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RESUMO

Nesse estudo, um novo método foi desenvolvido com o objetivo de
superar certas limitacdes na analise de amostras solidas de alimentos. Um
arranjo experimental baseado em microextracdo em fase sélida por
imersdo direta (DI-SPME) acoplado a um dispositivo de disco rotativo foi
proposto para a determinacgdo de agrotoxicos com caracteristicas polares
e semi-polares (carbofurano, molinato, atrazina, simazina e tebuconazol)
em amostras de arroz. Neste procedimento inovador, uma pequena
guantidade de amostra de arroz é inserida na cavidade do dispositivo de
disco rotativo, que é entdo imerso em uma solu¢do aquosa seguida por
agitacdo em alta velocidade. A agua é empregada como solvente para
lixiviar os analitos da matriz, eliminando a necessidade do uso de
solventes organicos. Simultaneamente, uma fibra de SPME de 2 cm
composta de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano realiza a
extracdo dos analitos da matriz aquosa com subsequente dessorcéo
térmica em um GC-MS. As condicGes 6timas de extragdo foram obtidas
com 125 mg de arroz, temperatura de extracdo de 80 °C por 40 min. O
desempenho analitico foi satisfatério com coeficientes de correlagdo
superiores a 0,9881 para todos os analitos, limites de deteccdo variando
de 0,46 a 5,9 ng g, limites de quantificacdo de 1,53 a 19,7 ng g7,
recuperacao relativa de 76 a 109%, precisdo intra-dia (n=3) de 1,3 a 19%,
e precisdo inter-dia (n=9) de 3,5 a 6,5%. O método proposto representa
uma alternativa verde promissora para a analise de alimentos solidos
utilizando SPME, uma vez que ndo faz uso de solventes organicos e 0
dano a fibra é reduzido pois o contato com a matriz é evitado com a
utilizacdo do disco rotativo contendo a amostra sélida.

Palavras-chave: Arroz, agrotéxicos, SPME, disco rotativo, GC-MS.






ABSTRACT

In this study, a new method was developed to overcome certain
limitations in the analysis of solid food samples. An experimental setup
based on direct immersion solid-phase microextraction (DI-SPME)
apparatus coupled to a rotating disk device was proposed for the
determination of polar and slightly-polar pesticides including carbofuran,
molinate, atrazine, simazine and tebuconazole in rice samples. In this
innovative procedure, a small amount of rice sample is inserted into the
cavity of the rotating disk device which is then immersed in an aqueous
solution followed by high-speed agitation. Water was employed as a
green solvent for leaching the analytes from the sample matrix.
Simultaneously, a SPME fiber comprised of
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (2 cm length and
50/30um film thickness) was immersed in the aqueous solution to extract
the polar/slightly polar analytes from the aqueous matrix with subsequent
thermal desorption in the injector of a gas chromatograph-mass
spectrometer (GC-MS) instrument. The optimal extraction conditions
were obtained using an extraction temperature of 80 °C for 40 min, with
125 mg of rice inserted in the rotating disk. Using the previously
optimized extraction conditions, the analytical performance was
satisfactory with correlation coefficients higher than 0.9881 for all
analytes, limits of detection (LOD) ranging from 0.46 to 5.9 ng g™, limits
of quantification (LOQ) from 1.53 to 19.7 ng g%, relative recoveries from
76 to 109%, intra-day precision (n=3) from 1.3 to 19%, and inter-day
precision (n=9) from 3.5 to 6.5%. The proposed method represents a
promising alternative for the analysis of complex solid food samples
using SPME, since the SPME fiber damage is substantially decreased
when direct contact with the solid matrix is avoided.

Keywords: Rice samples, pesticides, SPME, rotating disk, GC-MS.
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1 INTRODUCAO

O uso de agrotdxicos continua sendo a alternativa mais utilizada
para o controle de pestes na agricultura em todo o mundo. A maioria
desses compostos apresenta baixa seletividade e acabam sendo tdxicos
também para espécies ndo-alvo, incluindo os seres humanos (Costa et al.,
2008). Dentre os principais danos que podem ser ocasionados pela
exposicdo a agrotdxicos pode-se citar a indugdo ao estresse oxidativo
devido a geragdo de radicais livres, alterando os mecanismos de defesa
antioxidantes (Lépez et al., 2007), prejuizo aos sistemas imune e
neurolégico (Corsini et al., 2013, Costa et al., 2008), além de ser uma
ameaca aos ecossistemas (Yadav, 2010).

A maneira mais comum de exposi¢do dos seres humanos aos
agrotoxicos acontece através da alimentacéo, uma vez que sdo aplicados
diretamente nas plantagdes de vegetais e grdos em geral. O arroz, um dos
alimentos mais consumidos no Brasil e no mundo, é um exemplo onde ha
residuos de agrotoxicos acima do permitido. De acordo com Jardim e
Caldas (2012), as principais classes de agrotxicos encontradas na cultura
do arroz no Brasil sdo ditiocarbamatos, organofosforados, triazoles,
piretréides e carbamatos.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através
do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA), é a responsavel pelo monitoramento de agrotdxicos no Brasil.
As amostras sdo encaminhadas para os laboratérios, onde as analises sdo
realizadas pelo método multiresiduo (MRM, do inglés Multiresidue
Methods). No entanto, esse método ndo se aplica para a analise de
algumas substancias, como os ditiocarbamatos por exemplo, sendo
necessario a utilizacdo de metodologias especificas (PARA, 2016).

Para o desenvolvimento de novas metodologias, é necessario
seguir as etapas do procedimento analitico, e uma das etapas mais
importantes é a etapa de preparo de amostras, uma vez que é responsavel
pela pré-concentracdo, limpeza e enriquecimento dos analitos, geralmente
em baixa concentracdo na matriz (Borges et al., 2015), aumentando a
sensibilidade e minimizando possiveis interferéncias.

Atualmente, os métodos de preparo de amostras mais utilizados
buscam a reducdo do uso de solventes, substituindo-os por sorventes
poliméricos como fase extratora, apresentando uma alta raz&o &rea de
superficie e volume (Cafias et al., 2014). Desta forma, o presente trabalho
propde um novo método de extracdo de agrotoxicos em amostras de gréos
de arroz através da combinagdo da técnica de microextracdo em fase
solida (SPME) e do dispositivo da técnica de extracdo sortiva em disco
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rotativo (RDSE), duas técnicas de microextragdo em fase sélida
ambientalmente amigaveis que apresentam alta capacidade analitica e
desempenho para operagdo ao nivel de residuos ultra-tragos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rizicultura

O arroz é o produto agricola de maior valor comercial do mundo
(FAOSTAT, 2018). E classificado como um alimento bésico para quase
metade da popula¢do mundial (Fao, 2016) sendo responsavel por mais de
20% da ingestdo calorica diaria (Seck et al., 2012). Atualmente, as
colheitas anuais combinadas de arroz, milho e trigo representam 2,5
bilhGes de toneladas e, em 2050, essas colheitas devem superar 3,3
bilhGes de toneladas (FAO, 2016).

A demanda global por produtos agricolas aumentou nos ultimos
anos, 0 que esta associado a um crescimento exponencial da populagéo.
Este aumento de produtividade s6 foi possivel devido ao uso de
maquinario movido a combustivel fossil e uma série de inovagdes que
ocorreram na Revolugdo Verde, no final da década de 1960, como
irrigacdo, biotecnologia, engenharia genética e uso de agrogquimicos
(FAO, 2011).

O uso de agrotéxicos desempenha um papel importante na
agricultura, pois a alta producédo agricola cria um ambiente propenso a
pragas (FAO, 2016) e uma consideravel perda de rendimento devido a
danos causados por pragas é esperada se 0s agrotdxicos nao forem
aplicados (Elibariki e Maguta, 2017).

A producéo de arroz mundial se destaca no continente asiatico,
responsavel por 90,7 % da producdo mundial, seguido de 5,2 % do
continente americano, 3,5 % do continente africano e 0,7 % dos demais
continentes (FAOSTAT, 2019). O Brasil ocupa o segundo lugar em
producio e consumo de arroz no mundo, ficando atras apenas da Asia. O
pais esta entre os 10 maiores produtores mundiais, sendo o Gnico pais ndo
asiatico e responsavel por 1,6 % da producdo mundial (FAOSTAT, 2019).

