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Resumo

EFFTING, Luciane. Desenvolvimento de microssistemas de pré-concentracio baseados
em solvente supramolecular para determinacdo de pesticidas em amostras de agua e
farinhas de cereais por HPLC-DAD. 2024. 155 f. Tese de Doutorado em Quimica — Centro
de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Pesticidas tém sido amplamente utilizados em lavouras nas fases de cultivo ou
armazenamento pos-colheita para controlar o rendimento e melhorar a qualidade da produgao.
O uso desses produtos gera preocupacao do ponto de vista ambiental e alimentar, devido aos
danos a satide que os pesticidas podem causar e por esse motivo, diversos 6rgdos analisam e
estabelecem limites maximos permitidos. Esses limites estdo na ordem de microgramas por
litro ou quilo, o que dificulta a analise direta, levando ao emprego de métodos de extracdo e
pré-concentragdo. Métodos de microextracdo baseados em solvente supramolecular sao
alternativas viaveis para pré-concentracao simultanea de pesticidas em amostras de aguas e de
farinhas e determinagdo por cromatografia liquida acoplada a deteccdo por arranjo de
fotodiodos. O primeiro método de microextracdo baseado em solvente supramolecular foi
desenvolvido para a microextragdo e pré-concentragdo simultdnea dos pesticidas
acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, carbendazim, clorpirifés, imidacloprido e
tebuconazol, que apresentam altas taxas de detec¢do em alimentos de origem vegetal, segundo
o monitoramento realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). O
segundo método foi desenvolvido para a microextragdo e pré-concentracdo simultdnea dos
pesticidas clorantraniliprole, cresoxim-metilico, procloraz, propanil e trifluralina, que sio
amplamente empregados com diferentes finalidades nas culturas de graos do estado do
Parana. Em ambos os métodos, fez-se o uso de um solvente supramolecular no qual micelas
reversas de 1-decanol sdo dispersas em solugdes de tetrahidrofurano/agua. O primeiro método
foi otimizado empregando um planejamento fatorial 2° e matriz de Doehlert combinado com
fun¢do de desejabilidade de Derringer-Suich e metodologia de superficie de resposta,
obtendo-se como melhores condi¢des pH 6,3 usando tampao BR (Britton-Robinson) 0,01 mol
L', 113,0 pL de 1-decanol, 500,0 uL de THF, 5% NaCl (m/v), 30 s de vortice e 10 min de
centrifugacdo. No desenvolvimento do método analitico, destacam-se os valores baixos
obtidos como limite de quantificagdo, entre 9,0 e 29,9 ug L', e os altos valores de pré-
concentracdo, na faixa de 3,6 a 266,1 vezes, que possibilitaram a aplicacdo dos métodos em
amostras de aguas de dois lagos, um riacho e de trés farinhas, onde nao foi encontrado
nenhum residuo dos pesticidas. As recuperacdes obtidas, na faixa de 80 a 112%, permitem
inferir que o método ndo sofre com possiveis interferéncias de componentes da matriz. O
segundo método foi otimizado univariadamente, obtendo-se como melhores condi¢des pH 6,0
usando tampdo BR 0,01 mol L™, 75,0 uL de 1-decanol, 400,0 uL de THF, 4% NaCl (m/v),
120 s de vortice e 120 s de centrifugagdao. No desenvolvimento do método analitico,
destacam-se os valores baixos obtidos como limite de quantificacdo, entre 1,3 e 273 pg L e
os altos valores de pré-concentragcdo, na faixa de 50,1 a 90,3 vezes, que possibilitaram a
aplicacdo dos métodos em amostras de aguas de dois lagos, um riacho e de trés farinhas, onde
nao foi encontrado nenhum residuo dos pesticidas. As recuperagdes obtidas, na faixa de 81 a
111%, permitem concluir que o método ndo sofre com interferéncias de componentes da
matriz.

Palavras-chave: pesticidas, microextra¢dao, solvente supramolecular, micelas reversas, 1-
decanol.



Abstract

EFFTING, Luciane. Development of preconcentration microsystems based on
supramolecular solvent for determination of pesticides in water and cereal flour samples
by HPLC-DAD. 2024. 155 f. Thesis of PhD in Chemistry — Center of Exact Sciences, State
University of Londrina, Londrina, 2024.

Pesticides have been widely used on crops in the cultivation or post-harvest storage stages to
control yield and improve the quality of production. The use of these products raises concerns
from an environmental and food point of view, due to the damage to health that pesticides can
cause and for this reason, several bodies analyze and establish maximum permitted limits.
These limits are in the order of micrograms per liter or kilogram, which makes direct analysis
difficult, leading to the use of extraction and pre-concentration methods. Supramolecular
solvent microextraction methods are viable alternatives for simultaneous pre-concentration of
pesticides in water and flour samples and determination by high pressure liquid
chromatography with diode array detect. The first supramolecular microextraction method
was developed for the unprecedented simultaneous extraction and pre-concentration of the
pesticides acetamiprid, azoxystrobin, bifenthrin, carbendazim, chlorpyrifos, imidacloprid and
tebuconazole, which have high detection rates according to monitoring carried out by Anvisa.
The second method was developed for the unprecedented simultaneous extraction and pre-
concentration of the pesticides chlorantraniliprole, cresoxim-methyl, prochloraz, propanil and
trifluralin, which are used for different purposes in grain crops. In both methods, a
supramolecular solvent was used in which 1-decanol reverse micelles were dispersed in
tetrahydrofuran/water solutions. The first method was optimized using a 2° factorial design
and Doehlert matrix combined with Derringer-Suich desirability function and response
surface methodology, obtaining pH 6.3 as the best conditions using BR buffer 0.01 mol L™,
113.0 pL of 1-decanol, 500.0 uL of THF, 5% NaCl (w/v), vortex shaking for 30 s and
centrifugation for 10 min. In the development of the analytical method, the low values
obtained as a limit of quantification stand out, between 9.0 and 29.9 ug L', and the high pre-
concentration values, in the range of 3.6 to 266.1 times, which made it possible to apply the
methods to water samples from two lakes, a stream and three flours, where no pesticide
residue was found. The recoveries obtained, in the range of 80 to 112%, allow us to infer that
the method does not suffer from possible interference from matrix components. The second
method was optimized univariately, obtaining pH 6.0 as the best condition using BR buffer
0.01 mol L', 75.0 pL of 1-decanol, 400.0 pL of THF, 4% NaCl (m/ v), vortex shaking for
120 s and centrifugation for 120 s. In the development of the analytical method, the low
values obtained as a limit of quantification stand out, between 1.3 and 27.3 pg L', and the
high pre-concentration values, in the range of 50.1 to 90.3 times, which made it possible to
apply the methods to water samples from two lakes, a stream and three flours, where no
pesticide residue was found. The recoveries obtained, in the range of 81 to 111%, allow us to
infer that the method does not suffer from possible interference from matrix components.

Keywords: pesticides, microextraction, supramolecular solvent, reverse micelles, 1-decanol.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a agricultura € o setor que mais contribui para o crescimento do produto
interno bruto (PIB), respondendo por 21% da soma de todas as riquezas produzidas e,
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A cultura da soja apresenta o
maior valor comercial de producdo enquanto a cana-de-aciicar ¢ produzida em maior
quantidade (IBGE, 2024).

Quanto aos graos, os principais cereais produzidos no Brasil s3o o milho, o trigo, a
aveia e a cevada. Em 2024, segundo o IBGE, a produg¢ao de trigo (em grao) deve alcangar 9,6
milhdes de toneladas, da aveia (em grao) foi estimada em 1,2 milhdo de toneladas e a
producdo do arroz foi estimada em 10,4 milhdes de toneladas (IBGE, 2024).

A fim de manter os niveis elevados de produtividade, o uso de produtos de origem
bioldgica ou quimica para controlar pragas e plantas daninhas e melhorar a produgdo de
alimentos se faz cada vez mais necessario. Esses produtos sao conhecidos como pesticidas, e
contém compostos quimicos que podem matar, obstruir ou controlar o crescimento de
qualquer organismo que danifique uma plantacio (Parra-Arroyo et al., 2022).

Os pesticidas ndo afetam apenas os organismos-alvo, mas todo o ambiente, incluindo a
atmosfera, solo, dguas subterraneas e aguas superficiais por processos de fluxo, lixiviacao e
pulverizag¢do, contaminando todo o ecossistema (Souza et al., 2020). De acordo com a FAO
(Organizagcdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura, do inglés, Food and
Agriculture Organization), em uma média historica desde 1990, o Brasil ¢ segundo maior
consumidor de pesticidas, com um consumo total estimado em 295.225,97 toneladas, atras
apenas dos Estados Unidos (FAO, 2024).

A quantidade maxima de residuo de pesticida oficialmente aceita em um alimento em
decorréncia da aplicacdo adequada do pesticida ¢ chamada de limites maximo residual
(LMR), ou seja, € o limite toleravel de residuo que pode permanecer no alimento, tendo como
referéncia boas praticas agricolas aplicadas no campo. O LMR ¢ expresso em miligrama de
residuo por quilograma de alimento. No Brasil, esses limites sdo definidos pela Anvisa
(Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que disponibiliza em seu site, as monografias dos
produtos autorizados e excluidos para consulta (Anvisa, 2019).

