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RESUMO

Os praguicidas sdo uma importante ferramenta na agricultura devido ao seu potencial em
prevenir e controlar o crescimento de organismos prejudiciais a lavoura, resultando em um
maior rendimento e melhoria da qualidade das plantagbes. Os fungicidas triazolicos
representam uma das classes de praguicida mais empregada na agricultura de frutas, vegetais
e grdos, devido ao seu excelente poder protetor, erradicante e curativo contra um amplo
espectro de doencas agricolas. Entretanto, a habilidade desses compostos de alterar a
biossintese de horménios esteroidais pode resultar em complicagBes enddcrinas para
mamiferos, além de alteraces nos niveis de colesterol e triglicerideos e ainda em
hepatotoxicidade, fazendo-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 as técnicas de analise de amostras ambientais, podemos
destacar a extracdo em fase solida em disco, que permite o emprego de alto volume de
amostra e alto poder de pré-concentracdo dos analitos. Ainda sobre o preparo de amostras,
destaca-se o surgimento dos nanotubos de carbono (CNT), um material recentemente
empregado como fase extratora com alta capacidade sortiva, elevada area superficial e
elevado volume interno, estabilidade e resisténcia mecanica, quimica e térmica. Desse modo,
este trabalho propde, pela primeira, vez o emprego de membrana de extracdo impregnada com
CNT para a finalidade de extracdo de toxicantes organicos em amostras ambientais. A
metodologia desenvolvida foi validada, seguindo protocolos internacionais de validacéo e
foram obtidos limites de quantificacdo inferiores aos preconizados por legislacdes especificas
— LIQ entre 0,1 e 0,5 ng.L™%, em uma faixa analitica entre 50 e 100 a 10.000 ng.L™, com R?

superior a 0,99.

Palavras-chave: Nanotubos de Carbono. Extragdo em Fase Sélida. Toxicologia.



ABSTRACT

The praguicides are an important tool in agriculture due its potential to prevent and control the
growth of harmful organisms to crops, resulting in higher yields and improved quality of
crops. The triazol fungicides represent one of pesticide classes mostly employed in agriculture
of fruits, vegetables and grains, due to their excellent protective, eradicating and curative
power against a broad spectrum of agricultural diseases. However, their ability to change
steroid hormone biosynthesis may result in endocrine complications for mammals, as well as
changes in cholesterol and triglyceride levels and hepatotoxicity, making necessary the
development of analytical techniques for the extraction and pre-concentration of these
pesticides on water resources and food. Among the analysis of environmental samples
techniques highlight the disk solid phase extraction which allows the use of high sample
volume and high pre-concentration power. Still on sample preparation carbon nanotubes
(CNT) has been often used as solid extraction phase due to its high sorption capacity, high
surface area, high internal volume and mechanical, chemical and thermal strength. Thus, this
project proposed for the first time the use of extraction membrane impregnated with CNT for
the extraction of organic toxicants in environmental samples. The developed methodology
was validated following international validation protocols and quantification limits lower than
the recommended by specific legislation were obatined — the limits of quantification were
between 0,1 and 0,5 ng.L™ — and the analytical range were between 50 and 100 to 10.000

ng.L™, with linear coefficient correlation higher than 0,99.

Keywords: Nanotubes, Carbon. Solid Phase Extraction. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que os praguicidas possuem um grande potencial em prevenir e controlar o
crescimento de organismos prejudiciais a lavoura, sendo, por isso, uma importante ferramenta
na agricultura. Os fungicidas triazélicos sdo praguicidas amplamente empregados e suas
caracteristicas como habilidade de alterar a biossintese de hormdnios esteroidais resultando
em complicacdes enddcrinas para mamiferos, capacidade de alterar os niveis de colesterol e
triglicerideos, hepatotoxicidade e dificuldade de degradacdo ambiental, fazem com que haja
grande interesse na determinagédo destes compostos em amostras ambientais e de alimentos. O
fato de serem encontrados em niveis residuais e em amostras complexas resulta na
necessidade de um eficiente preparo das amostras e de quantificacdo por instrumentos
analiticos avancados. As cromatografias liquida e gasosa e uso de analisadores de
espectrometria de massas apresentam vantagens como alta seletividade e baixos limites de
deteccdo, o0 que permite a analise de amostras complexas contendo os analitos de interesse em
concentracdes residuais. Nesse sentido, algumas metodologias de preparo de amostras se
destacam, como a extracdo liquido-liquido, QUEChERS, extracdo em fase solida e extracédo
em fase solida em disco. Esta Gltima possibilita uma alta capacidade de concentrar os analitos,
trabalhando-se com elevados volumes de amostra, empregando diferentes sorbentes, desde as
tradicionais fases estacionarias, como C8 e C18, até polimeros de impressdo molecular e,
mais recentemente, o0 uso de nanotubos de carbono (CNT). Esse material tem sido utilizado
como fase estacionaria no preparo e limpeza de amostras complexas e apresenta
caracteristicas fisico-quimicas interessantes — como elevada area superficial, elevado volume
interno, estabilidade e resisténcia mecanica, quimica e térmica e possibilidade de estabelecer
interacdes pi-pi com diversas moléculas, o que permite a pré-concentracdo e separacao de
analitos tanto polares como apolares. Desse modo, esse trabalho propde a montagem de um
aparato de extracdo que permita a fusdo da extragdo em disco com CNT, obtendo-se uma
ferramenta poderosa, rapida, barata e pratica para a concentracdo de fungicidas triazélicos em

amostras de agua da represa de Furnas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O USO DE PRAGUICIDAS NA AGRICULTURA

Os praguicidas sdo uma importante ferramenta na agricultura devido ao seu potencial
em prevenir e controlar o crescimento de organismos prejudiciais a lavoura, resultando em um
maior rendimento e melhoria da qualidade das plantagfes. Estima-se que aproximadamente
um terco da producdo agricola seria perdida se agentes quimicos nao fossem empregados no
controle das pragas. Além disso, os praguicidas sdo empregados em setores ndo agricolas
como na preservacdo de madeira, desinfeccdo e uso doméstico. (TADEO, 2008; PINTO et al,
2010).

Segundo relatério, produzido em 2012 pela Associacdo Brasileira de Saude Coletiva
(ABRASCO), enquanto o mercado mundial de producdo de praguicidas cresceu 93%, o
brasileiro cresceu 190%, assumindo em 2008 o posto de maior mercado de praguicidas do
mundo. (Carneiro et al, 2012)

O relatorio informa ainda que em 2011 foram plantados aproximadamente 71
milhGes de hectares de lavoura, o que corresponde a cerca de 853 milhdes de litros de
praguicidas (produtos formulados) pulverizados sobre estas lavouras - dos quais 14%
correspondem aos fungicidas. Esse consumo de praguicidas implica em uma média de uso de
12 litros por hectare e exposicdo média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de
praguicidas por habitante. (Carneiro et al, 2012)

A maior fonte de contaminacdo ambiental por praguicidas se deve ao usO
indiscriminado destes agentes, o que leva ao debate sobre risco versus beneficio e a
necessidade de pesquisas para avaliar este impacto. (MENEZES FILHO; SANTOS,
PEREIRA, 2010)

Apos a aplicacdo no meio ambiente, os praguicidas tendem a degradar ou a se
dispersar no meio ambiente por lixiviagdo ou dispersdo. Quando presentes no solo sofrem
processo de degradacdo por acdo de microrganismos, degradacdo quimica, absorcdo ou
ligacdo a compostos organicos ou metalicos do solo, volatilizagéo, absor¢édo pelas raizes das
plantas ou ainda diluicdo por efeito da agdo de agua da chuva e de irrigacdo. Logo, a taxa de
degradacdo aumenta com a temperatura ambiente e a porcentagem de agua do solo.
(MENEZES FILHO; SANTOS, PEREIRA, 2010; WERF, 1996)
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A preocupacdo com a presenca destes compostos em fontes de agua iniciou na
década de 1960 quando residuos de inseticidas organoclorados encontrados em amostras de
agua foram associados a intoxicacdo de organismos aquaticos por praguicidas. Essa
preocupacdo é maior em determinados paises porque, em muitos deles, as aguas subterraneas
sdo a principal fonte hidrica para a populacdo. (MENEZES FILHO; SANTOS, PEREIRA,
2010)

As principais causas de contaminacdo de fontes de &gua sdo a lixiviacdo e o
escoamento, provocado pela acdo de agua de chuvas ou de irrigacdo, causando o escoamento
dos praguicidas presentes no solo ou nas vegetagfes. O escoamento aumenta, principalmente,
a contaminacdo de aguas superficiais, como &guas de represa e lagos, enquanto que a
lixiviacdo aumenta a contaminacdo de fontes subterraneas. Assim, praguicidas que se ligam
fortemente ao solo sdo resistentes a volatilizacdo e a degradacdo, além de escoarem menos,
enquanto que aqueles de alta solubilidade em &agua tendem a se lixiviar mais facilmente.
(MENEZES FILHO; SANTOS, PEREIRA, 2010; WERF, 1996)

2.2 FUNGICIDAS TRIAZOLICOS

Os fungicidas triazdlicos sdo caracterizados como uma das classes de praguicidas
mais empregada na agricultura de frutas, vegetais e grdos. (KAHLE, 2008) Os agentes
azllicos (derivados do imidazol e triazol) sdo uma familia de agentes quimicos com acéo
antifungica. Eles representam a categoria mais importante de fungicidas devido ao seu
elevado poder protetor, erradicante e curativo contra um amplo espectro de doencas agricolas.
(GIAVINI, MENEGOLA, 2010; WU, LEE, LI, 2011)

Os fungicidas triazélicos apresentam em comum uma estrutura central, o anel 1,2,4-
triazol, que estd conectado a uma estrutura hidrofobica através da posi¢do 1. Na Figura 1 séo

apresentados os principais fungicidas triazélicos empregados como praguicidas.
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Figura 1 - Compostos triazélicos mais comumente usados na agricultura e seus metabdlitos (1, 2, 4
— triazol, triazolamina e acido triazoliacético)
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Fonte: Do autor

A acdo antifungica desta classe se deve a sua capacidade de bloquear a biossintese do
ergosterol, resultando em problemas na formacao da parede celular do fungo. Seu mecanismo
especifico de acdo se deve ao rompimento da parede celular do fungo como consequéncia da
inibicdo da enzima lanosterol-14a-dimetilase (CYP51) - presente nos fungos. Este mecanismo
bioquimico é fundamental na acdo desta classe como praguicida na agricultura e na terapia
contra micoses nas medicinas humana e veterinaria. (GOETZ et al, 2007)

Entretanto, a habilidade desses compostos de alterar a biossintese de hormonios
esteroidais pode resultar em complicaces endocrinas para mamiferos, além de alteracGes nos
niveis de colesterol e triglicerideos e ainda em hepatotoxicidade. (KJAERSTA et al, 2008)

Os efeitos toxicos ao desenvolvimento embrionario ainda sdo pouco explicados, mas
atribui-se a propriedade dos fungicidas triazolicos em inibir determinadas enzimas do

citocromo P450, em especial a CYP26 — enzima expressa durante o desenvolvimento
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embrionario — como a principal responsavel, ocasionando efeitos teratogénicos. (Rockett et al,
2006).