De acordo com a plataforma Brazilian Rice, projeto que visa a
promogdo do comércio de arroz brasileiro no mercado internacional,
cerca de 75% da safra brasileira é colhida na regido sul do pais, sendo os
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul os principais responsaveis
por essa producdo, que fornecem todo o produto para a exportacdo
(Brazilian Rice, 2019).

A produtividade de arroz vem crescendo nos ultimos anos,
juntamente com a do feijdo, que juntos formam a base da dieta brasileira.
De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
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no ano de 2017 o valor da Producdo Agropecudria foi de R$ 533,5 bilhdes,
tendo melhor desempenho que a pecuéria, destacando-se as culturas de
arroz e cana-de-agucar. A regido Sul liderou o faturamento de 2017,
contribuindo com R$ 140,6 bilhdes (MAPA, 2017). A Figura 1 mostra a
produtividade do arroz e do feijdo no Brasil com rendimento (kg/ha) por
ano, de 1985 a 2017.

Figura 1. Produtividade do arroz (Oryza sativa L.) e do feijao-comum
(Phaseolus vulgaris L.) no Brasil no periodo de 1985 a 2017.
7.000
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Fonte: Adaptado de Embrapa Arroz e Feijdo, 2018.

2.2 Agrotoxicos

Atualmente, cerca de 2,5 milhGes de toneladas de agrotdxicos séo
utilizados por ano na agricultura (Pretty e Bharucha, 2014) e apesar do
interesse econdmico associado ao controle de pragas, 0 uso exorbitante
de agrotdxicos esta se tornando um perigo para a salde humana. A
exposicdo a agrotdxicos pode causar desregulagdo enddcrina, efeitos
carcinogénicos e alteragbes nos sistemas imunoldgico e nervoso.
(Kalliora et al., 2018).

O Brasil ¢ um dos paises que mais usa agrotoxicos no cultivo
agricola e de acordo com o Censo Agropecudrio de 2017, realizado pelo
IBGE, seu uso aumentou em 21,1 % nos Gltimos 11 anos no Brasil (IBGE,
2017). Ainda assim, existe um projeto de lei, PL 6299/2002, que prevé a
flexibilizacdo da anélise e registro de novos agrotdxicos e, dentre outras
medidas, passa essa responsabilidade para o Ministério da Agricultura.
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Os principais agrotdxicos utilizados na rizicultura no Brasil
foram consultados no relatério do Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA, 2015) realizado pela ANVISA. Nas
amostras analisadas, os agrotdxicos tebuconazol, pirimifés-metilico e
cipermetrina foram os que demonstraram maior nimero de detecgdes nas
analises. Os principais agrotdxicos utilizados no estado de Santa Catarina
também foram apurados, e estdo listados na Tabela 1.

Dentre os agrotdxicos mais utilizados na rizicultura, foram
selecionados para este trabalho os agrotéxicos tebuconazol, simazina,
atrazina, molinato e carbofurano, por apresentarem propriedades
compativeis com o objetivo do trabalho, visto que sdo polares e semi-
polares e pouco volateis. As estruturas moleculares, classe de agrotdxicos
e algumas caracteristicas fisico-quimicas desses compostos esta
demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 1. Principais agrotdxicos analisados em estudos de monitoramento de residuos na rizicultura do estado de

Santa Catarina.

Herbicidas Inseticidas Fungicida
Bentazona Imazapic Tiobencarb Carbofurano Triciclazole
Quincloraque Penoxsulan Fenoxaprop Fipronil
2,4D Pyrazulfuron Etil Oxyfluorfen
Nominee 400 Simazina Oxadiazon
Ciclosulfamuron Atrazina Molinato
Imazetapir Propanil Metsulfuron-
metil
Fonte: Vieira et al., 2016.
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Tabela 2. Estrutura molecular, classe, log P, pressdo de vapor e pKa dos analitos estudados nesse trabalho.

Pressao de
Analito Classe Estrutura molecular Log P! vapor (mPaa pKa
25 °C)!
(0]
Carbofurano Carbamato 0] 0 1,8 0,08 14,82
HN__

ionizavel 2

1.
A~ .
Molinato Carbamato O S™ CHs 2,8 500 Néo

N
- - - | 3
Atrazina Triazina )\NJ\ — NN 2,7 0,039 1,7
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N
Simazina Triazina | 2,3 8,1x10* 164
H H
N= Ho
&N
Tebuconazol Triazol N 3,7 1,3x103 505

Cl

1 - Pesticide Properties DataBase. 2 - Chemicalize Online Database. 3 - ZARPON, L. etal. (2006). 4 - VELAZQUEZ-
MANZANARES, M. et al. (2008). 5 - CADKOVA, E. et al. (2013).
Fonte: Autoria prépria, 2019
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Diante do uso exacerbado de agrotdxicos no cultivo agricola, é
necessario o controle no uso de agrotéxicos nos alimentos, bem como
agéncias que sejam responsaveis por essa fiscalizacdo. No Brasil, a
ANVISA ¢ a responsavel pelo monitoramento de residuos de agrotoxicos
em alimentos, através do PARA. A Comissdo Europeia também
estabelece limites méaximos residuais para os alimentos e na Tabela 3
estdo listados os limites maximos residuais permitidos para os
agrotoxicos estudados nesse trabalho.

Tabela 3. Limites maximos residuais permitidos em arroz estabelecidos
pela ANVISA e pela Comissdo Europeia.

o Comisséo
Agrotoxicos ANVISA (ng g) Europeia (ng o)
Atrazina 250 50
Carbofurano 200 10
Molinato 100 10
Simazina 20 10
Tebuconazol 1000 1000

Fonte: Autoria prdpria, 2019.

Fazendo-se um comparativo com os valores permitidos entre a
ANVISA e a Comissao Europeia, observa-se que os limites estabelecidos
pela Comissdo Europeia sdo consideravelmente menores para alguns
analitos. Assim, novas metodologias que possam detectar valores
menores, em menores quantidades e com o uso reduzido ou ndo-uso de
solventes organicos precisam ser desenvolvidas para manter o controle de
residuos de agrotdxicos em alimentos, particularmente no arroz, dado que
este € um alimento basico amplamente consumido. Existem varios
métodos analiticos para determinar agrotdxicos em alimentos e a maioria
deles envolve amostragem, preparo de amostras, separacdo, deteccdo e
andlise de dados (Samsidar et al., 2018). O principal objetivo do
desenvolvimento de métodos analiticos € obter informacdes precisas a
respeito de um analito presente em alguma amostra. Para isso, sdo
necessarias etapas a serem seguidas de modo que o resultado final traga
informacles verdadeiras. As etapas envolvidas sdo amostragem,
armazenamento e transporte, preparo de amostras, separacdo,
identificacdo e quantificacdo, validacdo analitica e analise de dados e
tomada de decisfes. A etapa de preparo de amostra quase sempre é
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indispensavel, diante da sua importancia na separacdo entre analitos e
contaminantes (Carasek et al., 2018).

2.3 Preparo de amostras

O preparo da amostra, um dos passos mais importantes na analise
qguimica, €é realizado principalmente para a extracdo, limpeza e
concentracdo dos analitos (Borges, 2015). Existem vérias técnicas de
preparacdo de amostras disponiveis e a abordagem selecionada deve estar
de acordo com as propriedades fisico-quimicas dos analitos e com o tipo
de matriz. Técnicas de extracao classica, como Soxhlet (Luque De Castro
e Garcia-Ayuso, 1998), extracdo liquido-liquido (LLE) (Blasco et al.,
2004), extracdo com solvente assistida por micro-ondas (Camel, 2000) e
extracdo em fase sdlida (SPE) (Albero et al., 2004) requerem quantidades
substanciais de amostra e solvente, além de envolver etapas laboriosas e
demoradas. Os solventes empregados nessas técnicas, na maioria dos
casos, sao perigosos para 0 meio ambiente e para a salde humana (Pareja
etal., 2011).

