentados acima, sugere-se que as fibras de MISPME

apresentam uma superficie renovavel (Figura 10). Ou seja, apds cada exposicdo térmica, ha
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uma degradacao superficial do polimero, eliminando possiveis sitios obstruidos pela amostra,

e expondo novos sitios de ligacdo que anteriormente estavam incrustados na rede polimérica.

Figura 10- Hipdtese para superficie renovavel da fibra de MISPME.
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Para comprovar que os produtos de degradacdo térmica (CO,, H,0) (KRUL et. al,
2009) da rede polimérica das fibras de MISPME néo interferiram na separagéo analitica, uma
fibra limpa foi exposta no injetor do GC-MS na temperatura de 200 e 300 °C, temperatura
insuficiente e temperatura suficiente para degradacao térmica, respectivamente. O GC-MS foi
operado no modo scan por 60 min. A partir da Figura 11, verifica-se que ambos
cromatogramas sdo semelhantes, mostrando que os produtos de degradacdo térmica nao
comprometem a separacdo dos analitos estudados, cujos tempos de retencdo variam de 4,3 a
6,5 min. Além disso, a mesma coluna analitica ainda foi utilizada para toda a otimizacgéo e
validacdo dos métodos empregando o injetor a 300 °C, e nenhuma mudanca foi observada em

Sua performance.
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Figura 11 — Cromatograma da exposicao da fibra de MISPME nas temperaturas de 200 e 300 °C.
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6.2.4 Analises de infravermelho

A maioria dos compostos com ligacGes covalentes absorvem varias frequéncias de
radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho no espectro eletromagnético. A
espectroscopia de absor¢do do infravermelho com transformada de Fourier tem como
aplicacdo a determinacdo de grupos funcionais (SILVERSTEIN et al., 2006).

A Figura 12 apresenta dois espectros, um de uma fibra de MISPME sem ser aquecida
(a) e outro de uma fibra de MISPME aquecida por 10 min a uma temperatura de 300°C
(b).Com base no espectros pode-se observar um pico intenso entre 1600 a 1800 cm™. Essa
banda é caracteristica de compostos que possuem grupos carbonila em sua composicao
(SILVERSTEIN et al., 2006), como por exemplo 0o EGDMA (ALC) (Figura 13), utilizado na
sintese do polimero. A banda apresentada em 2800 e 3000 € caracteristica de hidroxila (OH)
de &cido carboxilico (SILVERSTEIN et al., 2006). Essa banda caracteriza a presenca do
MAA (MF) (Figura 13) utilizado na sintese do polimero. A partir da Figura 12, observa-se
que o perfil dos espectros da fibra nova (sem aquecimento) e aquecida, é praticamente o

mesmo, a ndo ser por uma pequena diferenca observada na banda de 2400 cm®,
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aproximadamente, que indica a presenca de grupos CN (tripla ligacdo) (SILVERSTEIN et al.,
2006) advindos possivelmente do AIBN (IR) (Figura 13) que foi utilizado na sintese do
polimero. Os espectros mostram que na fibra ndo aquecida (Figura 12 a) esse grupos estdo nas
partes mais interna do polimero, ao contrério do que se observa na fibra aquecida (Figura 12
b), onde esses grupamentos estdo mais expostos na parte superior do polimero, reforcando a
hipo6tese de que o polimero apresenta superficie renovavel apds o aquecimento.

Este comportamento é bem vindo para as fibras MISPME porque se um sitio de
ligagdo é obstruido pela matriz da amostra durante a extracdo, este sitio pode ser degradado
durante a dessorc¢do, e novos sitios de ligacdo sdo expostos. Este fendmeno ocorre em cada
ciclo de dessorc¢do, evitando a obstrucdo gradativa dos sitios seletivos pala matriz da amostra
e aumentando o tempo de vida da fibra.

Figura 12 - Espectro de Infravermelho para (a) uma fibra nova de SPME sem aquecimento (b) e
uma fibra aquecida no interior de liner de um cromatégrafo a gas durante 10 min a
300°.

105

(a)

100

95 +
(b)

90 1

% Transmitance

85 -

80 . T . T : T . T . T L T .

