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O monitoramento de contaminantes em águas é de grande interesse visto sua 

essencialidade na manutenção da vida. Dentre os principais contaminantes encontrados em 

corpos de água, os Fármacos e Produtos de Cuidado Pessoal (PPCPs, do inglês Pharmaceuticals 

and Personal Care Products) e os agrotóxicos ganham destaque pois são potencialmente 

tóxicos, persistentes e bioacumuladores. Uma técnica de preparo muito utilizada para extração 

destes em água é a Extração em Fase Sólida (SPE, do inglês Solid Phase Extraction) que faz 

utilização de um material sorvente com características específicas a fim de interagir com os 

compostos de interesse. Ainda há poucos estudos encontrados na literatura sugerindo a 

aplicação de materiais alternativos nessa técnica, dessa forma, a utilização de um material 

oriundo de um resíduo agrícola como a casca de arroz, contribui de forma significativa, 

econômica e ambiental para o crescimento da área química analítica verde. Nesse trabalho, foi 

feito um estudo da aplicabilidade de um sorvente de fonte renovável, sílica/celulose extraída da 

casca de arroz, na SPE para a extração de triazóis de amostras de água com determinação por 

Cromatografia Líquida acoplada ao Detector por Arranjo de Diodos (LC-DAD, do inglês Liquid 

Chromatography – Diode Array Detection). No cartucho foi utilizado 200 mg do material em 

estudo (compósito de sílica/celulose extraída da casca de arroz) com granulometria < 105 µm. 

Os parâmetros para a determinação dos quatro triazóis: epoxiconazol, tebuconazol, 

propiconazol e difenoconazol, foram avaliados por LC-DAD, obtendo curvas analíticas com 

boa linearidade, com coeficientes de correlação (r) superiores a 0,99. As recuperações obtidas 

variaram entre 53,3 – 172,5% e os RSD de 1,7 – 31,6%, apesar de alguns resultados estarem 
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fora da faixa estipulada como ideal, os resultados foram satisfatórios, visto a aplicação de um 

material novo, onde o processo de preparo do cartucho foi todo manual. 

 

Palavras chaves: água; agrotóxicos; ppcps; sorvente alternativo; compósito sílica/celulose; 

spe; casca de arroz; cromatografia líquida 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A água é essencial para o planeta, pois a sobrevivência de todas as formas de vida 

existente na Terra depende dela. Devido ao crescimento e desenvolvimento das atividades 

industriais e agrícolas houve um aumento na demanda por água, o que influencia diretamente 

na qualidade desta (CALDAS et al.,2013). A água é de grande importância em vários setores, 

está envolvida em diversos processos e atividades, como em setores agrícolas, industriais, uso 

doméstico e como fonte de consumo humano. Estima-se que um bilhão de pessoas carecem de 

acesso a um abastecimento de água potável, levando a morte de milhões de pessoas por ano no 

mundo, em virtude de doenças transmitidas pela água (WHO, 2017). Desta forma, torna-se 

importante o cuidado e controle deste bem vital. 

Dentre os principais contaminantes presentes em água encontram-se os fármacos e 

produtos de cuidados pessoal (PPCPs, do inglês Pharmaceuticals and Personal Care Products), 

compostos estes considerados emergentes, pois possuem certa toxicidade, são de origem 

antrópica ou natural, não possuem ainda uma legislação, e muitos não são totalmente removidos 

pelos processos tradicionais de tratamento de água para consumo humano (RODRIGUES, 

2018). As principais fontes desses produtos no ambiente são águas residuais provenientes de 

hospitais, casas e indústrias farmacêuticas, aquicultura e pecuária (CARDOSO et al., 2011). 

Outra classe de contaminantes são os agrotóxicos, compostos sintéticos ou naturais com a 

finalidade de matar, controlar ou combater algum modo de praga (LOPES et al., 2018). Porém 

é importante salientar que embora estes sejam de grande auxílio no controle de pragas tanto nas 

plantas quanto em animais, sua utilização deve ser cautelosa, pois muitos são tóxicos e 

perigosos, tanto para a saúde humana, como para os animais e ao meio ambiente (DEMOLINER 

et al., 2010). 

Uma das classes de agrotóxicos muito utilizada são os triazóis, classificados dessa 

forma, pois possuem um anel de cinco membros com três heteroátomos de nitrogênio. São 

fungicidas sintéticos, utilizados no controle de doenças como a ferrugem, oídio e manchas 

foliares, aplicados em diversos tipos de plantações, que variam de cereais a frutíferas. Dentre 

os triazóis, destacam-se o epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol e difenoconazol, candidatos 

à substituição pela União Européia, por poderem ser persistentes, tóxicos e bioacumuladores 

(HERTFORDSHIRE, 2012). 

O método oficial para extração de agrotóxicos pela Agência de Proteção Ambiental dos 

Estados Unidos (EPA) é o 1699 no qual utiliza-se a extração em fase sólida (SPE, do inglês 

Solid Phase Extraction) (ENGLERT, 2007b). O material sorvente comumente utilizado nos 
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cartuchos de SPE é o C18, e considerando que a análise de água é rotineira o valor econômico 

investido nesta análise torna-se relativamente alto. Outros materiais também podem ser 

utilizados, como grupos orgânicos ligados a sílica (C8, fenil, cianopropil), materiais de sorção 

não modificados como a alumina, sílica pura e silicato de magnésio (BUSZEWSKI et al., 2012). 

Além disso, já existem relatos do emprego de materiais alternativos como o uso de biocarvão 

de aguapé e a casca de arroz (SOUZA,2017; SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG,2016). 

Dentre estes, destaca-se a casca de arroz, co-produto obtido no beneficiamento do arroz, por 

apresentar sílica, celulose, lignina e hemicelulose em sua composição e pela disponibilidade 

deste co-produto no Rio Grande do Sul, sendo este o maior produtor nacional responsável por 

em torno de 70% do total produzido no Brasil (SOSBAI, 2016). Dessa forma o emprego desse 

material como sorvente é uma importante alternativa aos materiais convencionais. Sua 

aplicação no preparo de amostras já vem sendo relatada na literatura, como por exemplo na 

determinação de aflatoxinas em cebolas empregando dispersão da matriz em fase sólida 

(MSPD, do inglês Matrix Solid Phase Dispersion) (CARVALHO et al.,2012) e determinação 

de aflatoxinas em leite empregado SPE (SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG, 2016), porém 

nenhum relato de sua utilização e/ou dos componentes sílica/celulose extraídos deste co-

produto como adsorvente na SPE para determinação de agrotóxicos foi encontrado na literatura. 

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é propor a utilização de um compósito 

sílica/celulose como sorvente na SPE para determinação de triazóis em amostras de água 

empregando cromatografia líquida acoplada a um detector de arranjo de diodos (LC-DAD, do 

inglês diode array detection). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral: 

-Demonstrar a aplicabilidade de um sorvente de fonte renovável, sílica/celulose extraída 

da casca de arroz, na extração em fase sólida para a determinação de agrotóxicos em amostras 

de água.  

2.2 Específicos: 

• Comparar a eficiência de extração de PPCPs e agrotóxicos empregando SPE com 

cartuchos de sílica/celulose e C18 (comercial); 

• Avaliar as condições para o preparo de amostra (massa e granulometria do 

sorvente) empregando sílica/celulose como cartucho na SPE para determinação de triazóis; 

• Avaliar os parâmetros de determinação de triazóis por LC-DAD; 

• Validar o método de extração por LC-DAD, através das seguintes figuras de 

mérito: limites de detecção, limites de quantificação, curva analítica, linearidade, 

seletividade, exatidão e precisão. 
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3 DESENVOLVIMENTO 

 

 

3.1 Revisão Bibliográfica 

 

 A água e sua qualidade 

 

A água é um bem vital, visto que todos os seres vivos dependem dela para sobrevivência, 

desde plantas, animais até os seres humanos, que a utilizam para hidratação, preparo de 

refeições, higiene pessoal e doméstica, transporte, geração de energia, trabalho, assim como na 

pescaria, irrigação de plantações. 

Na Tabela 1 está descrita a evolução do consumo de água em âmbito mundial 

(REBOUÇAS, 2002), onde pode-se observar que uma das maiores aplicações é para o uso 

agrícola, sendo estimado o uso de 4300 km³ ano-1 para 2020.  

 

Tabela 1. Evolução do consumo de água em âmbito mundial (km3ano-1) 

Tipo/Uso    Ano    

1900 1920 1940 1960 1980 2000 2020 

Doméstico - - - 30 250 500 850 

Industrial 30 45 100 350 750 1350 1900 

Agrícola 500 705 1000 1580 2400 3600 4300 

TOTAL 530 750 1100 1960 3400 5450 7050 

              (-) Sem dados (*) Estimativa Fonte: REBOUÇAS (2002) 

  

Junto com o crescimento populacional houve um aumento nas atividades industriais e 

agrícolas o que conduziu na maior demanda por água e consequentemente na influência da 

qualidade desta (CALDAS et al.,2013). Mesmo sendo de grande importância, a água também 

pode ser veículo para muitas doenças. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

cerca de três em cada 10 pessoas não têm acesso a água potável, isso coloca todas as pessoas, 

especialmente crianças pequenas em risco de contrair doenças. Como resultado, todos os anos, 

361 mil crianças com menos de cinco anos morrem devido a saneamento deficiente e água 

contaminada (OMS, 2017). 

Hoje em dia uma variedade de contaminantes podem ser encontrados nas águas. No 

século 20 foram introduzidos mais de 100 000 produtos químicos para utilização em diferentes 



19 

 

setores, como por exemplo, doméstico, industrial e na agricultura. A inserção desses produtos 

ocorreu sem a percepção das consequências à saúde humana, tanto em sua forma direta ou 

indireta (PRIMEL et al., 2012). Dentre esses contaminantes que vem sendo frequentemente 

detectados nos meios aquáticos estão os PPCPs e os agrotóxicos. 

 

 Fármacos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs) 

 

PPCPs incluem medicamentos prescritos e não prescritos, suplementos nutricionais, 

produtos de utilização doméstica, como desinfetantes, uso pessoal como fragrâncias, protetor 

solar e cosméticos. A maioria dos princípios ativos presentes nos PPCPs possuem característica 

polar, curto tempo de meia-vida em água e geralmente são encontrados em concentrações traços 

(ng L-1 a µg L-1), porém são considerados pseudo-persistentes, devido ao seu uso universal e 

frequente pela população. Alguns dos princípios ativos dos PPCPs são facilmente excretados 

pelo corpo humano e degradados rapidamente no meio ambiente, no entanto, outros são 

dificilmente degradados, atingindo esgotos domésticos. Estes também podem ser lixiviados 

chegando até as águas subterrâneas (GOEL et al., 2018). Esses compostos vêm sendo tratados 

como contaminantes emergentes, são de origem antrópica, ou seja, estão presentes em efluentes 

domésticos, industriais e hospitalares. 