A ANVISA utiliza dois principais métodos de preparo de
amostra para a extragdo dos analitos da amostra: Mini-luke modificado e
QUEChERS. Em 1975, Luke et al. publicou um método de extracdo que
consiste em 100 g de amostra, 200 mL de acetona, particdo liquido-
liguido com solventes apolares compostos de éter de petréleo e
diclorometano (100 mL cada) e adicdo de NaCl para favorecer a
transferéncia de compostos polares para a fase organica. Em 1981 foi
publicada a miniaturizacdo do método original, omitindo-se a etapa de
particionamento com cloreto de sédio. Nesse método sdo utilizados 15 g
de amostra, 30 mL de acetona, éter de petréleo e diclorometano (30 mL
cada), com agitacOes intercaladas (Luke et al., 1981)

Outro método utilizado amplamente em preparo de amostras é o
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust and Safe), que foi
desenvolvido em 2003 por Anastassiades e colaboradores. O método
original consiste no uso de 10 g de amostra, 10 mL de acetonitrila, 4 g de
MgSOs4, 1 g de NaCl, 150 mg de MgSOs4, 25 mg de PSA e padréo interno.
Apesar de ter demonstrado resultados satisfatorios para varios tipos de
amostras, certos analitos apresentam problemas de estabilidade ou
recuperacdo, a depender do pH da matriz, sendo necessérias etapas
adicionais para obter valores de recuperacgdo satisfatérios (Borges et al.,
2015). Embora sejam métodos amplamente utilizados, também
apresentam desvantagens como as técnicas classicas por serem
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laboriosos, com multiplas etapas e usarem quantidades significativas de
solventes.

Devido as preocupagdes em relacdo a eliminacao de solventes no
ambiente, foram propostas técnicas modernas de preparo de amostras com
consumo reduzido de solventes. (Carasek e Merib, 2015). Neste sentido,
técnicas de microextragdo tém sido aplicadas como uma alternativa para
a determinagdo de agrotoxicos (Chormey e Bakirdere, 2018).
Considerando os principios da Quimica Verde, onde “¢é melhor evitar 0
desperdicio do que trata-lo ou limpé-lo depois que é formado” (Anastas e
Eghbali, 2009), técnicas sem o uso de solventes tém recebido atencgéo.

Neste sentido, o desenvolvimento de ferramentas analiticas
eficientes para a extracdo de compostos organicos com o minimo
consumo de solvente possivel é uma tendéncia (Spietelun et al., 2013).
Técnicas baseadas em microextragdo comumente relatadas incluem
microextracdo em fase sélida (SPME), extracdo por sor¢do em barra de
agitacdo (SBSE) e extracdo por sor¢do em disco rotativo (RDSE).

Figura 2. Dispositivo da fibra de SPME.

Holder

Adsorcédo dos
analitos na fibra

—— Agulha de aco a

Fibra extratora

Fonte: Autoria propria, 2019.
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2.3.1.1 Fundamentos teéricos da SPME

A SPME ocorre através da exposicdo do recobrimento da fase
extratora presente na fibra na amostra por um determinado tempo. Por ser
uma técnica baseada no equilibrio de particdo (ou adsorcéo, no caso de
recobrimentos solidos) do analito entre a fase extratora e a matriz, o
processo é considerado concluido quando o analito atinge esse equilibrio
(Pawliszyn, 2009). O coeficiente de distribuicdo (Kfs) do analito entre a
fase extratora da fibra e a amostra é descrito na equacéo (1).

COO
P — — f
Concamostra i Concfibra Kfs - c® (1)

De acordo com a lei de conservagao das massas, as condi¢des de
equilibrio para esse sistema podem ser descritas através da equacao (2):

CoVs = CVs+ C7°Vr (2)

Onde:
C, = concentracdo inicial do analito
V, = volume da amostra
0= concentracdo de equilibrio na amostra
Cf° = concentracdo de equilibrio na fase extratora da
fibra
V¢ = volume da fase extratora da fibra

As equacdes (1) e (2) podem ser combinadas e rearranjadas na
equacdo (3), sendo possivel calcular a concentracdo de analito extraido
pela fase extratora (C7°):

o __ KfsVs
G = Go KpsVy+Vs (3)

Esse modelo matematico também permite relacionar a
concentracdo do analito na fase extratora da fibra (C£”) com o nimero de
mol de analito extraido pela fase extratora, no equilibrio (ns), como
demonstrado na equacdo (4):
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As equagdes (3) e (4) podem ser combinadas e rearranjadas na
equacdo (5), que permite calcular o nimero de mol de analito extraido
pela fase extratora no equilibrio (ny).

KrsVsVy
OKpsVy+Vs

®)

Tlf:

Esse equilibrio de particdo do analito entre a fase extratora da fibra
e a amostra pode ser deslocado por influéncia da temperatura. A
temperatura tem efeito consideravel quando, no equilibrio, a temperatura
da amostra e da fibra muda de To para T, fazendo com que o coeficiente
de distribuicdo (Krs) mude de acordo com a seguinte equagao:

o= koo [2(- )] @

Onde:

Ko = constante de distribuicdo quando a fibra e a amostra
estdo em temperaturas To (em Kelvin)

AH = variagdo na entalpia molar do analito quando ele
migra da amostra para a fase extratora da fibra

R = constante universal dos gases

Quando o valor do coeficente de distribuicdo Kr; do analito
ultrapassa 1, significa que o analito tem uma energia potencial menor na
fase extratora da fibra do que na amostra, sendo entéo a particao do analito
na fibra exotérmica. Assim, o aumento da temperatura diminui o valor do
coeficiente de distribuicdo Ky, €, por consequéncia, a sorgdo do analito
pelo recobrimento da fibra também é diminuida.

2.3.1.2 Aspectos cinéticos da SPME

O tempo necessario para se atingir o equilibrio do analito entre a
amostra e a fase extratora da fibra (t,), a priori, depende da velocidade
com a qual os analitos migram pelas fases amostra, fibra e headspace ou
meio aquoso, e atravessam as interfaces fibra-headspace/meio aquoso,
fibra-amostra e amostra- headspace/meio aquoso. Esse processo de
transferéncia de massa pode ocorrer através de processos de difusdo, na
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auséncia de agitacdo mecénica, ou convec¢do, muito mais rapido que
difusdo e acelerado por agitacdo mecanica vigorosa (Borges et al., 2015).

Diante disso, o fator limitante para que o equilibrio seja
alcancado passa a ser o espalhamento uniforme dos analitos no
recobrimento da fibra. Esse tempo, em teoria, seria infinito e, diante das
incertezas associadas a parte experimental com SPME, é considerado um
tempo de equilibrio prético, tqse,, correspondente & 95% da quantidade
que seria extraida em um tempo infinito de extragdo.

@
te - t95% - 2D (8)
Onde:

(e) = espessura do recobrimento.
Dy = coeficiente de difusdo do analito no recobrimento

Assim, o tempo de equilibrio (t.) é proporcional a espessura do
recobrimento da fibra (e) — quanto maior, mais tempo necessario para se
atingir o equilibrio — e inversamente proporcional ao coeficiente de
difusdo do analito na fibra (D;). Quando a sensibilidade analitica
alcangada é suficiente para analises quantitativas, ndo é preciso obter o
equilibrio, sendo possivel trabalhar em condi¢des de pré-equilibrio
(Pawliszyn, 2009).

2.3.1.3 Desenvolvimento de metodologias com SPME

Quando um método de andlise utilizando SPME na etapa de
preparo de amostras é desenvolvido, é necessario levar em consideragdo
a otimizacdo das condicbes experimentais, com o objetivo de elevar ao
maximo a seletividade e a sensibilidade do procedimento. O desempenho
da SPME é geralmente dependente de parametros como a natureza da fase
extratora, modo de extracdo, modo de agitacdo, forca ibnica, pH da
amostra, temperatura e tempo de extragdo, discutidos a seguir (Souza-
Silvaetal., 2015; Xu et al., 2016).

2.3.1.3.1Modo de extracéo

A extracdo com a técnica de SPME pode ser realizada através de
imersdo direta (DI) ou headspace (HS). A extracdo por headspace é
indicada para analitos volateis ou semi-volateis, enquanto a imerséo direta
¢ geralmente recomendada para extragdo em matrizes aquosas sem
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material particulado, uma vez que matrizes sélidas ou particulas em
solucdo podem causar danos a fibra e diminuir seu tempo de vida. A
Figura 3 ilustra esses dois modos de extracao.

Figura 3. Microextragdo em fase s6lida nos modos Imerséo Direta e
Headspace.

[ ]
=
Imersio Direta Headspace
*a = Analitos

Fonte: Autoria prdpria, 2019.