O Ministério da Saude do governo brasileiro € responséavel pelas resolu¢des que regem
aguas potaveis para o consumo humano, sendo a mais recente a Portaria GM/MS N° 888, de 4
de maio de 2021 (Brasil, 2021). Para 4guas que podem ser utilizadas para recreagdo, pesca,

irrigacdo de hortalicas e abastecimento para consumo humano apds tratamento convencional
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ou avancado, o 6rgdo responsavel pela resolugcdo ¢ 0o CONAMA, com a Resolugdo CONAMA
N°430 de 2011 (Conselho Nacional do Meio Ambiente) (CONAMA, 2011).

O monitoramento dos LMR de pesticidas em amostras de dguas e alimentos, em sua
maioria ¢ feito por técnicas cromatograficas, como cromatografia a gas e cromatografia
liquida, devido a capacidade de separagdo e identificacdo inerentes a essas técnicas. Além
dessas, outros métodos como o ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) e a eletroforese capilar e eletroanaliticas tém sido utilizados na determinagao
de residuos de pesticidas em amostras reais (Narenderan et al., 2020).

Apesar das caracteristicas dessas técnicas, quantificar pesticidas em amostras reais,
como alimenticias, ambientais ou até mesmo biologicas, representam um desafio devido a
presenca de interferentes da matriz e principalmente, a baixa quantidade que sao encontrados,
motivo pelo qual a quantificacdo direta desses pesticidas ¢ inviabilizada em grande parte das
amostras reais. Para melhorar a sensibilidade analitica e compatibilizar a inje¢do das amostras
com a técnica cromatografica, faz-se necessario uma etapa de preparo da amostra. Idealmente,
esse preparo da amostra deve ser facil, pratico e rdpido, economizando tempo, reagentes e
reduzindo a possibilidade de contaminagao (Nasiri et al., 2020).

Pensando nessas caracteristicas, os métodos analiticos devem ser capazes de monitorar
o residuo de pesticidas em diferentes amostras em um nivel baixo (micrograma ou nanograma
por quilo ou litro) com exatidao e precisdo aceitaveis. Assim, novas abordagens de preparo de
amostras ainda buscam por limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) abaixo dos
relatados e, para atingir esse nivel, altos fatores de pré-concentragdo contribuem
significativamente (Jagirani et al., 2021).

Virias abordagens de preparagdao de amostras sdo relatadas para a separagdo e pré-
concentragdo de analitos, baseadas majoritariamente em duas diferentes estratégias: extragao
em fase solida (SPE) e extracdo por solvente (extragao liquido-liquido, LLE e extracdo solido-
liquido, SLE) (Rubio, 2020).

A extragdo em fase solida ¢ capaz de reter analitos com base em diferentes
mecanismos de interacdo, enquanto a extracao liquido-liquido ¢ amplamente utilizada devido
a sua simplicidade. No entanto, a extracdo liquido-liquido usa grandes volumes de solventes
organicos convencionais € extracdes repetitivas para obter rendimentos aceitaveis
apresentando preocupacdes ambientais e de saude aos operadores. A extracdo em fase solida
envolve vdrias etapas (condicionamento, sor¢do, lavagem, eluicdo e evaporagdo), o que torna

o processo laborioso, aumentando a possibilidade de erros (Nasiri et al., 2020).
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Um dos métodos mais usados para preparacdo de amostras de alimentos ¢ o
QuEChERS (acronimo de rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro - do inglés, Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), que envolve o uso de solventes organicos, acetato
de etila, acetonitrila ou acetona para extrair o pesticida da amostra solida, seguida por
extragdo liquido-so6lido. O processo de extragdo na maioria dos casos, resulta baixo fator de
pré-concentragdo e, consequentemente, baixa sensibilidade (Prestes et al., 2009).

Esforcos recentes tém sido dedicados a busca de melhores métodos de preparo de
amostras, para reduzir o consumo de solventes convencionais € ampliar o uso de solventes
alternativos mais ecologicos. Nesse contexto, as técnicas miniaturizados sdo baseados nas
tradicionais e, por utilizar menores quantidades de solventes, tornam o procedimento mais
simples, a analise mais rapida, com maior desempenho de extragdo. Podem ser associadas ao
uso de solventes considerados verdes, que exibem propriedades notavelmente melhoradas
quando comparados com os solventes organicos convencionais. Exemplos de solventes verdes
incluem solventes eutéticos profundos (DES), liquidos i6nicos (IL — ionic liquid), solventes
comutaveis e solventes supramoleculares (SUPRA) (Musarurwa; Tavengwa, 2021a).

Solventes supramoleculares sdo solventes imisciveis em d4gua gerados pela
automontagem sequencial de anfifilicos (moléculas que apresentam a caracteristica de
possuirem uma regido hidrofilica e uma regiao hidrofobica soltvel em solvente organicos) em
nanoescala dispersos em uma fase continua, permitindo obter um tempo de extragdao curto e
facil preparacdo da amostra e ndo requerem grandes quantidades de substincias com
caracteristicas toxicas. Métodos que utilizam solventes supramoleculares foram desenvolvidos
como uma alternativa aos solventes organicos e tém sido amplamente usados como um
solvente ecologicamente correto para a extracao de compostos organicos e inorganicos (Jalili
etal., 2021).

Os solventes supramoleculares sdo considerados ndo volateis e ndo inflamaveis, com
propriedades que podem ser facilmente alteradas pela variagdo dos grupos hidrofobicos ou
polares do anfifilico, caracteristicas que os tornam muito atraentes para substituir os solventes
organicos convencionais na microextracdo em fase liquida, pois fornecem diferentes
interagdes com moléculas dos analitos, resultando em um aumento na eficiéncia da extracdo
(Musarurwa; Tavengwa, 2021b e (Rubio, 2020).

Em um processo de microextragdo supramolecular, além dos anfifilicos dispostos em
estruturas ordenadas e da agua, componentes quimicos e fisicos sdo usados para acelerar a

separacdo de fases, como os dispersores, pH, contra-ions anfifilicos, eletrélitos, temperatura,
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agitacdo e centrifugacao (Ballesteros-Gomez et al., 2010). Todas essas variaveis tem papel
importante e influenciam na eficiéncia do processo e, por esse motivo, faz-se necessario
avalid-las para estabelecer a melhor condi¢do de microextracdo (Ballesteros-Gomez et al.,
2019).

A otimizagdo do processo de microextragdo tem como objetivo melhorar o
desempenho a fim de obter as méximas respostas possiveis. O estudo para a obtengdo das
melhores condigdes de microextragdo pode ser realizado de duas maneiras: univariado e
multivariado. No método univariado monitora-se um fator por vez e observa-se a sua
influéncia sobre a resposta experimental, ou seja, enquanto o nivel de um fator ¢ alterado, os
niveis dos demais sdo mantidos em um valor constante. No método multivariado, as variaveis
estudadas sdo otimizadas simultaneamente, permitindo estabelecer interagdes de primeira ou
ordem superior entre as variaveis e seus niveis (Novaes et al., 2017). Esse procedimento
costuma ser mais economico e efetivo, diminuindo o nimero de experimentos.

Essa tese apresenta o desenvolvimento de dois métodos de microextracdo
supramolecular usando o 1-decanol (DEC) como solvente extrator. No primeiro capitulo, o 1-
decanol foi usado juntamente com o THF (tetraidrofurano) para extrair sete pesticidas:
acetamiprido (ACE), azoxistrobina (AZO), bifentrina (BIF), carbendazim (CAR), clorpirifos
(CLO), imidacloprido (IMI) e tebuconazol (TEB). O método de microextragdao foi otimizado
empregando planejamento de experimentos, com o uso de um planejamento fatorial 2° e
matriz de Doehlert, em seguida, foi validado com a obten¢do pardmetros analiticos e a
aplicado em amostras de dguas e farinhas alimenticias de cereais.

O segundo capitulo apresenta o 1-decanol como solvente extrator e THF como
dispersante em um método de microextracdo supramolecular para cinco pesticidas:
clorantraniliprole (CLO), cresoxim-metilico (CRE), procloraz (PROC), propanil (PROP) e
trifluralina (TRI). O método de microextragdo foi otimizado univariadamente, validado pelas
figuras de meérito analiticas e, aplicado em amostras de aguas e farinhas alimenticias de
cereais.

Uma revisdo bibliografica acerca dos tdpicos importantes para o desenvolvimento
dessa tese ¢ apresentada anteriormente aos capitulos I e II. Também, uma breve introducdo
em cada capitulo € apresentada, para facilitar o entendimento. Por fim, todas as referéncias

consultadas sdo apresentadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO, CONSUMO E LEGISLACAO DOS PESTICIDAS

A agricultura brasileira ¢ reconhecida mundialmente, destacando-se a producgdo de
graos, cana de agucar e frutas, sendo um grande exportador de alguns desses produtos, como
soja, milho e algodao, ou de seus derivados, como agucares e melagos derivados de cana-de-
acucar e farelo de soja (IBGE, 2024).

