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RESUMO

O ensaio de validacdo é uma etapa critica para assegurar a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados. No
presente estudo, um procedimento analitico baseado na microextracdo em fase liquida empregando um novo dispositivo
semiautomatizado para determinagdo de residuos de agrotdxicos em amostras de vinho foi validado considerando os
parametros analiticos para validagao do tipo “single laboratory”. O dispositivo de microextragdo foi acoplado a um arranjo
contendo uma bomba peristaltica e um agitador vortex com plataforma multi-tubos. Deste modo, foram avaliados os
seguintes parametros: seletividade, efeito de matriz, faixa de trabalho e linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,
precisdo, exatiddo, fator de pré-concentracdo e recuperagcdo absoluta. Com base nos resultados, observou-se que
procedimento analitico se mostrou seletivo e sem evidéncia de falta de ajuste nas curvas analiticas estudadas
(R220,9950). Também se mostrou preciso (RSD<10,2%) e exato (recuperacdes relativas variando de 81,7% a 119%). Por
fim, o procedimento validado foi aplicado na determinagdo de agrotoxicos em amostras de vinho tinto, vinho rose e vinho
branco.

PALAVRAS-CHAVE: LPME, Cromatografia a gas, Espectrometria de massas, Preparo de amostras.
1. INTRODUCAO

A confiabilidade de um método de andlise quimica é fundamental para a correta tomada de decisfes
com base nos resultados obtidos. Um método analitico que fornece resultados ndo confiaveis, pode levar a
prejuizos financeiros e construcédo de estratégias desastrosas.! Deste modo, a validacao é considerada uma
etapa obrigatéria do desenvolvimento de qualquer método analitico. Por meio desta etapa, determina-se se
um procedimento de andlise quimica é capaz de fornecer dados confiaveis, com a qualidade exigida por
ageéncias reguladoras nacionais e internacionais.? Os métodos de determinacdo de residuos de agrotéxicos
em alimentos e bebidas precisam passar por um extenso protocolo de validacdo, uma vez que muitas
agéncias reguladoras determinam os limites aceitaveis destes residuos. Para determinacéo de residuos de
agrotoxicos em vinhos, empregando métodos de microextracao/preconcentracdo, o guia harmonizado da
IUPAC é o mais empregado e reconhecido internacionalmente?. Logo, é imprescindivel assegurar que um
determinado método analitico fornega resultados confidveis. O presente estudo teve como objetivo validar um
procedimento analitico com dispositivo semiautomatizado para determinacao de residuos de agrotéxicos com
diferentes grupos quimicos em amostras de vinho. Os parametros de valida¢édo foram aqueles estabelecidos
pela IUPAC para os critérios de validagao “Single Laboratory”.

2. METODOLOGIA

A) Reagentes e solugdes: Foi utilizada uma solugdo-padrao de agrotdxicos organoclorados (EPA
Appendix IX, 46960-U) na concentragao de 2000 pg mL1. Padrdes analiticos de atrazina-ds (99,8%), fention-
(S-metil-ds) (98%), difenoconazol (99,7%), sulfotep (96,9%), etion (95%), paration-metil (99,8%), clorpirifés
(99,3%), imazalil (99,7%), tebuconazol (99,5%), dissulfoton (98,7%), fention (98,6%), malation (99,8%),
molinato (98,2%) e piraclostrobina (99,9%) foram compradas da Sigma-Aldrich. Azoxistrobina (99,5%),
fenitrotion (98,5%) foram adquiridos da Chem Service (West Chester, Pensilvania, EUA). Permetrina (1000
pg mL1) e bifentrina (1000 pg mL1) foram adquiridos da Accustandard. A partir destes padrdes, foram
preparadas solugdes-estoque (100 mg L), em metanol. Para construgdo das curvas analiticas com
equiparacéo de matriz, foi preparada uma solugdo de trabalho mista na concentragéo de 100 ng mL-! contendo
todos os agrotdxicos. Um extrato da matriz isenta dos analitos foi preparado passando-se 100 mL de uma
amostra de vinho tinto através de um cartucho SPE de Cis pré-condicionado com 2 mL de metanol, seguidos
de 2 mL de a4gua. A matriz isenta obtida nessa etapa foi utilizada para diluicdo dos padrfes e construgdo da
curva analitica. Todos os solventes utilizados neste estudo foram de grau HPLC/espectroscopico.