O tempo necessério para alcangar o equilibrio entre os analitos
na fase estaciondria da fibra e a amostra gasosa é menor do que para
amostras aquosas, uma vez que o coeficiente de difusdo no transporte do
analito da fase gasosa para a fibra é maior do que da fase aquosa, fazendo
com que 0 modo headspace seja mais recomendado para andlise de
analitos volateis. Esse modo de extracdo é também especialmente
recomendado para amostras com uma grande quantidade de impurezas,
gue poderiam aderir & fibra e reduzir sua capacidade de adsorver os
analitos (Prosen, Zupancic-Krajl, 1999; Pawliszyn, 2009).

O procedimento de extracdo é realizado em duas etapas: a
primeira envolve a distribui¢do dos analitos sobre o revestimento, seja por
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imersdo direta ou headspace; e a segunda € a etapa de dessorcao térmica
ou liquida realizada antes da determinacdo analitica (Pawliszyn, 1995).

2.3.1.3.2 Recobrimento da fibra de SPME

A escolha do recobrimento da fibra precisa levar em
consideracgdo, especialmente, o tipo de amostra a ser analisada: polaridade
e volatilidade sdo as caracteristicas principais a serem avaliadas. Dentre
as fibras disponiveis comercialmente, os principais materiais disponiveis
sdo polimeros sorventes como polidimetilsiloxano, poliacrilato e
polietilenoglicol, ou s6lidos adsorventes como Carboxen, poliestireno-
divinilbenzeno e carvao ativo microparticulado (Sigma-Aldrich., 2019).
A Tabela 4 descreve os principais tipos de fibras de SPME disponiveis
comercialmente e suas aplicacGes.
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Tabela 4. Fibras de SPME disponiveis comercialmente.

Recobrimento Aplicacdo
Polidimetilsiloxano (PDMS) Compostos apolares, volateis e semivolateis
Poliacrilato (PA) Compostos polares (uso geral)
C(é;l)r(l;\(l)v\;?;/xcjll[\)/l\?gt))enzeno Compostos polares e volateis
PDMS/DVB Compostos polares
Carboxen/PDMS (CAR/PDMS) Compostos volateis, gasosos e para analises-traco
PDMS/DVB/CAR Compostos de ampla faixa de polaridade (C3 a Ca)

Fonte: Borges et al., 2015.
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A fibra PDMS/DVBI/Car, utilizada neste trabalho, é composta
por duas camadas homoceéntricas de recobrimento, onde o suporte possui
recobrimento de um filme de 25 um de Carboxen 1006 (carvdo ativo
macroporoso) o qual é recoberto novamente com uma segunda camada
de filme de 15 um de DVB, sendo ambos dispersos em PDMS. Esse tipo
de recobrimento é o mais apropriado para a sor¢do efetiva de analitos de
uma ampla faixa de polaridade e volatilidade, sendo geralmente indicado
para analises de amostras complexas (Sigma-Aldrich, 2019; Borges et al.,
2015).

2.3.1.3.3 Tempo de extracéo

O tempo de extragdo em SPME deve ser otimizado para que seja
0 mesmo ou esteja bem préximo do tempo de equilibrio, onde a
guantidade de analito extraida seria a maxima e proporcional a
concentracdo de analito presente na matriz. A determinacdo do tempo de
extracao ocorre através da relacdo entre o tempo de extracao e a resposta
analitica, por meio da massa extraida ou area do pico cromatografico
(Borges et al., 2015).

No entanto, trabalhar em condicdo de equilibrio pode ndo ser
possivel ou vidvel. Em alguns casos, o tempo de equilibrio pode ser
demasiadamente grande, o que pode tornar o processo impraticavel.
Conjuntamente, em muitos casos ocorre decréscimo na massa extraida
apo6s tempos muito longos de extracdo. Isso pode acontecer devido a
competicdo entre as moléculas dos analitos e os sitios ativos, o que além
de dificultar a obtencdo do equilibrio, também impede uma correla¢do
verdadeira entre as massas extraidas e as concentragdes (Pawliszyn,
2009). Outros fatores que podem ocasionar um decréscimo na quantidade
de massa extraida apds tempos muito longos de extragao séo a perda dos
analitos por adsorcdo a superficie ou por difusdo através das tampas e
septos dos frascos utilizados na extracdo (Borges et al., 2015).

2.3.1.3.4 Temperatura de extragdo

A variacdo da temperatura de extragao influencia duplamente: na
posi¢do dos equilibrios envolvidos e na velocidade com que estes séo
alcancados. Como explicado anteriormente na secdo 2.3.1.1, o0 acréscimo
de temperatura aumenta a taxa de transferéncia de massas entre as fases
envolvidas, fazendo com que o equilibrio seja alcancado mais
rapidamente (Prosen, Zupancic-Krajl, 1999). No entanto, apesar de
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aumentar a difusdo dos coeficientes dos analitos, o aumento da
temperatura também é responsavel por reduzir a constante de distribuicao
do analitos, uma vez que a adsorcdo é um processo exotérmico,
diminuindo a eficiéncia de extracdo (Alpendurada, 2000). Assim, o efeito
geral da temperatura ndo é previsivel, sendo necessario que a otimizagdo
da temperatura seja realizada de forma empirica.

2.3.1.3.5 Técnica de agitacao

De acordo com Valente e Augusto, 2000, a otimizacdo da
agitacdo é essencial para a diminuicdo do tempo de extracdo, uma vez que
maiores agitacfes facilitam o contato entre analito e fibra. A técnica de
agitacdo mais utilizada é a agitacdo com barras magnéticas de teflon, por
ser mais simples. Na literatura, outra técnica de agitacdo foi apresentada
recentemente por Mendes et al. 2018, que descreveu o uso de disco
rotativo com barra magnética para analise de amostras de solo.

2.3.1.3.6 Condicionamento do meio aquoso

A variagdo de pH e concentracdo de sal em amostras aquosas séo
dois fatores que podem ter influéncia no deslocamento da posigdo dos
equilibrios de extracdo. O efeito do pH na eficiéncia de extracdo é mais
consideravel em analises de moléculas que tenham caracteristicas acidas
ou basicas em meio aquoso. As formas i6nicas dos compostos organicos
ndo podem ser extraidas pois ndo sdo volatilizaveis nem sollveis nas fases
extratoras usadas em SPME, sendo necessario que as moléculas estejam
em sua forma neutra. Para isso, é preciso que o equilibrio de dissocia¢do
seja deslocado no sentido de sua forma néo ibnica, ajustando-se o pH para
1-2 unidades abaixo do pKa dos analitos acidos, ou 1-2 unidades acima
do pKa para analitos basicos (Pawliszyn, 2009; Kirschner et al., 2017).

O ajuste da forca ibnica, geralmente realizado com adicéo de
cloreto de sddio, pode favorecer a extracdo de analitos polares através do
chamado efeito salting out. Nesse efeito, os ions Na* e Cl- séo solvatados
pelas moléculas de agua, fazendo com que menos moléculas de agua
estejam disponiveis para solubilizar os analitos, viabilizando a migracédo
destes para o recobrimento extrator da fibra. No entanto, altas
concentracgdes de eletrélitos podem provocar um efeito contrério, onde as
interacdes entre as moléculas dos analitos e os cations e anions
provenientes do sal passam a ser significativas, causando uma diminuicdo
na mobilidade dos analitos para a fase extratora (Pawliszyn, 2009; Merib,
2016). O aumento da forca ibnica em amostras aquosas contendo analitos
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apolares pode ter um efeito contrario, prejudicando a eficiéncia de sua
extracdo. Esse efeito pode ser explicado através do chamado oil effect,
onde os analitos sdo repelidos para a interface agua/headspace,
minimizando a interacdo com a fibra imersa no meio aquoso (Dias, 2015).
A reducdo da solubilidade causada pelo aumento da forga i6nica também
pode resultar em precipitacdo ou adsor¢do dos analitos nas paredes do
frasco de vidro. Assim, a influéncia da forca idbnica em uma analise
também tem carater imprevisivel, sendo necessario que sua determinacao
seja feita empiricamente.