Como os fungicidas triazdlicos sdo capazes de alterar a expressdao do citocromo
P450, o metabolismo de fase | é afetado em animais e humanos, resultando em dificuldade
para eliminacéo e acimulo de xenobidticos. Ainda, as enzimas responséveis pela biossintese e
catabolismo de horménios esteroidais, enddgenos bioquimicos, vitaminas e outros sao
comprometidas, resultando em problemas hormonais e endocrinos, como menor producéo de
homonimos sexuais. (GIAVINI; MENEGOLA, 2010)

Apesar de todos os efeitos tdxicos descritos, deve-se ressaltar que os efeitos
teratogénicos foram observados, em laboratério, quando os animais estavam expostos a
elevadas doses quando comparadas a doses administradas a humanos para terapia contra
micose. Entretanto, baixas doses sdo suficientes para provocar alteracdes na atividade do
citocromo P450, resultando em outros efeitos toxicos, como acumulo de farmacos no
organismo humano, como consequéncia da alteracdo da capacidade metabolica. (ZARN;
BRUSCHWEILER; SCHLATTER, 2003; GIAVINI; MENEGOLA, 2010)

Devido as suas caracteristicas quimicas, como elevada estabilidade quimica e
fotoquimica, baixa biodegradacgdo e facil transporte por entre os compartimentos ambientais,
eles sdo resistentes e podem persistir no meio ambiente e na producdo agricola ap6s sua
aplicacdo. Estas caracteristicas, aliada a sua alta toxicidade aos humanos e animais, fez com
que diversos triazolicos fossem incluidos na lista de substancias potencialmente relacionadas
com doencas endocrinas, da Unido Europeia. (PINTO, 2010; KAHLE, 2008) Além disso, em
2002, a Agéncia de Protecdo ao Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), criou o0 USTTF
(do inglés: United States Triazole Task Force), com o auxilio das empresas as empresas
Bayer CropScience LP, Dow AgroSciences, Spicam Agro USA, Syngenta Crop Protection e
BASF, para obter dados para a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos, com a
finalidade de assegurar a utilizagdo segura desses compostos.

No Brasil, dentre os fungicidas triazolicos apresentados acima, 0 epoxiconazol esta
presente em 21 formulagGes comercialmente disponiveis, como ingrediente quimico Unico
(principio ativo) na formulagdo ou em associagdo com outros praguicidas. O metconazol esta
presente em 2, o triadimenol em 9 e o tebuconazol em 41 formulacGes, todas classificadas
entre media a extremamente toxico, com médio a alto grau de perigo a0 meio ambiente.
(SISTEMAS DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS — AGROFIT)

O sul do estado de Minas Gerais é economicamente caracterizado pelo extensivo

cultivo do café. Consequentemente, uma grande quantidade de praguicidas tem sido utilizada
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no combate a doengas comumente presentes nessa cultura como a ferrugem, cercosporiose,
rhizoctoniose, antracnose, mancha manteigosa, queima do frio, seca-dos-ponteiros, entre
outros, com um consumo medio de 10 litros de praguicidas por hectare de plantagéo.
(EMBRAPA; CARNEIRO et al, 2012). Algumas plantacbes encontram-se as margens de
corregos e rios que quase sempre desembocam na represa de Furnas. Dessa forma, as
contaminagfes ocorrem principalmente pela acdo das aguas da chuva e de irrigacdo que
provocam lixiviacdo, drenagem e escoamento dos praguicidas presentes nas plantacdes e no
solo, os quais irdo atingir correntes de agua ou reservatorios. Esse fato resulta em efeitos
toxicos para a fauna e flora aquéaticas e também para a satde humana, devido & utilizagdo da
agua para consumo e praticas de lazer. (KAHLE et al, 2008)

Como estes praguicidas apresentam toxicidade aos humanos, eles foram
categorizados, pela Organizacdo Mundial de Salde, de acordo com seu grau de toxicidade,
baseado na exposicdo oral aguda e na toxicidade dérmica destes compostos a ratos de
laboratorio. Assim, eles sdo classificados como extremamente perigosos (classe la), como
altamente perigosos (classe Ib), moderadamente perigosos (classe 1) e como ligeiramente
perigosos (classe 111). (PINHEIRO; DA SILVA; KRAISCH, 2010)

A toxicidade de um praguicida é dada normalmente por meio da dose ou
concentracdo que causa um efeito deletério especifico em 50% da populacao de estudo (ECs
ou EDsp). Quando esse efeito € a morte, o parametro empregado é a dose letal 50 (DLsg) ou a
concentracdo letal 50 (CLsp). (PINHEIRO; DA SILVA; KRAISCH, 2010)

Abaixo sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas e toxicologicas dos
fungicidas triazélicos empregados neste estudo, com base em informacgdes da ANVISA, do
Programa de Andlise de Residuo de Agrotdxicos (PARA), TOXNET e ChemSpider. As

estruturas quimicas de todos 0os compostos sao apresentados na Figura 1.

2.2.1 Triadimenol

a) N° CAS: 55219-65-3;

b) Nome quimico (IUPAC): (1RS,2RS;1RS,2SR)-1-(4-clorofenoxi)-3,3-dimetil-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)butan-2-ol;

¢) Formula Quimica: C14H15CIN3Oy;

d) Peso Molecular: 295,768 Da;
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e) Classificacao toxicologica: Classe Il: moderadamente perigoso;
f) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA): 0,05 mg.kg™ p.c.;

g) DLso Oral (rato): 689 mg.kg™:;

h) DLso Tépica (rato): maior que 5000 mg.kg™;

i) DLso Inalatéria (rato): maior que 1.56 mg.L'l;

j) Ponto de Fuséo: 124 °C;

k) Ponto de Ebulicéo: 465,4+55.0 °C a 760 mmHg;

I) LogP:2,9;

m)Solubilidade em agua: 120 mg.mL™ a 20 °C;

n) Solubilidade em solvente organico: diclorometano >250 g.L™; acetona 190 g.L
1+ acetonitrila 60 g.L™; acetato de etila 150 g.L™;

0) Pressdo Vapor: 0,0+1.2 mmHg a 25°C.

2.2.2 Tebuconazol

a) N° CAS: 107534-96-3;

b) Nome quimico (IUPAC): 1-(4-Clorofenil)-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilmethil)-3-pentanol;

¢) Formula Quimica: Cy16H23CIN3O;

d) Peso Molecular: 307,8228 Da;

e) Classificacao toxicologica: Classe Ill: ligeiramente perigoso;

f) Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA): 0,03 mg.kg™ p.c.;

g) DLso Oral (rato): 1615 mg.kg ™*;

h) DLso Dérmica (rato): maior que 5000 mg.kg ™

i) Ponto de Fuséo: 102,4 °C;

J) Ponto de Ebuligdo: 476,9+55.0 °C a 760 mmHg;

k) Log P: 3,7;

) Solubilidade em agua: 36 mg.L™ a 20 °C;

m)Solubilidade em solvente organico: acetonitrila 89 g.L™; acetona >200 g.L™;
diclorometano >200 g.L™*;

n) Pressdo Vapor: 0,0£1.3 mmHg a 25°C.
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2.2.3 Metconazol

a) N° CAS: 125116-23-6;

b) Nome quimico (IUPAC): (1RS,5RS;1RS,5SR)-5-(4-clorobenzil)-2,2-dimetil-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-ilmethil)ciclopentanol;

¢) Formula Quimica: C17H,,CIN3O;

d) Peso Molecular: 319,834 Da;

e) Classificacdo toxicologica: Classe la: extremamente perigoso;

f) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA): 0,048 mg kg™ p.c.;

g) DLso Oral (rato): 566 mg.kg™:;

h) DLso Oral (rato): >566 mg.kg™:;

i) Ponto de Fusdo: 111,5°C;

j) Ponto de Ebulicdo: 469,1+41.0 °C a 760 mmHg;

k) Log P: 3,85;

) Solubilidade em agua: 15 mg.L™

m)Solubilidade em solvente organico: diclorometano 481 g.L™*; metanol 403 g.L™;
acetona 363 g.L; acetato de etila 260 g.L™.

n) Pressdo Vapor: 0,0£1.2 mmHg a 25°C.

2.2.4 Epoxiconazol

a) N° CAS: 135319-73-2;

b) Nome quimico (IUPAC): (2RS,3SR)-1-[3-(2-clorofenil)-2,3-epoxi-2-(4-
fluorofenil) propil]-1H-1,2,4-triazol;

¢) Férmula Quimica: C17H13CIFN3O;

d) Peso Molecular: 329,7607 Da;

e) Classificacao toxicologica: Classe Ill: ligeiramente perigoso;

f) Ingestdo Diéria Aceitavel (IDA): 0,03 mg kg™ p.c.;

g) DLso Oral (rato): 3160 mg.kg™.

h) DLso Dérmica (rato): maior que 2000 mg.kg™.

i) DLso Inalatéria (rato): 5.3 mg.L™

j) Ponto de Fusao: 102,4 °C;
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k) Ponto de Ebuli¢édo: 463,1+55.0 °C a 760 mmHg;

I) Log P: 3,44,

m)Solubilidade em agua: 9.45 mg.L ™.

n) Solubilidade em Solventes Organicos: acetona 144 g.L™; acetonitrila 70 g.L;
acetato de etila 98 g.L™"; metanol 28 g.L™; diclorometano 291 g.L™";

0) Pressdo Vapor: 0.0+1.1 mmHg a 25°C.

2.3 REGULAMENTACAO E LIMITES DE EXPOSICAO AOS PRAGUICIDAS

Como a presenca destes agentes no solo, &gua ou ar pode provocar efeitos nocivos a
salde publica ou ao meio ambiente, com impactos imediatos ou a longo prazo, fazem-se
necessarias legislacfes especificas para sua producdo, aplicacdo e controle visando minimizar
os efeitos adversos.

Neste sentido, a principal lei acerca dos praguicidas é o decreto presidencial nimero
4.074, de 4 de Janeiro de 2002 que dispde, entre outros itens, sobre pesquisa, producéo,
comércio, destino final dos residuos, inspecdo e fiscalizacdo. Este documento distribui a
funcdo de fiscalizacdo e de estabelecer limites maximos de residuos aos Ministérios da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), Saude (MS) e do Meio Ambiente (MMA),
no ambito de suas respectivas areas de competéncias. (BRASIL, 2002)

O MS, em sua portaria namero 2.914 de 12 de dezembro de 2011 dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade. Neste texto, sdo estabelecidos limites especificos para 27 praguicidas,
entre eles o tebuconazol, fungicida presente neste estudo, com valor maximo permitido de 180
ng.L ™t (MINISTERIO DA SAUDE, 2011)

Outra importante diretriz relacionada a qualidade da &gua € apresentada pela
Comunidade Europeia na DIRECTIVE 2006/118/EC na qual é estipulado como Limite
Méaximo Toleravel (LMT) em &gua a presenca de 0,1 pug.L™ para cada praguicida e de 0,5
pg.L™* para um total deles. (European Parliament, 2006)

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o orgédo

responsavel pelo controle e concessdo de registro, reavaliacdo de moléculas ja registradas e


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%204.074-2002?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%204.074-2002?OpenDocument

23

fiscalizagdo dos riscos destes agentes relacionados a saide humana, estabelecendo assim 0s
Limites M&ximos de Residuos (LMR) destes compostos. (ANVISA, 2015)

Desse modo, a ANVISA criou o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos
nos Alimentos (PARA), no qual determina limites especificos para diversas culturas de
acordo com os praguicidas permitidos em cada cultura e realiza coletas aleatérias de
alimentos e analise dos possiveis residuos. Por exemplo, para a cultura de uva, os praguicidas
triadimenol, tebuconazol, e metconazol — alvo deste estudo - apresentam limite maximo de
residuo de 0,10, 2,0 e 1,0 mg.Kg™?, respectivamente, enquanto que o epoxiconazol ndo é
permito para tal cultura. (ANVISA, 2015)

Segundo relatorio parcial do PARA de 2012, em que 26 culturas foram analisadas,
com um total de 3.062 amostras, 25 % do total se apresentaram como insatisfatorias, com
residuo em quantidades acima do LMR ou devido a deteccdes de determinados praguicidas
em culturas onde ele ndo ¢ autorizado. Dos 75 % de amostras satisfatorias, 42 % apresentaram
residuos dentro do permitido e apenas 33 % do total de amostras estavam contaminadas por
praguicidas. (ANVISA, 2014).