B) Equipamentos: Para identificacdo e determinacdo das concentracdes dos residuos de agrotéxicos foi
empregado um cromatografo a gas acoplado a um espectrdbmetro de massas GC-MS QP2020 NX da
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Shimazu, equipado com amostrador automatico AOC-5i e coluna capilar Restek rtx 5-MS (30 m x 0,25 mm
I.D. x 0,25 um de espessura de filme). O método cromatografico foi adaptado de Nascimento, Da Rocha e De
Andrade.” O sistema semiautomatizado foi composto por uma bomba peristaltica Miniplus-3 da Gilson e um
agitador vortex multiplataforma BT931 (BT Lab System).

C) Procedimento de microextragdo em fase liquida: Um volume de 12 mL da amostra (pH 4.00; 2,7 % NaCl
(m/v)) foi transferido para o dispositivo de microextracdo (Figura 1). Em seguida, 70 pL de tolueno foi
adicionado a amostra e o dispositivo foi acoplado a um sistema contendo um agitador vértex multi-tubos e
uma bomba peristaltica. O sistema foi agitado por 30 min (750 rpm), em voértex. Em seguida, a bomba
peristaltica foi acionada, direcionando a fase organica para a parte superior do dispositivo, onde a mesma foi

coletada e levada para injecdo no GC-MS.

Injecao no GC-MS

YL

e N
A amostra de vinho é transferida U Sistema de microextragio
para o dispositivo de microextragdo semiautomatizado

Figura 1. Desenho esquemédtico da extracdo de uma amostra de vinho empregando o dispositivo
semiautomatizado.

D) Validacdo do procedimento analitico: Os critérios de validagéo levaram em consideragdo as figuras de
mérito para a validagéo do tipo “single laboratory”, as quais foram: seletividade, efeito de matriz, linearidade,
limite de deteccdo e quantificacdo, precisao e exatiddo?, fator de pré-concentragdo e recuperagéo absoluta.
A seletividade foi avaliada comparando-se um cromatograma de uma amostra de vinho tinto fortificada com
um cromatograma de uma amostra de vinho tinto livre de agrotoxicos. O efeito de matriz (EM) foi calculado
através da razdo entre o coeficiente linear de uma curva analitica preparada na matriz (vinho tinto) e
coeficiente linear de uma curva analitica preparada em agua ultrapura. A linearidade das curvas analiticas foi
avaliada através do coeficiente de determinacéo (R?) e pelo teste de falta de ajuste empregando-se a ANOVA
(p<0,05). Os limites de detec¢éo (LD) e quantificagdo (LQ) foram obtidos através dos pardmetros da curva
analitica, conforme descrito por Ribani et al.® A precisdo, expressa como repetitividade e precisdo
intermediaria, foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (RSD) obtido da extracdo de quatro amostras
enriquecidas com 100 ng L dos pesticidas em estudo. Em contrapartida, a precisao intermediaria foi avaliada
calculando-se 0 RSD da extracéo de quatro aliquotas da amostra em trés dias consecutivos (n=12). A exatidao
foi calculada por meio de testes de recuperacgéo relativa em trés niveis de concentracdo: 75, 100 e 200 ng L-
1, Além disso, foram preparados mais trés niveis de concentracao (3000, 9000, 13000 ng L) para o grupo de
pesticidas (piretréides e triazbis), com menor sensibilidade na fonte de ionizagcdo do GC-MS. Para isso,
adicionou-se aliquotas do padrdo misto de pesticidas em um volume de 12 mL da amostra de vinho tinto e
efetuou-se o processo de microextragdo com o dispositivo semiautomatizado em triplicata para cada nivel de
concentracdo. O fator de pré-concentracdo (FC) e a recuperacdo absoluta (RA) foram calculados utilizando
os valores de area de pico para as amostras enriquecidas em 100 ng L. Os célculos utilizados para
determinagéo da FC e RA foram os mesmos reportados no trabalho de Nascimento et al.*