Os problemas toxicológicos apresentados por esses compostos criaram uma grande 

preocupação entre os pesquisadores. Diversos estudos vêm sendo conduzidos para a 

determinação dos danos causados relacionados à existência destas substâncias e outros 

contaminantes orgânicos emergentes. Embora suas concentrações encontradas sejam baixas (ng 

L-1 a µg L-1) e sua ação não seja imediata, seu acúmulo e reciclagem nas águas residuais com o 

tempo pode trazer sérios problemas ambientais. Já foi observado que organismos aquáticos 

expostos a estes contaminantes durante seu ciclo de vida sofre influências diretas, como 

mudanças na densidade dos espermatozoides, tamanho das gônadas, reversão sexual masculina 

e outros problemas de saúde (KOLPIN et al., 2002). Mesmo verificando que estes compostos 

podem apresentar algum risco ao ecossistema, não estão ainda incluídos nos programas de 

monitoramento de rotina, não possuem uma legislação.  

Montagner et al. (2018) realizaram um levantamento de dados sobre contaminantes 

emergentes nas matrizes aquáticas, e para amostras de água tratada do Brasil foi visto que 124 

contaminantes de diferentes classes incluindo subprodutos de processos de desinfecção, 

hormônios, fármacos, cafeína, produtos de higiene pessoal, drogas ilícitas, compostos de uso 
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industrial e agrotóxicos, foram investigados e deste valor aproximadamente 45% foram 

quantificados em pelo menos uma amostra em concentrações acima dos limites de quantificação 

dos métodos analíticos empregados (MONTAGNER et al., 2018).  

Caldas et al. (2018) realizaram um estudo monitorando por 4 anos a ocorrência de 

contaminantes emergentes (Agrotóxicos e PPCPs) em água de superfície e água potável no Sul 

do Brasil. Trinta compostos foram detectados, 22 pesticidas e 8 PPCPs, e pelo menos quatro 

compostos foram identificados em mais de 50 % das amostras. Entre os PPCPs, o metilparabeno 

foi o contaminante mais frequentemente detectado, mas também, a cafeína, glibenclamida e 

nimesulida, também foram. Para os agrotóxicos, diferentes classes foram detectadas, como as 

triazinas, triazóis, carbamatos, estrobilurinas e imidazolinonas. 

 Agrotóxicos 

       

A utilização dos agrotóxicos no Brasil iniciou em 1960 com a implantação do Programa 

Nacional de Defensivos Agrícolas (PNDA) e ganhou impulso a partir da década de 1970. Na 

última década, o Brasil expandiu em 190% o mercado de agrotóxicos, o que colocou o País, 

desde 2008, em primeiro lugar no ranking mundial de consumo (LOPES et al., 2018). 

Anualmente, o Brasil tem utilizado quantidade superior a 300 mil toneladas de agrotóxicos 

(SPADOTTO, 2018). 

Os agrotóxicos são substâncias naturais ou sintéticas, destinadas a matar, controlar ou 

combater de algum modo pragas. São aplicados diretamente no solo ou pulverizados sobre as 

plantações. Dependendo de suas características podem permanecer em diferentes 

compartimentos ambientais, tais como a atmosfera, solo, água de superfície e subterrânea 

(LOPES et al., 2018; SPADOTTO et al., 2004). 

 Com base em suas propriedades físico-químicas como solubilidade em água, coeficiente 

de partição com o carbono orgânico do solo (Koc), tempo de meia vida, coeficiente de partição 

octanol-água (Kow) é possível estimar seu comportamento no meio ambiente. Por exemplo, os 

compostos com alta solubilidade em água, baixo valor de coeficiente de partição com o carbono 

orgânico do solo e elevado tempo de meia vida apresentam tendência de serem lixiviados para 

água (ANDREU et al., 2004; CABRERA et al., 2008). 

 Embora os agrotóxicos sejam de grande auxílio no controle de pragas das plantas e 

animais, colaborando com o aumento da produção de alimentos, estes devem ser 

cuidadosamente utilizados e monitorados, pois podem ser tóxicos e perigosos tanto para saúde 
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humana, como para o animal e até mesmo para o meio ambiente. Alguns destes podem se 

acumular no organismo, em tecidos lipídicos, fígados, rins, cérebro e coração (BAIRD, 2002). 

 Os agrotóxicos são sintetizados para afetar determinadas reações bioquímicas de 

insetos, microrganismos, animais e plantas, que se quer eliminar ou controlar, mas esses 

processos bioquímicos são naturais e comuns a todos os seres vivos. Dessa forma, o efeito pode 

atingir não só o organismo que se espera controlar, como também outros seres do ambiente. A 

inserção destes controladores, pode provocar perturbações ou impactos, alterando a dinâmica 

bioquímica natural, tendo como consequência mudanças na função do ecossistema. Os efeitos 

ambientais de um agrotóxico dependem intrinsicamente da sua ecotoxicidade a organismos 

terrestres e aquáticos, e também da sua toxicidade ao ser humano. Este efeito está diretamente 

relacionado as concentrações atingidas nos diferentes compartimentos ambientais, solo, água e 

atmosfera, que por sua vez está relacionado com as condições de aplicação, quantidade utilizada 

e do comportamento e destino do agrotóxico no meio ambiente (SPADOTTO, 2004).  

 

3.1.3.1 Legislação dos agrotóxicos 

 

A preocupação com a contaminação de ambientes aquáticos aumenta, principalmente, 

quando a água é usada para o consumo humano. Como muitos dos mananciais de água são 

fontes de água potável, muitas agências ambientais têm imposto legislação rigorosa a respeito 

da qualidade dessas águas (BARBOSA, 2015) sendo a legislação mais rígida a estabelecida 

pela Comunidade Econômica Européia (EEC, do inglês European Economic Community). 

De acordo com a Comunidade Europeia (DIRECTIVE 98/83/EC) a concentração 

máxima admissível de qualquer agrotóxico em águas destinadas para o consumo humano é 

0,1 µg L-1. Para a soma de agrotóxicos, incluindo seus metabólitos e produtos de degradação 

tóxicos, este limite é de 0,5 µg L-1 (DIRECTIVE, 1998). 

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na Resolução nº 357, 

de março de 2005 estabelece níveis de qualidade para águas ambientais, avaliados por 

parâmetros e indicadores específicos, de modo a assegurar o uso das águas doce, salgada e 

salobra (BRASIL, 2005). A Portaria nº 2914/2011, do Ministério da Saúde, estabelece limites 

de agrotóxicos destinados ao consumo humano. Dentre os analitos deste estudo apenas o 

tebuconazol possui um valor máximo permitido, sendo este de 180 µg L-1 (PADILHA, 2011). 
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 Triazóis 

 

Os triazóis são uma classe de fungicidas sistêmicos comumente utilizados para controle 

de fungos em plantas, caracterizados pela presença de um anel de 5 membros contendo 3 

nitrogênios e 2 carbonos. O log Kow destes compostos está em torno de 3 e 4, o que caracteriza 

uma alta afinidade pela matéria orgânica e um potencial de bioacumulação. O modo de ação 

dos triazóis é através da inibição do ergosterol presente na membrana fúngica, influenciando na 

atividade enzimática do citocromo P450 (EKMAN, 2006). 

  Os triazóis possuem elevada fungitoxicidade a grande número de patógenos causadores 

de doenças como ferrugens, oídios e manchas foliares, em olerícolas, frutíferas e cereais. No 

Brasil, um dos primeiros triazóis utilizados foi o triadimefon, introduzido em 1973, para o 

controle de ferrugens e oídios (GARCIA, 1999).  

  Estudos têm sido realizados para avaliar o efeito destes fungicidas em animais, e testes 

mostram a tendência a causarem tumores, desregulação endócrina e distúrbios nos sistemas 

reprodutivos de ratos. A persistência destes no solo também ocorre, o que pode levar a 

intoxicação de plantações se não forem respeitados os tempos de aplicações (BORDAGARAY 

et al., 2016). O agrotóxico ideal é aquele que ao ser aplicado cumpra seu objetivo e em seguida 

seja degradado rapidamente a compostos secundários ou mineralizado formando CO2, água, 

produtos orgânicos e inorgânicos mais simples. Vários microrganismos podem utilizar 

agrotóxicos como substratos para crescimento, promovendo sua decomposição no solo. 

Segundo Kamrin (2000), a maioria dos fungicidas do grupo dos triazóis são muito estáveis na 

água, sendo detectados resíduos de triadimefon e flusidasole em águas superficiais após 7 meses 

e 24 meses de monitoramento, respectivamente. 

  Alguns dos triazóis mais utilizados são o epoxiconazol, o tebuconazol, o propiconazol 

e o difenoconazol. Abaixo estão apresentadas as estruturas e algumas informações. 
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3.1.4.1 Epoxiconazol 

 

 

✓ Log Kow: 3,44 

✓ Solubilidade em água 20 ºC (mg L-1): 7,1 

✓ Massa molar (g mol-1): 329,76 

✓ Candidato a substituição pela União Européia: persistente/bioacumulativo/tóxico; 

tóxico para reprodução e desregulador endócrino. 

✓ Classificação toxicológica (ANVISA): Classe III (medianamente tóxico) 

 

O epoxiconazol é um fungicida de amplo espectro que tem aprovação regulamentar para 

uso na União Européia. Tem uma baixa solubilidade em água e é relativamente volátil. Pode 

persistir nos sistemas do solo e da água. Não é altamente tóxico para os mamíferos e não é 

esperada sua bioacumulação. Esse fungicida é moderadamente tóxico para aves, abelhas, 

minhocas e a maioria dos organismos aquáticos (HERTFORDSHIRE, 2012). De acordo com a 

ANVISA, a ingestão diária aceitável (IDA) para este princípio ativo foi estipulada a 0,003 mg 

kgp.c.
-1 (ANVISA, 2018a). 

 

3.1.4.2 Tebuconazol 
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✓ Log Kow: 3,7 

✓ Solubilidade em água em 20 ºC (mg L-1): 36 

✓ pKa (25 ºC): 5 

✓ Massa molar (g mol-1): 307,82 

✓ Candidato a substituição pela União Européia: persistente/bioacumulativo/tóxico. 

✓ Classificação toxicológica (ANVISA): Classe IV (pouco tóxico) 

 

O tebuconazol é um fungicida eficaz contra várias doenças foliares em cereais e outras 

culturas, também usado como regulador de crescimento vegetal. Muito utilizado em plantações 

de trigo, cevada, aveia, parreiras de uvas, cebolas, bananas (HERTFORDSHIRE, 2012). De 

acordo com a ANVISA, a IDA para este princípio ativo foi estipulada a 0,03 mg kgp.c.
-1 

(ANVISA, 2018b). Apesar de ser considerado seguro para humanos dentro das condições de 

baixo consumo, tem-se uma preocupação quanto ao uso desse agrotóxico já que foi reportada a 

sua capacidade em causar malformações em células animais, tanto in vivo quanto in vitro 

(MENEGOLA et al., 2013). 