2.3.2 Extragdo sortiva em disco rotativo

A técnica de RDSE surgiu para superar uma limitacdo da técnica
de SBSE, que foi introduzida em 1999 e seus principios sdo semelhantes
aos da SPME (Baltussen et al., 1999). Apesar de sua eficacia e vantagens
como uma técnica ecologicamente correta, a SBSE apresenta limitacdes
em relacdo aos danos fisicos causados a fase extratora devido ao contato
direto com a parte inferior do frasco quando o dispositivo é agitado no
frasco de extracdo (Liu et al., 2005).

Para superar essa desvantagem, Richter et al. utilizou um disco
rotativo revestido com PDMS em sua superficie superior, introduzindo
assim a técnica de RDSE (Richter et al., 2009). Uma segunda versao do
RDSE foi descrita em 2014, onde o disco rotativo de teflon continha uma
cavidade preenchida com uma fase sorvente, selecionada de acordo com
a polaridade dos analitos. Para evitar o vazamento da fase sorvente, a
cavidade é coberta com filtro de fibra de vidro e selada com um anel de
teflon, como ilustrado na Figura 4 (Cafas e Richter, 2012).
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Figura 4. Diagrama para a segunda versao do disco rotativo com
cavidade.

Disco Rotatério

Anel

Filtro

Amostra

Disco rotatério

............ "" ., g Agitador magnético
2 —

Corpo do disco (Teflon)
Barra magnética

Fonte: Adaptado de Carias et al., 2014.

Geralmente os estudos envolvendo o uso de RDSE faz, em sua
maioria, analises de amostras aquosas (Carasek et al., 2018). Seu uso
associado a cromatografia liquida de ultra eficiéncia ja foi reportado para
a quantificacdo de drogas acidas em aguas residuais, através de um
método ambientalmente amigavel com o uso reduzido de solventes
organicos toxicos (Becerra-Herrera et al. 2015). Destaca-se também a
proposta de novas fases extratoras, como por exemplo o uso de polimeros
molecularmente impressos, apresentada em 2015 por Manzo et al. para
determinacéo de diclofenaco e acido mefenamico em amostras de aguas
residuais. Em 2017, o uso de liquidos i6nicos intercalados em
montmorilonita como fase extratora em RDSE para determinago de
bifenilas policloradas (PCBs) em amostras aquosas (Fiscal-Ladino et al.,
2017).

Apesar das diversas vantagens associadas aos procedimentos de
microextracdo em comparacdo as técnicas convencionais de extracao,
existem limitacbes em relacdo & anélise de amostras solidas,
especificamente na determina¢do de compostos de baixa volatilidade. A
maioria dos estudos envolvendo o uso de RDSE ainda fazem anélise de
matrizes aquosas, sendo o disco utilizado como imobilizador da fase
extratora (Carasek et al., 2018). Assim, uma terceira aplicacdo de disco
rotativo associada a SPME foi descrita por Mendes et al. para a andlise
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de amostras de solo para determinar compostos ndo polares, como PCBs
(Mendes et al., 2018).

Nesta terceira versdo, ilustrada na Figura 5, a cavidade do disco
é preenchida com a amostra sélida a ser analisada em vez de um material
sorvente, e a dgua presente no frasco age como solvente de lixiviagdo. Os
analitos sdo entdo transferidos da amostra sélida para a dgua a uma
temperatura apropriada, deixados por um tempo suficiente para que o
equilibrio de transferéncia de massa seja atingido, e entdo extraidos da
agua por imersao direta por SPME (DI-SPME).

Figura 5. Dispositivo de disco rotativo com cavidade em nova
aplicacéo.

Papel filtro Tampa Disco rotativo
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

O principal objetivo do trabalho é o desenvolvimento de um
método verde e simples para a extracdo de agrotéxicos em amostras de
arroz atraves do uso combinado do dispositivo utilizado na técnica de
extracdo sortiva em disco rotativo (RDSE) e da microextracdo em fase
solida (SPME) sem a utilizacdo de solventes organicos no procedimento
de preparo de amostra.

3.2  Objetivos especificos

o Otimizar as condicBes de extracdo como massa de amostra,
tempo e temperatura de extragdo e porcentagem de sal;
o Determinar os parametros analiticos de mérito tais como a

linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificacéo, exatidao,

precisdo intra-dia e precisdo inter-dia;

Avaliar a robustez da metodologia através do método de Youden;
. Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras de arroz

obtidas no comércio local.
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4 METODOLOGIA
4.1 Materiais e reagentes

Padrdes analiticos de carbofurano, molinato, atrazina, simazina e
tebuconazol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, W1, EUA)
e, em seguida, usados para preparar solucBes padrdo separadamente
desses compostos na concentragdo de 1000 mg L' em metanol obtido da
J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA). As solu¢des padrdo foram usadas
para preparar uma mistura dos compostos em metanol na concentracédo de
50 mg L* de tebuconazol e 10 mg L dos demais analitos. A agua foi
acidificada com acido cloridrico da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,
EUA) em pH aproximadamente de 2,2. Cloreto de sodio (Synth, Séo
Paulo, Brasil) foi utilizado para avaliar a influéncia da forca i6nica. O
disco rotativo utilizado foi obtido da VWR International (Radnor, PA,
EUA). Este dispositivo consiste de um disco de Teflon contendo uma
barra magnética de 1,5 cm de didmetro e uma cavidade de 0,44 cm3. O
anel de teflon usado para selar o disco foi coberto com um papel de filtro
qualitativo (tamanho médio dos poros de 14 um) obtido da J. Prolab
(Parand, Brasil). Um liquidificador Philips Walita modelo R12030/00
(Amsterdam, Holanda) foi usado para moer as amostras de arroz, para um
tamanho médio de 10 mesh. Um banho termostatico (Microquimica Ind.
e Com. Ldta, Palhoga, Santa Catarina, Brasil), agitadores magnéticos
(Dist, Florian6polis, Santa Catarina, Brasil), frascos de 40 mL da Supelco
(Bellefonte, PA, EUA) foram wusados. A fibra de SPME
(DVB/Car/PDMS, 50/30 um de espessura, 2 cm de comprimento) foi
obtida da Supelco. Agua ultrapura foi purificada em um sistema Mega
Purity (Billerica, EUA) com resistividade de 18 pQ.cm.

4.2  Amostras de arroz

Amostras de arroz provenientes de produtores industriais
certificados dos tipos parboilizado e organico (ambos do tipo 1) foram
adquiridas no comércio local (Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil). As
amostras de arroz foram previamente moidas em um liquidificador para
aumentar a érea superficial em um tamanho médio de granulometria de
10 mesh. Em seguida, 1,0 g da amostra de arroz foi inserida em um béquer
e coberta com diferentes volumes de solu¢do da mistura contendo os
analitos para obter diferentes concentragdes dos analitos juntamente com
cerca de 2 mL de metanol para a total homogeneizacdo. A amostra entéo
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foi agitada e deixada em repouso por pelo menos 24 h até a secagem
completa do solvente antes do desenvolvimento do procedimento de
extracao.

4.3 Instrumentacéo e condig¢fes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um
cromatografo a gas QP-Plus 2010 acoplado a um espectrdmetro de massa
(Shimadzu, Kyoto, Japan). A separacdo cromatogréafica foi realizada em
uma coluna capilar Restek (Torrance, CA, USA) modelo Rtx®-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura do filme), e hélio ultrapuro foi usado
como gas de arraste em fluxo constante de 1 mL min. A temperatura do
injetor foi ajustada em 250 °C e a temperatura do forno foi inicialmente
estabelecida em 60 °C, mantida por 1 min, aumentada para 150 °C a uma
taxa de 25 °C min! e depois aumentada para 270 °C a uma taxa de 15 °C
min' e mantida por 3,5 min, totalizando 16,10 min de corrida
cromatogréfica. Todas as inje¢des foram realizadas manualmente em
modo splitless.

O espectrometro de massas foi operado no modo por
eletroionizacdo (El) a 70 eV. A temperatura da fonte de ions foi ajustada
em 250 °C e a interface a 290 °C, com um tempo de corte do solvente de
3 min. Nenhum efeito residual foi observado sob as condi¢bes
experimentais. A quantificagdo dos analitos foi realizada em modo de
monitoramento de ion selecionado (SIM) utilizando o ion de maior
intensidade e as razdes massa/carga (m/z), que sdo mostradas na Tabela
5.