Por outro lado, 0 monitoramento de praguicidas em aguas de abastecimento e aguas
superficiais, no Brasil, ao contrario do que ocorre em paises desenvolvidos, ndo é realizado
com a mesma frequéncia e eficiéncia, de modo que as qualidades destas fontes hidricas nao
podem ser mensuradas antes do consumo humano. Entre outros motivos, a escassez de
analises se da por auséncia de infraestrutura laboratorial adequada (necessidade de
instrumentacdo analitica avancada, como cromatografia acoplada a espectrometria de massas),
altos custos das analises e necessidade de profissionais especializados. (PINHEIRO; DA
SILVA; KRAISCH, 2010)

Neste sentido, alguns trabalhos recentes descrevem metodologias para anélise destes
contaminantes através de diferentes técnicas de extracdo, com analise instrumental por
cromatografia. Chun Wang et al desenvolveram uma microextracdo liquido-liquido com
solvente dispersante para avaliar a contaminacdo de amostras de dgua. Nesta metodologia,
partindo de 10 mL de amostra e 12 uL de solvente de extracdo (1-dodecanol) e anélise
instrumental por cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos, os autores
realizaram a determinacdo de tebuconazol, triadimenol, hexaconazol e miclobutanil em uma
faixa analitica de 0,5 a 200 pg.L™*. (WANG, 2011)

Em 2011, A.R. Fontana et al desenvolveram uma metodologia de extracdo em fase
solida com cartuchos Oasis HBL e andlise por cromatografia liquida acoplada a analisador de

massas do tipo tempo de voo para a determinacdo de fungicidas em amostras de vinho — entre
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os fungicidas analisados se destacam os triazélicos diniconazol, difenoconazol, flusilazol,
penconazol, propiconazol, tebuconazol e triadimenol. Os autores obtiveram valores de
quantificacéo na faixa de 0,2 a 1,7 pg.L™* partindo de 10 mL de amostra. (FONTANA, 2011)
Em outro trabalho, Almeida e Nogueira desenvolveram um estudo de microextragao
em fase solida com barra sortiva, avaliando-se diferentes fases sorbentes, com anélise
instrumental por GC-MS. Dentre os 10 fungicidas analisados em amostras de agua de torneira
e agua subterrdnea, destacam-se os triazolicos difenoconazol, penconazol, tebuconazol,
flusilazol e miclobutanil. Esta metodologia desenvolvida obteve limites de quantificagcdo na
ordem de 1,0 a 2,5 pg.L™, em uma faixa analitica até 100 ou 250 pg.L™ . (ALMEIDA, 2012)

2.4 EXTRACAO EM FASE SOLIDA EM DISCO

A determinagdo de compostos em niveis residuais em amostras complexas, como
matrizes biologicas, alimentos e aguas de abastecimento, geralmente requer um extenso
preparo das amostras antes da quantificacdo por instrumentos analiticos. A quantidade de
etapas necessdria no preparo da amostra depende das caracteristicas da matriz, das
propriedades fisico-quimicas e concentragdo do analito. Além disso, na determinacdo de
niveis residuais, a andlise ¢ realizada atraves de poderosas técnicas de separacdo e deteccdo,
como cromatografia e eletroforese capilar, acoplados a detectores/analisadores como UV-vis e
espectrometria de massas. (RIDGWAYA; LALLIJIEA; SMITH, 2007)

As principais técnicas para extracdo e pré-concentracdo de compostos organicos
presentes em amostras complexas sdo a extracdo liquido-liquido (ELL), extracdo em fase
solida (SPE) e as técnicas derivadas a partir destas duas, como a extracdo em disco, a
microextracdao em fase solida (SPME) e a microextracdo com sorbente empacotado (MEPS).

Na ELL os analitos migram por particdo da amostra para a fase imiscivel, devido a
polaridade do solvente utilizado. A eficiéncia da extracdo depende da afinidade dos analitos
pelo solvente de extracdo, da razdo entre as fases e do nimero de etapas de extracGes. Esta
técnica apresenta a vantagem de ser relativamente simples e permitir utilizar um ndmero
grande de solventes, os quais fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. Por
outro lado, a ELL possui uma série de desvantagens, tais como: necessidade de solventes

ultrapuros, formacdo de emulsdo e consumo de volumes grandes de solvente organico, 0s
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quais sdo toxicos ao meio ambiente, entre outras. (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2011,
RIDGWAYA; LALLIJIEA; SMITH, 2007)

Ja a SPE emprega sorbentes fixados em cartuchos de extracdo e os mecanismos de
retencdo sdo idénticos aqueles envolvidos em cromatografia liquida em coluna. Ela possui
uma grande quantidade de materiais sorbentes disponiveis comercialmente, sendo empregada
para a extracdo de diversos compostos. Além disso, apresenta um consumo muito menor de
solventes organicos, quando comparada a ELL tradicional. Contudo, a SPE apresenta como
desvantagem a grande quantidade de variaveis que necessitam ser otimizadas, elevado custo
por amostra e maior tempo gasto no processo de extracdo. (LANCAS, 2004; COSTA, 2008)

Outra alternativa ao uso de cartuchos de extracdo em fase solida foi o
desenvolvimento de discos semelhantes a membranas utilizadas em sistemas de filtracéo.
Geralmente esses discos sdo constituidos de matrizes inertes de PTFE (teflon) flexivel,
embebidas ou impregnadas com o sorbente. (LANCAS, 2004; COSTA, 2008; QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2011)

As dimensdes de um disco tipico sdo de 4 a 96 mm de didmetro e 0,5 mm de
espessura, contendo até 500 mg de sorvente, por exemplo, particulas de C-8 ou C-18, de 8 um
de didmetro de particula e 6 nm de poro, imobilizadas no suporte. O didmetro do disco é
escolhido de acordo com o volume de amostra a ser percolado por ele. (LANCAS, 2004,
QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2011)

O sorbente mais empregado em extracbes em disco é a silica ligada a C-18
(octadecil), amplamente utilizada para a extracdo de compostos apolares. Quando a finalidade
¢ a determinacdo de moléculas polares, polimeros a base de divinilbenzeno sdo mais
empregados. Com isso, devido a grande variedade de fases estacionéarias, diferentes
seletividades podem ser obtidas, permitindo seu emprego em diferentes fins analiticos, desde
inseticidas organofosforados a hidrocarbonetos aromaticos. (LANCAS, 2004)

A extracdo em discos foi incialmente desenvolvida para possibilitar a extracdo de
grandes volumes de amostras sem que houvesse entupimento da fase extratora por particulas
em suspensdo ou componentes da matriz. Assim, a dimensdo do disco de extragdo é
proporcional ao volume de amostra, sendo os discos menores empregados em analises de
amostras bioldgicas e os maiores em amostras ambientais. Sob esse ponto de vista, a extragdo
em disco mostra grande importancia nas andlises toxicoldgicas com enfoque ambiental,
principalmente para a extracdo de toxicantes organicos presentes na agua. (LANCAS, 2004;
COSTA, 2008; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2011)
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Os discos apresentam uma série de vantagens devido ao seu formato, tais como leito
mais homogéneo, pressdes menores durante a aplicacdo da amostra e na eluigdo dos analitos,
auséncia de caminhos preferenciais, maior capacidade de extracdo, trabalho com elevados
volumes de amostra e vazdes mais altas. Entretanto, sua maior desvantagem € que a etapa de
condicionamento é mais critica, pois, devido a grande area superficial, uma interface dgua/ar
pode ser formada, se o disco secar, resultando em um decréscimo das recuperacdes.
(LANCAS, 2004; COSTA, 2008; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2011)

2.5 NANOTUBOS DE CARBONO

Atualmente a nanotecnologia é uma das tendéncias mais importantes na ciéncia,
representando uma tecnologia chave para o desenvolvimento de materiais avangados em seus
diversos ramos. Com a nanotecnologia foi possivel o desenvolvimento de um produto novo e
revolucionario com tamanho na ordem de 100 nm ou menos — 0s nanotubos de carbono -
CNT. (RAVELO-PEREZ, 2010)

Os CNT sdo materiais ocos, no formato de uma folha de grafite enrolada sobre seu
préprio eixo, formando um tubo em nano-escala. S&0 compostos por uma ou multiplas
camadas de laminas de grafite organizadas sobre um mesmo eixo denominados,
respectivamente, Unica lamina de CNT (single-walled carbon nanotubes — SWCNT) ou varias
laminas de CNT (multi-walled carbon nanotubes — MWCNT). A dimenséo dos CNT varia de
algumas centenas de nanémetros a varios micrometros de comprimento enquanto o diametro
varia de 1 a 10 nm e 5 a 200 nm para SWCNT e MWCNT, respectivamente. (LATORRE,
2012) A Figura 2 ilustra a estrutura tridimensional do MWCNT, o qual, de um modo geral,
apresenta maior capacidade sortiva frente ao SWCNT por apresentar mais camadas de
carbono em seu interior e consequentemente maior area superficial e maior nimero de pontos
para possiveis interacdes analito-CNT.

Atualmente, sdo descritos trés modos principais para a sintese dos CNT: descarga
elétrica, corte por laser ou deposicao por vapor quimico, sendo este Ultimo o mais promissor
por produzir materiais com menor dimens&o e alto rendimento e pureza. (RAVELO-PEREZ,
2010; DURAN; TUZEN; SOYLAK, 2010)

As estruturas dos nanotubos podem apresentar suas extremidades abertas ou

obstruidas, de acordo com o procedimento de sintese — a extremidade permanece obstruida
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apos a sintese devido a resquicios de impurezas remanescentes da sintese. Por isso, ao final da
sintese sdo empregadas etapas de purificacdo para remover estas impurezas remanescentes,
que podem obstruir os poros, impedindo 0 acesso de amostras ao seu interior. (LATORRE;
2012; DURAN; TUZEN; SOYLAK, 2010).

Figura 2 - Estruturas tridimensionais dos nanotubos de carbono compostos por multiplas camadas.

Fonte: Toxicidade dos nanotubos: meio ambiente e saude esperam respostas. Disponivel em:
<http://lges.igm.unicamp.br/canal_cientifico/pontos_vista/pontos_vista_divulgacao56-1.htmi>.
Laboratdrio de Quimica do Estado Solido. Unicamp. Acesso em: 4 fev. 2015.

Os CNT apresentam diversas caracteristicas fisico-quimicas que permitem seu uso
em diversas areas da ciéncia. Sdo amplamente usados em quimica analitica como materiais
sorbentes empregados no preparo de amostras para a pré-concentracdo de analitos e limpeza
das amostras, como pode ser observado em diversos artigos de revisdo de literatura.
(LATORRE, 2012; DURAN; TUZEN; SOYLAK, 2010)

Esse potencial analitico como material para extracdo em fase sélida se deve as suas
caracteristicas fisico-quimicas como elevada area superficial e elevado volume interno,
estabilidade e resisténcia mecanica, quimica e térmica, possibilidade de estabelecer interaces
n-t com diversas moléculas, entre outras, 0 que permite a pré-concentracdo e separacao de
analitos tanto polares como apolares — destaca-se que a caracteristica fundamental para sua
alta capacidade adsortiva € a combinacdo de pequeno tamanho com elevada capacidade
adsortiva. (NIU, 2007; ASENSIO-RAMOS, 2009; FANG; HE; WANG, 2006)

Desse modo, a capacidade sortiva dos CNT é influenciada pelos seguintes fatores: i)
densidade de sitios disponiveis — 0s MWCNT apresentam maior nimero de sitios comparados

ao SWCNT, ii) se a extremidade dos CNT se apresentam abertas ou fechadas, iii) area
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superficial — quanto maior a quantidade de feixes enrolados sobre um mesmo eixo maior sera
sua area superficial, iv) pureza do CNT, v) presenca de grupos funcionais na superficie
externa e vi) porosidade. (ASENSIO-RAMOS, 2009; LI, 2012)

A seletividade dos CNT é similar a de outros materiais a base de carbono, porém, sua
caracteristica de pequeno tamanho e elevado volume interno confere uma capacidade
adsortiva notavelmente maior, em especial para 0s MWCNT. Suas caracteristicas estruturais e
propriedades eletronicas permitem a formacédo de interacdes fortes com moléculas organicas
por interagdes ndo covalentes (intera¢do m-m, eletrostaticas, van der Waals e hidrofobicas).
Ainda, sua estrutura hexagonal composta por a&tomos de carbono oferece uma interacdo forte
com moléculas contendo anéis benzeno e aromaticos em sua estrutura.(RAVELO-PEREZ,
2010; ASENSIO-RAMOS, 2009; FANG; HE; WANG, 2006)

A interacdo do analito de interesse com o CNT pode ocorrer em diferentes regides,
conforme ilustrado na Figura 3. Os analitos podem estabelecer interagGes, primeiramente, (1)
no interior dos nanotubos — acesso permitido apenas quando as extremidade sdo abertas, (I1)
nos canais intersticiais formados pela presenca de varios nanotubos préximos um ao outro,

(1) nas ranhuras formadas entre nanotubos vizinhos ou na (1V) superficie externa.