 

3.1.4.3 Propiconazol 

 

 

 

✓ Log Kow: 3,72 

✓ Solubilidade em água em 20 ºC (mg L-1): 150 

✓ pKa (25 ºC): 1,09 

✓ Massa molar (g mol-1): 342,22 

✓ Candidato a substituição pela União Européia: persistente/bioacumulativo/tóxico. 

✓ Classificação toxicológica (ANVISA): Classe II (altamente tóxico) 

 

O propiconazol é um fungicida com uma ampla gama de atividades e aplicações 

agrícolas eficaz contra ferrugens e septoria. Muito utilizado em plantações de cogumelo, milho, 
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arroz selvagem, amendoim, pêssegos (HERTFORDSHIRE, 2012). De acordo com a ANVISA, 

a IDA para este princípio ativo foi estipulada a 0,04 mg kgp.c.
-1 (ANVISA, 2018c). 

 

3.1.4.4 Difenoconazol 

 

 

✓ Log Kow: 4,20 

✓ Solubilidade em água em 20 ºC (mg L-1): 15 

✓ pKa (25 ºC): 1,07 

✓ Massa molar (g mol-1): 406,26 

✓ Candidato a substituição pela União Européia: persistente/bioacumulativo/tóxico. 

✓ Classificação toxicológica (ANVISA): Classe I (extremamente tóxico) 

 

O difenoconazol é um fungicida usado no controle de doenças em frutas, vegetais, 

cereais e outras culturas. Possui baixa solubilidade aquosa, dessa forma não é considerado de 

fácil lixiviação, porém tem potencial para o transporte de partículas devido a sua tendência de 

ser uma molécula móvel. É ligeiramente volátil, persistente no solo e no meio aquático. Existem 

algumas preocupações em relação ao seu potencial para bioacumulação. Moderadamente tóxico 

para humanos, mamíferos, pássaros e a maioria dos organismos aquáticos 

(HERTFORDSHIRE, 2012). Seus mecanismos de ação e toxicidade estão associados a sua 

habilidade de interferir no crescimento do fungo e inibir a germinação do esporo. Além disso, 

pode se ligar a proteínas por diversas maneiras, como interações hidrofóbicas e ligações de 

hidrogênio, o que leva a toxicidade para os seres humanos (LI et al., 2013). De acordo com a 

ANVISA, a IDA para este princípio ativo foi estipulada a 0,6 mg kgp.c.
-1 (ANVISA, 2018d). 

Por conta das preocupações frente a esses contaminantes, devido a sua toxicidade e 

possíveis danos aos seres humanos e meio ambiente, torna-se importante o desenvolvimento de 
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técnicas de preparo de amostra que permitam a determinação e quantificação destes, de forma 

confiável, segura e que consiga a determinação de níveis baixos de concentração. 

 

 Preparo de amostra 

 

Na maioria das análises químicas, principalmente em análises de resíduos, nas quais os 

analitos se encontram em níveis baixos de concentração (µg L-1 a ng L-1) torna-se necessário 

uma etapa prévia de preparo de amostra. Essa etapa consome cerca de 80% do tempo total de 

análise, e deve ser cautelosa, pois pode introduzir erros ao processo (JARDIM, 2010). A etapa 

de preparo tem por finalidade promover a extração, se necessário pré-concentrar a amostra e 

remover interferentes (PRESTES et al., 2009). 

Para a análise de agrotóxicos em água essa etapa geralmente é necessária e considerada 

de extrema importância, pois estes compostos possuem diferentes propriedades físico-químicas, 

ocorrem em concentrações a nível traço (µg L-1  a ng L-1) e na presença de altas concentrações 

de compostos interferentes que podem interferir na identificação e quantificação do analito 

(BRONDI et al., 2005).  

Uma das técnicas tradicionais de preparo de amostra é a Extração líquido-líquido (LLE 

do inglês Liquid-Liquid Extraction), que se baseia na transferência de um soluto de uma fase 

líquida para outra de acordo com a sua solubilidade. Com essa técnica é possível a separação, 

porém possui a desvantagem da utilização de grande volume de solventes orgânicos, apresenta 

custo elevado e é uma técnica morosa. Para suprir as desvantagens dessa técnica, foi introduzida 

a SPE em 1978, revisada por Hennion em 1999, sendo hoje a técnica de preparo de amostra 

mais empregada (HENNION, 1999; CALDAS et al., 2011; JARDIM, 2010). 

A técnica oficial para a extração dos agrotóxicos é o 1699 proposto pela EPA. No qual 

é indicado a extração em fase sólida (SPE) em discos ou a extração líquido-líquido (LLE, do 

inglês Liquid-liquid Extraction) em funil de separação. Para a SPE, os discos são condicionados 

com 20 mL de metanol e 20 mL de água. A eluição é realizada com 4-5 mL de acetona, seguido 

de 2 replicatas com 20 mL de diclorometano. Para a LLE, são empregadas 3 replicatas de 100 

mL de diclorometano (ENGLERT, 2007b).  
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 Extração em fase sólida (SPE) 

 

A SPE é uma das técnicas de preparo de amostra mais utilizadas para extração, 

concentração e/ou armazenamento de compostos encontrados em níveis traço (μg L-1 a ng L-1), 

para posterior detecção. Trata-se de uma técnica que utiliza cartuchos ou discos contendo um 

material sorvente apropriado para reter os analitos que posteriormente são eluidos com um 

solvente adequado (JARDIM, 2010; MENDES et al., 2016). A SPE foi introduzida para suprir 

as desvantagens da extração líquido- líquido, como a utilização de grande quantidade de 

solventes, formação de emulsões, baixas recuperações e redução de resíduos tóxicos. Possui 

um vasto campo de aplicações como análises ambientais, alimentos e fármacos (LANÇAS, 

2004). 

A técnica envolve quatro etapas (Figura 1), sendo estas: o condicionamento do sorvente 

para ativação deste com um solvente com força de eluição adequada; a percolação da amostra 

para a retenção dos analitos e às vezes de possíveis interferentes; a limpeza quando na etapa 

anterior ocorre a retenção de interferentes e a etapa de eluição com um solvente adequado. 

 

 

Figura 1. Etapas da extração em fase sólida: Condicionamento do sorvente, adição da amostra, 

remoção de interferentes e eluição do analito. Fonte: Adaptado de CALDAS et al (2011). 

 

Os sorventes são materiais sólidos que possuem uma ampla área superficial, em sua 

maioria são porosos e possuem a capacidade de adsorver o analito em sua superfície. A escolha 

do material sorvente utilizado é feita após a avaliação da constituição da matriz, dos analitos e 
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impurezas a serem eliminadas. O principal mecanismo de extração é a adsorção. Esse processo 

é espontâneo e ocorre pela transferência de um ou mais constituintes de uma fase fluida, para 

uma fase sólida, é um fenômeno de superfície ligado à tensão superficial (MEZZARI, 2002; 

LOUREIRO, 2012; DUTRA, 2014). O processo de adsorção pode ser físico ou químico, sendo 

o primeiro o mecanismo mais comum, que ocorre em função das forças intermoleculares entre 

as moléculas do fluido e a superfície do sólido. Na adsorção química ocorrem interações 

químicas com trocas de elétrons, geralmente irreversíveis (MURANAKA, 2010; COELHO et 

al., 2014; DO NASCIMENTO, 2014). 

 Os sorventes convencionais empregados na SPE são em sua maioria formados por um 

grupo orgânico ligado quimicamente à sílica, como C18, C8, fenil-hexil, cianopropil, diamino. 

Também existem os sorventes poliméricos, os mistos que possuem tanto uma fase reversa 

quanto uma trocadora iônica. Alguns estudos mostram o emprego de sorventes alternativos 

naturais, de baixo custo para a remoção de agrotóxicos de soluções aquosas como a casca de 

arroz, casca de semente de girassol (ROJAS et al., 2015), em outro pode-se ver a utilização de 

materias como a quitina e a quitosana na extração em fase sólida dispersiva (dSPE, do inglês 

Dispersive Solid Phase Extraction) (ARIAS et al., 2014),  o uso de biocarvão de aguapé e casca 

de arroz na SPE (SOUZA,2017; SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG,2016), entre outros. 

Estes tem sido cada vez mais estudados tendo em vista os preceitos da Química Analítica Verde. 

Um dos doze princípios desta é a utilização de substâncias renováveis, sendo estas derivadas 

de plantas e outras fontes biológicas renováveis ou recicladas, dessa forma são de baixo custo, 

de fácil obtenção e ambientalmente aceitáveis (LENARDÃO et al., 2003). 

Na Tabela 2 pode-se ver uma revisão bibliográfica apresentando diversos trabalhos com 

agrotóxicos como objeto de estudo, em água, que utilizam a etapa de preparo de amostra SPE. 
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Tabela 2. Exemplos de trabalhos para determinação de agrotóxicos em amostras de água utilizando a 

SPE 

 

Classe de 

compostos 
Amostra Preparo Equipamento Referência 

 

3 compostos: 

cupincida, 

fungicida, herbicida 

e inseticida 

Água de poço SPE 
LC-DAD E 

LC-MS 

Caldas et al. 

(2010) 

16 compostos: 

algicidas, 

cupincidas, 

fungicidas, 

herbicidas, 

inseticidas, 

praguicidas, 

Água de 

superfície 
SPE LC-DAD 

Ribeiro et al. 

(2013) 

21 compostos: 

herbicidas, 

pesticidas e 

inseticidas 

Água de Rios SPE LC-UV 
Noldin et al. 

(2015) 

2 compostos: 

herbicida, inseticida 

e fungicida 

Água (bacia 

hidrográfica do 

rio Camboriú) 

SPE LC-MS 
Matias et al. 

(2016) 

70 compostos: 

herbicidas, 

acaricidas, 

inseticidas e 

fungicidas 

Água e 

sedimento 
SPE/QuEChERS LC-MS 

Chiarello et al. 

(2017) 

17 compostos: 

inseticidas, 

herbicidas e 

fungicidas 

 

Águas de Rio SPE 
UPLC-

MS/MS 

De Melo et al. 

(2017) 

6 compostos: 

inseticidas, 

fungicidas e 

pesticidas 

Água de 

cultivo de 

arroz 

SPE LC -DAD Souza (2017) 

3 compostos: 

fungicida, algicida e 

herbicida, inseticida 

e acaricida 

Águas 

superficiais 
SPE LC-UV 

Junior et al. 

(2018) 



30 

 

O tebuconazol foi avaliado em 62,5% dos trabalhos (CALDAS et al., 2010; RIBEIRO 

et al., 2013; CHIARELLO et al., 2017; DE MELO et al., 2017; SOUZA, 2017). O epoxiconazol 

foi avaliado em 25% dos trabalhos (RIBEIRO et al.,2013; SOUZA,2017), o difenoconazol em 

12,5% dos trabalhos (CHIARELLO et al.,2017) e o propiconazol não foi visto em nenhum 

trabalho. 

A Tabela 3, apresenta trabalhos encontrados na literatura contendo um ou mais triazóis 

como objeto de estudo, utilizando etapa de preparo de amostra, em água, vinho e suco de frutas, 

e a Tabela 4, apresenta trabalhos encontrados na literatura que utilizam diferentes tipos de 

sorvente na SPE. 