Tabela 5. Analitos estudados, classe dos agrotdxicos e razdes
massa/carga.

lons de identificacdo para

Analito Classe método SIM (m/z)*
Carbofurano Carbamato 164, 149, 122, 131, 123
Molinato Carbamato 55, 126, 41, 42, 56
Atrazina Triazina 200, 215, 58, 173, 202
Simazina Triazina 44, 201, 186, 43, 173
Tebuconazol Triazol 125, 70, 250, 83, 127

*Qs ions em negrito foram utilizados para a determinacgéo
guantitativa dos analitos
Fonte: Autoria propria, 2019.



49

4.4 Otimizacdo dos parametros de extracao

Os parametros que podem influenciar a eficiéncia de extragéo
dos analitos por DI-SPME usando a fibra comercial DVB/Car/PDMS
foram avaliados. Primeiramente, foi realizada uma otimizag&o univariada
para avaliar a massa de arroz a ser inserida na cavidade do disco rotativo,
e nesta etapa foram investigadas as massas de 50, 75, 100 e 125 mg
(maximo valor possivel de inserir na cavidade), na qual os experimentos
foram realizados em triplicata. O tempo de extracdo (30 a 120 min), a
temperatura de extracao (20 a 80 °C) e a concentracgdo de cloreto de sddio
(0 a 30% (m/v)) foram avaliados simultaneamente através de um
planejamento composto central, totalizando 17 experimentos, incluindo
uma triplicata no ponto central como mostrado na Tabela 6. As extragdes
foram realizadas em uma concentracdo de 2500 ng g de tebuconazol e
500 ng g* dos outros analitos nas amostras de arroz. Todas as extracdes
foram realizadas sob controle de temperatura com o auxilio de um banho
termostatizado, com agua em pH 2,2. e sob agitagdo magnética constante
de 2300 rpm. Os dados experimentais foram avaliados usando Microsoft
Excel 2016, Statsoft Statistica 8.0 e Estatcamp Action Stat.
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Tabela 6. Planejamento composto central para avaliacdo do tempo, temperatura e adi¢do de sal no procedimento de

extracao.
Experimento Tempo (min) Sal (%) Temperatura (°C)
1 48 6 30
2 48 24 68
3 102 6 68
4 102 24 30
5(C) 75 15 49
6 48 6 68
7 48 24 30
8 102 6 30
9 102 24 68
10 (C) 75 15 49
11 30 15 49
12 120 15 49
13 75 0 49
14 75 30 49
15 75 15 20
16 75 15 80
17 (C) 75 15 49

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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45 Validagdo da metodologia desenvolvida

As figuras analiticas de mérito foram determinadas usando as
condi¢des de extragcdo previamente otimizadas. Curvas de calibracdo
foram obtidas em cinco diferentes concentragcfes de cada analito, em que
foi possivel determinar a faixa linear de trabalho, os coeficientes de
correlagdo (r), limite de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo
(LOQ). As curvas de calibracdo foram construidas plotando a area do pico
cromatogréafico versus a concentracdo de analitos adicionados as amostras
de arroz em triplicata. Os coeficientes de correlacdo (r) foram calculados
com base nas curvas de calibragdo. Os valores de LODs e LOQs foram
calculados com base nas razbes sinal-ruido de 3 (S/IN=3) e 10
(S/N = 10), respectivamente.

As recuperaces relativas (n=3) e precisdo intra-dia (n=3) foram
obtidas através da extracdo de concentracdes conhecidas dos analitos nas
amostras de arroz, enriquecidas em trés niveis (50, 500 e 1500 ng g~* para
o molinato, 50, 2500 e 7500 ng g ! para o tebuconazol e 10, 500 e
1500 ng g ! para os outros analitos). A precisdo inter-dia (n=9) foi
avaliada realizando-se as extragdes nas amostras de arroz enriquecidas
com os analitos (2500 ng g para o tebuconazol e 500 ng g~* para 0s
outros analitos), em trés dias consecutivos.

Além disso, para avaliar a robustez do método desenvolvido, foi
realizado o teste de Youden, variando os principais fatores que podem
influenciar a resposta do método, que sdo mostrados na Tabela 7 com suas
respectivas variagoes.
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Tabela 7. Parametros experimentais e respectivas variages para avaliacdo da robustez do método.

Parametro Nivel
Baixo (-) Nominal Alto (+)
Temperatura (P1) 78 °C 80°C 82°C
Tempo de extracdo (P2) 38 min 40 min 42 min
Tempo de dessor¢édo (P3) 9 min 10 min 11 min
Fluxo do gas (P4) 0,9 mL min ! 1 mL min -t 1,1 mL min !
Rotacdo do disco (P5) 2200 rpm 2300 rpm 2400 rpm
Quantidade de amostra (P6) 123 mg 125 mg 127 mg
Temperatura do injetor (P7) 248 °C 250 °C 252 °C
Fonte: Autoria prdpria, 2019.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Algumas condigdes foram fixadas inicialmente para avaliar o
desempenho da metodologia visando a maxima eficiéncia de extracgdo,
sendo assim, a fibra de SPME DVB/Car/PDMS de 2 cm foi a fibra
comercial escolhida devido a sua aplicabilidade para a extracdo de
compostos com uma ampla gama de volatilidade e polaridade, além da
possibilidade de alcancar baixos valores de LOD e LOQ (Pawliszyn,
2009). O modo de extracdo de imersao direta foi utilizado devido a baixa
volatilidade dos analitos e o pH da agua ultrapura foi ajustado para 2,2 de
acordo com o pKa dos analitos, sendo necessario que os analitos estejam
na forma ionizada para serem facilmente lixiviados da amostra de arroz
para a agua e entdo posteriormente serem extraidos para a fibra de SPME.
Embora alguns compostos estejam ionizados nesse pH, a eficiéncia de
extracdo com a fibra de SPME néo foi prejudicada como sera visto nos
resultados das respostas cromatograficas que foram bem satisfatdrias.
Assim, uma condicdo de compromisso do pH do meio foi escolhida para
todos os analitos avaliados. Outro parametro que pode afetar a lixiviagdo
dos analitos para a agua é a velocidade de agitacdo do disco, na qual
maiores velocidades de agitacdo aumentam o transporte de massa e
diminuem o tempo de extracdo (Cafas et al., 2014), sendo assim, a maior
velocidade possivel foi escolhida considerando a estabilidade do disco no
frasco, sendo de 2300 rpm.

5.1  Otimizacdo dos parametros de extracdo na etapa de preparo
de amostra

5.1.1 Otimizacéo da massa de amostra de arroz

A massa de amostra de arroz inserida na cavidade do disco é um
fator importante para alcancar menores LODs e LOQs da metodologia.
Em geral, maiores quantidades de amostra resultam em uma quantidade
maior de analitos que pode ser transferida para a fase aquosa e extraida
pela fibra de SPME, consequentemente atingindo menores limites. Nesta
otimizagdo, massas de arroz na faixa de 50 a 125 mg foram avaliadas,
sendo a massa de 125 mg a massa maxima que pode ser inserida na
cavidade do disco. Para esta otimizacdo, foram adotadas as &reas de pico
cromatogréaficas normalizadas em relacdo a massa pesada. Os resultados
obtidos nesta avaliagdo sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito da quantidade de amostra de arroz na extracdo dos agrotoxicos selecionados nesse estudo.
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Como as respostas obtidas com diferentes massas foram muito
semelhantes para alguns dos analitos, foi realizado um teste estatistico
através da ANOVA, que é mostrada na Tabela 8. O teste ANOVA
mostrou que o valor de p foi maior que 0,05, portanto, nenhuma diferenca
significativa nas respostas para os analitos usando diferentes massas de
arroz foi notada. Além disso, para avaliar a capacidade maxima da
cavidade do disco e o desempenho da extracdo nessa condigdo, 125 mg
foram escolhidos para os prdximos experimentos. Apesar de o valor
méaximo de massa de amostra (125 mg) ter sido escolhido, ainda €
significativamente menor que as quantidades de 5 g e 10 g de arroz usado
em outras metodologias previamente relatadas (Nguyen et al., 2008; Hou
etal., 2013).
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Tabela 8. Avaliacgdo estatistica utilizando ANOVA: Fator unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 5 42434666 8486933 2.98E+14
Coluna 2 5 48124800 9624960 3.6E+14
Coluna 3 5 36848760 7369752 2.12E+14
Coluna 4 5 31266566 6253313 1.47E+14
ANOVA
Fonte de variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 3.15E+13 3 1.05E+13 0.04137 0.988359 3.238872
Dentro de grupos 4.07E+15 16 2.54E+14
Total 4.1E+15 19