Figura 3 - Diferentes regides onde é possivel ocorrer a interagdo do
analito com os CNT.

Fonte: Chemical Engineering Journal 170 (2011) 395-410.

Os CNTs podem ser estruturalmente modificados a fim de se aumentar sua
seletividade frente a determinadas moléculas ou para se aumentar sua capacidade adsortiva.

Nesta vertente, alguns tratamentos se destacam. Primeiro, a oxidagdo do material, 0 mais
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simples e usado método de modificacdo, no qual os CNT sdo oxidados por reacdo com acidos,
0z0nio e plasma resultando na abertura de suas extremidades (aumento de area superficial) e
introducdo de grupos organicos contendo oxigénio em sua estrutura (como grupos carboxilas),
0 que resulta em aumento da solubilidade deste material e maior seletividade para compostos
polares. Uma segunda alternativa é o tratamento térmico, realizado através do aquecimento
em estufa do CNT, que tem por finalidade degradar os grupos funcionais de reagentes de
sintese que possam obstruir a entrada dos nanotubos, ocasionando a abertura de nanotubos
fechados e, consequente, aumento de area superficial. Além disso, a superficie externa dos
CNT pode ser quimica ou fisicamente modificada pela adicdo de grupamentos quimicos
especificos ou revestimento com polimeros ou biomoléculas com o propdsito de aumentar sua
seletividade frente a analitos especificos ou para impedir seu contato com determinados
materiais, como no revestimento dos CNTs para impedir seu contato com as proteinas do
sangue humano. (RAVELO-PEREZ, 2010; ASENSIO-RAMOS, 2009; FANG; HE; WANG,
2006; Li,2012)

Como pode ser observado na literatura, os nanotubos de carbono tém sido
amplamente empregados como material de extracdo em fase solida, principalmente para a
determinacdo de metais em amostras ambientais.(NIU, 2007; LATORRE, 2012; FANG; HE;
WANG, 2006) Sua primeira aplicacdo para compostos organicos foi como material sorbente
em SPE para a determinacdo de Bisfenol-A e outros toxicantes em amostras de agua,
atingindo recuperacdes da ordem de 102,8 %. Eles podem ser empregados em diversos
formatos como cartuchos, discos, fibras, barras de agitacdo, fase sélida dispersiva e/ou
combinado com outras aplicaces, como polimeros de impressdo molecular (MIP) e particulas
magnéticas. Ainda assim, ha uma grande area de aplicacdo para este material na quimica
analitica ainda desconhecida, como na extracdo de compostos organicos em matrizes
bioldgica e ambiental. (HOU, 2014; PYRZYNSKA, 2011; RAVELO-PEREZ, 2010)

Como exemplo de aplicagcdo, Asensio-Ramos et al realizaram analise de sete
inseticidas organofosforados e uma triazina em diferentes tipos de amostra de solo através da
extracdo em fase solida empregando 100 mg de MWCNT como fase estacionaria e deteccéo
por cromatografia gasosa com detector de nitrogénio e fdsforo, atingindo assim, limites de
deteccdo para alguns analitos na ordem de 2,97 a 9,49 ng.g™. (ASENSIO-RAMOS, 2009)

Em outro exemplo de aplicagdo, Xue Hou et al desenvolveram uma metodologia de
extracdo modificando a técnica de QUEChERS, empregando 6 mg de MWCNT para uma
extracdo em fase solida dispersiva, na anélise de residuos de 78 praguicidas por cromatografia

gasosa acoplada a analisador de espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo. O



30

método possibilitou a quantificacdo deste compostos em amostra de chd com limites
inferiores de quantificacéo de até 0,001 mg.kg™. (HOU, 2014)

26 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Diversas técnicas de separacdo e quantificagdo tém sido empregadas para a
determinacdo de fungicidas triazélicos apds a etapa de preparo de amostras. As técnicas
descritas na literatura sdo teste de imunoensaio, cromatografia liquida, cromatografia gasosa,
espectrometria de massas e eletroforese capilar. (PYRZYNSKA, 2011; LI, 2012; ALI;
ASSADI; WAW, 2012; BARAHONA, 2010)

Dentre 0os modernos métodos de analise quimica, a cromatografia ocupa um lugar de
merecido destaque no que se refere a separacdo, identificacdo e quantificacdo de substancias
guimicas. A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo, no qual os componentes
a serem separados sdo distribuidos ente duas fases: uma fase fixa (fase estacionaria) e a outra
um fluido que passa através dela (fase mdvel). (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2007,
LANCAS, 1993)

Gases ou substancias volatilizdveis podem ser separados utilizando-se a
cromatografia em fase gasosa. Nesta técnica, a amostra € introduzida no interior de uma
coluna cromatogréfica e atraves do uso de temperaturas convenientes, no local de inje¢éo e na
coluna cromatografica, a amostra € vaporizada e, de acordo com suas propriedades e as da
fase estacionaria, sdo retidas por tempos determinados e chegam ao detector em valores de
tempo diferentes. (SCOTT, 1998; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2007; LANCAS, 1993)

A cromatografia gasosa € uma técnica com um alto poder de resolucdo, permitindo a
analise de dezenas de substancias diferentes. Além disso, apresenta baixos limites de deteccao
gue podem atingir até picogramas. (SCOTT, 1998; LANCAS, 1993)

A hifenacdo da técnica de cromatografia gasosa com analisadores de espectrometria
de massas apresenta diversas vantagens, como a elevada seletividade, limites de deteccdo
ainda mais inferiores, andlise simultinea de moléculas que possam coeluir (minimiza
coeluicdo) e confirmagdo da identidade dos analitos através do perfil de fragmentacéo e tempo
de retencdo. (SCOTT, 1998; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2007)
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

Nos dias de hoje, é reconhecida a importancia da aplicagdo de praguicidas na lavoura
para o controle de doengas, de modo a se obter uma producdo que atenda as necessidades da
populacdo. Entretanto, como consequéncia do uso indiscriminado e abusivo destes agentes
quimicos, pode ocorrer acimulo destes no solo, nas aguas que circundam as plantacdes e em
lengois freaticos, em alimentos e até mesmo em seres vivos. Em face ao exposto, 6rgdos
regulatorios como a ANVISA no Brasil, FDA (Food and Drug Administration) nos Estados
Unidos e Comissdo Européia do Meio Ambiente criaram programas de analise de residuos
para avaliacdo da contaminacdo de alimentos e fontes hidricas.

Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho € desenvolver um disco impregnado
com CNT para a extragdo de fungicidas triaz6is em amostras de agua e avaliar os niveis de

contaminacdo de pontos especificos da represa de Furnas por praguicidas triazélicos.

3.2 OBJETIVOS

a) Desenvolver uma metodologia que permita imobilizar os nanotubos de carbono em
discos para a etapa de preparo de amostra;

b) Desenvolver uma técnica analitica para a separacdo e quantificacdo de fungicidas
triazblicos através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

c) Desenvolver uma técnica de extracdo de fungicidas triazolicos em extracdo em disco
com nanotubos de carbono;

d) Awvaliar a capacidade de retengéo e concentragcdo dos CNT;

e) Realizar a caracterizacdo morfoldgica dos CNT e avaliar a necessidade de alteracfes
fisicas ou quimicas de sua superficie para maior concentracdo dos analitos;

f) Validar a metodologia desenvolvida;

g) Aplicar a metodologia para a extragdo/separacdo/quantificagdo de fungicidas
triazélicos em amostras de agua da represa de Furnas (regido de Alfenas);

h) Correlacionar os resultados obtidos com os da legislacéo vigente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

As amostras de agua da represa de Furnas foram analisadas em um cromatdgrafo a
gas acoplado ao analisador de espectrometria de massas GC-MS QP-2010 da Shimadzu®
Corporation (Kioto, Japdo), usando para a separacdo dos analitos uma coluna cromatogréafica
capilar RTx®-5MS da Restec® com dimensbes de 30 m x 0,25 mm d.i. X 0,25 pm
(Bellefonte, EUA).

Para a impregnagédo dos nanotubos de carbono em papel filtro foi utilizado um banho
de ultrassom USC1400 da Unique® (Indaiatuba, Brasil), chapa de agitacdo da Quimis®
(Diadema, Brasil), sistema de filtracdo da Millipore® (Bedford, EUA) e bomba a vacuo da
New Pump® (Heidelberg, Alemanha).

A é&gua ultrapura foi produzida pelo sistema de filtracdo Milli-Q® da Millipore®
(Bedford, EUA). Os eluatos das extracBes foram secos em um concentrador de amostras
CentriVap Concentrator da Labconco Corporation (Kansas, EUA) com coletor de solvente
CentriVap Trap da Labconco Corporation (Kansas, EUA). Nos estudos iniciais com 0os CNT

foi utilizado o sistema de extracdo a vacuo Manifold da Supelco® (Bellefonte, EUA.)

4.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLUCOES

Empregou-se 0s MWCNT com diametro externo de 6 a 9 nm e comprimento de 5
pm, adquiridos da Sigma Aldrich® (Steinheim, Alemanha).

Os padr@es triadimenol (98.5%), tebuconazol (99.6%), epoxiconazol (99.2%) e
metconazol (99.5%) foram produzidos pela Sigma Aldrich® (Steinheim, Alemanha) e a partir
deles, preparadas as solucdes estoque a 1000 pg.mL™* em metanol.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica foi preparada uma solucdo padréo
em metanol, uma com os 4 analitos e a outra com triadimenol + tebuconazol + epoxiconazol +
metconzaol, ambos na concentracdo de 1000 pg.mL™. Estas solucdes foram diretamente

adicionada as amostras de &4gua para fortificacéo.
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Para a etapa de validacdo, foi prepara uma solugdo padrdo em agua com os analitos
triadimenol + tebuconazol + epoxiconazol na concentracéo de 5,0 pg.mL™ e uma solugéo de
padréo interno metconazol em 4gua na concentragdo 4,0 pg.mL™.

As solugfes padrdo preparadas em metanol foram armazenas em frascos ambar em
freezer a -20 °C, sendo retiradas apenas no momento da analise. As solucdes padrdo
preparadas em agua foram armazenadas em frasco ambar em refrigerador e também foram
retiradas apenas no momento do uso, sempre tomando o cuidado de espera-las atingir a
temperatura ambiente antes do uso.

Os solventes metanol (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha), acetato de etila
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) e acetona (Honeywell®, Muskegon, Estados Unidos) sdo
grau de pureza HPLC, enquanto o acido nitrico 65,0% (Merck®, Hohenbrunn, Alemanha) e o
Triton-X 100 (Proquimios®, Rio de Janeiro, Brasil) sdo grau de pureza P.A. O papel filtro de

celulose utilizado apresenta gramatura de 80 g/m?, com 0,16 mm de espessura (Unifil®).

4.3 FORTIFICACAO DA AMOSTRA

As amostras de agua da represa de Furnas foram coletadas em frasco de vidro ambar
e armazenadas em geladeira até 0 momento do uso, tomando-se a precaucdo de espera-la
atingir a temperatura ambiente antes da anélise.