 

Tabela 3. Revisão bibliográfica da determinação de triazóis utilizando LC-DAD 

 

Analito Amostra Preparo Equipamento Referência 

Clomazona, 

carbofurano, 

tebuconazol e 

2,4 D 

Água de poço SPE 
LC-DAD e LC-

MS 
Caldas et al. (2011) 

Imazalil e 

tebuconazol 
Água  LC-DAD Lv et al. (2016) 

Benaxaxil, 

metalaxil, 

triadimenol, 

tebuconazol, 

diniconazol e 

epoxiconazol 

Vinho SPE e d-SPE 
LC-DAD e LC-

MS 

Tuzimski et al. 

(2016) 

Triazolon, 

triadimenol, 

epoxiconazol, 

flusilazol, 

tebuconazol, 

diniconazol 

Suco de fruta VA-IL-DLLME LC-DAD Zhang et al. (2016) 

Imidaclopride, 

carbofurano, 

tebuconazol 

Vinho QuEChERS LC-DAD Dagli et al. (2018) 

 

Como pode ser visto na Tabela 3, os triazóis com maior frequência de estudo são o 

tebuconazol e o epoxiconazol. Mesmo tendo em vista a toxicidade pela ANVISA do 

propiconazol e difenoconazol, sendo estas respectivamente, altamente tóxico e extremamente 
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tóxico, somente o difenoconazol foi avaliado por Chiarello et al.,(2017), em amostras de água 

e sedimento da bacia hidrográfica de Lajeado Tacongava, Rio Grande do Sul, por LC-MS. 

 

 

Tabela 4. Revisão bibliográfica de diferentes tipos de sorvente alternativos utilizados na SPE 

Classe de 

compostos 
Sorvente Amostra Preparo Equipamento Referência 

21 agrotóxicos 
Sílica revestida com 

zircônia 

Óleos 

comestíveis 

SPE/ 

QuEChERS 
LC -DAD 

Tuzimski, 

Rejczak 

(2015) 

15 agrotóxicos TDH-Mg-Al-LDO Chá verde SPE GC-MS 
Huo et al. 

(2016) 

Parabenos, 

esteroides, 

flavonoides e 

agrotóxicos 

Nanofibras de nylon 6 

Água 

ultrapura + 

padrão 

SPE LC-UV 
Háková et al. 

(2018) 

Agrotóxicos 

organofosforados 

Sílica mesoporosa 

UVM-7 dopada com 

Titânio e Ferro 

 

 

Água 
SPE 

GC-

nítrogênio-

fósforo 

Pellicer-

Castell et al. 

(2018) 

 

Dentre os sorventes alternativos encontrados na revisão de literatura, destacam-se os 

polímeros, ou materiais modificados de acordo com a intenção de extração dos compostos. 

Forma encontrados relatos do uso de nanofibras de nylon 6 para a extração de parabenos, 

esteroides, flavanóides e agrotóxicos (HÁKOVÁ et al., 2018), e a sílica revestida com metais 

ou mineral como a zircônia para a extração de agrotóxicos (TUZIMSKI, REJCZAK, 2015; 

PELLICER-CASTELL et al., 2018). A casca de arroz foi utilizada apenas no trabalho de 

Scaglioni e Badiale-furlong (2016) para determinação de aflatoxinas em leite. E o único 

material alternativo proveniente de fontes naturais encontrado em literatura para determinação 

de agrotóxicos foi o biocarvão de aguapé (SOUZA,2017). 

Não foi encontrado nenhum relato sobre o uso de casca de arroz ou material proveniente 

desta como sorvente na extração em fase sólida para determinação de agrotóxicos.  

 Casca de arroz 

 

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo, sendo a principal 

fonte de alimentação para mais da metade da população mundial. Este cereal destaca-se pela 
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produção e área de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto social quanto econômico 

(WALTER et al., 2008). 

 A casca de arroz é um resíduo agrícola abundante em países produtores como a China, 

Índia, Indonésia e Brasil (SILVA, 2014). No Brasil milhões de toneladas de arroz são plantadas 

e as cascas geradas são geralmente utilizadas como leito para animais ou em sua maioria 

queimadas nos próprios arrozais ou nas indústrias de processamento para geração de energia. 

Cerca de 20% do peso do grão equivale a casca, sendo esta constituída por celulose (35%), 

lignina (31%), hemicelulose (21%) e óxidos, principalmente o de silício (17%). Estes valores 

podem variar conforme o local de plantio, o clima, e a variedade plantada (POUEY, 2006). 

 Como pode ser visto, a casta de arroz é pobre em nutrientes, não sendo de interesse 

como fonte alimentícia, porém em outras aplicações pode ser considerada um material 

alternativo, devido a sua rica porcentagem de sílica e celulose (POUEY, 2006). 

A sílica é a denominação usual para o dióxido de silício (SiO2), sendo a forma mais 

comum do silício em seu estado natural. Em sua formação pode ser encontrada na forma 

cristalina ou amorfa (Figura 2), dependendo das condições de solidificação ou obtenção. 

Quando são obtidas as da casca de arroz, mediante o emprego de altas temperaturas, a sílica 

apresenta característica amorfa. 

 

 

Figura 2. Sílica em sua forma cristalina e amorfa. Fonte: Adaptado de CALLISTER (2002) 

 

A celulose (Figura 3) é um polímero natural biodegradável que pode ser facilmente 

modificado a partir de reações envolvendo principalmente as hidroxilas presentes neste 

polímero (BEZERRA et al., 2015). 
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Figura 3. Monômero da molécula de celulose. Fonte: COMA, 2013 

 

Geralmente este polímero pode ser extraído de árvores como acácia, pinheiro e 

eucaliptos (OLIVEIRA et al.,2017), mas também existem outras fontes, como a casca de arroz. 

Como este polímero é rico em grupos hidroxilas, a interação mais característica presente neste 

são as ligações de hidrogênio. 

O uso da casca de arroz em preparo de amostra foi observado nos trabalhos de Scaglioni 

e Badiale-Furlong que utilizaram a casca de arroz como material sorvente para extração de 

aflatoxinas em amostras de leite (SCAGLIONI, BADIALE-FURLONG, 2016), e no trabalho 

de Carvalho et al., que utilizaram a casca de arroz como material sorvente na MSPD para 

determinação de aflatoxinas em cebolas (CARVALHO et al.,  2012). 

Cabe destacar, que não foram encontrados relatos na literatura da utilização de 

sílica/celulose ou da casca de arroz para a determinação dos agrotóxicos em estudo, salientando-

se assim a inovação do presente trabalho. 

 

 Técnicas para determinação de resíduos de agrotóxicos em água 

 

As concentrações de agrotóxicos encontradas em água são extremamente baixas, assim 

como os valores máximos permitidos pelas agências regulamentadoras. Dessa forma são 

necessários técnicas analíticos com precisão elevada, exatidão, sensibilidade para que seja 

possível a determinação e quantificação destes. Uma das maiores dificuldades para análise e 

quantificação destes, são as matrizes complexas com grande número de interferentes presentes 

(CALDAS, 2009). 

A cromatografia é uma técnica de separação amplamente difundida e muito utilizada, 

sendo esta acoplada a um detector um excelente método com aplicação em diversas áreas e 

ramos da ciência. O conceito de separação da cromatografia se dá pela separação físico-

química, no qual os constituintes de uma amostra são particionados entre duas fases, uma 

estacionária (FE) e outra móvel (FM), sendo este último um fluído que não se solubiliza na FE 

e percola por ela (SKOOG et al., 2002; BRAGA, 2018). 
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Para resíduos de agrotóxicos em água também é possível a utilização da cromatografia 

para separação e quantificação quando acoplado a um detector. A cromatografia líquida de alta 

eficiência é a técnica analítica mais usada por possuir sensibilidade, fácil adaptação para 

determinações quantitativas, ampla aplicabilidade, sendo utilizada em áreas como biológica, 

ambiental, farmacêutica entre outras (SKOOG et al., 2002; BRAGA et al., 2007). 

O parâmetro mais usado para identificação dos compostos, é o tempo de retenção (tR) 

sendo este o tempo gasto por um composto desde a sua injeção até a saída do ponto máximo do 

pico do sistema, descobre-se ao injetar um padrão analítico. Vale ressaltar, que este tempo de 

retenção característico para o composto sob certas condições analíticas, pode coincidir com o 

tempo de retenção de outro composto, gerando uma identificação equivocada. Portanto, é 

necessária a otimização das condições cromatográfica, como fase móvel, vazão, modo de 

eluição, outros, para garantir uma separação eficiente dos compostos (BRAGA, 2018). Um dos 

principais detectores acoplado a cromatografia líquida é o de arranjo de diodos (DAD) que 

auxilia na identificação e quantificação dos analitos (BRAGA et al., 2007). 

O DAD permite a coleta de dados de um espectro inteiro, na região ultravioleta e do 

visível (190 nm a 800 nm) em aproximadamente 1 segundo. Os compostos com absorção na 

região ultravioleta são aqueles que absorvem luz na faixa de 180 nm a 350 nm. Essas 

substâncias possuem uma ou mais ligações duplas (elétrons π) ou possuem elétrons não 

ligantes, como olefinas, aromáticos, compostos com bromo, iodo ou enxofre, grupo carbonila, 

grupo nitro, íons inorgânicos (Br-, I-, NO3
-, NO2

-) e duas duplas conjugadas (>C=C-C=C<) 

(COLLINS et al., 2006). 

A Figura 4 apresenta um diagrama do funcionamento do DAD, onde observa-se uma 

fonte de emissão de luz (lâmpada de deutério ou xenônio), que é colimada através de um sistema 

de lentes sobre a amostra. A luz total que passa através da célula contendo a amostra incide 

sobre uma grade holográfica. Essa grade difrata a radiação, separando seus diferentes 

comprimentos de onda, onde cada um deles incide sobre um diodo do arranjo. Este diodo, ao 

ser irradiado, produz uma corrente elétrica cuja magnitude está relacionada com a intensidade 

de emissão. Esta corrente é então transformada em absorbância nos diferentes comprimentos 

de onda através de um circuito, resultando no espectro de absorção da substância (SCOTT, 

2003a, SCOTT, 2003b). 
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Em um detector DAD é possível verificar a identidade do composto e a pureza do pico, 

comparando os espectros em diversos pontos do pico cromatográfico (JAUFMANN, 1998). Se 

esses espectros se sobrepõem o pico é puro. Dessa forma, é possível confirmar se há ou não 

interferentes co-eluindo com o analito de interesse (COLLINS et al., 2006). 

A detecção por arranjo de diodos é bastante utilizada para análises de agrotóxicos, 

devido a versatilidade, alta seletividade e resolução espectral dos compostos (RIAL-OTERO et 

al., 2007) e por estes em sua maioria apresentarem absorbância na região UV (SOARES, 2001). 