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
1/cm
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Na Figura 13 encontram-se as estruturas quimicas dos reagentes de sintese do MIP.
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Figura 13 - Estrutura quimica dos reagentes de sintese das fibras de MISPME (a) MAA, (b) EGDMA, (c) AIBN

O (|3H3 THs
2 NC——C——N==N—C——CN
OH "’H(D'“”““’J\f’ | |
o CHg CHy
@ (b) (c)
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6.2.5 Comparacao NIP, MIP e fibra comercial

A Figura 14 mostra a grande potencialidade na extracdo da fibra de MIP em relagéo as
outras fibras para todos os analitos estudados. Os dados comprovam a maior capacidade
adsortiva da fibra de MIP em relacdo as fibras de NIP e PDMS. Tal fato pode ser justificado
pela possivel presenca de sitios de ligacdo na fibra de MIP, em comparacdo as demais. Além
disso, vale ressaltar que a menor area do triadimenol (MM) em relacdo aos demais analitos se

deve a sua menor detectabilidade na técnica em questdo.

Figura 14 - Estudo de comparacéo da extracio entre MIP, NIP e PDMS (solugéo em agua 2000 ug L™).
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O mesmo teste para verificar a potencialidade de extracdo das fibras de MIP foi
realizado por Bianchi et al. 2012, neste trabalho os autores sintetizaram um MIP ao redor de
um suporte de silica para extracdo de TNT em entulhos. Os resultados apresentados pelos
autores comprovam a potencialidade superior do MIP em relacdo ao NIP e a fibra de
PDMS/DVB. A fibra de MIP apresentou uma area média cerca de 10 vezes maior que a area
apresentada pelo NIP, e quase o dobro de area em relacdo a fibra comercial de PDMS/DVB.
Estes dados comprovam que a fibra de MIP proposta nesse trabalho apresenta caracteristicas
semelhantes e até mesmo superiores as fibras apresentadas pelos autores.

6.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Estudos univariados foram realizados para se determinar a influéncia de cada variavel
no procedimento de extracdo. As variaveis estudadas foram: temperatura de extragéo,
velocidade de agitacdo da barra magnética, efeito de salting out, tempo de extragéo.

A otimizacdo de cada variavel foi feita empregando-se 15,0 mL de uma solucdo
aquosa com os padrdes de triazdis na concentracéo de 1,0 mg L™ em meio aquoso. O tamanho
da fibra foi fixado em 1,0 cm aproximadamente. Todos os resultados apresentados na
otimizacdo do processo de extracdo estdo expressos em valores absolutos. Foram feitas 3
réplicas de cada ponto.

As condicdes cromatogréaficas para o estudo foram:
a) Temperatura do injetor: 300 °C;
b) Temperatura inicial do forno CG-MS: 120 °C;
c) Rampa de aquecimento: 40 °C/min
d) Temperatura final: 290 °C;
e) Temperatura da interface: 270 °C;
f) Temperatura da fonte: 270 °C;
g) O fluxo de gés hélio: 10,0 mL min;
h) As amostras foram injetadas no modo splitless;
i) Energia de ionizacdo espectrémetro de massas: 70 eV;
j) O quadrupolo foi operado no modo estatico (SIM: selected ion model) como

ferramenta de quantificacéo e, baseado na literatura (PASSEPORT, 2010), os analitos
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foram monitorados através das seguintes razdes m/z: Os valores destacados em negrito
correspondem aos ions de quantificacao.

= Triadimenol: 112, 128, 168.

= Tebuconazol: 250, 70, 125.

= Epoxiconazol: 192, 138, 165.

= Metconazol: 125, 145, 250.

6.3.1 Temperatura de extragdo

A temperatura de extracdo possui influéncia significativa no processo de
extracdo porque aumenta a velocidade do transporte dos analitos da matriz para a fibra. A
temperatura foi avaliada nesse estudo de 30 a 75 °C, e as melhores respostas foram obtidas
com a temperatura de 45 °C, definida como condigéo de trabalho (Figura 15). Temperaturas
maiores que 75 °C ndo foram investigadas devido a possibilidade de degradacéo dos analitos
(PAWLISZYN, J. 1997). Entdo o tempo de exposic¢do da fibra foi fixado em 7,0 minutos.