F) Aplicacdo em amostras reais. ApoOs validacdo, o procedimento de microextracdo empregando-se o
dispositivo semiautomatizado foi utilizado na determinacéo de residuos de agrotéxicos em quatro amostras
de vinho: duas amostras de vinho tinto, uma amostra de vinho rosé e vinho branco. Estas amostras foram
selecionadas considerando os tipos de vinho mais consumidos no mercado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, o procedimento desenvolvido apresentou boa seletividade, sem nenhum pico
interferente eluindo no mesmo tempo de retengdo dos analitos. Além disso, o procedimento analitico
apresentou linearidade adequada, sem evidéncia de significAncia de falta de ajuste (p>0,05 para todas as
curvas analiticas avaliadas). Os valores de R? variaram de 0,9946 (deltametrina I) a 0,9999 (piraclostrobina),
atestando a boa linearidade do método. Em relagéo ao efeito de matriz, observou-se que o aumento do sinal
induzido pela matriz (ME>1,10) foi o efeito de matriz predominante. Deste modo, optou-se por utilizar a curva
analitica preparada na matriz do vinho tinto.

ISSN 0805-2010 — Anudrio de resumos expandidos apresentados no VIII SAPCT - SENAI CIMATEC, 2023



B Y L
® Vi SAPCT VII ICPAD OPOR DADES PARA oree | CIEE
‘ "A,ssum&mnnsmmuunz “'"““;‘E“,::‘::rf;;;‘“ﬁ“ O DESENVO ® 2y & CIMATEC -
SENAI CIMATEC 5 ~ONOM 0 RO DA INOVA

O LD variou de 2,29 ng L (piraclostrobina) a 533 ng L-! (deltametrina 1), enquanto os valores de LQ
variaram de 7,63 ng L (piraclostrobina) a 1,78 ug L (deltametrina Il). Para a maioria dos analitos estudados,
os valores de LQ determinados neste estudo foram menores do que os relatados em trabalho anterior,
empregando uma microextragdo de fase liquida com solvente binario miniaturizado (BS-LPME)®> e
microextragdo com gota Unica (SDME)®, representando um avango importante na extracdo de pesticidas
usando técnicas de LPME.

Com relagéo a precisao, os valores do desvio padrao relativo (RSD) para repetitividade (n = 4) foram
<10,2% para todos os pesticidas alvo, enquanto para preciséo intermediaria, o RSD variou de 2,67% (atrazina)
a 19,1% (permetrina Il).

No que diz respeito a exatiddo, foram obtidos valores de recuperacdo relativa aceitaveis para a
maioria dos analitos, os quais variaram de 81,7% (heptacloro-epéxido) a 119% (paration), exceto para
piraclostrobina e atrazina-ds, que ficaram abaixo de 80% no menor nivel de concentracédo (75 ng L). No
entanto, todos os analitos foram recuperados satisfatoriamente (na faixa de 80-120 %) nos niveis de
concentracdo média (100 ng L) e alta (200 ng L1). Quanto a avaliagdo da eficiéncia de extracdo, foram
obtidos fatores de enriquecimento variando de 13,2 (dimetoato) a 192 (molinato), assim como recuperacdes
de extracdo variando de 81,7% (heptacloro-epdxido) a 119% (paration), 0 que mostrou que a maioria dos
analitos foram satisfatoriamente extraidos da amostra de vinho e transferidos para a fase orgéanica (solvente
extrator). Algumas excecdes foram observadas para compostos altamente hidrofébicos (log kow > 5), como
heptacloro, 4,4-DDE, 4,4-DDT, 4,4-DDD, etion, bifentrina, metoxicloro, carbosulfan e permetrina, que
apresentaram recuperacdes de extracéo inferiores a 60%.

O procedimento analitico foi aplicado na determinagdo de pesticidas em quatro amostras de vinho.
Alguns fungicidas, como epoxiconazol, tebuconazol e difenoconazol, foram detectados com elevadas
frequéncias de detec¢do nas amostras de vinho tinto (73,9 — 95,7%). As concentracdes destes agrotoxicos
nas amostras estudadas variaram de <LQ a 35,9 ug L.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O procedimento de microextragdo empregando-se um dispositivo miniaturizado foi validado com
sucesso de acordo com os critérios de validagao “single laboratory” estabelecidos pela IUPAC. Os baixos
valores de LD e LQ permitiram a determinacé&o de residuos de agrotéxicos nas amostras de vinho tinto, vinho

rose e vinho branco a niveis de traco (ng L?). O procedimento analitico se mostrou preciso e exato,
alcancando recuperacdes satisfatorias para a maioria dos analitos investigados. O procedimento
desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinagéo de residuos de agrotdxicos em diferentes tipos de
de vinho.
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