As amostras utilizadas no desenvolvimento do método foram preparadas usando-se
como matriz a agua obtida diretamente da torneira, sem prévio tratamento. A ela foi
adicionada solucéo padrédo dos analitos, preparados em metanol.

As amostras empregadas na etapa de validacdo foram preparadas usando-se como
matriz 4gua coletada da represa de Furnas, em frascos ambar, em pontos de coleta afastados
de plantagdes e sempre armazenadas em refrigerador até o momento do uso. A elas foram
adicionadas a solucdo padrdo dos analitos triadimenol, epoxiconazol e tebuconazol,
preparados em agua, sem prévia etapa de preparo (como filtragem). Apos a fortificacdo, o
volume de amostra a ser analisado foi medido e a ele adicionado a aliquota de 500 uL de
padrdo interno metconazol, preparado em agua.

Antes do processo de fortificacdo da amostra, uma aliquota destas amostras foi
submetida ao processo de extragdo e andlise por GC-MS para confirmar a auséncia dos

analitos de interesse.
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4.4 IMPREGNACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO EM MEMBRANA DE
CELULOSE

A metodologia de impregnacgédo dos nanotubos de carbono em membrana de celulose
consiste, primeiramente, em estabilizar os nanotubos de carbono em uma suspenséo com uso
de Triton-X 100 a 0,1 % em agua. Para isso, pesa-se 15 mg de nanotubos de carbono e
adiciona-se esta massa em 50 mL de solucdo Triton-X 100 a 0,1 %, seguido de sonificacdo
em banho de ultrassom por 15 min e agitacdo em chapa de agitagéo por 15 min, a 1.200 rpm.

Em uma segunda e independente etapa, 10 mL de acido nitrico sdo aquecidos a 70 °C
e transferidos para o sistema de filtracdo, o qual contém um papel filtro de celulose no seu
interior. Apos deixar o0 acido reagir com o papel por 2 min, a solu¢éo de nanotubos de carbono
é transferida para o sistema de filtracdo e a bomba a vacuo é acionada.

Ap0s a passagem da solucdo contendo os nanotubos de carbono, o disco é lavado
com o0s seguintes reagentes, na ordem expressa: 100 mL de agua ultrapura, 20 mL de metanol,
20 mL de acetona e 100 mL de agua ultrapura.

Deste procedimento resulta um disco de papel filtro com uma delgada camada de
nanotubos de carbono uniformemente distribuidos sobre sua superficie e a ele fortemente
aderidos. Este filme de nanotubos se torna fixo ao papel que, entdo, é utilizado como fase
estacionaria para um processo de extracdo em fase solida em disco, conforme ilustrado e

detalhado no item “5.3 Disco Impregnado por Nanotubos de Carbono”.

45 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

O procedimento de extracdo foi realizado em um sistema de filtracdo contendo dois
discos impregnados, dispostas em série, cobertos com um papel filtro. A extracdo é composta

das seguintes etapas:

a) Condicionamento do disco com 50 mL de &gua ultrapura;
b) Carregamento da amostra, através da passagem de 400 mL de amostra sobre o

sistema de filtracéo;
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c) Eluicdo dos analitos retidos no disco com 7,0 mL de uma solugdo de acetato de
etila:acetona (1:1, v/v);

d) Secagem do eluato em concentrador de amostras a vacuo, com aquecimento a 40
°C, para posterior ressuspensdo em 130 uL de acetona;

e) Injecdo de 3,0 pL no sistema cromatografico com analise no modo SIM.

46 METODO CROMATOGRAFICO

A determinacdo dos fungicidas triazélicos foi realizada através do GC-MS (do tipo

monoquadrupolo), com os parametros abaixo descritos.

a) Introducdo da amostra: modo splitless;

b) lonizacdo: fonte de impacto de elétrons, operando a 70 eV;

c) Gés de arraste: hélio (99,999%), a uma vazdo de 1,46 mL.min™;

d) Temperatura do injetor: 300 °C;

e) Temperatura da fonte de ionizagdo: 270 °C;

f) Temperatura da interface: 270 °C;

g) Coluna cromatografica com aquecimento no modo gradiente de temperatura:
temperatura inicial de 120 °C, aquecimento até 290 °C, a uma taxa de 40 °C.min™,
mantendo a 290 °C por 3 min;

h) fons monitorados (em negrito destacado o ion usado para quantificacio, os demais
foram usados para confirmacéo):

1. Triadimenol: 112, 128, 168;
2. Tebuconazol: 250, 70, 125;
3. Epoxiconazol: 192, 138, 165;
4. Metconazol: 125, 145, 250.

4.7 VALIDACAO

O método analitico proposto foi validado de acordo com 0s guias internacionais

“Guidance document on pesticide residue analytical methods” (SANCO/825/00 rev. 8.1) e
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“Regulatory Limits For Pesticide Residues In Water”, publicados, respectivamente pela Uniédo
Européia e IUPAC. O método desenvolvido foi validado para os pardmetros seletividade,

linearidade, limite de quantificacdo, exatiddo e precisao inter e intra-dias.

4.8 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras da represa de Furnas coletadas para a validagdo da metodologia analitica
desenvolvida foram coletadas em frascos de vidro ambar, em pontos distantes de plantacdes e
pontos onde desembocam esgoto e rios ou cOrregos. Estas amostras foram armazenadas em
geladeira até 0 momento do uso.

As amostras da represa de Furnas coletadas para a etapa de analise foram coletadas
em frasco de vidro ambar, em pontos préximos a plantac6es de café, em regides proximas as
cidades de Alfenas e Campos Gerais (regides de alta producdo de café). Estas amostras, apds

coleta, foram levadas diretamente para anélise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO

O método cromatografico foi baseado em um trabalho previamente publicado pelo
grupo de pesquisa do Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos da Unifal-MG.
(FREITAS et al, 2014) Para o desenvolvimento do meétodo cromatografico, a partir das
soluces padrdo estoque a 1,0 mg.mL™ em metanol, foram preparados diluicdes da solucido
padréo de cada analito individualmente, na concentragdo de 1 pg.mL™, também em metanol.
Estas solugdes foram injetadas, individualmente, no sistema cromatografico com o
espectrometro de massas operando no modo varredura (SCAN), com a finalidade de se obter
as informacgdes do perfil de fragmentacdo de cada analito - analise no modo varredura
realizada entre 50 e 400 m/z, para abranger todas as massas moleculares dos analitos em
estudo. A Tabela 1 resume as caracteristicas e os tempos de retencdo obtidos para cada

analito:

Tabela 1: Resumo das caracteristicas dos analitos e dos parametros qualitativos obitidos.

Analito Triadimenol Tebuconazol Epoxiconazol Metconazol
Formula molecular C14H15CIN30, C16H2CIN3O C34H26C12F2NgO, C17H2CIN3O
Massa molecular 295,76 Da 307,81 Da 329,51 Da 319,82 Da
fons monitorados 112, 168, 128 70, 125, 250 192, 165, 138 125, 145, 250

Tempo de retencdo
. 4,56 5,50 5,63 5,97
(min)

Fonte: Do autor.

A andlise quantitativa foi desenvolvida no modo SIM (Selected lon Monitoring) —
modo de aquisi¢do dos dados em que apenas 0s ions de interesse sdo monitoradas, resultando
em maior sensibilidade e seletividade. Para esta analise, o ion com maior intensidade de sinal
de cada analito foi utilizado para sua quantificacdo e outros dois ions mais intensos foram

usados para confirmar a identidade da molécula, a partir de seu perfil de fragmentacdo —
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conforme preconizado pelos 6rgdos regulamentadores para analise de praguicidas em
amostras complexas.

A Figura 4 representa o cromatograma obtido com a injecdo de uma solucéo padréo
preparada em metanol, contento os 4 analitos na concentracdo de 1,0 pg.mL™. Este
cromatograma foi obtido com o modo de injecdo SIM e apresenta os 4 ions utilizados para a

quantificacdo dos analitos.

Figura 4 - Cromatograma obtido ap6s a injecdo de uma solugdo padrdo em metanol.

(x100.000)

4112.00 (1.20}

i Epoxiconazol
Triadimenol

[ Metconazol

Tebuconazol

b
-
o

6.50

Fonte: Do autor.
Nota: Os 4 analitos estdo na concentracdo de 1,0 pg.mL™e os picos sdo identificados na figura.

5.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

Com a finalidade de explorar as caracteristicas dos CNT, os primeiros estudos foram
realizados utilizando os CNT como fase estacionaria na tradicional extracdo em fase solida,
empacotados em cartucho de extracdo em fase solida. A extragdo foi realizada em um sistema
de extracdo a vacuo, com auxilio de um Manifold®.

Este teste visava conhecer as propriedades desse material, como resisténcia ao fluxo,
capacidade de adsorver os fungicidas triaz6licos e seu comportamento frente a diferentes
solventes, aquoso e organicos. Com esta finalidade, diferentes valores de massa de CNT (20 a
50 mg) foram aprisionados em um cartucho de extracdo em fase solida e submetido ao

seguinte procedimento de extragéo:

T
7.00 Tempo (min)
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a)  Condicionamento: 5,0 mL de &gua ultrapura;
b)  Carregamento: 5,0 mL de solugéo aquosa contendo os quatro analitos, todos na
concentracdo de 1 ug.mL'l;

c) Eluicdo: 1,0 mL de solvente organico.

As extracOes foram realizadas em quintuplicata e foram avaliados diferentes
solventes para a elui¢cdo, como metanol, acetonitrila, acetato de etila e hexano. Os residuos de
condicionamento e carregamento foram descartados, enquanto o solvente de eluicdo foi
recolhido separadamente e injetado diretamente no sistema cromatogréfico.

Este estudo demonstrou que os CNT nédo sofreram modificacfes fisicas visiveis
guando expostos aos solventes organicos ou agua, mas demonstrou que, devido a sua pequena
dimensao estrutural, sofrem forte compactacdo e oferecem grande resisténcia ao fluxo, o que
indicou a necessidade de trabalhar com baixos valores de massa de CNT. Caso haja interesse
em utilizar uma massa de CNT acima da ordem de 20 mg, esta ndo pode ser diretamente
compactada em um cartucho ou coluna de extracdo de pequeno didmetro, sendo necessario
desagrega-la com algum material inerte, como por exemplo I1a de vidro, de modo a evitar a
compactacdo e consequente resisténcia ao fluxo.

Observa-se que a necessidade de desagrega-los pode resultar em diminuicdo da
capacidade sortiva, uma vez que, segundo a literatura, a interacdo entre os CNT e analitos
pode ocorrer fora do interior e da camada externa dos nanotubos, nas ranhuras e canais
intersticiais formados pela agregacdo de diferentes CNT, os quais ficam comprometidos
quando ocorre espacamento entre do CNT pela adi¢do de material inerte.

A principal caracteristica observada neste estudo foi a elevada capacidade sortiva dos
CNT, uma vez que a passagem de pequeno volume de amostra resultou em elevados valores
de area. Os resultados obtidos foram utilizados apenas para conhecimento das caracteristicas
dos CNT, mas, dentre os solventes avaliados, o0 acetato de etila foi o que demonstrou maior
capacidade de eluir os analitos retidos no CNT, conforme pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Extragbes de amostra de fungicidas triazolicos por SPE com CNT como fase
estacionéria.
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Fonte: Do autor.

Nota: Avaliacéo do comportamento dos CNT frente a diferentes solventes aquoso e orgénicos e
avaliacdo da capacidade de eluigdo dos solventes organicos. O resultado € expresso em
recuperagdo, tomando o solvente acetato de etila como 100 % devido a sua maior
recuperagéo.