Figura 15 - Influéncia da temperatura na resposta analitica (Solu¢do aquosa na concentrago
de 1 mg L) n=3.
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6.3.2 Velocidade de Agitacao

A agitacdo foi usada para acelerar a transferéncia de massas da solugédo para a fibra,
aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo de extracdo. Este parametro foi avaliado de 300
a 800 rpm. Um aumento da eficiéncia de extragdo foi observado com o aumento da
velocidade de agitacdo de 300 a 600. Valores maiores de velocidade de agitacdo resultaram
em diminuicdo do sinal analitico (Figura 16), devido a grande turbuléncia gerada no sistema,
que adicionalmente causou uma grande variagdo nos sinais além da possibilidade iminente de

quebra da fibra. Sendo assim, a velocidade de 600 rpm foi fixada como condigéo de trabalho.

Figura 16 - Influéncia da velocidade de agitacdo na resposta analitica (Solugdo aquosa na concentracéo
de 1 mg L) n=3.
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6.3.3 Efeito salting-out

O efeito de salting out foi estudado adicionando a amostra massas crescentes de NaCl,

resultando em concentracdes de 0 a 0,57 mol L™ como demonstrado na Figura 17. Os
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resultados permitiram concluir que a concentracdo de 0,11 mol L™ foi a que apresentou
melhor sinal analitico, sendo entéo selecionada como condicdo de trabalho.

Figura 17 — Influéncia da adicdo de sal na resposta analitica (Solugdo aquosa na concentracdo
deimgL™)n=3
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6.3.4 Tempo de extracao

O tempo necessario para o estabelecimento do equilibrio entre a matriz e a fibra de
MISPME foi avaliado de 2,0 a 20,0 minutos. Notou-se que o equilibrio foi estabelecido com 7
min, havendo uma ligeira perda de eficiéncia ap6s 15 minutos (Figura 18). Como possivel
explicacdo, a exposicdo excessiva da fibra causa possivelmente uma hidratacdo de regides
mais internas do polimero, resultando no fendmeno de inchaco do polimero, que esta
relacionado a maior maleabilidade dos sitos de ligacdo fazendo com que as ligacdes analito-
MIP sejam mais facilmente desfeitas. Esse fendbmeno é comumente reportado na literatura
sobre MIPs (SELLERGREN, 2001). Entdo o tempo de exposicao da fibra foi fixado em 7,0

minutos.
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Figura 18 - Influéncia do tempo de extracdo na resposta analitica (Solucdo aquosa na
concentracdo de 1mg L™ n=3.
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6.4 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO

Quando um método analitico é desenvolvido, ele deve ser validado para que possa ser
utilizado em laboratorios de rotina e gerar dados confiaveis sobre a amostra. Neste trabalho, a
validacao foi estabelecida de acordo com as normas do FDA (DIRECTIVE 2002/657/EC).

As figuras de mérito s@o os indicadores do bom desempenho do método analitico, e
sdo descritas como: o ajuste matematico dos dados, detectabilidade do método (representada
pelos limites de deteccao e quantificacdo), precisdo e exatidao.

O método proposto foi validado para amostras de agua e de suco de uva,

separadamente, como apresentado abaixo.
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6.4.1 Amostra de Agua

6.4.1.1 Ajuste matematico dos dados

A curva analitica para amostra de agua foi ajustada ao modelo quadratico através da
adicdo dos trés analitos estudados (triadimenol, tebuconazol e metconazol) nas concentragdes
de 100 , 500, 1000, 2000 e 3000 pg L™. Epoxiconazol na concentracdo de 500 pg L™ foi
empregado como padrao interno.

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados do ajuste matematico com o método
proposto. Verifica-se um bom do ajuste dos dados até mesmo para altas concentracdes, ja que
as curvas de calibracdo apresentaram R? acima de 0,99 para os trés analitos estudados

(triadimenol, tebuconazol e metconazol).

Tabela 2- Ajuste dos dados para amostra de agua utilizando a MISPME.