A defini¢do da Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) para Produtos para Protecdo de
Plantas (PPP), também conhecidos pelo termo mais comum de pesticidas, sdo 0os compostos
quimicos usados para combater parasitas, incluindo insetos, roedores, fungos e plantas
indesejaveis (ervas daninhas). Esses produtos sao usados pela saude ptblica afim de combater
vetores de doencas, como mosquitos, € na agricultura com a maior concentragdo de uso, para
destruir pragas que prejudicam as lavouras. Por sua natureza, esses compostos sao
potencialmente toxicos para outros organismos, incluindo humanos, e devem ser usados com
seguranga ¢ descartados de maneira adequada (Campanale et al., 2021).

O uso de pesticidas ndo ¢é recente, sumérios, gregos € romanos aplicavam diversos
produtos para matar insetos, incluindo enxofre, merctrio, cobre e extratos de planta. Mas as
consequéncias ndo eram somente as esperadas, devido a falta de seguranca do manuseio, na
producdo e de estratégias de aplicacdo. Apds a segunda guerra mundial, o uso de pesticidas
tornou-se popular pelo wuso do diclorodifeniltricloroetano (DDT), 4&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), hexacloreto de benzeno, aldrin e dieldrin (Rani et al., 2021).

Segundo dados da FAO, em 2021 o Brasil foi o pais que mais usou pesticidas na
agricultura, foram 719507.44 toneladas e por esse motivo, em uma série historica desde 1990,
o Brasil € o segundo maior consumidor desse tipo de produto (FAO, 2024). Nos ultimos anos,
cresceu também a aprovacao de registros de agrotoxicos, seus componentes e afins, conforme
dados disponibilizados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) (Figura 1)

(Ministério da Agricultura e Pecudria, 2024).



Figura 1 - Total de Registros de Agrotoxicos, seus Componentes e Afins

Fonte: Adaptado do Ministério da Agricultura e Pecuaria

Além do termo pesticida, outros termos sao usados para se referir a esses produtos no
Brasil, como agroquimico, defensivo agricola ou produto fitossanitario. A literatura cientifica
utiliza preferencialmente os termos pesticida e agroquimico, abrangendo produtos quimicos
tanto venenosos como ndo venenosos. Ainda, existe uma tendéncia no Brasil de que o termo
agrotoxico refira-se apenas a produtos de toxicidade comprovada (ANVISA, 2023a e Brasil,
2023).

No Brasil, 6rgdos ligados ao governo federal sdo responsaveis pela legislagdo,
pesquisa e fiscalizacdo dos pesticidas. O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), ¢é
responsavel por garantir a eficacia e seguranga agrondmica, o Ministério da Saude (por meio
da Anvisa), fiscaliza quanto a saude publica, risco ocupacional ou risco para consumidores. E
0 Ministério do Meio Ambiente, com dois 6rgdos atuando, o Ibama (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), no que se refere ao impacto ambiental
e 0 CONAMA, responsavel pelas aguas usadas em atividades produtivas e para recreacao.

Recentemente, foi aprovado a Lei n® 14.785, sancionada em 27 de dezembro de 2023,
conhecida como o novo marco legal para o uso de pesticidas, que revogou as legislagdes
anteriores que datavam de 1989 e 2000. A lei dispde sobre “a pesquisa, experimentacao,

producao, embalagem, rotulagem, transporte, armazenamento, comercializagdo, utilizagdo,
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importagdo, exportagdo, destino dos residuos e das embalagens, registro, classificagdo,
controle, inspe¢do e fiscalizacdo de agrotoxicos, de produtos de controle ambiental, de seus
produtos técnicos e afins” (Brasil, 2023).

Em seu artigo 2°, a lei define como agrotdxicos, “produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento
e no beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens ou na prote¢do de florestas
plantadas, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las
da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos” (Brasil, 2023).

Ainda, define como limite maximo de residuo (LMR) “a quantidade maxima de
residuo de agrotdxicos ou afins oficialmente aceita no alimento, em decorréncia de aplicagao
adequada em fases especificas, desde a sua producdo até o consumo, expressa em partes (em
peso) do ingrediente ativo do agrotoxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes (em
peso) de alimento (ppm ou mg/kg)” (Brasil, 2023).

Essas defini¢des sdo muito parecidas com as disponibilizadas pela Anvisa, que desde
2001 atua no Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos — PARA, que
tem como objetivo “monitorar residuos de agrotoxicos em alimentos de origem vegetal,
visando mitigar o risco a saude decorrente da exposicdo a essas substincias pela dieta,
mediante avaliagdo do cendrio de irregularidades e risco a saude, a partir dos resultados das
analises das amostras coletadas” (Anvisa, 2019).

No relatério publicado em 2019 (ciclo 2017/2018), foram analisadas 4616 amostras de
14 alimentos de origem vegetal e dessas, 250 amostras (5,4% das 4616 amostras analisadas)
apresentaram residuos em concentracdes acima do LMR, 941 amostras (20,4% das 4616
amostras analisadas) apresentaram residuos de agrotoxicos ndo permitidos para a cultura.
Residuos de 122 ingredientes ativos diferentes foram detectados em 4616 amostras
analisadas, totalizando 8270 detec¢des (Anvisa, 2019).

O relatorio publicado em 2023, referente ao ciclo 2018 e 2019, analisou 3296 amostras
de 14 alimentos de origem vegetal, no qual um total de 126 amostras (3,8% das 3296
amostras analisadas) apresentaram residuos em concentragdes acima do LMR, 747 amostras
(22,6% das 3296 amostras analisadas) apresentaram residuos de agrotdxicos ndo permitidos
para a cultura. Foram detectados residuos de 109 ingredientes ativos diferentes nas 3296
amostras analisadas, o que resultou no total de 7870 detec¢des (Anvisa, 2023a).

No periodo de setembro a dezembro de 2022, a Anvisa voltou a fazer coletas de

alimentos apds um intervalo devido ao periodo pandémico, em que foram coletadas 1772
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amostras de 13 alimentos de origem vegetal. Dessas, 171 amostras (9,7% das 1772 amostras
analisadas) apresentaram residuos em concentragdes acima do LMR, 366 amostras (20,7%
das 1772 amostras analisadas) continham residuos de agrotoxicos nao permitidos para a
cultura. Foram detectados residuos de 98 ingredientes ativos diferentes nas 1772 amostras

analisadas, o que resultou no total de 3668 detec¢des (Anvisa, 2023a).

2.2 CLASSIFICACAO E PROPRIEDADES DOS PESTICIDAS

O termo pesticida ¢ um termo usado para designar varios grupos de diferentes
produtos quimicos. A fim de facilitar a avaliagdo e emprego desses produtos, pesticidas
podem ser classificados de acordo com suas propriedades e atividades semelhantes.
Geralmente, os pesticidas sdo classificados de acordo com suas classes quimicas
(organoclorados, carbamatos, neocotinoides, etc), o tipo de praga para a qual foram projetados
para controlar (herbicidas, fungicidas, rodenticidas e inseticidas), o0 mecanismo de agdo (um
inibidor da acetilcolinesterase), a persisténcia ambiental e a toxicidade, entre outros (Souza et
al., 2020).

A maioria dos esquemas de classificagdo combina estas estratégias para fornecer uma
abordagem mais precisa a identificacdo de potenciais riscos e perigos associados a estes
produtos quimicos. A separacao dos pesticidas de acordo com seus mecanismos de agdo ¢ util
para o desenvolvimento de estratégias de manejo e redugcdo de seu uso, evitando o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia das pragas. Ao mesmo tempo, as classes
quimicas podem refletir as caracteristicas fisicas e quimicas dos pesticidas, como
hidrofobicidade e ponto de ebuli¢dao (Souza et al., 2023).

A classifica¢do baseada no tipo de praga que se pretende controlar ¢ Util para escolher
o produto quimico apropriado para problemas especificos de pragas, minimizando o dano
potencial a espécies nao-alvo.

Os herbicidas sdo produtos que previnem e controlam o crescimento de plantas
invasoras. Sao considerados a classe de pesticidas mais empregada, representando cerca de
80% do consumo de pesticidas e mais de 300 herbicidas estdo disponiveis para controlar ervas
daninhas na agricultura. Com o avango dos estudos, os herbicidas foram melhorando sua
eficacia, espectro de acdo e seguranca ambiental e podem ser classificados como seletivos e
ndo seletivos. Um herbicida ndo seletivo mata ou danifica todo o crescimento de todas as

plantas e geralmente ¢ reservado para uso agricola para limpar grandes areas com vegetagao
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alta de plantas invasoras. Um herbicida seletivo ¢ usado para controlar ervas daninhas alvo e
geralmente funciona através de alguma perturbacdo hormonal (Souza et al., 2023).