A espectrometria de massas é uma das técnicas mais importantes de análise molecular 

devido ao seu potencial de fornecer informações de massa molar, assim como a estrutura do 

analito. O espectrômetro de massas (MS) vem sendo muito utilizado acoplado a cromatografia 

líquida, pois é um método de alta sensibilidade, possui boa detectabilidade, possibilita a 

avaliação de pureza do pico, fornece informações qualitativas e quantitativas sobre compostos 

diferentes que possuem mesmo tempo de retenção (COLLINS et al., 2006; HARRIS, 2003). 

Para a obtenção de um espectro de massa, as moléculas no estado gasoso ou as espécies 

dessorvidas a partir de fases condensadas são ionizadas, uma vez que o MS só detecta espécies 

carregadas (COLLINS et al., 2006). Os íons obtidos são acelerados por um campo elétrico e 

separados de acordo com a razão entre a sua massa e sua carga elétrica, m/z (HARRIS, 2003). 

O espectrômetro de massas (Figura 5) é constituído por: sistema de injeção de amostra, fonte 

de ionização (muitas vezes denominada interface), analisador/separador de massas, detector de 

íons e sistema de aquisição de dados.  

Figura 4. Diagrama de um detector de arranjo de diodos. Fonte: Adaptado de COLLINS et al., 

2006 
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Figura 5. Componentes de um espectrômetro de massas. Fonte: Adaptado de CALDAS, 2009 

 

Como apresentado na Tabela 2, muitos trabalhos utilizam MS e DAD para detecção de 

agrotóxicos, tais como o de Chiarello et al. que determinou 70 compostos, dentre herbicidas, 

fungicidas e inseticidas, em águas e sedimentos, através de um LC-MS. O trabalho de Souza, 

que determinou deltametrina, epoxiconazol, piraclostrobina, piriproxifeno, tebuconazol e 

tiametoxan em água de cultivo de arroz através de um LC -DAD. Também o trabalho de Ribeiro 

et al, que determina 16 compostos em água de superfície em LC-DAD. 

 Validação 

 

Para garantir que um novo método analítico gere informações confiáveis e interpretáveis 

sobre a amostra, este deve ser validado. Todos os órgãos regulamentadores do Brasil e de outros 

países exigem a validação de metodologia analítica quando se tem novos produtos. Portanto, a 

maioria destes órgãos tem estabelecido documentos oficiais sendo diretrizes a serem adotadas 

nos processos de validação (GIUDICE, 2016). 

No Brasil, há duas agências credenciadoras para verificar a competência de laboratórios 

de ensaios, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) e o INMETRO (Instituto 

Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial). A resolução mais recente da 

ANVISA para procedimento de validação de métodos analíticos é a Resolução ANVISA RE nº 

166, de 24 de Julho de 2017 e para o INMETRO o documento DOQ-CGCRE-008 Julho de 
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2018. As resoluções são documentos com poder de lei e devem ser obedecidas, já os guias 

possuem caráter orientativo e são flexíveis para adaptação de acordo com o método a ser usado. 

(ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). Também é bastante utilizado o guia da Comissão Europeia 

de controle de qualidade analítica e procedimento de validação de método para análise de 

resíduos de agrotóxicos em alimentos e rações (SANTE, 2017). 

Os principais parâmetros de validação de métodos de separação são seletividade, 

linearidade, intervalo da curva de calibração, limite de detecção, limite de quantificação, 

exatidão, precisão e robustez. A seletividade de um método instrumental de separação é a 

capacidade de avaliar, de forma inequívoca, as substâncias em exame na presença de 

componentes interferentes em uma amostra complexa. A seletividade garante que o pico de 

resposta seja exclusivamente do composto de interesse (GIUDICE, 2016). 

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração da substância em exame, dentro de uma determinada faixa de 

aplicação. Essa relação matemática, pode ser expressa como uma equação de reta chamada 

curva analítica, onde está curva é montada a partir de uma regressão linear. Além dos 

coeficientes de regressão a e b, a partir de pontos experimentais é possível calcular o coeficiente 

de correlação r, onde este maior que 0,999 é considerado como evidência de um ajuste ideal 

dos dados para a linha de regressão. A faixa linear dinâmica é o intervalo de massa ou 

concentração no qual pode se construir uma curva analítica linear, descrita pela equação y= ax 

+ b (SANTE, 2017). 

A faixa de aplicação corresponde ao valor superior e inferior da substância em exame 

que atenda aos requisitos de precisão e exatidão. A precisão representa a dispersão dos 

resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras 

semelhantes ou padrões, sob condições definidas. Deve ser expressa por meio de repetibilidade, 

precisão intermediária ou reprodutibilidade e pode ser demonstrada através do desvio padrão 

relativo (RSD, do inglês Relative Standard Deviation). Quando se trata de repetibilidade, a 

avaliação é feita na amostra sob as mesmas condições de operação, mesmo analista e mesma 

instrumentação, em uma única corrida analítica, utilizando 3 concentrações: baixa, média e alta 

em réplicas em cada nível (ANVISA, 2017). Os critérios para a SANTE em termos de 

repetibilidade é RSD ≤ 20% (SANTE, 2017). 

 A exatidão de um método analítico é obtida pelo grau de concordância entre os 

resultados individuais do método em estudo em relação a um valor aceito como verdadeiro. 

Uma das formas de expressar a exatidão é através da relação percentual de recuperação do 
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analito de concentração conhecida adicionado à amostra, ou pela relação entre a concentração 

média, determinada experimentalmente, e a concentração teórica correspondente. Em termos 

de recuperação, um intervalo de 80 – 120% é o recomendado pela ANVISA para fármacos e 

medicamentos e um intervalo de 60 – 140% para análises de rotina para a SANTE (SANTE, 

2017; ANVISA, 2017). 

 O limite de detecção é demonstrado através da obtenção da menor quantidade do analito 

presente em uma amostra que pode ser detectado, não necessariamente quantificado, sob as 

condições experimentais estabelecidas, um dos métodos de determinação é o da razão sinal-

ruído (s/n), sendo a razão maior ou igual a 3:1 (ANVISA, 2017). Já o limite de quantificação é 

a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisão e 

exatidão aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas, também pode-se utilizar o 

método do sinal-ruído, sendo a razão deste 10:1. (ANVISA, 2017) 

 

4 Procedimentos experimentais 

 

O estudo foi realizado no Laboratório de Análise de Compostos Orgânicos e Metais 

(LACOM), da Escola de Química e Alimentos (EQA), na Universidade Federal de Rio Grande 

(FURG). 

 

 Instrumentação 

 

➢ Balança Analítica de precisão modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba, Brasil); 

➢ Bomba à vácuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil); 

➢ Micropipetadores automáticos com capacidade variável (10 µL - 5000 µL) (Labmate, 

Polônia; Digipet); 

➢ Sistema de filtração em membrana Phenomenex (Torrance, CA, EUA); 

➢ Sistema de purificação de água Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore, Bedford, 

MA, USA); 

➢ pHmetro Hanna pH20 pH21 – eletrodo de vidro combinado (São Paulo, SP, Brasil); 

➢ Banho de limpeza Ultrassom Quimis modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil); 

➢ Cromatógrafo à líquido Waters (Milford, MA, EUA) equipado com bomba quaternária 

modelo 600, Detector por Arranjo de Diodos 2996 e sistema de aquisição de dados software 

Empower PDA; 
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➢ Coluna analítica Sinergy C18 4 µm (250 mm x 4,6 mm d.i.) (Phenomenex, Torrance, 

CA, EUA); 

➢ Cromatógrafo a Liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA, 

EUA) equipado com amostrador automático, bomba quaternária, sistema de desgaseificação, 

Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters com fonte API, utilizando o modo de 

ionização por Electrospray, Sistema de aquisição de dados através do software MassLynx 4.0 

Waters e coluna analítica XTerra® MS C18 3,5 µm 144 Å (50 x 3 mm d.i.) (Waters, Milford, 

MA, EUA); 

➢ Sistema gerador de nitrogênio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escócia); 

➢ Sistema manifold para SPE Phenomenex (Torrance, CA, EUA) para a pré-concentração 

simultânea de até 12 amostras; 

 

 Reagentes, solventes e materiais 

 

➢ Água destilada; 

➢ Água ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade de 18,2 MΩ 

cm); 

➢ Água da torneira; 

➢ Ácido fosfórico P.A. (Merck, RJ, Brasil); 

➢ Seringas de polipropileno para SPE Strata® C18-E 200 mg/3,0 mL (55 µm, 70 Å) 

(Phenomenex, EUA); 

➢ Extran® neutro (Merck, Brasil); 

➢ Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 µm de diâmetro de poro e 47 mm de 

diâmetro (Sartorius Biolab products, Goettingen, Alemanha); 

➢ Membrana filtrante de nylon 0,45 µm de diâmetro de poro e 47 mm de diâmetro (Millipore, 

SP, Brasil); 

➢ Metanol, acetona e acetonitrila, grau HPLC (J. T Baker, Mallinckrodt, NJ, USA); 

➢ Padrões analíticos (> 99%): epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol, difenoconazol 

(Sigma Aldrich, São Paulo, Brasil); 

➢ Vidrarias comum de laboratório (balões volumétricos, béquer, bastão de vidro, espátulas); 

➢ Frascos de vidro (vials), capacidade de 2 mL; 

➢  Peneiras de 140 mesh, 200 mesh e 270 mesh; 
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 Preparo das soluções analíticas 

 

Para os testes preliminares de seleção dos analitos foram preparadas soluções analíticas 

estoque de padrões de agrotóxicos e PPCPs individualmente na concentração de 1000 mg L-1 

em metanol partindo da dissolução do padrão sólido. A partir destas, foi preparada uma solução 

estoque de 100 mg L-1 da mistura dos 51 compostos, sendo estes,  quincloraque, bispiribaque-

sódico, bentazona, penoxsulam, 2,4 D, cafeína, metsulfuron-metílico, atenolol, imazapique, 

imazetapir, 3 hidroxi-carbofurano, carbendazim, carbofurano, metalaxil-M, metilparabeno, 

furosemida, simazina, Clorpropamida, carbamazepina, tiabendazol, azoxistrobina, clomazona, 

nimesulida, 3,4 DCA, malationa, mebendazol, diurom, iprodiona, propilparabeno, atrazina, 

ciproconazol, pirazossulfurom-etílico, benzofenona, molinato, propanil, genfibrozila, 

epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol, irgarol, fipronil, pirimifos-metílico, difenoconazol, 

trifloxistrobina, avobenzona, diclofenaco sódico, glibenclamida, triclocarban, eusolex 6300, 

triclosan, nitrato de miconazol e atrazina deuterada. Da mistura foi preparada uma solução 

trabalho de 10 mg L-1 utilizada para fortificação das amostras. 

As soluções analíticas estoque, contendo 1000 mg L-1 dos quatro agrotóxicos 

selecionados (epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol e difenoconazol) foram preparadas em 

metanol grau HPLC partindo da dissolução do padrão sólido, armazenado em frasco âmbar e 

estocado a -18ºC. A partir das soluções estoques foram preparadas soluções de cada princípio 

ativo na concentração de 100 mg L-1 em metanol. Uma solução trabalho de 10 mg L-1 foi 

preparada a partir da mistura dos 4 agrotóxicos. Esta solução foi utilizada para preparar as 

diluições para a otimização do método, para obtenção da curva analítica e nos ensaios de 

recuperação. A solução trabalho foi preparada mensalmente, e as diluições feitas diariamente. 