Faixa analitica

Analitos 1 Equacdo da reta R?
(Mg L)
Triadimenol 100-3000 y=4,3E-08x°+1,4E-03x+2,3E-01 0,999
Tebuconazol 100-3000 y=5,1E-08X*+6,7E-04x+7,5E-02 0,999
Metconazol 100-3000 y=1,2E-07x*+6,1E-04x+1,4E-01 0,999

Fonte: Do autor

A Figura 19 apresenta o cromatograma obtido quando a fibra foi inserida no injetor do
cromatografo sem nenhuma extracdo, o que comprova a eficiéncia do processo de limpeza da
fibra apos a sintese uma vez que ndo houve sinal relativo a molécula modelo (triadimenol, ou
qualquer outra molécula). A Figura 20 apresenta cromatograma de amostra de agua fortificada
com os analitos na concentragdo de 1000 pg L™. Os tempos de retencdo dos analitos em
estudo sdo: triadimenol - 4,42 min, tebuconazol — 5,32 min, epoxiconazol — 5,41 min e

metconazol — 5,77 min.



67

Figura 19 - Cromatograma da fibra de MISPME obtido antes das extragdes das amostras.
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Figura 20 - Cromatograma de uma amostra de agua fortificada com os analitos
triadimenol, tebuconazol, e metconazol na concentracdo de 1000 pg L™ e
epoxiconazol (P1) na concentracio de 500 pg L™.
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6.4.12LDelLQ

Os LD e LQ apresentados na Tabela 3 foram obtidos através do meétodo razéo
sinal/ruido e menor concentracdo quantidade quantificada com exatiddo e precisdo,
respectivamente, para amostra de agua. Orgaos internacionais adotam como LMTs em aguas
a concentragdo de 0,1pg L™ para cada praguicida e de 0,5 pug L™ para um total deles
(DIRECTIVE 2006/118/EC). A partir dos dados, verifica-se que o método ndo apresentou boa
detectabilidade para esse tipo de amostra. Contudo, salienta-se que o ele pode ser utilizado3
em situacdes onde ha suspeita de contaminacdo ambiental com triazdis em niveis mais

elevados, como por exemplo, em &guas que margeiam culturas que fazem uso desses

praguicidas.
Tabela 3- Estudo de LQ e LD para amostra de agua utilizando a MISPME.
Analitos Faixa linear (ug L™) LD LQ
Triadimenol 100-3000 30 100
Tebuconazol 100-3000 30 100
Metconazol 100-3000 30 100

Fonte: Do autor

6.4.1.3 Exatidao e Precisao

A exatiddo e a precisdo do meétodo foram avaliadas utilizando os padrGes nas
concentracdes de 100, 1000 e 2000 pug L™. Os resultados estao apresentados nas Tabelas 4, 5
e 6.

Tabela 4- Precisdo e exatiddo para analise do triazol triadimenol em agua por MISPME.

Triadimenol

CN? 100,00 1000,0 2000,0

o CAP 129,8 987,0 2028,0
Intra-dia (n=5) DPR/% 31,2 9.6 14,2
EY% 20.8 -1,2 1,4

CN? 100,0 1000,0 2000,0

Inter-dia (n=3 CAP 97,7 878,7 1966,6
nter-dia (n=3) DPR%/% 28,0 10,0 15,0
EY% 2.0 -12,0 7.0

# Concentragdo nominal (ug L™). ° concentracéo analisada (ug L™). ¢ Coeficiente de variagéo. ¢ Erro relativo.
Fonte: Do autor
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Tabela 5- Preciséo e exatiddo para analise do triazol tebuconazol em 4gua por MISPME.

Tebuconazol
CN? 100,0 1000,0 2000,0
Intra-dia (n=5) CA” 99,2 979,3 2011,8
DPR®/% 12,1 13,8 10,4
Ed/% -0,8 _2,0 1’4
CN? 100,0 1000,0 2000,0
Inter-dia (n=3) CA? 127,1 891,6 2144,1
DPR®/% 23,0 10,0 15,0
EY% 27,0 -11,0 7.0

2 Concentracdo nominal (ug L™). ° concentracdo analisada (ug L™). ¢ Coeficiente de variagéo. ® Erro relativo.
Fonte: Do autor

Tabela 6 - Precisdo e exatiddo para andlise do triazol metconazol em &gua por MISPME.