5.3 DISCO IMPREGNADO POR NANOTUBOS DE CARBONO

Tendo em vista a alta capacidade sortiva do CNT, foi observado que o preparo de
amostras por extragdo em fase solida em disco seria a melhor alternativa para atingir baixos
limites de quantificacdo, uma vez que este procedimento possibilita 0 emprego de um grande
volume de amostra e, por apresentar a fase extratora como um filme delgado uniformemente
distribuido sobre sua superficie, contorna sua propriedade de alta compactacdo, evitando a
necessidade de elevadas pressdes durante a passagem da amostra.

A literatura relata o preparo de discos impregnados com nanotubos de carbono,
chamado de buckypaper, mas ndo com a finalidade de preparo de amostras. Entre exemplos
de aplicagdo desse tipo de material, pode-se destacar membranas eletromagnéticas para uso
como sensor, membranas de filtracho para limpeza de materiais por sequestro de
sujeiras/contaminantes pelo CNT, materiais com a propriedade de conduzir carga elétrica para
0 emprego desde em eletrdnicos domésticos (como televisores e monitores) até conducdo de
impulsos nervosos em células animais, materiais condutores de calor para possibilitar o

resfriamento de equipamentos eletronicos, revestimento de materiais contra incéndio — devido
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a sua resisténcia ao fogo, suportes de catélise e outras aplica¢fes. (LOH, 2013; DHARAP,
2004; REIN, 2011)

As principais metodologias de sintese de buckypaper sdo a filtracdo positiva ou
negativa de uma solucdo contendo os CNT dispersos em surfactante, o qual aumenta sua
dispersibilidade em solucdo aquosa. As Figuras 6 e 7 sdao exemplos de sintese desse material,
por filtragdo negativa e positiva, respectivamente.

Figura 6 - Preparo de buckypaper por filtragdo da mistura CNT e solugdo dispersante previamente tratada
com agitacdo e ultrassom.

* PC/CHCly
* PTFE filter membrane
% PTFE filter membrane

Nota: A massa de 120 mg de CNT foi filtrada com dois litros de surfactante para uma membrana de nylon
de 0,45 pum de poro de 78 mm de didmetro.
Fonte: Composites Science and Technology, 13 (2013) 1-9.
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Figura 7 - Preparo de buckypaper por filtracdo positiva.
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Nota: Aplicacdo de pressdo acima da solucdo a ser filtrada com auxilio de uma seringa. Neste
trabalho uma solucdo de 500 mg de CNT dispersa em um litro de surfactante foi filtrada
em uma membrana de acetato de celulose com a,45 pm de poro de 33 mm de didmetro.

Fonte: Microporous and Mesoporous Materials, 184 (2014) 127-133.

As primeiras metodologias de impregnacdo dos CNT em discos foram realizadas em
membranas de nylon (membrana usada para filtrar solventes organicos) com tamanho de poro
de 0,45 um, conforme descrito na literatura para o preparo de buckypaper. Para isso, foi
utilizado um sistema de filtracdo a vacuo e membranas de nylon da Millipore.

Trés metodologias de impregnacdo foram avaliadas, todas partindo da massa de 30
mg de CNT. Na primeira metodologia avaliada (HWANG, 2013), adicionou-se a massa de
CNT em uma solucdo de Triton-X 0,05% preparada em metanol - essa solu¢cdo com
surfactante tem a finalidade de dispersar os CNT no solvente. Em seguida, a mistura foi
submetida ao ultrassom por 30 min e filtracdo a vacuo. Apos a filtracdo a vacuo, o disco é
lavado com metanol e acetona, para remocdo do excesso de surfactante e seco em estufa a
60°C por 2 horas.

Na segunda metodologia (LOH,2013), a massa de CNT ¢é dispersa no solvente

dimetilformamida — solvente com a propriedade de dispersar os CNT - e esta solugdo
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submetida a agitacdo em chapa de agitacdo por 30 min, seguido da filtracdo a vacuo. Apds a
filtracdo, o disco €é lavado com &gua ultrapura e seca em estufa a 60°C por 2 horas.

Por fim, na terceira metodologia, a massa de CNT € apenas dispersa em agua
ultrapura e submetida a filtracdo a vacuo. Depois o disco é seco em estufa a 60°C por 2 horas.
Esta terceira metodologia foi realizada para servir como controle, de comparagcdo com as
outras, e avaliar o efeito de cada solvente.

Apds testes em bancada e avaliacdo de variacBes nas metodologias, apenas a
primeira e a segunda metodologia produziram discos impregnados. Entretanto, possivelmente
devido ao pequeno tamanho de poro da membrana e elevada massa de CNT o filme de fase
estaciondria ficou fracamente ligado aos discos, de modo que eles se soltam facilmente apds a
adicdo da amostra no sistema de filtracdo. Outro fator que contribui para a baixa adesdo do
CNT é a necessidade de aplicar uma pressao negativa muito elevada, para exercer a forca
necessaria para deslocar os CNT para o interior dos poros da membrana, caracteristica que
ndo foi atingida com 0 modelo de bomba de vacuo disponivel.

A Figura 8 é uma foto do resultado obtido com a metodologia 1 e mostra a

membrana impregnada sobre um suporte PTFE usado na extracdo em fase solida em disco.

Figura 8 - Foto do disco obtido com as condi¢des de sintese, na
metodologia.

Fonte: Do autor.
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Logo, surgiu a necessidade de avaliar outro suporte para a impregnagdo das
membranas, o qual foi obtido com o papel filtro composto por celulose. Apds alguns testes
em laboratorio, observou-se a propriedade do acido nitrico em decompor este papel e, se sua
acao sobre o papel ocorrer por breve intervalo de tempo, ha a possibilidade de aumentar os
poros j& existentes ou criar novos poros, sem decompor totalmente o papel. Assim, apos
diversas tentativas e baseando-se nos procedimentos de sintese de buckypaper descritos na
literatura, (HWANG , 2013; REIN, 2011) obteve-se um procedimento ideal para a
impregnacdo de CNT em membrana de celulose, descrito no item 4.4 “Impregnagdo dos
Nanotubos de Carbono em Membrana de Celulose”.

Apos as etapas, obtém-se um disco de papel filtro com uma delgada camada de
nanotubos de carbono uniformemente distribuidos sobre o papel e fixados no seu interior, de
modo que ndo sdo removidos nem com a passagem da amostra nem com acdo mecanica
(agitagcdo do papel). O disco sintetizado e o sistema de extragdo em disco sdo ilustrados na
Figura 10.

As variaveis estudadas e os resultados observados foram:

a) Volume de acido nitrico: foram avaliados os volumes de 5, 10 e 20 mL e
observou-se que o volume deveria ser 0 necessario para cobrir todo o papel filtro,
ndo havendo influéncia volumes superiores a este;

b) Temperatura do &cido nitrico: foram avaliados a auséncia de aquecimento e o
aquecimento a 70 °C. Observou-se que quando o papel de celulose nao era tratado
com aquecimento, ndo havia a formacdo dos poros para impregnacdo dos CNT,
resultando em um disco em que o CNT ndo era uniformemente distribuido;

c) Tempo de reacdo do acido nitrico com o papel filtro: foram avaliados os tempos
de 0, 2, 4 e 6 min. Quando ndo havia a reacdo do acido nitrico com o papel de
celulose, ndo ocorria a formacdo/aumento dos poros e consequentemente, 0s CNT
ndo sofriam fixacdo no papel filtro. Intervalos de tempo superiores a 2 min
promoviam a degradacdo do papel sendo, entdo, 2 min o tempo ideal para a
formagéo/aumento dos poros;

d) Volume de Triton-X 100: Foi avaliado qual o volume minimo para promover uma
completa dispersdo dos CNT, o qual foi atingido com o valor de 50 mL de Triton-
X 100 a 0,1%;

e) Sistema de filtragdo: Dentre os sistemas de filtragdo avaliados, apenas o sistema
de filtracdo de fase movel para HPLC promoveu a homogénea distribuicdo dos

CNT devido a sua composi¢do por vidro sinterizado na regido de suporte de
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membrana, capaz de oferecer uma pressdo homogénea para toda a regido da
membrana;

f) Massa de Nanotubos de Carbono: avaliou-se as massas de 10, 15, 20 e 25 mg,
sendo que massas acima de 15 mg ndo ficam fortemente aderidas ao papel filtro
porgue 15 mg foi o suficiente para saturar 0s poros presentes no papel.

Para demonstrar o efeito promovido pelo processo de impregnacdo de CNT

desenvolvido, um disco tratado pelo procedimento de impregnacdo, exceto pela adicdo de
CNT, e outro submetido a todo o processo de impregnacdo foram submetidas a lupa de

aumento, conforme demonstrado na Figura 9.

Figura 9 - Fotos de discos submetidos ao processo de impregnacéo

PAPEL TRATADO SEM IMPREGNAGCAO COM CNT

Nota: Acima: sem a adicdo de CNT; abaixo: com adicdo de CNT. As imagens da esquerda representam uma
foto do tamanho real do disco, sem aumento, enquanto as imagens da direita foram obtidas com aumento
proporcionado por uma lupa.

Fonte: Do autor.
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Assim, o procedimento inicial de extragdo em disco (Figura 10) foi padronizado
como:
a) Condicionamento: 100,0 mL de &gua ultrapura;
b) Carregamento: 100,0 mL de solucdo aquosa contendo os quatro analitos, todos na
concentracéo de 100 ng.mL™:;
c) Eluigdo: 5,0 mL de acetato de etila;

d) O eluato € seco e ressuspendido em 250 pL do solvente de eluicdo.

Figura 10 - Esquema ilustrativo do processo de extracdo em disco com disco
impregnado com CNT.

Membrana impregnada
com CNT

Sistema de filtra¢do
a vacuo

t\

Fonte: Do autor.

5.4 ESTUDO DO pH DA AMOSTRA

Definida a metodologia de extracdo, todas as etapas do procedimento de extracdo
foram otimizadas no modo univariado, ou seja, avaliando-se uma variavel por vez, tomando
por base o procedimento de extracdo acima descrito.

A primeira varidvel analisada foi a influéncia do pH da amostra frente a capacidade

sortiva dos CNT. As amostras tiveram seu valor de pH ajustado para 3,00, 5,00, 7,00, 9,00 e
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11,00, através da alcalinizacdo com hidréxido de sodio ou acidificagdo com &cido cloridrico.
Para cada valor de pH, a extracdo foi realizada em triplicata, e os resultados comprovaram que
0s maiores sinais e menores valores de desvio padrdo relativo foram obtidos com o valor de

pH igual a 7,00, conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Estudo do pH da amostra.

Estudo do pH da amostra

120,00
100,00
80,00

60,00

Recuperagio (%)

40,00

20,00

pH=3,00 pH=5,00 pH=7,00 pH=9,00 pH=11,00

H Triadimenol ™ Tebuconazol = Metconazol M Epoxiconazol

Nota: N=3. Resultado expresso em recuperacdo, tomando o pH 7, o qual apresenta maior intensidade de sinal,
como 100%.

A literatura ndo reporta os valores pKa para os 4 analitos em estudo. Eva Cadkova et
al realizaram a determinacao do pKa do tebuconazol em 2013, com valor de pKa igual a 5,0 —
sendo este o tnico valor de pKa disponivel para os 4 analitos. (CADKOVA, 2013).

Como os analitos em estudo sdo moléculas acidas e, tomando por base o pKa do
tebuconazol, supde-se que no valor de pH em que foram obtidos os maiores sinais, pH=7,00,
as moléculas estardo na sua forma ionizada e, portanto, a interacdo entre os analitos e 0 CNT
se da pela interacdo dos anéis aromaticos dos analitos com a estrutura hexagonal composta
por atomos de carbono e as interacdes ndo covalentes, como interagdo n-m ¢ van der Waals.
(RAVELO-PEREZ, 2010)
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5.5 ESTUDO DO SOLVENTE DE ELUICAO

Nesta etapa, foram realizadas diversas extraces alterando-se o solvente de eluicdo
com o intuito de avaliar qual o solvente organico apresenta maior capacidade de retirar os
analitos adsorvidos nos CNT.