Os inseticidas sdo produtos empregados para matar, repelir, atrair ou perturbar os
insetos. O uso de inseticidas ¢ antigo, mas a descoberta do diclorodifeniltricloroetano - DDT
em 1939), o primeiro pesticida sintético, revolucionou o manejo de pragas agricolas, além de
auxiliar em problemas de satide relacionados com insetos, como os vetores da maldria ou do
tifo (Souza et al., 2023). Essas substancias possuem mecanismos de agdo que variam de
acordo com o tipo de inseticida e podem ser aplicadas em culturas, plantas ou outras areas
onde os insetos estdo presentes para evitar que causem danos ou espalhem doencas. Tém
como alvo mecanismos bioldgicos especificos dos insetos, como 0s sistemas nervoso ou
digestivo, levando a morte ou paralisia, resultado em um desequilibrio na transmissdo de
impulso nervoso (Hassaan; Nemr, 2020).

Fungicidas sdo substancias aplicadas em plantas ou sementes para prevenir infecgdes
fingicas em tubérculos, frutas e vegetais. Os modos de acdo dos fungicidas variam com o tipo
de substancia fungicida, em geral, danificam a membrana celular, afetam processos
metabolicos especificos, inativam enzimas e/ou alteram processos relacionados a produgao de
energia e a respiragdo (Rani et al., 2021).

Substancias com potencial fungico sdo usados hd mais de 200 anos, compostos
inorganicos como enxofre, cal, cobre e mercurio foram aplicados em culturas de cereais e
uvas para protegé-las contra certos fungos. Esses compostos foram amplamente utilizados
antes de perderem eficdcia a medida que as pragas se tornaram resistentes a eles, embora o
enxofre ainda seja usado. Além disso, 0os compostos inorganicos sao extremamente tOXicos
para o meio ambiente devido a bioacumulag@o no solo, inibindo o crescimento das culturas. A
necessidade de expansdo da agricultura e a falta de pesticidas eficazes impulsionaram o
desenvolvimento de compostos sintéticos com potencial para combater fungos (Souza et al.,
2020).

Além desses trés tipos, outros muitos sdo usadas com variadas fungdes, como pode ser
visto no Quadro 1. Alguns desses estdo presentes no cotidiano das pessoas, sem que elas
percebam que estdo usando pesticidas, como por exemplo, o uso de diclorobenzeno (liquido
volatil, ndo inflamavel e que ndo apresenta um odor caracteristico) em substituicdo a
tradicional naftalina, o fipronil, indicado no tratamento, controle e preven¢do de pulgas e

carrapatos em caes e outros animais domésticos e de cupins, que atacam modveis de madeira
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ou a icaridina, presente em repelentes de insetos que protegem por um periodo de 10 a 12

horas, a depender da marca.

Quadro 1 - Classificacdo do pesticida, exemplo e pragas-alvo ou fun¢do

Tipo de pragas Exemplo de pesticidas Pragas alvo/Funcao
Acaricidas Bifenazato Ac.aro§ que se alimentam de plantas e
animais
Algicidas Sulfato de cobre Algas
Atraentes Feromonios Atrai grande variedade de pragas
Avicidas Avitrol (aminopiridina) Passaros
Bactericidas Complexos de cobre Bactérias ou agir contra bactérias
Biopesticida Bacillus thuringiensis Grande variedade de organismos
Bolas de naftalina Diclorobenzeno Dan.o S s roupas causado por larvas de
mariposas ou fungos
Cupins, carrapatos e Fipronil Cupins
pulgas
Desfolhante Tribufos Remove a folhagem das plantas
Dessecantes Acido bérico Atua nas plantas secando seus tecidos
Fumigante Fosfeto de aluminio Grande variedade de organismos
Fungicidas Azoxistrobina, clorotalonil | Fungos (pragas, bolores e ferrugem)
Herbicidas Atrazina, glifosato, 2.4-D Ervas c~1ani£1has e -outras plantas que crescem
onde nao sdo desejadas
.. Aldicarbe, carbaril, ,
Inseticidas .. . Insetos e outros artropodes
imidacloprido
Isca Anticoagulantes Grande variedade de organismos
Larvas alvo de lampreias (peixes sem
Lampricidas Trifluorometil mandibula que se agarram a peixes
vertebrados nos rios)
Larvicidas Metopreno Inibe o crescimento de larvas
Moluscicidas Metaldeido Moluscos (caracois)
Nematicidas Aldicarbe, etoprope Nematoides que atuam como parasitas de
plantas
. . Inibe o crescimento de ovos de insetos e
Ovicidas Benzoxazina ,
acaros
Piscicidas Rotenona Peixes
Predacide Estricnina Predadores de mamiferos
Regulador de
crescimento de | Diflubenzurao Insetos
insetos
Regulador de
crescimento de | Acido giberélico, 2,4-D Regula o crescimento das plantas
plantas
Repelentes Metiocarbe, icaridina Repelir pragas pelo seu sabor ou cheiro,

vertebrados e invertebrados
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Rodenticidas Varfarina Controle ratos e outros roedores

Silvicidas Tebutiurdo Atua contra a vegetacdo lenhosa

Virucidas Citovirina Virus

Fonte: adaptado de (Hassaan; Nemr, 2020)

Quanto a classificagdo pela classe quimica a que pertencem, as mais comuns de
pesticidas quimicos, ou seja, organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e
neonicotinoides.

Pesticidas organoclorados (OCPs) sdo moléculas organicas com cinco ou mais &tomos
de cloro ligados a elas. Esses compostos foram amplamente utilizados entre os anos de 1940 e
1960 na agricultura e no controle de mosquitos. Muitos organoclorados sdo altamente
soliveis e extremamente persistentes no meio ambiente € nos organismos vivos, apresentando
propriedades disruptivas enddcrinas, além de serem potenciais agentes cancerigenos e, por
esta razdo, foram amplamente proibidos na América do Norte, Australia, Brasil e na Unido
Europeia, mas sao amplamente utilizados em muitas outras nagdes, como ndia, China e
Indonésia (Ahmad et al., 2021).

Os organofosforados sdo todos os compostos organicos que contém fosforo e sdo
utilizados no combate a pragas em plantagdes, pomares e cultivo de hortalicas. Surgiram
como uma alternativa mais ecoldgica aos organoclorados, incluindo uma grande variedade de
pesticidas, sendo um dos mais comuns o glifosato e, por esse motivo, correspondem ao
principal grupo de compostos usados no combate de pragas (Nicolopoulou-Stamati et al.,
2016).

Os carbamatos sdo usados como inseticidas, acaricidas, nematocidas, herbicidas e
moluscicidas para a protecdo de uma grande variedade de culturas, como arroz, algodao,
arvores frutiferas e vegetais. O grande uso ¢ devido a sua ampla atividade biologica, baixo
potencial de bioacumulagdo e toxicidade relativamente baixa em mamiferos. No entanto, por
serem inibidores da acetilcolinesterase, estes compostos sdo considerados perigosos para o
ambiente e para a saide humana atribuido aos altos pontos de fusdo e baixas pressdes de
vapor e podem ser distribuidos em ambientes aquosos por lixiviagdo e escoamento do solo
para aguas subterraneas e superficiais devido a sua alta solubilidade em agua (Wu et al.,
2009).

Neonicotindides sdo uma classe relativamente nova empregada como inseticidas,
quimicamente relacionados a nicotina. Em menos de 20 anos, tornaram-se a classe de

inseticidas mais utilizada, representando pelo menos um quarto do mercado mundial de
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inseticidas. Destinam-se ao tratamento de uma ampla variedade de plantas, incluindo girassol,
milho, canola, algoddo, batata, arroz, plantas ornamentais, viveiros de arvores e frutas. A
Comissdao Europeia proibiu o uso de alguns neonicotindides, como o imidacloprido,
tiametoxame e clotianidina em culturas atrativas para insetos polinizadores, devido ao
potencial impacto prejudicial dos neonicotindides nas abelhas e nos seus produtos (Jovanov et
al., 2015).

Piretroides sdo uma classe de inseticidas organicos sintéticos derivados de piretrinas,
usados em todo o mundo desde a década de 1980 devido ao seu alto nivel de eficacia e baixa
toxicidade em comparagdo com outros inseticidas, como os organofosforados ¢ os
carbamatos. S3o toxicos para os organismos aquaticos ¢ podem causar efeitos adversos a
longo prazo em ambientes aquaticos. Devido a lipofilicidade dos piretroides, ¢ dificil remové-
los quando entram em organismo. A exposi¢do prolongada e em baixas doses a piretroides
pode causar doengas cronicas e ter efeitos toxicos nos sistemas nervoso, imunolédgico,
cardiovascular e genético dos organismos (Tang et al., 2018).

Além das classes, as propriedades fisicas e quimicas intrinsecas as estruturas
moleculares dos pesticidas facilitam o entendimento e desenvolvimento de técnicas
apropriadas para extracdo e¢ limpeza e separagdo (cromatografia gasosa ou liquida) e sao
importantes na determinagdo do comportamento dos pesticidas ndo apenas nas analises em
laboratorio, mas também para entender o comportamento no meio ambiente. Destacam-se
aqui o coeficiente de parti¢do octanol-agua (Kow), solubilidade em 4gua (Sw) e pressdo de
vapor (VP) (Guo; Li, 2024).