Metconazol
CN? 100,0 1000,0 2000,0
Intra-dia (n=5) CA® 75,0 1057,2 2092,8
DPR®/% 14,6 13,9 10,9
EY% -25,0 5,7 4,6
CN? 100,0 1000,0 2000,0
Inter-dia (n=3) CAP 117,9 1129,1 2353,0
DPR®/% 26,0 12,0 12,0
EY% 18,0 13,0 18,0

# Concentracdo nominal (ug L™). ® concentracéo analisada (ug L™). © Coeficiente de variacdo. © Erro relativo.
Fonte: Do autor

A partir dos dados obtidos no estudo de validacdo para amostra gua, verifica-se que
0s resultados ndo estdo de acordo com os 6rgdos de regulamentagdo visto que o LMT em
4guas é na concentragdo de 0,1pg L™ para cada praguicida e de 0,5 pg L™ para um total deles
(DIRECTIVE 2006/118/EC). Sendo assim, optou-se pela avaliagdo do método na analise de

amostras suco de uva, visto que os LMR sdo notadamente maiores nessas amostras.

6.4.2 Amostra de Suco de uva

6.4.2.1 Ajuste matematico dos dados
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A curva analitica para amostra de suco de uva foi ajustada ao modelo quadratico e
construida através da adicdo dos trés analitos estudados (triadimenol, tebuconazol e
metconazol) nas concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 pg L™. Epoxiconazol na
concentracdo de 500 pg L™ foi empregado como padrdo interno em todos os casos. Vale
salientar que o expoxiconazol foi selecionado como padrdo interno por ser da mesma classe
de trazdis e por ter sua utilizacdo proibida na cultura de uva. Ressalta-se que a curva foi
construida em cima de uma amostra de suco de uva branca, no sentido de minimizar o efeito
de matriz.

As Figuras 21 e 22 apresentam cromatogramas de uma amostra de suco de uva
(branco) fortificada apenas com o padrdo interno (epoxiconazol), uma amostra de suco de uva
(branco) fortificada com todos os analitos no nivel do limite de quantificacdo e na
concentracdo de 1000 ug L™, respectivamente. Os tempos de retencdo dos analitos em estudo
sdo: triadimenol - 4,42 min, tebuconazol — 5,32 min, epoxiconazol — 5,41 min e metconazol —
5,77 min. Como pode ser visto, 0S cromatogramas apresentam praticamente os picos dos

analitos, comprovando a ndo existéncia de interferentes nas referidas analises.

Figura 21 - Cromatograma da fibra de MISPME extraindo os analitos triadimenol 100 pg L™,
tebuconazol 100 pg L™*, epoxiconazol 500 pg L™ (PI) e metconazol 100 pg L™ em
amostra de suo de uva (nivel do LQ).
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Figura 22 - Cromatograma de fibra de MISPME extraindo os analitos triadimenol, tebuconazol,
metconazol na concentracdo de 1000 pg L™ e epoxiconazol (Pl) na concentracdo de

500 pg L™ em amostra de suco de uva.
300000 -
250000 -

200000 -

150000 -

100000 -

o Jl A .L A

0 I I I I I I I I I I I I I I 1
4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7

Altura de Pico

Tempo de Retengdo
= Triadimenol =—=Tehuconazol Epoxiconazol = Metconazol
Fonte: Do autor

Na Tabela 7 estdo apresentados os dados do ajuste matematico para os trés analitos

obtidos com o metodo proposto:

Tabela 7- Ajuste dos dados para amostra de suco de uva utilizando a MISPME.

Faixa linear

Analitos 1 Equacdo da reta R?
(Mg L)
Triadimenol 100-2000 y=9,4E-08x°+7,6E-04x+1,4E-01 0,999
Tebuconazol 100-2000 y=1,3E-07X*+8,9E-04x+1,8E-01 0,997
Metconazol 100-2000 y=1,0E-07x*+1,4E-03x+2,2E-01 0,999

Fonte: Do autor

E possivel observar que mesmo para as altas concentracdes foi verificado o bom
ajuste, ja que as curvas de calibracdo apresentaram R? acima de 0,99 para os trés analitos
estudados (triadimenol, tebuconazol e metconazol) confirmando o bom ajuste dos dados.