Fonte: Autoria prdpria, 2019.
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5.1.2 Otimizagé&o do tempo e temperatura de extragdo e de adi¢do de sal

Para essa otimizacdo foi utilizado um planejamento composto
central para a avaliagdo simultanea da temperatura de extracao, tempo de
extracdo e concentracdo de sal. As superficies de resposta obtidas a partir
desse planejamento sdo mostradas na Figura 7 com a resposta
correspondente as medias geométricas dos picos cromatograficos dos
analitos, que apresentou uma funcdo quadratica com coeficiente de
determinacdo igual a r2 = 0,8892, 0 que representa um resultado bastante
satisfatorio para esse tipo de superficie resposta, pois revela uma boa
correlacdo entre os dados experimentais e os valores preditos. Segundo a
Figura 7, as melhores condicGes de extracdo foram obtidas com um tempo
de extracdo de 40 min a 80 °C e sem a adicdo de cloreto de s6dio no meio
aquoso.
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Figura 7. Superficie de resposta obtida através do planejamento composto central, na concentracdo de 2500 ng g
para o tebuconazol e 500 ng g * para os demais analitos. A) Tempo de extracdo versus temperatura de extracéo; B)
Porcentagem de NaCl versus temperatura de extracéo.
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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A temperatura é um pardmetro importante a ser avaliado em
microextracdo em fase sdlida, uma vez que altas temperaturas podem
reduzir significativamente o tempo de equilibrio, tornando o processo de
extracdo mais rapido (Pawliszyn, 2009). Entretanto, um limite de 80 °C
foi estabelecido para evitar a alta pressao interna, devido ao uso de agua
no sistema de extracdo (Mendes et al., 2018). Como pode ser visto na
Figura 7-A, um aumento na temperatura resultou em uma resposta
analitica mais alta, pois maiores temperaturas aumentam a difusdo dos
analitos, resultando em maiores taxas de transferéncia de massa dos
analitos presentes na matriz para a agua e, posteriormente, para a fibra de
SPME (Pawliszyn, 2009). Este resultado também explica o tempo de
extracdo reduzido associado a altas temperaturas. O tempo de extracao
variou de 30 a 120 min e respostas satisfatorias foram obtidas aplicando-
se um tempo de 40 min, conforme mostra a Figura 7-A.

O efeito do sal foi estudado variando-se a concentragéo de cloreto
de sddio de 0 a 30% (m/v), que é a porcentagem de saturacdo de NaCl em
agua em temperatura ambiente. De acordo com a Figura 7-B, um aumento
na concentracdo de NaCl ndo promoveu melhora significativa na
eficiéncia de extragdo, portanto, devido ao comportamento experimental
observado, ndo foi adicionado sal as amostras na etapa de extragao.

5.2 Visdo geral do procedimento experimental otimizado

O procedimento de preparo de amostra otimizado desenvolvido
nesse trabalho esta demonstrado na Figura 8. Primeiramente, 125 mg da
amostra de arroz com granulometria aproximada de 10 mesh foram
inseridos na cavidade do disco e o anel de teflon combinado com papel
quantitativo foi utilizado para selar o disco e aprisionar a amostra de arroz
no interior do dispositivo. O disco foi entdo inserido em um frasco de
vidro de 40 mL e coberto com 25 mL de agua ultrapura de pH 2,2. O
frasco foi agitado manualmente e colocado no banho termostatico a 80 °C
para o procedimento de extracdo utilizando um agitador magnético a 2300
rpm. Em seguida, a fibra comercial de SPME foi inserida no frasco no
modo de imersao direta por 40 min. Apés esse periodo de tempo, a fibra
foi entdo retirada e inserida no injetor do GC-MS para a realizagdo da
dessorgdo térmica por 10 min.
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Figura 8. Procedimento experimental otimizado da metodologia
desenvolvida.
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Fonte: Autoria prdpria, 2019.

5.3 Validacdo da metodologia desenvolvida

Apo6s a otimizagdo de todos os pardmetros da metodologia
desenvolvida, 0 método proposto nesse trabalho foi validado a partir da
obtencdo de curvas de calibracdo usando amostras de arroz organico
parboilizado fortificadas com concentracBes conhecidas dos analitos.
Como pode ser visto na Tabela 9, uma linearidade satisfatoria foi obtida
para este método, com coeficientes de correlacdo variando de 0,9881 para
simazina a 0,9998 para carbofurano. Os valores obtidos para os limites de
detecgdo atingiram niveis de partes por trilhdo para dois analitos e partes
por bilhdo para trés analitos, representando resultados importantes para a
analise de tracos. Os LODs variaram de 0,46 ng g para simazina a 5,9
ng g para o tebuconazol e os LOQs variaram de 1,53 ng g* para simazina
a 19,7 ng g para o tebuconazol. O regulamento da Unido Europeia (EC)
N° 396/2005 estabelece limites maximos de residuos para estes
agrotéxicos em arroz de 10 ng g* para o carbofurano, molinato e
simazina, 50 ng g para atrazina e 1000 ng g* para o tebuconazol
(Comissdo Europeia, 2018). Portanto, 0 método proposto neste estudo
apresenta excelentes resultados para todos os agrotoxicos avaliados, com
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valores de LOD e LOQ abaixo dos valores estabelecidos nas
regulamentacgdes para estes compostos em amostras de arroz.
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Tabela 9. Faixa linear de trabalho, equacdo linear, coeficiente de correlacdo, limite de deteccdo e de quantificacdo

para os analitos.

. Faixa linear de - LOD LOQ
Analito trabalho (ng g Equacéo linear r (ng g (ng g
Carbofurano 10-1500 y = 18,247x + 389,76 0,9998 2,5 8,5
Molinato 50-1500 y = 3182,4x + 378653 0,9989 3,7 12,2
Atrazina 10-1500 y =292,85x + 11325 0,9963 0,57 1,9
Simazina 10-1500 y = 149,97x + 23023 0,9881 0,46 1,53
Tebuconazol 50-7500 y = 37,105x + 3701 0,9993 5,9 19,7
Fonte: Autoria prdpria, 2019.
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A exatiddo e a precisdo da metodologia foram avaliadas com base
nas recuperagdes relativas, em triplicatas, na qual amostras de arroz
organico parboilizado foram fortificadas com os analitos em trés
concentrages diferentes, conforme detalhado na metodologia. Os
resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 10. A recuperacdo relativa
dos analitos variou de 76% (50 ng g*) a 109% (500 ng g*), ambos para 0
molinato. A precisao intra-dia e inter-dia variou de 1,3% a 19% e de 3,5%
a 6,5%, respectivamente. Também pode ser observado que existe uma
relacdo inversa entre solubilidade e recuperacdo: compostos mais sollveis
(carbofurano, 322 mg L e molinato, 1100 mg L* a 20°C [PPDB, 2018])
tendem a permanecer na agua em vez de serem extraidos pela fibra do que
compostos menos soldveis (tebuconazol, 36 mg L'?; atrazina, 35 mg L e
simazina, 5 mg L a 20° C [PPDB, 2018]), o que reduz a recuperagdo
relativa. Ambos os resultados estdo de acordo com as diretrizes de
validacdo para analise de agrotdxicos SANTE/11945/2015 estabelecidos
pela Comissdo Europeia, em que as recuperagdes médias aceitaveis estdo
dentro da faixa 70-120% com uma repetibilidade associada ou RSD <
20%.
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Tabela 10. Recuperacdo relativa dos analitos e precisao inter-dia e intra-dia para a extracdo dos agrotoxicos das
amostras de arroz orgéanico fortificadas.