O coeficiente de particdo octanol-agua ¢ a medida de solubilidade determinado pela
relagdo entre a quantidade relativa de herbicida que se dissolve em octanol e aquela que se
dissolve em 4gua. Os herbicidas com baixo Kow sdo soluveis em 4gua (ex.: glifosato, Kow =
0,0006), ao passo que aqueles com alto Kow sdo soliveis em solventes organicos (ex.:
diclofope-metilico, Kow = 37800). Esses valores sdo geralmente apresentados em escala
logaritmica, onde os valores variam de -3 a 7. No desenvolvimento de pesquisa cientifica, o
Log Kow dos compostos alvo ¢ a principal referéncia no desenvolvimento de métodos de
extracdo baseados em parti¢do da fase liquida, mesmo que o liquido de extracdo ndo seja o
octanol. Esse valor pode ser referéncia ainda, na cromatografia liquida de fase reversa, onde a
retencdo relativa nas colunas se correlaciona com os valores de Log Kow de compostos

individuais, quando a parti¢do ¢ dominada por intera¢des hidrofobicas (Rasool et al., 2022).
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A solubilidade de pesticidas em agua (Sw) € considerada como um indicador de
adsor¢ao no solo, que ocorre em meio aquoso, por isso, conhecer a interagdo entre a dgua e o
pesticida muito importante. Moléculas com valores altos de Sw, como o glifosato (Sw=
100000 mg L', 20 °C) e 0 2,4-D (24300 mg L', 20 °C), bem como os seus metabolitos, tém o
potencial de contaminar o abastecimento de dgua potavel, causando problemas de saude e
dificultando a extragdo destes contaminantes da dgua. Enquanto os pesticidas com baixa
solubilidade, como o diuron (35,6 mg L, 20 °C), nio sdo adsorvidos no solo e estdo
expostoas a biodegradagdo. As substancias muito insoluveis (solubilidade em agua inferior a
0,5 - 1 mg L) sdo dificeis de analisar em niveis vestigiais devido a sua tendéncia de adsorver
em materiais de vidro e as limitagdes da detec¢do instrumental (Duchowicz, 2020).

A pressdo de vapor (VP) ¢ uma medida de volatilidades, ou seja, a tendéncia aos
pesticidas serem perdidos para a atmosfera na forma gasosa, afetando a mobilidade no meio
ambiente e seu potencial para transporte atmosférico de longo alcance. Nao existe uma
definicdo clara e amplamente aceita, mas sao classificados como volateis, semivolateis e nao
volateis. Nos laboratorios, devem ser feitos esforgos para evitar perdas devido a vaporizagdo
durante todas as etapas da pesquisa se os analitos forem volateis. A pressao de vapor dos
compostos pode sugerir os métodos para cada etapa, desde a amostragem até a analise
instrumental. Por exemplo, extracdo Soxhlet e liquido pressurizado nao podem ser usados
para os compostos volateis. Para volateis e semivolateis, a escolha do instrumento analitico €

frequentemente a cromatografia a gas (Guo; Li, 2024).

2.3 METODOS DE EXTRACAO E DETERMINACAO DE PESTICIDAS

Os pesticidas sdao geralmente quantificados por técnicas cromatograficas, como
cromatografia a gas e cromatografia liquida, e o acoplamento de outras técnicas, como
espectrometro de massas tornou-se uma ferramenta bastante utilizada na deteccdo destes
analitos (Hassaan; Nemr, 2020). Além dessas técnicas, observa-se o uso em menor quantidade
de ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e eletroforese capilar (Samsidar et al.,
2018). Ainda, algumas técnicas usando sensores que possibilitam a deteccdo no local da
coleta estdo em desenvolvimento (Raymundo-Pereira et al., 2021 e Songa; Okonkwo, 2016).

A cromatografia gasosa (CG) ¢ a técnica cromatografica mais comum na analise de

pesticidas, na qual separa principalmente os compostos com base em suas volatilidades. A
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técnica CG ¢ aplicavel para compostos ndo polares, volateis e facilmente vaporizados
(Samsidar et al., 2018).

Com o avango da industria agroquimica em produzir produtos fitossanitarios cada vez
mais instaveis e polares para evitar bioacumulagdo e persisténcia no meio ambiente, a analise
de pesticidas e seus produtos de degradacdo com estruturas mais polares, de baixa volatilidade
e termolabeis passou a ser realizada também pela cromatografia liquida (CL) (Hassaan; Nemr,
2020).

Os métodos baseados em cromatografia liquida t€ém sido amplamente relatados para a
detecgdo e quantificagdo de pesticidas de alta polaridade e ndo volateis e termicamente labeis,
envolvendo diferentes técnicas cromatograficas, como HPLC (High-performance liquid
chromatography - Cromatografia liquida de alta eficiéncia) e UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho), em sua maioria,
utilizando fase reversa (quando a fase estacionaria apresenta menor polaridade que o solvente
da fase moével). Observa-se que menores tempo de corrida cromatografica costumam ser
alcangados ao usar as técnicas UPLC e UHPLC (Wang et al., 2020).

Os métodos baseados em técnicas de cromatografia liquida podem ser combinados
com diferentes detectores, como ultravioleta-visivel (UV-VIS), arranjo de diodos (diode array
detector — DAD), fluorescéncia (FLD) e massas (MS), para a detec¢do de pesticidas em
diversas matrizes, apresentando maior versatilidade em comparacdo com outras técnicas
cromatograficas (Liang et al., 2022).

O detector DAD ¢ capaz de detectar varios comprimentos de onda simultaneamente,
registrando espectros de 190 a 400 nm, enquanto o detector UV-Vis ¢ capaz de variar o
comprimento de onda de detec¢dao, mas apenas uma leitura ¢ feita a cada tempo, ambos os
detectores sdo baseados na absorbancia no espectro UV-vis. A detec¢do por FLD pode ser
mais seletiva e sensivel, contudo limita-se a compostos que absorvem e emitem luz a um dado
de comprimento de onda de excitagdo e emissdo. O acoplamento de um detector MS torna a
analise sensivel a nivel tracos, com a necessidade dos analitos serem previamente ionizados
(Samsidar et al., 2018).

O detector usado também influencia no numero de pesticidas detectados. Em geral, os
métodos que utilizam detector de massas e detector de arranjo de diodos permitem a detecg¢ao
de diversos pesticidas simultaneamente com propriedades estruturais diferentes, desde que

possuam as caracteristicas necessarias, enquanto detector UV e por fluorescéncia costumam
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ser usados principalmente para a deteccao seletiva de pesticidas ou de uma classe (Fama et al.,
2023 e Wang et al., 2020).

Apesar da grande evolugdo das técnicas cromatograficas, matrizes alimentares,
ambientais ¢ biologicas sdo compostas por inimeros outros constituintes, o que torna
necessario a separacdo do analito alvo da matriz e a remoc¢do de impurezas. Ainda, as
concentragdes de residuos de pesticidas em matrizes alimentares e ambientais geralmente
estio em baixas concentragdes (LMR normalmente variam de pg kg' a mg kg™'), que é um
fator limitante para a quantificacao direta (Carasek et al., 2021).

Assim, a pré-concentragdo se tornou uma etapa critica antes da analise cromatografica,
necessitando de métodos analiticos rapidos, baratos e confidveis, vidveis para determinar a
baixa concentracdo de pesticidas em matrizes complexas. O preparo de amostras antes da
determinagdo de pesticidas ¢ uma etapa fundamental para atingir a seletividade e a
sensibilidade necessarias para obter resultados quantitativos precisos. Além da pré-
concentragdo, nessa mesma etapa ainda promove-se a homogeneizacao, extracao, limpeza e a
separacao dos analitos de interesse (Musarurwa; Tavengwa, 2021a, 2021Db).

Na literatura, encontram-se varios relatos de métodos de extragdo de pesticidas,
baseados em sor¢do empregando sorventes ou, em parti¢do em solventes de extracdo, para
eliminar as substancias interferentes de matrizes complexas e concentrar os pesticidas.

O método de extragdo em fase soélida (SPE) tem ampla aplicacdo para extragcdo de
inimeros compostos, incluindo os pesticidas. Baseado na adsor¢do de analitos em sorventes
solidos, ¢ fortemente depende da interacdo entre o sorvente e os analitos, o que torna a sele¢ao
de um sorvente adequado muito importante no processo e exige varias etapas de tratamento
desse material, envolvendo lavagem, condicionamento, carregamento de amostra, eluigdo e
secagem do cartucho solido. Outra dificuldade muito presente nesse método ¢ a possibilidade
de bloqueio da coluna SPE (Sousa et al., 2021).