Nos cromatogramas das figuras 21 e 22 pode-se observar um importante fator
referente ao analito triadimenol. Este é formado por 4 estereoisbmeros (2 pares de
diastereoisdmeros) que apresentam 2 tempos de retengdo diferentes. Entretanto, a separacdo

da linha de base desses dois picos ndo pode ser separada adequadamente com as condi¢des em
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estudo. Com tudo, ndo houve nenhum problema na validagdo para o analito triadimenol
(HUND et al., 2000).

6.4.2.2LQeLD

Os LD e LQ apresentados na Tabela 8 foram obtidos através do meétodo razéo
sinal/ruido e menor quantidade quantificada com exatiddo e precisdo, respectivamente, para
amostra de suco de uva. A partir dos dados, verifica-se que os analitos estudados tiveram boa
detectabilidade quando extraidos pelo método proposto. Para amostra de suco de uva o
método € considerado confidvel e aplicavel para a faixa de concentragdo apresentada. De
acordo com o0 MAPA, os LMRs de residuos para triadimenol, tebuconazol e metconazol em
suco de uva sdo respectivamente, 100, 2000 e 1000 pg L™, mostrando que o método é

eficiente para tal aplicacéo.

Tabela 8- Estudo de LQ e LD para amostra de suco de uva utilizando a MISPME.

Analitos Faixa linear (ug L™) LD LQ
Triadimenol 100-2000 30 100
Tebuconazol 100-2000 30 100

Metconazol 100-2000 30 100

Fonte: Do autor

Bedendo et. al (2012) propds um método para determinacdo de tebuconazol em
amostra de suco de laranja, suco de laranja light e suco de laranja fresco por HF-MMLLE
(Extracdo liquido-liquido por membrana oca microporosa) e posterior analise em LC/MS/MS.
Neste trabalho encontrou como LD e LQ para suco de laranja, suco de laranja light e suco de
laranja fresco os valores de 330 pg L™, 490 pg L™, 150 pg L™ e 1110 pg L™, 1600 pg L™, 500
ug L™, respectivamente.

A partir dos dados apresentados pelos autores, observa-se que 0 método proposto no
trabalho alcancou LD e LQ inferiores aos descritos na literatura para amostras de sucos,

provando ser eficiente na determinacdo de praguicidas triazlicos em amostra de suco de uva.
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6.4.2.3 Exatiddo e Precisdo

A exatiddo e a precisdo do método foram avaliadas utilizando os padrdes nas
concentracdes de 100, 1000 e 2000 pg L™ para triadimenol, tebuconazol e metconazol. Os
resultados estdo apresentados nas Tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 9- Preciséo e exatiddo para analise do triadimenol em suco de uva por MISPME.

Triadimenol
CN? 100,0 1000,0 2000,0
Intra-dia CAP 104,3 1005,4 1999,4
(n=5) DPR%/% 15,0 13.2 16,2
EY% 43 0.5 -0,1
Inter-dia CN: 100,0 1000,0 2000,0
(n=3) CA 108,6 998,2 1985,5
DPR%/% 2,0 4.4 2,4
EY% 8,6 -0,2 -0,7

2 Concentracdo nominal (ug L™). ® concentracdo analisada (ug L™). ¢ Coeficiente de variacdo. ° Erro relativo.
Fonte: Do autor

Tabela 10- Preciséo e exatidao para analise do tebuconazol em suco de uva por MISPME.

Tebuconazol

CN? 100,0 1000,0 2000,0
Intra-dia CAP 86,3 1039,8 2017,4
(n=5) DPR®/% 22,1 8,9 14,6

EY% -13,7 4,0 0,9

CN? 100,0 1000,0 2000,0
Inter-dia CAP 94,3 1105,9 2200,2
(n=3) DPR®/% 2,9 6,4 12,8

EY% -5,7 10,6 10,0

® Concentragéo nominal (ug L™). ° concentracio analisada (ug L™). ¢ Coeficiente de variagio. ¢ Erro relativo.
Fonte: Do autor

Tabela 11- Precisdo e exatiddo para analise do metconazol em suco de uva por MISPME.