 

 Amostras de água 

 

As amostras de água utilizadas na validação do método foram coletadas da torneira do 

laboratório.  

 

 Obtenção do material sorvente 
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Para a obtenção do sorvente celulose/sílica, primeiramente é necessário um processo de 

deslignificação, para a remoção da lignina. Este processo utiliza etanol e ácido sulfúrico sob 

condições de refluxo para a remoção da maior parte de lignina da casca de arroz. Após o 

processo, o sólido possui celulose, hemicelulose, sílica e baixa quantidade de lignina. O sólido 

é colocado então em um frasco contendo 100 mL de hipoclorito de sódio (6% cloro ativo) em 

condições ácidas e aquecido por 2 h para total remoção da lignina residual e da hemicelulose 

por clareamento oxidativo. Após o branqueamento, o composto é seco, caracterizado e 

disponibilizado para testes de adsorção (DA ROSA et al., 2018). Esta etapa do trabalho foi 

realizada no Laboratório de Orgânica do prof. Dr. Paulo Beck pelo doutorando Marcelo Rosa 

e o material foi cedido ao LACOM para o desenvolvimento deste trabalho de conclusão de 

curso. 

 

 Extração em fase sólida (SPE) 

 

No sistema SPE utiliza-se um dispositivo manifold, que é um sistema formado por uma 

caixa de vácuo (Figura 6), com espaço simultâneo para 12 cartuchos de SPE. Esse sistema é 

muito utilizado em análises de rotina, já que possibilita a extração de várias amostras 

simultaneamente. As amostras são colocadas em balões volumétricos de 250 mL e 

sequencialmente são transferidas para os cartuchos SPE através de tubulações de 

politetrafuoretileno (PTFE). A transferência ocorre por sucção em função do vácuo aplicado no 

sistema, controlado em cada cartucho através de válvulas. Para a pré- concentração das 

amostras o vácuo foi mantido na faixa de 300 – 400 mmHg. 
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Figura 6. Sistema de SPE utilizado para pré-concentração dos agrotóxicos 

 

 

 

4.1.6.1 Comparação da eficiência de extração de 51 analitos por sílica/celulose com C18 

(Teste preliminar) 

 

O primeiro teste foi realizado no sentido de comparar a eficiência de extração do 

sorvente proposto para utilização na SPE com o mais tradicionalmente empregado (C18). Nas 

seringas de polipropileno vazias foi acrescentado um filtro (disco de polietileno 20 µm), e em 

sequência 500 mg do material sorvente foi adicionado cuidadosamente. Os cartuchos foram 

empacotados e homogeneizados com o auxílio de um bastão de vidro. Por último outro filtro 

de polietileno foi acrescentado. Na Figura 7 estão ilustrados os cartuchos contendo o sorvente 

sílica/celulose utilizados na SPE. Nesta etapa do trabalho, também foram utilizados cartuchos 

comerciais (Strata® C18-E 200 mg/3,0 mL) contendo C18 para comparação da eficiência do 

sorvente alternativo.  
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Figura 7. Cartuchos com 500 mg de sílica/celulose preparados e empacotados 

 

Os experimentos foram realizados condicionando (Figura 8) os cartuchos de 

sílica/celulose e os de C18 com 3 mL de metanol, 3 mL de água ultrapura e 3 mL de água 

ultrapura acidificada. Um volume de 250 mL de água fortificada em um nível de 4 μg L-1 com 

pH ajustado em 3,0 utilizando uma solução aquosa de ácido fosfórico (1:1, v/v), foi percolada 

através dos sorventes (C18 e sílica/celulose) à uma vazão de 5,0 mL min-1, totalizando 4 h. A 

eluição dos analitos retidos foi feita com 2 mL (2 x 1000 µL) de metanol. O eluato foi recolhido 

e analisado por LC-MS/MS, conforme descrito por Caldas et al. (2018). Os experimentos foram 

realizados em triplicata. Um branco foi realizado utilizando água da torneira acidificada à pH 

3. 
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 Realizada a comparação da eficiência, foi escolhida uma classe de compostos para dar 

sequência a otimização da SPE com o sorvente sílica/celulose. 

 

 Otimização da SPE empregando sorvente alternativo 

 

Para os testes de otimização empregando sorvente alternativo foram utilizadas amostras 

de torneira fortificadas com uma mistura de triazóis na concentração de 0,005 mg L-1 para o 

epoxiconazol, tebuconazol e difenoconazol e 0,01 mg L-1 para o propiconazol. 

a. Granulometria da sílica/celulose 

 

Para testar a granulometria, o material sorvente foi peneirado em duas peneiras de 

diâmetros diferentes, uma de 200 mesh (74 µm de diâmetro) e uma de 270 mesh (53 µm de 

diâmetro), e o material recolhido foi entre esses dois valores, ou seja, partículas entre 53 µm e 

74 µm de diâmetro. Outra peneira de 140 mesh foi utilizada para garantir partículas menores 

ou iguais a 105 µm. Após foram preparados cartuchos contendo 500 mg de sorvente com 

partículas entre 53-74 µm e contendo 500 mg de sorvente com partículas < 105 µm e então 

submetidos a extração conforme descrito no item 4.1.6.  

 

Figura 8. Cartuchos com 500 mg de sílica/celulose em condicionamento 
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b. Avaliação da quantidade de sorvente 

 

Os cartuchos de polipropileno foram preenchidos com massa de 500 mg e de 200 mg de 

sorvente no tamanho de partícula (<105 µm) e então submetidos a extração conforme descrito 

no item 4.1.6. 

 

 Otimização do sistema cromatográfico LC-DAD 

 

O método cromatográfico de fase reversa foi escolhido por conta da polaridade dos 

agrotóxicos em estudo, nesse caso polaridade intermediária. Dessa forma na otimização 

utilizou-se como fase estacionária (FE) uma coluna Sinergy C18 (250 mm x 4,6 mm, 4 µm) e 

como fase móvel (FM) diferentes proporções de solventes polares: acetonitrila, metanol e água 

ultrapura. 

Para a otimização das condições cromatográficas primeiramente foram injetadas, 

individualmente, as soluções padrões dos agrotóxicos (1 mg L-1) selecionados para este estudo, 

onde foram observados o tempo de retenção e o espectro de absorção molecular de cada 

composto, obtido pelo DAD.  

 

4.1.8.1 Preparo e escolha da fase móvel 

 

Os solventes utilizados foram preparados em frascos individuais rotulados de acordo 

com sua composição. Foram filtrados à vácuo em membranas de nylon 0,45 µm e 

degaseificados em ultrassom durante 30 minutos, à temperatura ambiente. A degaseificação foi 

feita diariamente.  

Para a definição da composição da fase móvel na separação cromatográfica foram 

testadas diferentes proporções, utilizando metanol, acetonitrila e água ultrapura.  

 

4.1.8.2 Determinação do comprimento de onda de máxima absorção 

 

Para a determinação do comprimento de onda de máxima absorção de cada agrotóxico, 

foi injetada no LC-DAD a solução padrão individual contendo 1 mg L-1, o espectro de absorção 

molecular foi observado na faixa de 190 a 400 nm, assim determinado o comprimento de onda 

de máxima absorção para cada agrotóxico. O espectro de absorção foi utilizado para confirmar 

a identidade dos picos das amostras. O DAD possibilita a verificação da pureza dos picos, 

comparando os espectros em diversos pontos do pico cromatográfico (JAUFMANN, 1998), 
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quando iguais em todos os pontos, há garantia de que naquele tempo de retenção apresenta sinal 

de apenas um composto. 

 Validação 

 

Uma vez definida as melhores condições para determinação dos agrotóxicos, foi 

realizada a validação do método. Os parâmetros utilizados neste trabalho para a validação dos 

métodos analíticos foram: curva analítica, linearidade, limite de detecção, limite de 

quantificação, exatidão (recuperação) e precisão (ANVISA, 2017; SANTE, 2017). 

 

 

4.1.9.1 Limite de detecção e limite de quantificação  

 

O limite de detecção e quantificação foram definidos pelo método do sinal/ruído (s/n), 

no qual foi medido a área do ruído próxima ao tempo de retenção dos analitos e comparada com 

as áreas destes. Para o LOD foi verificada a concentração correspondente a 3 vezes a área do 

ruído e para o LOQ a concentração correspondente a 10 vezes o sinal/ruído. 

 

4.1.9.2 Curva analítica e linearidade 

 

A curva analítica para os agrotóxicos foi construída com 5 níveis de concentração, LOQ, 

5 LOQ, 10 LOQ, 25 LOQ e 50 LOQ. Cada solução foi injetada três vezes e o gráfico da área 

do pico versus a concentração foi obtido com o auxílio dos softwares dos equipamentos. Com 

a curva analítica foi possível avaliar a linearidade do método, a partir do coeficiente de 

correlação linear (r). 

 

4.1.9.3 Exatidão 

 

A recuperação foi determinada em 3 concentrações de acordo com as recomendações 

da ANVISA, adicionando concentrações conhecidas do padrão analítico na amostra no início 

do processo. A amostra utilizada foi a água e esta foi fortificada com a adição de pequenos 

volumes da solução estoque contendo a mistura dos agrotóxicos de interesse, a fim de obter os 

níveis de fortificação desejados, sendo estes, LOQ, 3LOQ e 5 LOQ. 

 Os cálculos foram feitos de acordo com a equação (1), onde é expressa a porcentagem 

de recuperação. 
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R(%)=
C1-C2

C3
x 100             (1) 

 

Onde: 

C1= concentração determinada na amostra fortificada 

C2= concentração determinada na amostra não fortificada 

C3= Concentração da fortificação 

 

4.1.9.4 Precisão 

 

A precisão do método em termos de repetitividade foi obtida através da extração e 

análise de amostras fortificadas com 3 níveis de concentração. A extração foi realizada em 

triplicata e as injeções em duplicata. O valor numérico para avaliar a precisão foi o desvio 

padrão relativo (RSD%), calculado através da equação (2). 

RSD(%)=
s

Xm
x100                          (2) 

 

Onde: 

s= estimativa do desvio padrão absoluto; 

Xm=média de uma série de medidas (replicatas) 

 

4.6 Análise estatística dos resultados 

A análise estatística dos resultados de otimização das condições do sorvente alternativo 

(granulometria e massa de sorvente) foi realizada por ANOVA considerando as médias de 

triplicatas dos ensaios, seguida pelo teste de Tukey a um nível de 5 % (p<0,05), utilizando o 

programa “Statistica” (versão 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA). 