Entre os sorventes, observa-se um grande uso de materiais com caracteristicas
hidrofobicas e nao seletivos, como grafeno e silica, disponiveis comercialmente e novos
nanomateriais, como nanotubo de carbono de paredes multiplas (multi-walled carbon
nanotube - MWCNT), estruturas metal-organicas (metal organic frameworks - MOFs) e
polimeros com impressdao molecular (molecularly imprinted polymers - MIPs). Esses
materiais fornecem um bom fator de enriquecimento, promovendo baixos valores de limite de

detec¢do em analises de tracos de pesticidas em agua (Nasiri et al., 2020).
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Recentemente, o método SPE sofreu algumas alteragdes com o intuito de aprimorar
suas funcionalidades e novos possibilidades se abriram. A microextragdo em fase solida (solid
phase microextraction - SPME) ¢ um método de pré-tratamento simples, livre de solventes,
rapido, sensivel e de facil automacao, baseado na sor¢ao de analitos na superficie de uma fibra
quimicamente modificada, imersa em uma amostra, com posterior dessorcdo térmica dos
analitos em um cromatografo gasoso. Portanto, assim como na SPE tradicional, a fase
estaciondria revestida na fibra desempenha um papel fundamental na melhoria da
sensibilidade, taxa de transferéncia de massa e reprodutibilidade, com a vantagem de
minimizar o problema de bloqueio da coluna (Azzouz et al., 2018).

O método d-SPE (dispersive solid phase extraction - extracdo em fase soélida
dispersiva) foi desenvolvido para permitir a adi¢ao de um sorvente diretamente na solucao de
trabalho, favorecendo a interagdo entre o sorvente e os analitos. Apos a agita¢do, os analitos
sdo separados por um processo mecanico, geralmente centrifugagao ou filtragdo. Essa técnica
tem varias vantagens sobre o SPE tradicional, como menor tempo, baixo custo, facil operagao
e baixo consumo de solventes organicos (Azizi; Bottaro, 2020).

Um sorvente que possui propriedades magnéticas facilita o processo de extracdo
empregando um campo magnético externo para separar o sorvente da solucdo dos analitos. A
MSPE (magnetic solid phase extraction - extracdo em fase solida magnética) faz uso de
particulas magnéticas compostas de ferro, cobalto, niquel ou seus 6xidos, com a possiblidade
de melhorar suas propriedades de sor¢dao com revestimentos a base de alumina, silica, 6xido
de manganés, MIPs quitosana e surfactantes. Como resultado, a MSPE tem rota de difusao
curta, uma alta propor¢do de area de superficie para volume, capacidade de reutilizagdo, alta
recuperagdo e consumo minimo de solventes organicos em comparagdo com o SPE
tradicional (Azzouz et al., 2018).

O método QUEChERS (acronimo de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe
- rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) consiste em uma série de etapas analiticas
simples que sdo rapidas, faceis e ndo requerem implementagdes especificas. O QuEChERS
fornece altas recuperacdes para uma ampla gama de pesticidas pertencentes a varias classes
quimicas, sendo capaz de extrair compostos polares e apolares simultaneamente e
amplamente utilizado para a extragdao de residuos de pesticidas de frutas e vegetais, cereais,
ervas e outros alimentos usando uma propor¢ao de amostra-solvente de 1: 1 (Nasiri et al.,

2020).
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O procedimento QUEChERS envolve varias etapas: 1) Etapa de extragdo inicial com
um solvente organico; 2) Etapa de extracdo/parti¢do com adi¢cdo da mistura de sal e; 3) Etapa
de limpeza de uma aliquota das matérias-primas do extrato; 4) O extrato organico final obtido
analisado diretamente com o sistema instrumental (Alcantara et al., 2019). Conforme pode ser
consultado no PARA 2017-2018 e PARA 2018 - 2019 e 2022, o QuEChERS ¢ o método
usado para extrair os pesticidas das amostras de alimentos analisadas (Anvisa, 2019, 2023a),
devido ao fato de ser adequado para uma grande variedade de pesticidas.

A extragdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction - LLE) ¢ um método simples,
geralmente empregado para amostras aquosas e reconhecido pela Agéncia de Protegdo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) como um método oficial. Os analitos sdo dissolvidos
em dois liquidos imisciveis, geralmente solventes organicos e agua, que possuem
caracteristicas antagonicas, como dgua/hexano, diclorometano/acetona, acetato de
etila/ciclohexano e acetonitrila para a analise de pesticidas (Samsidar et al., 2018).

Uma das grandes vantagens deste método ¢ a grande disponibilidade de estudos na
literatura, com informagdes consolidadas sobre a selecdo adequada de solventes organicos. No
entanto, costuma exigir um grande tempo de trabalho e o manuseio de grandes volumes de
solventes orgénicos perigosos ou toxicos, prejudiciais ao meio ambiente e até carcinogénicos
(por exemplo, diclorometano) (Campanale et al., 2021).

A grande quantidade de reagente utilizada pode levar ao risco de perdas do analito
durante as fases de transferéncia da amostra e evaporacdo do solvente. Devido a grande
quantidade de extrato final, torna-se necessario uma reducao significativa do volume por meio
da evaporacao do solvente para concentrar os analitos de interesse, gerando o risco de perder
a maioria dos analitos volateis da amostra (Nasiri et al., 2020).

Com a demanda de métodos de pré-tratamento de amostras mais rapidos, economicas
e ambientalmente amigaveis, pesquisadores desenvolveram a microextracdo em fase liquida
(liqguid phase microextraction - LPME), em que apenas alguns microlitros de solvente sao
necessarios para extrair analitos. Por esse motivo, o LPME ¢ um método mais amigavel do
ponto de vista ambiental, além de rapido e simples (Kokosa; Przyjazny, 2022).

No LPME, o processo de extragdo ocorre entre uma pequena quantidade de solvente
imiscivel em agua (fase aceptora) e uma fase aquosa (fase doadora) contendo compostos alvo.
A aplicacio do LPME foi desenvolvida em varias subclasses com modos de extracdo

diferentes: microextracdo de gota Unica (single drop microextraction - SDME), fibra oca-
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LPME (hollow-fiber liquid phase microextraction - HF-LPME), microextracdo liquido-
liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction - DLLME) (Hashemi et al., 2017).

A mais popular entre essas subdivisdes ¢ a DLLME, que utiliza um solvente organico
de alta densidade como solvente de extracdo e um solvente polar (miscivel em agua) como
agente dispersivo. Quando o solvente de extragdo contendo uma pequena quantidade do
agente dispersivo ¢ rapidamente injetado em uma solucdo aquosa da amostra, forma-se uma
solucdo turva e goticulas finas do solvente de extracdo sdo formadas e a area de superficie
entre a agua e o solvente de extracao torna-se infinitamente grande, de modo que ocorre uma
transferéncia de massa rapida e eficaz. Em seguida, a solug¢do ¢ centrifugada e o solvente de
extracdo se agregara no fundo da solugdo e podera ser extraido para analise posterior (Sun et
al., 2021).

A SDME ¢ uma modalidade do LPME baseada na formacdo de uma pequena gota
suspensa de solvente de extracdo imersa em seu interior na solu¢cdo amostral ou em seu
headspace (headspace single-drop microextraction - HS-SDME). No HF-LPME, como em
outros LPME assistidos por membrana, a transferéncia dos analitos entre as fases aceitadora e
doadora ¢ mediada por uma fibra porosa, que favorece a exclusao de macromoléculas. A
técnica pode ser realizada em sistemas terndrios ou binarios utilizando ou ndo um solvente na
fibra porosa (Burato et al., 2020).

Mesmo com a evolugdao dos métodos, a maioria ainda tem como caracteristica comum
o uso de solventes organicos durante os processos de pré-concentracdo e extragdo
(Musarurwa; Tavengwa, 2021a, 2021b). Nos ultimos anos, tem-se aprimorado os estudos
empregando-se solventes alternativos e sustentaveis durante a pré-concentragdo e extracao de
pesticidas em alimentos, amostras ambientais e bioldgicas, empregando-se substancias que
melhoram a sensibilidade, seletividade e precisdo das metodologias de determinacdo final.
Esses solventes sdo conhecidos como *

eutéticos profundos (DES) (Vilkova et al., 2020), liquidos ionicos (Yavir et al., 2020) e

‘solventes verdes emergentes” e incluem solventes

solventes supramoleculares (SUPRA) (Ballesteros-Gémez; Rubio, 2023), que podem ser
aplicados em microextragoes.

Solventes eutéticos profundos (Deep Eutetic Solvents — DES) sdo preparados pela
mistura de um aceitador de ligacdo de hidrogénio (sais quartendrios) e um doador de ligacao
de hidrogénio (aminas, acidos carboxilicos, alcool e carboidratos) e sao formados por meio de
interacdes de ligagdes de hidrogénio na presenca de um solvente altamente polar, como a dgua

(Vilkova et al., 2020).
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Os liquidos 16nicos (lonic Liquids - IL) sao definidos como substancias compostas por
ions cujo ponto de fusdo ¢ inferior a 100 °C, que resultam da combina¢do de um cation
organico € um anion organico ou inorganico. Apresentam varias vantagens em relagdao aos
solventes organicos classicos, sendo a mais importante a capacidade de ter suas propriedades
fisicas projetadas de acordo com seu objetivo e area de aplicagdo, selecionando o cation,

anion e comprimento de cadeia alquil substituinte desejado (Delinska et al., 2021).