O protocolo de extracdo foi alterado, diminuindo-se a concentracdo da amostra de
1,0 ug.mL* para 0,5 pg.mL™ devido aos altos valores de sinal que eram obtidos, em virtude
da elevada capacidade adsortiva dos CNT, sendo cada solvente avaliado em triplicata.

Outro ponto alterado é decorrente do estudo de diferentes solventes organicos
avaliados no processo de eluicdo. Como até entdo o eluato era diretamente injetado no sistema
cromatografico, nesta etapa foi necessario secar o eluato e ressuspender em um dnico solvente
organico. Assim o eluato foi seco e ressuspendido em 250 pL de acetato de etila, para
posterior injecdo no sistema cromatogréfico.

Os solventes estudados foram selecionados para contemplar diferentes valores de
polaridade - de hexano, com forca eluotropica igual a zero, a acetonitrila, com forca
eluotrdpica igual a 0,50, ambos os extremos da relacdo forca eluotrdpica. Assim, os solventes
estudados foram: acetato de etila, acetona, acetonitrila, diclorometano, éter etilico, metanol e
hexano.

Conforme demonstrado na Figura 12, os solventes que apresentaram maior
capacidade de eluir os analitos adsorvidos nos CNT foram o acetato de etila e acetona.
Enquanto o primeiro apresentou uma maior capacidade de eluicdo, o segundo apresentou

menores valores de desvio padréo relativo entre todos os solventes testados.
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Figura 12 - : Avaliag8o da capacidade de eluicdo dos solventes organicos.
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Nota: N=3. Resultado expresso em recuperagdo, tomando-se 0 solvente com maior recuperacao (acetato de etila)
como 100%.
Fonte: Do autor.

Frente as vantagens individuais do acetato de etila e acetona, o préximo estudo foi
avaliar uma mistura desses solventes como solvente de elui¢do. Para isso, foram estudadas,
aplicando o mesmo protocolo de extracdo, as misturas de solvente: acetato de etila:acetona
nas proporgdes 1:3, 1:1 e 3:1.

A mistura na proporcao 1:1 foi a que apresentou maiores valores de area para cada
analito e menores valores de desvio padrao relativo, de 0,82 a 3,90% frente a valores de 6,62 a
18,21% para a propor¢do 3:1 e 16,63 a 20,47% para a proporcdo 1:3. Portanto, o solvente
acetona:acetato de etila (1:1, v/v) foi definido como o solvente de eluigé&o.

5.6 ESTUDO DA QUANTIDADE DE DISCOS

O sistema de extragdo apresentou 6timos resultados quanto a reprodutibilidade e a
eficiéncia de extracdo. Contudo, foi possivel impregnar no maximo 15 mg de CNT por papel,
0 que tornou o sistema era limitado em termos de adsorcdo quanto a massa de fase
estacionaria. A fim de se utilizar uma maior massa para obter maior capacidade de
concentracdo, foram avaliadas as quantidades de discos que poderiam ser usadas em série no

processo de extracao.
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Os discos foram colocados um sobre o outro no sistema de filtracdo, com a superficie
contendo os CNT voltados para cima. Avaliou-se de 1 a 3 discos e o resultado € apresentado
na Figura 13 através do grafico de barras.

O sistema de extracdo empregando dois discos foi o que apresentou maior
recuperacdo, 0 que pode ser observado pela maior intensidade dos sinais para todos os
analitos. Entretanto, foi também o sistema que apresentou maior desvio padrdo relativo e,
mesmo sendo esta uma desvantagem significativa, o procedimento de extracdo com dois
discos foi mantido pois, acreditou-se que ao se otimizar todos as variaveis e iniciar o de

padréo interno, esta desvantagem seria contornada.

Figura 13 - Avaliacdo da quantidade de discos usados em série no processo de extragéo.
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Nota: Finalidade: obter maior recuperagdo. N=3. Resultado expresso em recuperagdo, tomando-se como
base 2 membranas para 100%.
Fonte: Do autor.

5.7 ESTUDO DO VOLUME DE AMOSTRA

Este parametro foi avaliado conforme o procedimento de extracdo descrito acima,
variando o volume de amostra, e com o uso de dois discos de extracdo no aparato de extracéo.
Durante a realizacao deste estudo, observou-se a necessidade de adicionar um papel filtro, ndo
impregnado, sobre o primeiro disco, para evitar que o impacto promovido pelo elevado

volume de amostra adicionado sobre o sistema de filtracdo deslocasse os CNT impregnados.
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Destaca-se que o filme formado no procedimento de impregnacdo € firmemente
aderido ao papel, ndo se desloca com facilidade. Entretanto, o procedimento de verter altos
volumes de amostra sobre o disco, varias vezes em sequéncia, cria uma forca capaz de, ao
longo de varias extracfes, desprender uma pequena massa do CNT impregnado, a qual é
deslocada e visualizada como um precipitado na amostra. Assim, a protecdo do disco de
extracdo com um papel filtro impede a retirada de CNT da membrana, permanecendo todo o
CNT sempre aderido aos discos de extracao.

O volume de amostra foi estudado em 100, 300, 500, 700, 1000 e 1300 mL
utilizando como amostra uma solucéo aquosa contendo os 4 analitos na concentracdo de 100

ng.mL™. O resultado é expresso através de um gréfico de dispersdo, na Figura 14.

Figura 14 - Avaliacéo do volume de amostra necessario para se trabalhar no equilibrio.
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Fonte: Do autor.

O sinal cresce proporcionalmente ao volume de amostra de 100 a 400 mL e, a partir
deste valor apresenta-se constante até aproximadamente o volume de 1000 mL, com
decréscimo significativo em seguida — exceto para o triadimenol, no qual a partir de 700 mL
ja héd um decréscimo significativo do sinal. Esse resultado, provavelmente, se deve a saturacao
do material adsorvente a partir de 400 mL, o que torna o sinal constante — ou seja, a partir de
400 mL de amostra todos os sitios de interacdo disponiveis nos CNT estdo ocupados. Ja a

partir do volume de 1000 mL, o sinal decresce, provavelmente, devido ao alto volume de
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amostra, 0 qual passa a apresentar a propriedade de eluir os compostos retidos. Frente aos
resultados, o volume de amostra foi fixado em 400 mL, valor no qual foi estabelecido o

equilibrio.

5.8 ESTUDO DO VOLUME DE SOLVENTE DE ELUICAO

O volume do solvente de eluicdo foi otimizado para promover uma completa eluigéo
dos analitos de interesse, aumentando assim o sinal e a repetibilidade e, ainda, para evitar
efeito de memoria (quando todos os analitos de interesse ndo sdo eluidos e,
consequentemente, sdo detectados em uma andlise subsequente). Para isso, 0 volume acetato
de etila:acetona (1:1, v/v) foi avaliado em 3,0, 5,0 e 7,0 mL.

Como pode ser observado na Figura 15, o volume de 7,0 mL foi o que resultou em
maior valor de area e desvio padrdo semelhantes ao apresentado pelo volume de 5,0 mL.
Logo, com a finalidade de se obter um maior sinal, o volume de 7,0 mL foi padronizado no
procedimento de extragéo.

Volumes de solvente de eluicdo superiores a 7,0 mL ndo foram analisados a fim de

se evitar o gasto excessivo de solventes.

Figura 15 - Avaliacdo do volume de solvente acetato de etila:acetona (1:1, v/v) usado na eluico.
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Nota: N=3. Resultado expresso em recuperacdo, sendo a eluigdo com 7,0 mL de solvente (maior
intensidade de sinal) tomada como 100%.
Fonte: Do autor.
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5.9 ESTUDO DA NATUREZA E VOLUME DO SOLVENTE DE RESSUPENSAO

O solvente usado para ressuspender a amostra apds secagem do eluato foi,
primeiramente, estudado quanto a sua natureza. Para isso, foi preparado uma solugdo padréo
dos triazéis a 0,1 pg.mL™ em acetato de etila:acetona (1:1, v/v) e 7,0 mL desta solucéo
transferidos para um tubo de ensaio, o qual foi submetido a etapa de secagem. O teste foi
realizado sem e com aquecimento a 40 °C e sempre em triplicata. Em seguida, os padrdes
foram ressuspendidos nos solventes organicos listados a seguir, nos quais 0s triazois sdo mais
soluveis: metanol, acetona, acetato de etila e acetonitrila.

O resultado demonstrou que o aquecimento até 40 °C ndo influencia no sinal (ndo
provoca degradacdo da amostra) e que o melhor solvente para ressuspender a amostra é a
acetona, a qual apresenta menor desvio padrao relativo de 0,9 a 2,7%.

Por fim, o solvente de ressupensdo foi estudado quanto ao seu volume, em 150 e 300
uL. N&o foram estudados volumes menores porque acredita que estes seriam insuficientes
frente ao volume de solvente de eluicdo que é submetido a secagem e volumes maiores nao
foram estudados para evitar a diluicdo da amostra. Observou-se que o volume de 150 uL
apresentou maiores valores de area com menores valores de desvio padrdo relativo e,
portanto, foi adotado este volume para ressuspensdo. Dessa maneira, o protocolo de extracéo
otimizado foi:

a) Condicionamento: 100,0 mL de &gua ultrapura;

b) Carregamento: 400,0 mL de amostra;

c) Eluicdo: 7,0 mL de acetato de etila:acetona (1:1, v/v);

d) Secagem do eluato em concentrador de amostras a 40 °C;

e) Ressuspensdo em 150 uL de acetona;

f) Injecdo de 3,0 uL no sistema cromatogréafico.

5.10 MODIFICACOES ESTRUTURAIS DOS NANOTUBOS DE CARBONO

O ultimo pardmetro avaliado para otimizar o processo de extracdo foi a necessidade
de modificagbes nos nanotubos de carbono com o intuito de aumentar sua capacidade

adsortiva. A literatura descreve dois processos: a oxidacdo dos CNT e a eliminacdo dos
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solventes e residuos de sua sintese. Para esta avaliacdo foram preparadas trés discos de
extracdo. A primeira sem alteracdes nos CNT, a segunda com a eliminagdo dos residuos
provenientes da sintese dos CNT e a terceira trabalhando com CNT oxidados.

O tratamento com aquecimento decompde os grupos funcionais dos reagentes de
sintese que bloqueiam a entrada dos poros dos CNT, uma vez que estas substancias sao
termol&beis e, com isso, ha um aumento da &rea superficial externa. J& o tratamento com
acido leva a formacdo de grupos hidroxilas ou carboxilas nos CNT e aumento da area
superficial, aumentando assim sua capacidade de retencdo. (SITKO; ZAWISZA; MALICKA,
2012)

O tratamento térmico foi realizado com o aquecimento do CNT em estufa a 80 °C
por 2 horas. (REN, 2011; RAVELO-PEREZ, 2010) O processo de oxidacdo foi realizado
adicionando-se 100 mg de CNT em 30 mL de acido nitrico e este aquecido a 120 °C por 2
horas, sobre refluxo. Apds o aquecimento em &cido, o material foi filtrado, lavado com &gua
ultrapura e aquecido a 80 °C por 2 horas para evaporar 0s solventes utilizados. (TARLEY et
al, 2006)

Os trés discos sintetizados com os diferentes CNT foram avaliadas submetendo-as ao
processo de extracdo otimizado, com a amostra na concentracdo de 100 ng.mL™. Como
resultado observou-se um aumento médio de 27 % do sinal quando utilizada disco com CNT
submetido ao aquecimento e uma diminuicdo média 15 % do sinal quando utilizada o disco

com CNT oxidado, conforme Figura 16.
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Figura 16 - Comparac¢do das modificagdes estruturais sobre a capacidade de extracdo dos CNT.

Influéncia das modificagdes estruturais

120
100

11 K

CNT sem tratamento CNT tratado com CNT oxidado
aquecimento

Sinal

H Triadimenol ® Tebuconazol Epoxiconazol ® Metconazol

Nota: N=3. Resultado expresso em recuperacdo, tomando-se como 100% a extracdo realizada com CNT
tratado com aquecimento — teste de maior intensidade de sinal.
Fonte: Do autor.