 

5 Resultados e discussão 

 

5.1 Seleção dos analitos 

 

Um estudo preliminar para a seleção dos analitos e comparação da eficiência de extração 

do sorvente alternativo e o sorvente convencional foi realizado no LC-MS/MS. Neste estudo 

foram utilizados 51 compostos, dentre eles, agrotóxicos e PPCPs, com log de Kow
 variando de 

-1,15 a 6,1, ou seja, compostos de baixa lipofilicidade a alta. 
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Ao ser utilizado o sorvente convencional C18, foram detectados os 51 compostos, 

enquanto para o alternativo 44 compostos foram detectados. Como pode ser visto na Figura 9 

as recuperações encontradas variaram de 1- 101% para o sorvente alternativo, enquanto que 

para o C18 as recuperações foram maiores (1-136%), porém alguns valores estavam abaixo da 

faixa permitida pela SANTE (SANTE, 2017). 
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Figura 9. Recuperações utilizando 500 mg de sílica/celulose e cartuchos de 500 mg de C18. Resultados apresentados em ordem crescente de 

log de Kow 



 

 

Os compostos que tiveram melhores recuperações utilizando o sorvente alternativo 

(faixa de 75 – 101%), são: a azoxistrobina, iprodiona, irgarol, epoxiconazol, tebuconazol, 

propiconazol, difenoconazol, trifloxistrobina, glibenclamida e eusolex 6300. Para o C18 esses 

compostos tiveram recuperações na faixa de 72 - 136%. Portanto, para esses 10 compostos o 

uso do compósito sílica/celulose foi mais eficiente que o C18. Esse resultado é promissor, tendo 

em vista que o compósito é proveniente de um resíduo agrícola, contribuindo para diminuição 

do impacto ambiental de sua incorreta deposição. A Figura 10 apresenta as recuperações e os 

RSD para os dez compostos extraídos com recuperações superiores a 70% tanto utilizando a 

sílica/celulose quanto o C18. 

 

 

 

A azoxistrobina é um fungicida sistêmico, do grupo químico estrobilurina e 

classificação toxicológica (III), com ação predominantemente preventiva, mas também 

curativa. Iprodiona é um fungicida de contato, do grupo químico dicarboximida e classificação 

toxicológica (II). Irgarol é um biocida da família das triazinas, utilizado em tintas anti-

incrustrantes. Trifloxistrobina é um fungicida sistêmico, do grupo químico estrobilurina, com 

ação predominantemente preventiva, mas também curativa e classificação toxicológica (II) 

(AGROFIT,2012). Glibenclamida é um medicamento destinado ao tratamento oral do diabetes 

mellitus não insulino-dependente (tipo 2), quando os níveis sanguíneos de glicose não podem 
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Figura 10. Recuperações (%) referentes à utilização de 500 mg de C18 e 500 mg de sílica/celulose 

como sorvente na SPE 
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ser controlados apenas por dieta, exercício físico e redução de peso (ANVISA, 2018e). Eusolex 

6300 é um filtro solar com nome químico Metilbenzilideno Cânfora, com alto grau de absorção 

da radiação ultravioleta B, com pico de absorção em 300 nm.  

Foi observado que para a sílica/celulose, os analitos com melhor recuperação foram os 

com característica mais apolar. Os compostos mais polares possivelmente tiveram uma maior 

interação com o compósito, visto sua característica extremamente polar, não sendo eluídos com 

o metanol. Os dez compostos apresentaram resultados dentro da faixa preconizada pela 

legislação (60% - 140%) (SANTE,2017).  

Dentre esses compostos, quatro deles são da classe dos triazóis: epoxiconazol, 

tebuconazol, propiconazol e difenoconazol. Uma vez que estes compostos são fungicidas 

sistêmicos muito utilizados em diversos tipos de culturas, de cereais à frutíferas, e que possuem 

propensão a serem persistentes e bioacumuladores, optou-se para o estudo específico destes.  

Foi realizado uma revisão dos métodos de determinações desses compostos (Tabela 3) 

onde verifica-se que vários trabalhos utilizam o DAD. Uma vez que esses compostos possuem 

máxima absorção na região do UV 190nm – 400 nm, optou-se trabalhar com o LC-DAD. 

 

5.2 Separação cromatográfica por LC-DAD 

 

  Composição da fase móvel 

 

Na Tabela 5, pode-se observar as diferentes proporções de fase móvel testadas e as 

influências no tempo de retenção dos compostos. Dentre as composições apresentadas na tabela 

a que forneceu melhor separação dos analitos foi a mistura água:acetonitrila:metanol (22:44:34, 

v/v/v). Após a escolha da fase móvel foi feito testes com a vazão para melhorar a resolução dos 

picos e o tempo de análise, onde a final foi de 1,2 mL min-1 e um tempo de análise de 10 min. 

Todas as análises foram feitas em modo de eluição isocrático. 
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Tabela 5. Composições de fase móvel e vazões testadas na otimização da separação dos agrotóxicos 

no LC-DAD 

Proporções dos solventes (%) 

 Vazão 

 (mL min -1) 

Tempos de retenção (min) para diferentes proporções 

de FM 

Água 

ultrapura 
Acetonitrila Metanol Epoxiconazol Tebuconazol Propiconazol Difenoconazol 

48 52 0 1,0 15,53 16,20 15,21 27,67 

40 60 0 1,0 9,53 9,90 12,43 14,90 

42 58 0 1,0 10,62 11,01 13,96 17,11 

46 54 0 1,0 13,52 13,95 18,02 23,19 

30 0 70 1,0 13,31 16,64 17,58 24,42 

20 0 80 1,0 6,56 7,54 7,90 9,07 

25 0 75 1,0 9,04 10,80 11,40 14,30 

32 0 68 1,0 16,29 20,74 21,95 31,93 

35 0 65 1,0 23,18 30,27 31,86 50,62 

42 35 23 1,0 22,06 25,32 30,61 - 

37 35 28 1,0 15,92 18,48 21,86 31,50 

34 38 28 1,0 12,45 14,30 16,80 22,84 

32 40 28 1,0 10,75 12,27 14,35 18,84 

28 44 28 1,2 6,88 7,77 8,96 11,01 

25 44 31 1,2 6,02 6,77 7,70 9,10 

22 44 34 1,2 5,30 5,94 6,65 7,59 

 (-) O analito não eluiu no tempo de análise 

 

 

Para as condições envolvendo acetonitrila e água ultrapura como fase móvel, observou-

se que independente das proporções, aumentando a força de eluição, ou seja, aumentando a 

porcentagem de acetonitrila, dois compostos co-eluiram, sendo estes o epoxiconazol e o 

tebuconazol. A Figura 11, apresenta dois cromatogramas para ilustrar o ocorrido. 
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Foram testados então água ultrapura e metanol, em diversas proporções como 

apresentado na Tabela 5, porém em todas as condições houve co-eluição dos compostos 

tebuconazol e propiconazol, como ilustra a Figura 12. 

No caso dessas duas condições apresentadas na Figura 12, primeiramente foi feita a 

condição água:MeOH (30:70, v/v) e observou-se que a força de eluição estava muito forte, o 

que impossibilitou a separação dos compostos tebuconazol e propiconazol (Figura 12a). Dessa 

forma, com o intuito de diminuir essa força, aumentou-se 5% de água na fase móvel, porém 

ainda não foi possível a separação dos compostos tebuconazol e propiconazol e o tempo de 

análise se estendeu para 50 minutos (Figura 12b). Também, foi avaliada a fase móvel 

acidificada a pH 3, para verificar se ocorria mudança nos tempos de retenção, porém não houve 

diferença, visto que os triazóis são estáveis a mudança de pH.  
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MeCN (46:54, v/v), vazão: 1 mL min-1 
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Para as composições de fase móvel acetonitrila e água houve a co-eluição do primeiro 

e segundo composto (epoxiconazol e tebuconazol, respectivamente) e para as composições de 

fase móvel metanol e água houve a co-eluição do segundo e terceiro composto (tebuconazol e 

propiconazol, respectivamente). Portanto foi avaliada uma mistura dos três componentes, água 

ultrapura, acetonitrila e metanol, com o intuito de mudar as forças de interação. Na Figura 13, 

duas condições que não possibilitaram separação são apresentadas.  

A primeira condição ternária testada entre as duas apresentadas na Figura 13, foi a 

ilustrada na Figura 13b, onde verifica-se que em um tempo de análise de 40 minutos o 

difenoconazol não eluiu. A condição da Figura 13a foi então testada e pelo cromatograma é 

possível verificar que houve a separação dos 4 triazóis. Porém o formato dos picos está alargado 

e não satisfatório. Dessa forma, para que esse aspecto fosse melhorado algumas alterações nas 

proporções da fase móvel foram feitas e também na vazão como foi apresentado na Tabela 5. 
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Figura 12. Cromatogramas referentes a mistura de triazóis de 10 mg L-1, a. Água: MeOH (30:70, v/v) b. Água: 

MeOH (35:65, v/v), vazão: 1 mL min-1 
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As condições ideais encontradas para separação dos triazóis em estudo foi a utilização 

de solvente ternário, sendo água, acetonitrila e metanol, nas proporções 22:44:34, com uma 

vazão de 1,2 mL min -1 e modo de eluição isocrático, com um tempo de análise de 10 minutos. 

A Figura 14 apresenta o cromatograma referente a essa condição. 

 

Figura 13. Cromatogramas referentes a mistura de triazóis de 10 mg L-1, a. Água:MeCN: MeOH (37:35:28, 

v/v/v) b. Água: MeCN: MeOH (42:35:23, v/v/v), vazão: 1 mL min-1 

a 

b 

Figura 14. Cromatogramas referentes a mix de triazóis 10 mg L-1 sob as condições de fase móvel de Água:MeCN:MeOH 

(22:44:34, v/v/v), vazão 1,2 mL min-1 
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Com o detector de arranjo de diodos é possível a comparação do espectro do pico obtido 

na separação cromatográfica com o espectro de um padrão, confirmando a presença de um 

determinado composto puro e garantindo a seletividade do método (CALDAS, 2009). Dessa 

forma, os espectros obtidos na separação cromatográfica para os analitos em estudo 

demonstraram a seletividade do método, uma vez que, garantiu-se que o pico de resposta é 

referente ao composto de interesse puro. 

 

5.2.2 Determinação do comprimento de onda de máxima absorção 

 

Nas condições cromatográficas otimizadas, padrões individuais 10 mg L-1 dos quatro 

triazóis: epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol e difenoconazol foram injetados no LC-

DAD, para obtenção dos espectros e seus respectivos tR (Figura 15).  

 

 

Figura 15. Espectros referentes aos padrões individuais de concentração 10 mg L-1. 

 

Pela Figura 15 observa-se que os compostos absorvem com alta intensidade em torno 

do comprimento de onda de 200 nm, porém nesse comprimento de onda o ruído é muito intenso 

o que dificulta a quantificação ou até mesmo a verificação dos sinais.  

Testou-se então em outros comprimentos de onda próximo a 220 nm (Figura 16a), onde 

todos os compostos absorvessem e que houvesse diminuição do ruído possibilitando a 

quantificação dos analitos, sendo o melhor escolhido 225 nm (Figura 16b). 
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Figura 16. Cromatogramas referentes aos triazóis na concentração referente ao LOQ em 220 nm (a) e 

225 nm (b). 