2.4 SOLVENTES SUPRAMOLECULARES

Solventes supramoleculares (SUPRA) ¢ um termo recente, citado pela primeira vez em
2009 por um grupo de pesquisa espanhol (Ballesteros-Gomez et al., 2009) para se referir a um
processo sequencial de automontagem de liquidos nanoestruturados imisciveis em agua,
gerados a partir de moléculas de anfifilicos, que ocorre em duas escalas, molecular e nano.
Esses anfifilicos podem ser moléculas de surfactantes, 4lcoois ou acidos carboxilicos de
cadeia longa (Ballesteros-Gomez et al., 2010).

O método aprimora a abordagem proposta por Watanabe e colaboradores, chamada de
extragdo de ponto de nuvem (CPE - Cloud point extraction), que tinha como base coacervatos
micelares produzidos pelo aumento da temperatura de solugdes aquosas de micelas nao
10nicas acima de um certo valor (ponto de nuvem). A CPE foi amplamente explorada para a
determinagdo de compostos organicos em uma variedade de matrizes, com fécil
implementagdo e tempos de extra¢do curtos. No entanto, a baixa eficiéncia de extragdo para
substancias polares, coeluicao dos analitos em andlise de cromatografia liquida e, em muitos
casos, perdas de analitos termicamente labeis durante a extragdo prejudicam sua aplicagao
para extragdo de alguns compostos (Rubio; Pérez-Bendito, 2003).

Para superar essas limitagdes, novos solventes supramoleculares foram relatados e
aplicados a extracdes analiticas A grande vantagem da extracdo supramolecular, quando
comparado a extracdo do ponto de nuvem, ¢ a 4gua atuando como estimulo para a formagao
do coacervato, devido a automontagem espontanea dos compostos anfifilicos na mistura
THF/agua, enquanto no método de origem, € necessario o uso de temperatura ou a presenca
de sal para formar as goticulas de coacervato (Lemes; Tarley, 2021).

Inicialmente, os anfifilicos sdo auto-organizados em solugdo em estruturas
moleculares tridimensionais acima da concentra¢do micelar critica (CMC), do tipo micelas ou

vesiculas aquosas/reversas, vistas na Figura 2a. Um segundo estagio ¢ chamado de
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coacervagdo, definido pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry —
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) como “separagdo de sistemas coloidais em
duas fases liquidas” e envolve o crescimento dos agregados de estrutura tridimensional até a
obtenc¢do de uma fase liquida rica em anfifilicos, que ¢ obtida por separagao de fases (Carasek

et al., 2021 e Shah et al., 2022).

Figura 2 - Estruturas do tipo micelas ou vesiculas aquosas/reversas (a) e esquema do arranjo
hexagonal das moléculas anfifilicas em um procedimento supramolecular (b)
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A agregagdo dos grupos polares dos anfifilicos como micelas reversas em solventes ¢
predominantemente consequéncia da formacdo de fortes interagdes de hidrogénio entre os
anfifilicos. O mecanismo mais provavel de coacervagdo consiste em duas etapas: incialmente
as micelas reversas sdo formadas em moléculas de solvente aprotico ou protico (o nimero
exato de agregacdo depende da concentragdo do anfifilico), onde as macromoléculas do
surfactante sdo envoltas em uma bainha de solventes de baixa polaridade. A adi¢do de agua
numa segunda etapa causa competicdo por solventes proticos ou aproticos, o que resulta na
dessolvatacdo parcial das micelas reversas. Essa dessolvatagdo facilita a interagdo micela-
micela e resulta na formacao de agregados maiores que se separam na forma de coacervados.
A eficacia da dessolvatacdo aumenta quando o comprimento da cadeia alquilica aumenta, ou
seja, serd necessaria menos agua para a coacervacao, assim, os anfifilicos mais curtos sao

preferidos para aplicagdes analiticas (Jafarvand; Shemirani, 2011).
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A coacervacdo s6 ¢ obtida em solventes que tem a capacidade de dissolver as
moléculas anfifilicas para permitir a automontagem em micelas e que sejam misciveis em
agua. A automontagem de moléculas de anfifilicos ocorre em uma variedade de solventes
préticos (etilenoglicol, metanol, etanol e 1-propanol) e aproticos (tetrahidrofurano, N,N-
dimetilformamida, acetonitrila, acetona e dioxano) antes de obter-se os coacervados. Pode-se
induzir a coacerva¢ao por mudangas no sistema, como adi¢ao de solvente pobre ao sistema
(geralmente agua), modificacdo do pH do meio, adicdo de sal ¢ mudanca de temperatura
(Figura 2b) (Jafarvand; Shemirani, 2011).

A maioria dos anfifilicos consiste em uma cadeia de hidrocarbonetos ¢ um grupo
polar, os mais comuns sdo alcandis e acidos carboxilicos de cadeia longa, geralmente de 7 a
12 carbonos (heptanol, octanol, decanol e acido decanodico) ou surfactantes cationicos e
anidnicos (Ballesteros-Gomez et al., 2019).

A interagdo dos anfifilicos com analitos pode acontecer por meio de interacdes de
hidrogénio, intera¢des i0nicas e hidrofobicas. Outra caracteristica importante € o seu alto teor
de anfifilicos, que permite ter um grande numero de sitios de ligacdo disponiveis para
extragdo dos pesticidas usando baixos volumes de extratores (Musarurwa; Tavengwa, 2021a).

Devido a presenca do anfifilico como extrator, possuem a propriedade unica de
diferentes regides de polaridade presentes, oferecendo diferentes microambientes de
polaridade (por exemplo, caracteristicas polares nos grupos principais € apolares nas fragdes
hidrofobicas), vérios locais de ligagdo (decorrentes da concentracdo de anfifilicos),
mecanismos de interacdo de modo misto e grande area de superficie (devido ao carater
descontinuo das SUPRAS) e altas eficiéncias de extracdo usando baixos volumes de
extratores devido a alta concentracdo de anfifilicos e, portanto, alta concentragdo de sitios de
ligacdo. Assim, SUPRAS tém sido usados com sucesso em extracdes analiticas de metais e
compostos organicos a partir de amostras ambientais, bioldgicas e de alimentos (Musarurwa;
Tavengwa, 2021a e (Oliveira, F. M. De et al., 2020).

A extragdo a base de SUPRAS tém caracteristicas diferentes da efetuada com LI ¢
DES. Essas extragdes sdo realizadas com solventes puros constituidos por cation-anion e
doador-aceitador de ligagdo de hidrogénio, respectivamente, misturados em uma
estequiometria bem definida, e eles tém uma composi¢ao de massa homogénea. Quando
analisados macroscopicamente, constituem uma fase liquida continua (Delinska et al., 2021 e

Vilkova et al., 2020).
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Para a producdo dos SUPRAS, ¢ requerido a presenga de um solvente (geralmente
agua) que, juntamente com os agentes indutores de coacervagdo (como o THF), fazem parte
da composi¢do do SUPRAS e, macroscopicamente, sdo constituidos por goticulas de
coacervato, apresentando o aspecto de fase liquida descontinua. Ainda, o ingrediente principal
das SUPRAS ¢ um anfifilico, obrigatorio para sua producdo por automontagem e
coacervagdo, € para a existéncia de agregados em sua estrutura com diferentes dominios de
polaridade (Romera-Garcia et al., 2021).

Esses solventes tem propriedades fisico-quimicas que os tornam muito atraentes para
substituir os solventes organicos em extragdes analiticas, como a facilidade de obtengdo por
vias naturais ou sintéticas dos anfifilicos, capacidade de ajuste das propriedades do solvente,
variando o grupo hidrofobico ou polar do anfifilico e capacidade multiligante através dos
multiplos grupos polares presentes em um agregado supramolecular facilitando as interagdes
com os solutos (Ballesteros-Gémez et al., 2009).

Os anfifilicos usados como extrator costumam ser de trés tipos: alcanois, acidos
carboxilicos ou ferrofluidos.

Os SUPRAS a base de alcanol (ndo i6nicos) sdo geralmente preparados usando alcoois
de cadeia longa (de sete a doze carbonos) como anfifilicos em fases aquosas contendo
solventes misciveis em 4gua, como THF. Nessas misturas, os alcandis formam
espontaneamente agregados micelares reversos por meio de processos de automontagem que
consistem em cavidades aquosas rodeadas por grupos polares de alcandis com as cadeias de
hidrocarbonetos dissolvidas em THF. O tamanho das cavidades aquosas pode ser ajustado
controlando a razdo THF/ 4gua na solucdo a granel, onde os alcandis se auto-montam.
(Ballesteros-Gomez et al., 2010 e Ballesteros-Gomez; Rubio, 2012).