Metconazol

CN? 100,0 1000,0 2000,0
Intra-dia CAP 118,0 1000,9 1989,6
(n=5) DPR®/% 17,6 13,5 5,9

EY% 18,0 0,1 -0,5

CN? 100,0 1000,0 2000,0
Inter-dia CA 85,4 1100,6 2144.8
(n=3) DPR®/% 8,2 7.6 9,9

EY% -14,6 10,1 7,2

2 Concentragdo nominal (ug L™). ° concentracéo analisada (ug L™). ¢ Coeficiente de variagéo. ¢ Erro relativo.
Fonte: Do autor
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A partir dos dados obtidos, pode-se observar que a exatiddo e precisdo intra-dia e
inter-dia estdo de acordo com as normas estabelecidas pelo FDA (DIRECTIVE
2002/657/EC). Para o analito tebuconazol houve um desvio de 2,1% no valor da preciséo
intra-dia na concentracdo de 100 ug L™*, porém, este desvio é aceitavel visto que o LMR
preconizado para tal € 10 vezes maior a concentracdo em que houve o desvio. Sendo assim
pode-se dizer que o método é confiavel para determinacdo de praguicidas triazélicos em

amostra de suco de uva.

6.5 ANALISE DAS AMOSTRAS REAIS

O método proposto foi aplicado para quatro amostras de suco de uva e cinco amostras
de &gua para verificacdo da possivel presenca dos analitos triazélicos.

De todas as 9 amostras analisadas, nenhuma apresentou pico nos tempos de retengédo
do triadimenol, tebuconazol e metconazol, atestando que as amostras ndo apresentava 0S
analitos de interesse no nivel de detec¢do do método proposto.

As figuras 23 e 24 apresentam 0s cromatogramas de uma amostra de suco de uva e de

uma amostra de agua.
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Figura 23 — Cromatograma de uma amostra real de suco de uva (triadimenol - 4,42 min, tebuconazol
5,32 min, epoxiconazol — 5,41 min e metconazol — 5,77 min). Amostra fortificada apenas
com o PI (epoxiconazol 500 pg L™Y).
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Figura 24 — Cromatograma de uma amostra real de agua (triadimenol - 4,42 min, tebuconazol - 5,32
min, epoxiconazol — 5,41 min e metconazol — 5,77 min). Amostra fortificada apenas com

o PI (epoxiconazol 500 pg L™).
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi proposta pela primeira vez uma fibra de microextragdo em fase
solida molecularmente impressa com uma superficie que se renova a cada ciclo de dessor¢édo
a 300 °C no injetor do GC-MS. O processo de renovacdo superficial foi devido a
decomposicdo térmica gradual da superficie polimérica da fibra, resultando em uma fibra com
alta seletividade e sensibilidade em até 50 ciclos de dessorcao.

Ao se utilizar da técnica MISPME, foi possivel a ndo utilizacdo de solventes organicos
e a pré-concentracdo dos analitos de interesse com uma alta seletividade.

O tempo de agitacdo da solucdo foi fundamental para os resultados satisfatérios do
trabalho, em que se conseguiram os melhores resultados (tempo de equilibrio entre fibra e
amostra - particdo) em apenas 7 minutos extragdo. Foi verificado também que a adi¢do de
NaCl na amostra promoveu um aumento significativo do sinal analitico em relacdo a extracao
das amostras que ndao continham o sal.

O método desenvolvido para amostras de agua e de suco uva apresentaram bom ajuste
dos dados ao modelo quadrético R*> 0,99.

Para analise de residuos em suco de uva o método atendeu as especificacdes do
MAPA (Ministério da Agricultura e Pecuaria de Abastecimento) que preconiza que a
guantidade maxima dos analitos triadimenol, tebuconazol e metconazol presentes em
amostras de uva, que devem ser, 0,1 mg L™, 2 mg L™ e 1 mg L™ respectivamente.

Por fim, o0 método proposto para analise de triazdis em suco de uva atendeu a todas as
especificagcdes requeridas, como exatidao e precisao inferiores a + 20% para 0 LQ e inferiores
a + 15% para as outras concentracdes, sendo aplicavel com confianca para analise de triazois
em amostras de suco de uva.

Para amostra de dgua 0 método ndo atingiu os limites preconizados pelos 6rgdos
regulamentadores. Contudo, o método pode ser utilizado em situacfes onde ha suspeita de
contaminacdo ambiental com triazois em niveis mais elevados, como por exemplo em aguas

proximas a plantacdes em que se faz uso desses praguicidas.
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