 

5.3 Otimização SPE  

 

Após encontrar as condições cromatográficas ideais foi feita a otimização da SPE. O 

primeiro teste realizado foi a influência da granulometria na recuperação dos 4 triazóis 

selecionados. Foram testadas a granulometria < 105 µm e a peneirada (53-74 µm) próxima da 

faixa de 55 µm, valor este da granulometria do C18 em um cartucho comercial (Figura 17). 

 

Figura 17. Recuperações para o cartucho preenchido com 500 mg de material sorvente com partículas 

<105 µm e partículas de 53-74 µm. Letras diferentes indicam diferença estatística para cada analito 

(p<0,05).  
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As recuperações obtidas ficaram entre 77- 98% para o sorvente com partículas < 105 

µm e de 87 – 105% para o sorvente com partículas aproximada de 55 µm. Para verificar a 

necessidade de padronizar o tamanho de partícula (~55 µm) foi realizada uma análise estatística 

dos dados e observa-se que para o epoxiconazol e propiconazol não houve diferença 

significativa (p>0,05) entre os sorventes utilizados. Para o tebuconazol e o difenoconazol houve 

diferença significativa (p<0,05) entre os sorventes empregados, obtendo-se maiores resultados 

para o uso de sorvente com partículas de ~55 µm. Apesar dessa diferença foi selecionado para 

a continuidade do trabalho o uso de sorvente com partículas < 105 µm, uma vez que o 

rendimento obtido na fração peneirada foi de 20%.  

Após a definição da granulometria do sorvente foi avaliada a quantidade de massa do 

sorvente (Figura 18), onde as recuperações obtidas ficaram entre 87 – 105% para a quantidade 

de 500 mg de sorvente no cartucho e de 83 – 91 % para a quantidade de 200 mg de sorvente no 

cartucho. Para verificar a significância da quantidade de massa na extração, foi realizada uma 

análise estatística dos dados e observa-se que para o epoxiconazol e propiconazol não houve 

diferença significativa (p>0,05) entre os sorventes utilizados. Para o tebuconazol e o 

difenoconazol houve diferença significativa (p<0,05) entre os sorventes empregados, obtendo-

se maiores resultados para o uso de sorvente com massa de 500 mg. 

 

Figura 18. Recuperações empregando diferentes massas no empacotamento do cartucho (200 mg e 500 

mg de material sorvente). Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Apesar dessa diferença foi selecionado para a continuidade do trabalho o uso de massa 

reduzida do sorvente, já que a faixa encontrada se apresenta dentro da considerada ideal pela 

legislação, 70 – 120% (SANTE, 2017) e também pela vantagem de que com a redução de massa 

houve a diminuição em 2 h do tempo de percolação, o que é uma vantagem já que as análises 

de agrotóxico devem ser rotineiras para controle e precaução.  

No trabalho de Souza (2017) foi avaliado as massas de 250 mg e 150 mg do biocarvão 

de aguapé, ocorrendo um aumento nas recuperações com a diminuição da massa de sorvente, 

comportamento similiar ao encontrado no presente estudo. 

Portanto, ficou definido como condição ideal a utilização de 200 mg de sorvente com 

granulometria <105 μm. 

5.4 Validação do método por LC-DAD 

 

Primeiramente, definiram-se os limites de detecção e quantificação do instrumento e do 

método para cada analito. Após, realizou-se o preparo e a injeção das curvas no solvente. A 

Tabela 6 apresenta os valores de LOD e LOQ instrumentais e do método para os analitos em 

estudo. 

 
Tabela 6. LOD e LOQ instrumentais (LODi e LOQi) e do método (LODm e LOQm) para 

determinação de triazóis por SPE e LC-DAD 

Analito LODi 

 (µg L-1) 

LOQi 

 (µg L-1) 

LODm 

 (µg L-1) 

LOQm 

 (µg L-1) 

Epoxiconazol 15 50 0,06 0,2 

Tebuconazol 15 50 0,06 0,2 

Propiconazol 30 100 0,12 0,4 

Difenoconazol 15 50 0,06 0,2 

 

 Os valores de LOQ obtidos no LC-DAD para os agrotóxicos atendem a legislação 

Brasileira para o tebuconazol, sendo o valor máximo permitido o de 180 µg L-1. Para os outros 

triazóis em estudo, ainda não há legislação no Brasil. O valor máximo de agrotóxicos permitidos 

pela União Européia em águas para consumo humano é de 0,1 µg L-1 (agrotóxico individual), 

dessa forma poderia ser feita uma pré-concentração maior do extrato atingindo esse valor como 

limite de quantificação do método. Os limites de quantificação para o método desenvolvido 

atendem as exigências encontradas na legislação Brasileira, podendo ser empregada para o 

monitoramento de águas e controle de possíveis contaminações pelos analitos em estudo. 
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Após a definição dos limites de detecção e quantificação foi construída a curva analítica 

dos 4 triazóis (Figura 19) e na  Tabela 7 estão descritas as equações obtidas para curva analítica 

preparada no solvente seguida de seus respectivos r, obtidos na validação do método 

 

Figura 19. Cromatogramas referentes a diferentes concentrações da mistura de triazóis: – LOQ, – 5 

LOQ, – 10 LOQ, – 25 LOQ, – 50 LOQ 
 

 

Tabela 7. Curva analítica para determinação de triazóis por LC-DAD 

Analito Equação r r2 

Epoxiconazol y=2,80.104x - 3,17.102 0,9987 0,9973 

Tebuconazol y=3,22.104x + 6,74.102 0,9996 0,9992 

Propiconazol y=3,66.104x + 3,41.102 0,9994 0,9988 

Difenoconazol y=4,25.104x + 3,37.102 0,9995 0,9990 

 

 

Através dos parâmetros obtidos para a construção da curva analítica, foi concluído que 

o modelo de regressão linear é adequado para as determinações analíticas em estudo, já que os 

coeficientes de correlação r foram maiores que 0,998. A ANVISA recomenda um coeficiente 

de correlação de no mínimo 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (ANVISA, 2017; 

INMETRO, 2018). 

 Com relação à exatidão e precisão, foram obtidas recuperações e desvios relativos 

padrões, expressos na Tabela 8. 
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Tabela 8. Precisão em termos de repetibilidade e precisão intermediária e recuperações dos compostos 

de estudo, epoxiconazol, tebuconazol, propiconazol e difenoconazol em diferentes níveis de 

concentração 

Agrotóxicos 

Repetibilidade Precisão intermediária 

LOQ 3LOQ 5LOQ LOQ 5LOQ 

R%  RSD% R% RSD% R% RSD% R% RSD% R% RSD% 

Epoxiconazol 53,3 31,6 120,2 15,8 107,4 16,6 99,2 18,1 116,5 3,7 

Tebuconazol 86,9 16,1 92,2 7,1 76,4 15,1 105,4 14,2 80,2 4,4 

Propiconazol 68,2 25,7 98,7 14,2 100,9 20,2 172,5 11,3 144,6 1,7 

Difenoconazol 150,3 11,8 129,5 14,7 87,4 15,3 118,1 7,0 129,4 4,2 

(LOQ) Limite de quantificação do método, (R) Recuperação, (RSD) Desvio padrão relativo   

 De acordo com a SANTE, a faixa aceitável de recuperação deve ser entre 70 – 120%, 

uma faixa fora dessa pode ser aceita se for consistente, porém a média de recuperação não pode 

estar abaixo de 30% e nem acima de 140%. Neste caso, deve ser corrigido ou utilizado um outro 

método (SANTE, 2017). Dentre as recuperações obtidas, apenas o difenoconazol em 

concentração LOQ teve uma recuperação fora da faixa, e o propiconazol nas concentrações 

LOQ e 5LOQ. O resultado encontrado é promissor visto que o sorvente sílica/celulose foi 

extraído diretamente da casca de arroz, um resíduo agrícola sem custo e de fácil obtenção. A 

aplicabilidade de fontes oriundas da casca de arroz é de interesse ambiental visto que esta 

geralmente é queimada e suas cinzas direcionadas para aterros sanitários, poluindo mananciais 

de água, solo ou até mesmo o ar (POUEY, 2006). 

 Em relação a precisão, os valores de RSD encontrados variaram de 1,7 a 31,6 %, sendo 

os maiores valores de desvio os pertencentes a concentração LOQ. A SANTE indica RSD ≤ 20 

% ideais para confiabilizar o método, sendo assim, todos os valores com exceção do 

epoxiconazol e propiconazol na concentração LOQ, estão dentro do valor indicado pela SANTE 

(SANTE, 2017). Os resultados de precisão foram satisfatórios, visto que o LOQ é o limite de 

quantificação do método, sendo uma margem de difícil trabalho, e frente a um material novo 

onde o empacotamento foi de forma manual, o que pode causar uma grande variabilidade entre 

um cartucho e outro.  

 Apesar de alguns resultados estarem fora da faixa estipulada pela SANTE, o material 

usado é novo, não tendo visto na literatura sua utilização na SPE, também é notada sua fácil 

obtenção, sendo proveniente de fonte natural, baixo custo, sendo um avanço para a área da 

química analítica e química analítica verde. 

 



62 

 

6 CONCLUSÕES 

 

A utilização do compósito de sílica/celulose extraída da casca de arroz como material 

alternativo na SPE teve excelente resultado, efetivando seu potencial de extração frente aos 

quatro triazóis em estudo (recuperações de 53,3 – 172,5% e RSD de 1,7 - 31,6%). O método 

utilizado possibilita a extração e quantificação de agrotóxicos em níveis menores de 

concentração que os valores máximos permitidos pela legislação da Comunidade Europeia, 

tornando um método atraente para o controle destes em água.  

As condições cromatográficas otimizadas para o LC-DAD, permitiram a identificação 

e quantificação dos compostos em estudo, em um tempo de análise de 10 minutos. O 

comprimento de onda utilizado para a quantificação simultânea dos quatro agrotóxicos foi de 

225 nm determinado após análise dos espectros de absorção e avaliando o menor ruído.  

 Este trabalho além de ser aplicável para os quatro agrotóxicos selecionados, também 

abre um leque de possibilidades para estudo dos outros seis compostos que obtiveram boas 

recuperações (75 – 101%), agrotóxicos (azoxistrobina, iprodiona, irgarol, , trifloxistrobina) 

princípio ativo de medicamento para controle de diabetes (glibenclamida) e protetor solar 

(eusolex 6300) . 

O método é inovador e engloba alguns princípios da química analítica verde, a utilização 

de substância renovável e de fácil obtenção. Também, ressalta-se a aplicabilidade de um resíduo 

agrícola em uma das técnicas (SPE) mais empregadas em extração e pré-concentração de 

analitos encontrados em níveis traço, como os agrotóxicos e PPCPs, utilizada por muitos 

laboratórios rotineiramente. Além disso, o presente estudo servirá como base para o uso desse 

material em outras técnicas de preparo de amostra.  

. 
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