5.11 VALIDACAO

Para demonstrar que o procedimento analitico proposto é adequado aos seus
objetivos, o método foi submetido a uma validacdo. Na auséncia de um guia de validacdo
nacional para determinacdo de praguicidas em amostras de agua, dois guias internacionais
foram tomados como referéncia: o “Guidance document on pesticide residue analytical
methods” (SANCO/825/00 rev. 8.1) publicado em 2010 pela Unido Européia, e o “Regulatory
Limits For Pesticide Residues In Water” publicado em 2003 pela [IUPAC. Ambos 0s guias
estabelecem as normativas e instrugdes para o desenvolvimento e validagdo de metodologias
analiticas para quantificacdo de praguicidas em amostras de agua.

Desse modo, 0 método analitico foi validado nos seguintes parametros: seletividade,
linearidade, limite de quantificacdo, exatiddo, preciséo, efeito matriz e recuperacéo.

Durante o desenvolvimento da metodologia foi observado que extragbes em
concentracdes muito baixas (menor que 1,0 pg.L™) apresentaram um desvio padréo relativo
superior a 15 % e, por isso, optou-se em utilizar padréo interno (PIl), com a finalidade de
corrigir os erros ocorridos durante o processo de extracdo. Dentre os analitos avaliados no
desenvolvimento, o metconazol foi escolhido como padréo interno por ser um praguicida ndo

utilizado na regido de Alfenas: ele estd presente em apenas duas formulagdes comerciais, 0
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Caramba 90 e o Opera Ultra, ambos ndo empregados nessa regido, segundo especialista da
Cooxupé — Cooperativa dos Produtores de Café do Sul de Minas Gerais. Ademais, 0
metconazol satisfaz os requisitos de um padrdo interno como: estrutura quimica semelhante
aos analitos em estudos e isento na matriz em estudo.

Com isso, as respostas das analises na etapa de validacdo sdo sempre expressas em
area relativa (area do analito/area do PI), exceto para o teste de seletividade.

Antes de iniciar a etapa de validacdo, varias amostras de dgua da represa de Furnas
foram coletadas, sempre em pontos afastados de plantacdes e pontos de despejo de agua
contaminada/esgoto. Estas amostras foram homogeneizadas, 6 aliquotas retiradas e
submetidas ao processo de extracdo — 3 aliquotas sem adicdo de Pl e 3 aliquotas fortificadas
com PI, para confirmar que a amostra utilizada na validacéo era isenta do Pl e dos analitos de
interesse.

Ap0s esta confirmacdo vérias aliquotas da amostra foram fortificadas pela adicéo de
volumes especificos da solucéo padréo epoxiconazol + triadimenol + tebuconazol a 5 pg.mL™
nas suas respectivas concentracdes. As amostras foram fortificadas imediatamente antes de
Seu uso.

Apos o preparo da amostra, varias aliquotas eram tomadas em proveta de 500 mL e a
elas adicionado o volume de 500 pL de PI.

5.11.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada realizando-se o procedimento de extracdo a 6 diferentes
amostras “branco” sem adi¢ao do PI, comparando os resultados de area obtido a uma extragéo
do ponto inferior da curva de calibragéo (LIQ).

As amostras branco ndo apresentaram picos nos tempos de retencdo dos analitos,

demonstrando sua seletividade.
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5.11.2 Linearidade

A linearidade foi estudada nos pontos 0,05, 0,10, 0,50, 1,00, 2,00, 5,00 e 10,00 pg.L"
! para o epoxiconazol e nos pontos 0,10, 0,50, 1,00, 2,00, 5,00 e 10,00 ug.L‘1 para o
tebuconazol e epoxiconazol. Foram avaliadas 6 curvas de calibragdo, construidas com 6
pontos de calibragdo cada.

Inicialmente as curvas de calibracdo foram calculadas através do modelo matematico
mais simples, a regressdo linear. Em seguida, estas curvas de calibracdo foram utilizadas para
calcular a concentragdo das amostras controle de qualidade (CQs) para se avaliar a precisao e
exatiddo do método e, entdo, observou-se que o modelo matematico aplicado ndo gerou bons
resultados, uma vez que os CQs de baixa e alta concentracdo apresentaram resultados de
exatidao insatisfatorios — maior que +15 %.

A provavel razdo da ndo adequacdo deste modelo matematico é a ampla faixa de
concentracdo em andlise, na ordem de 200 vezes, o que faz com que o calibradores tenham
pesos diferentes.

Logo, a curva de calibracdo foi novamente calculada, a partir de um novo modelo
matematico, o polinomial. As curvas obtidas com este modelo apresentaram-se satisfatorias,
dentro dos parametros aceitaveis dos 6rgdos regulatérios (valores de R? superiores a 0,98), e
foi 0 modelo que apresentou melhores valores de exatiddo, para todas as amostras controle.

A Tabela 2 apresenta os parametros obtidos para as curvas de calibracdo dos trés

analitos:

Tabela 2: Parametros obtidos para a curva de calibragéo calculada através de polindmio para os trés analitos em

estudo.
Analito Faixa analitica Equacéo da Reta R’
(ng.L™)
Triadimenol 0,10 a 10,00 y= 4,77E-09x* + 4,25E-05x + 9,26E-03 0,9999
Tebuconazol 0,10 2 10,00 y = 1,353E-09x* + 1,873E-04x + 1,214E-02 0,9998
Epoxiconazol 0,05 a 10,00 y = -2E-08x* + 0,0003x + 0,0059 0,9999

Fonte: Do autor.
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5.11.3 Limite de quantificacdo

O limite inferior de quantificacdo (L1Q) foi definido como a menor concentracédo do
analito preparado em matriz e quantificado com exatiddo e precisdo menor que 20%. Para isso
foram preparadas amostras em concentragdes decrescentes, as quais foram submetidas ao
processo de extracdo e analisadas quanto a exatiddo e precisao. Assim, o LIQ foi definido
como a menor concentracdo que apresentou exatiddo e precisdo inferior a 20 %, conforme
preconizado pelos érgdos regulatérios.

Com isso, o valor de LIQ obtido para o epoxiconazol foi igual a 0,05 pg.L™ e os
valores LIQ obtidos para o triadimenol e tebuconazol foram 0,10 pg.L™ (Figura 17). Portanto,
baseado nos limites expostos pela Comunidade Européia, que preconiza LMTs em aguas a
concentracdo de 0,1 pg.L™? para cada praguicida e de 0,5 pg.L™ para um total deles
(DIRECTIVE 2006/118/EC), o método desenvolvido atingiu seu objetivo de poder inferir

sobre a qualidade de aguas de abastecimento para 0 consumo humano.

Figura 17 - Cromatograma obtido da andlise de uma amostra fortificada na concentracéo do limite inferior de
quantificag&o.
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Fonte: Do autor.

Ainda, ao adotar a legislacdo brasileira como referéncia para o limite de exposicéo,
através da portaria nimero 2.914 de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Saude, que
estabelece o limite especificos o tebuconazol 180 pg.L™* podemos observar que o método
desenvolvido apresenta uma detectabilidade muito inferior ao minimo necessario, resultado

do seu alto poder de pré-concentracao.
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5.11.4 Exatid&o e precisao

A exatiddo e a precisdo do método foram avaliadas utilizando as amostras controle
de qualidade nas concentragdes de 0,30, 1,00 e 5,00 pg L™. Os resultados estdo
apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. A Figura 18 apresenta um cromatograma tipico de uma

amostra fortificada no nivel do controle de qualidade alto.

Tabela 3: Resultados dos testes de exatiddo e precisdo para o triadimenol.

Triadimenol

CN* 0,30 1,00 5,00

o CA® 0,32 1,14 5,03
Intra-dia (n=6) DPRY/% 9.3 45 2.8
EY% 6,78 14,58 0,62

CN* 0,10 1,00 5,00

S CA® 2822 1145.6 4396,7
Inter-dia (n=6) DPR%% 5,1 5.6 35
EY% -5,93 14,5 -12,07

Fonte: Do autor.
Nota: ® Concentracdo nominal (ug L™Y). ® concentragdo analisada (ug L™). ¢ Desvio padréo relativo. ¢ Erro

relativo.

Tabela 4: Resultados dos testes de exatiddo e precisdo para o tebuconazol.

Tebuconazol
CN* 0,30 1,00 5,00
. CAP 0,26 0,89 4,83
Intra-dia (n=6) DPRY/% 9.4 3,4 2,0
EY% -10,89 -10,23 -3,36
CN? 0,30 1,00 5,00
_ _ CAP 0,32 1,04 4,92
Inter-dia (n=6) DPR/% 6,7 49 1,7
EY% 0,37 4,82 1,44

Fonte: Do autor.

Nota: ® Concentracdo nominal (ug L™). ® concentragdo analisada (ug L™). ¢ Desvio padréo relativo. ® Erro
relativo.



Tabela 5: Resultados dos testes de exatiddo e precisdo para o epoxiconazol.
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Epoxiconazol

CNﬁ 0,30 1,00

o CAP 0,28 1,02
Intra-dia (n=6) DPR% 9,3 3,9
EY% -4,40 2,85

CNﬁ 0,30 1,00

o CAP 0,33 1,17
Inter-dia (n=6) DPRY% 11,4 9,9

EY% 0,38 17,74

5,00

4,42
2,0

11,60

5,00
-4,61
2,1
7,72

Fonte: Do autor.

Nota: * Concentragdo nominal (ug L™). ° concentracdo analisada (ug L™). ¢ Desvio padrdo relativo. ¢ Erro

relativo.

Figura 18 - Cromatograma obtido da analise de uma amostra fortificada na concentracdo do controle de

qualidade alto.
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6 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O método proposto foi aplicado para amostras reais para avaliar a contaminacgdo da
represa de Furnas por fungicidas triazélicos. Para isso, cinco amostras de dgua da represa de
Furnas foram coletadas em pontos diferentes da regido (trés proximos ao municipio de
Alfenas e dois proximos ao municipio de Campos Gerais — regides com destacavel producéo
agricola de café).

As amostras foram submetidas ao processo de extracdo, em duplicata mais uma
amostra sem adicao de PI, logo apos a coleta e submetidas a analise por GC-MS.

Né&o foi possivel identificar nenhuma contaminacao das amostras por estes 4 analitos.
Tal fato pode apresentar duas justificativas. A primeira é realmente a auséncia de
contaminacdo, fato desejavel. A segunda é a coleta das amostras em um periodo de estiagem,
0 que diminui o lixiviamento dos praguicidas para as aguas. A Figura 19 apresenta um
cromatograma tipico obtido pela analise de uma amostra coletada da represa de Furnas

adicionada do padrdo interno.

Figura 19 - Cromatograma obtido da analise de uma amostra coletada da represa de Furnas adicionada do

padréo interno.
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Fonte: Do autor.
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7  CONCLUSOES

Este trabalho apresentou pela primeira vez o emprego de discos de extracdo
impregnados com CNT para a finalidade de extracdo de toxicantes organicos em amostras
ambientais. Além disso, apresentou uma nova metodologia de impregnacdo dos CNT, o que
possibilita a utilizacdo de discos para a etapa de preparo de amostras, propondo uma técnica
inovadora e promissora para a etapa de preparo de amostras, em especial para determinagéo
de residuos em amostras de agua.

O procedimento de extracdo desenvolvido se apresentou como uma metodologia
rapida, pratica e eficiente. O principal destaque sdo seus baixos valores de quantificacdo, o
que permite inferir sobre a contaminacdo de fontes de agua de abastecimento a baixas
concentragfes de contaminacdo — abaixo dos limites minimos preconizados pela legislacdo
brasileira e internacional.

O método desenvolvido foi preconizado, conforme requisitos de legislacdes
internacionais e aplicado na andlise de amostras de &gua da represa de Furnas, sem,

entretanto, identificar a contaminacéo das amostras coletadas.
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