Precisdo (RSD %)

. Fortificacdo Recuperacéao
Analito (nggd)  Relativa (%) (n=3)
Intra-dia (n=3) Inter-dia (n=9)
10 82 1.3 -
Carbofurano 500 93 3.2 51
1500 86 3.4 -
50 76 14 -
Molinato 500 109 3.8 5.9
1500 96 5.3 -
10 100 1.8 -
Atrazina 500 82 34 5.2
1500 101 7.3 -
10 107 5.4 -
Simazina 500 89 9.4 6.5
1500 96 3.6 -
50 94 7.8 -
Tebuconazol 2500 105 10 3.5
7500 98 19

Fonte: Autoria propria, 2019.
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De acordo com a Conferéncia Internacional da Harmonizagéo
(ICH, do inglés International Conference on Harmonisation), 6rgéo
responsavel por diretrizes multidisciplinares (ICH, 2018), a robustez de
um procedimento analitico € uma medida de sua capacidade de ndo ser
afetada por variagbes pequenas, mas deliberadas, nos parametros do
método e fornece uma indicacdo de sua confiabilidade para uso regular.
Para avaliar a robustez do método desenvolvido, o teste de Youden foi
realizado (Youden, 1972).

Neste teste, os principais fatores que podem influenciar a
resposta do método sdo primeiramente identificados. Para cada um desses
fatores, os valores nominais (neste caso, aqueles estabelecidos por meio
da otimizacdo) e os valores extremos (alto e baixo) sdo definidos,
simulando uma aplicacéo de rotina. O experimento é entdo planejado de
acordo com o design de dois niveis de Placket e Burman, que avalia f
fatores em N = f + 1 experimentos (Leonardi et al., 2015). Sete fatores
foram examinados em dois niveis, baixo (-) e alto (+), dando origem a
oito experimentos, de acordo com o projeto de Plackett e Burman (Tabela
5). O método Lenth foi aplicado para avaliar os principais efeitos das
variaveis (Lenth, 1989). Os efeitos em valores absolutos (|Ex|) para cada
fator sdo mostrados na Tabela 11.

Para interpretar os resultados obtidos, o método Lenth foi
explicado como uma abordagem estatistica. A identificacdo gréafica dos
efeitos relevantes foi realizada com base na Figura 9. Dois critérios sao
descritos no método Lenth: margem de erro (ME) e margem de erro
simultdnea (SME). ME é um critério de validagdo para significancia
estatistica quando apenas um efeito é investigado. Quando mdltiplos
efeitos sdo testados, como neste estudo, 0 SME é usado como um limite
numérico, e qualquer valor que exceda o SME é considerado como
significativo (Bokor et al., 2017).

O SME foi calculado de acordo com Leonardi et al. (Leonardi et
al., 2015) com um nivel de confianga de 95% (0=0.05), e o valor obtido
foi 168527, como mostrado na Figura 9. Todos os valores absolutos
obtidos para os efeitos (|Ex|) estdo abaixo do SME, indicando que nenhum
dos fatores apresenta um efeito significativo. Isso é consistente com a
ilustracdo grafica dos resultados, indicando que a metodologia
desenvolvida nesse trabalho é robusta.
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Figura 9. Gréfico de Lenth para a metodologia desenvolvida nesse

trabalho.
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Tabela 11. Efeitos obtidos do planejamento de sete fatores Plackett-

Burman.
Efeitos — Valores absolutos
Fator
(IExI)

P1 4680
P2 1820.5
P3 12472
P4 456625
P5 35144
P6 160475
P7 108665

Fonte: Autoria propria, 2019.



67

5.4 Comparacdo do método proposto com métodos descritos na
literatura

Os resultados obtidos utilizando o método desenvolvido neste
estudo foram comparados com valores obtidos em outros estudos
previamente relatados na literatura para a determinacdo de agrotdxicos
em amostras de arroz utilizando diferentes técnicas de preparo de
amostras, como mostrado na Tabela 12. Como pode ser visto, nenhum
solvente toxico é usado no método descrito neste trabalho, que é um
resultado muito importante em relagdo aos principios da Quimica Verde.
Além disso, a quantidade de amostra necessaria neste estudo para extrair
0s agrotdxicos é muito menor do que em outros métodos. Em relacdo aos
LODs e LOQs para 0 método desenvolvido neste estudo, os valores sdo
satisfatorios, exibindo valores menores que os de outros métodos
reportados para 0s mesmos objetivos deste trabalho. Além disso, a
instrumentacdo utilizada é relativamente simples em comparacdo com a
necessaria para a maioria dos outros métodos disponiveis na literatura.
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Tabela 12. Comparacdo do método desenvolvido neste trabalho com outros reportados na literatura para a
determinacdo de agrotoxicos em arroz através de diferentes técnicas de preparo de amostras.

Técnica Detalhes (rl]‘gogl?l) (rll_gog?l) Referéncia
2,52 8,52
RDSE - 3,7° 12,20
modificado/SPME e 125 mg de arrr?]zirﬁ)alrg?;gé%dr?, se_gn solvente, 40 0,57¢ 1,9¢ Este trabalho
GC-MS ! 99 0,46¢ 1,53¢
5,9 19,7¢
QUEChERS, d-SPEe 5 g de arroz, 10 mL de MeCN, >73 min, 10-200 2,7 8,6°
GC-MS}MS ' na ot ' ’ 7,1° 23,8° (Hou et al., 2013)
99 5.8¢ 19,2¢
QUEChERS 0,452 1,512
modificado, d-SPE, 2 g de casca de arroz, 5 mL de MeCN, >11 min, 0,49° 1,64¢ (Han et al., 2018)
m-PFC e GC- 0,1-5ng g* 0,53¢ 1,77¢ N
MS/MS 0,19¢ 0,62¢
1 g dearroz, 112.5 mL de ciclohexano, 50 mL de c c (Liang et al.,
MSPE e HPLC DMF, 27 mL de hexanol, >25 min, 2-1000 ng g* 0,04 0,14 2018)
MASE-SPE e 1 g de arroz, 5 mL de MeCN, 30 mL de MeOH, 172 5 72 (Song et al.,
HPLC-MS/MS >16min, 1,1-4,2 ng g'* ’ : 2014)

Legenda: a - carbofurano; b - molinato; ¢ - atrazina; d - simazina; e - tebuconazol.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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5.5 Aplicacdo da metodologia desenvolvida

O método desenvolvido foi aplicado em quatro diferentes amostras
de arroz parboilizado adquiridas em mercados locais da cidade de
Floriandpolis, Brasil. As analises dessas amostras ndo apresentaram a
presenca dos agrotdxicos ou a concentragdo dos mesmos estavam
presentes nas amostras em uma concentracdo abaixo do LOD da
metodologia desenvolvida.  Os cromatogramas obtidos para 0s
agrotoxicos extraidos de uma das amostras de arroz enriquecido (7500 ng
g para tebuconazol e 1500 ng g* para os outros analitos) e de uma
amostra de arroz ndo enriquecido sdo mostrados na Figura 10.
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Figura 10. Cromatogramas dos ions totais para amostra ndo fortificada e fortificada obtidos através da metodologia
proposta. (A) amostra de arroz ndo fortificada; (B) arroz fortificado com 7500 ng g de tebuconazol e 1500 ng g dos

outros analitos.

65000
60000
55000
50000 4
45000
40000 |
35000 4
30000
25000 |
20000
15000
10000 4
5000
0

Intensidade

34

T
8 10

Tempo (min)

Legenda: 1 - carbofurano, 2 - molinato, 3 - atrazina, 4 - simazina e 5 — tebuconazol.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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6 CONCLUSOES

Um método livre de solvente para a determinacdo de
agrotoxicos polares e semi-polares em amostras de arroz
utilizando disco rotativo simultaneamente com DI-SPME em
uma Unica etapa foi desenvolvido com éxito, pela primeira vez,
para analisar amostras de alimentos sélidos. Os resultados
obtidos para as figuras analiticas de mérito sdo satisfatdrios, com
alta eficiéncia e boa robustez. Apenas pequenas quantidades de
amostra sdo necessarias e 0s valores de LODs e LOQs
alcancados sdo menores do que os da maioria dos procedimentos
relatados na literatura para a determinacdo de agrotdxicos em
amostras de arroz.

A abordagem verde também é uma caracteristica
notavel neste estudo, uma vez que o método desenvolvido utiliza
agua como solvente de lixiviacdo, o que torna a amostra sélida
compativel com o SPME para a determinacdo de compostos
polares e de baixa volatilidade. Além disso, esse método mostra-
se promissor para aplicacdo em outras matrizes alimentares
como feijdo, soja, trigo e/ou milho. De maneira geral, 0 método
desenvolvido apresenta grande potencial para a extracdo e
determinacdo de diferentes classes de agrotéxicos em amostras
de alimentos solidos.
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