Os SUPRAS a base de 4cidos graxos (ionicos) sdo preparados usando acidos
carboxilicos de cadeia média como anfifilicos em fases aquosas contendo solventes misciveis
em agua, como o THF. Quando os 4cidos graxos sdo colocados em uma mistura de agua e
tetrahidrofurano, eles formam espontaneamente agregados micelares reversos por meio de
processos de automontagem, resultando na formac¢do de SUPRASs. Uma desvantagem do uso
de &cidos graxos ¢ o fato de que as micelas reversas sao produzidas a partir da forma de 4cido
protonado (pKa em torno de 4,8 a 4,9), valores de pH abaixo de 4 sdo necessarios para a
formagdo do solvente supramolecular (Ballesteros-Gémez et al., 2010 e Ballesteros-Gomez;

Rubio, 2012).
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O uso de surfactantes, convencionalmente compostos principalmente por um grupo de
cabega polar e um longo grupo de cauda hidrofobica também tem aplicacdo como solvente
supramolecular. Esses compostos podem exibir uma variedade complexa de comportamentos
de fase em uma solucdo aquosa, dependendo de sua concentracdo e temperatura. Acima da
concentragdo micelar critica especifica para cada surfactante, o sistema forma agregados
(micelas ou vesiculas) enquanto em concentragdes maiores pode apresentar outras fases em
equilibrio. Dependendo da natureza do surfactante, esse pode, por meio da coacervagao,
produzir uma solucao bifasica acima ou abaixo da temperatura critica (inferior ou superior) da
solugdo (Nakamura et al., 2023).

Recentemente, novos compostos foram empregados na formacao de SUPRAS, com o
uso de uma fase aquosa contendo aminas primarias com longa cadeia de hidrocarbonetos e
compostos monoterpendides. Na fase aquosa, a amina primaria forma uma solu¢ao micelar e,
quando o monoterpendide ¢ dissolvido e observa-se a formagdo espontdnea de minusculas
goticulas de SUPRAs, resultando em rapida separacdo de fases e formagao de fase rica em
anfifilicos (Bogdanova et al., 2022).

O THF, ou qualquer outro solvente usado como dispersante, desempenha um papel
duplo, causa dispersdo das moléculas anfifilicas de acidos graxos na solu¢ao da amostra, além
de promover sua automontagem (Musarurwa; Tavengwa, 2021b).

Sistemas SUPRA com micelas invertidas sdo formados em misturas de agua e uma
grande variedade de solventes organicos proticos (4gua, metanol e etanol) e aproticos
(acetona, a acetonitrila e THF). A mistura 4gua e THF tem sido amplamente utilizada, devido
ao fato que com a baixa constante dielétrica e a predomindncia de forcas de ligacao
dispersivas, o THF potencializa a extracdo de compostos apolares. Quando misturado com
dgua (de alta constante dielétrica e predominancia de forcas de ligacdo por pontes de
hidrogénio) resulta em misturas de ampla polaridade e solubilidade que favorecem a formagao
de SUPRAs em uma faixa mais ampla de composicao. O etanol, como solvente prético e mais
polar, proporciona uma contribui¢do mais equilibrada das forcas de dispersdo, polares e de
ligagdes de hidrogénio para melhorar a extracdo de compostos polares e moderadamente
polares (Duefas-Mas et al., 2022).

A adicdo de sal em amostras aquosas proporciona efeito salting out, que facilita a
difusdo dos analitos. A presenca de sal eletrolitico na amostra aquosa aumenta sua forca
i6nica, reduzindo a solubilidade do analito na solu¢do aquosa, o que por sua vez facilita a

difusdo dos compostos alvo na fase organica. Ao mesmo tempo, grandes quantidades de sais
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podem dificultar o processo de extracao, justamente pelo aumento da forca idnica do sistema
(Elencovan et al., 2022).

Apesar das diferentes interacdes que os anfifilicos podem ter com os analitos, os
estudos usando solventes supramoleculares costumam ser aplicados em um conjunto de
analitos com caracteristicas parecidas, por exemplo, analitos da mesma classe quimica,
analogos estruturais semelhantes em grupos quimicos, Log de Kow, massa molar e
solubilidade.

Duenas-Mas e colaboradores (2022) analisaram bisfenol A e seis analogos estruturais,
com Log de Kow que varia de 1,2 a 3,36 (Duefias-Mas et al., 2022). Algar e colaboradores
(2022) estudaram a extrag¢do supramolecular de sete hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
com caracteristicas quimicas semelhantes e com Log de Kow maior que 5,0 (Algar et al.,
2022). Dalmaz e Ozal (2023), Loépez-Jiménez e colaboradores (2010) e Soylak e
colaboradores (2023) analisaram corantes do tipo Suddo em diversas espécies de especiarias
(Dalmaz; Ozak, 2023) (Lopez-Jiménez et al., 2010) (Soylak et al., 2023).

Entre os pesticidas estudados em processos de microextragao supramolecular, observa-
se a predominancia de moléculas com polaridade de intermediaria a alta. Zhao (2018)
analisaram fungicidas quirais da classe dos triazoles, triadimefon e triadimenol com Log de
Kow 2,77 e 2,9 respectivamente (Zhao et al., 2018). Gorji (2019) estudaram a microextragdao
supramolecular de quatro inseticidas organofosforados e um acaricida com Log de Kow de

3,69 a 6,37 (Gorji et al., 2019).

2.5 OTIMIZACAO UNI E MULTIVARIADA

Em um método analitico, diversas variaveis podem influenciar a qualidade do sistema
estudado e, consequentemente, a magnitude das respostas obtidas. A crescente demanda por
métodos analiticos com melhores desempenhos, rapidos e de baixo custo aumentou também a
busca por “otimizar” o processo. Segundo a literatura, o termo ‘“otimizar” refere-se a
melhorar o desempenho do processo analitico, ou seja, descobrir as condigdes em que a
melhor resposta ¢ obtida (Bezerra et al., 2008 e Candioti et al., 2014). Isso ¢ feito por meio da
investigacdo de suas variaveis, dos niveis que podem assumir e das respostas geradas pelas
mudangas nas condigdes experimentais do sistema.

No campo do pré-tratamento de amostras, especialmente nas etapas de extragdo e pré-

concentragdo, o aumento da percentagem de recuperacdo de uma substdncia ¢ um dos
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principais objetivos. Como a situacdo esperada ¢ a migracdo completa do analito ou analitos
presente na amostra para a solu¢do final onde sera realizada a analise, esta resposta deve ser
maximizada, ou seja, deve ser encontrada a combinagdo dos fatores que produz uma
recuperagdo maxima (Carabajal et al., 2020). As respostas geradas podem ser avaliadas de
diversas maneiras, porcentagem de recuperagdo, sinal analitico (absorbancia, intensidade de
emissdo e sinal elétrico), resolugdo entre picos cromatograficos, diferenca entre condig¢do
inicial e final (Bezerra et al., 2008).

Duas estratégias de otimizagdo podem ser aplicadas a fim de obter-se as melhores
condi¢cdes de resposta: univariada e multivariada. A abordagem univariada ¢ a mais
tradicional, monitorando a influéncia de um fator de cada vez em uma resposta experimental,
enquanto os demais sdo mantidos constantes. A grande desvantagem dessa abordagem ¢ ndo
incluir os efeitos interativos entre as variaveis estudadas e, como consequéncia, nao retrata os
efeitos completos da varidvel na resposta. Também, esse tipo de abordagem aumenta o
numero de experimentos necessarios, levando ao aumento de tempo e de custos (Bezerra et
al., 2008).

Quando uma estratégia multivariada ¢ utilizada, vérios fatores sdo estudados
simultaneamente em um numero predefinido de experimentos, variando simultaneamente os
niveis de todos os fatores envolvidos no processo. Dessa forma, € possivel conhecer a fundo o
sistema estudado, tendo um conhecimento geral sobre todo o dominio experimental e com os
resultados obtidos, um modelo matematico pode ser construido para relacionar a resposta as
condi¢des experimentais. Ainda, ¢ possivel encontrar o 6timo absoluto no dominio estudado,
enquanto a abordagem univariada pode encontrar o maximo local, dependente das condic¢des
iniciais da analise (Leardi, 2009).

Esse tipo de abordagem reduz a quantidade de experimentos necessarios, reduzindo
assim, custos, esfor¢os laboratoriais e tempo e possibilita estudar as interagdes entre fatores e
as relagdes nao lineares com as respostas (Candioti et al., 2014).

Normalmente, a otimizagao multivariada dos processos de extracao ¢ feita em duas
etapas, triagem seguida de otimizag¢do. Os projetos de triagem, como fatorial completo e
fatorial fracionario sdo usados para identificar as variaveis potenciais de um pequeno nimero
de experimentos. Posteriormente, os delineamentos compostos centrais, Box-Behnken e
matriz de Doehlert sdo abordagens secundarias para identificar os niveis criticos do fator mais

importante obtido a partir de um delineamento de triagem. O desenho a ser escolhido depende
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do tipo e da quantidade de variaveis a serem estudadas, da finalidade de sua utilizacdo e das
preferéncias do analista no processo de extracdo (Narenderan et al., 2019).

Os experimentos de triagem s3o usados para selecionar os fatores que tem o efeito
mais significativo para a otimizacao do método de extragdao e sdo comumente empregados no
qual um grande nimero de varidveis ¢ examinado com um numero minimo de experimentos
(Narenderan et al., 2019).

O planejamento fatorial completo pode ser denotado por 2* onde & é o niimero de
fatores estudados. Os fatores sdo estudados em dois niveis, alto (+1) e baixo (-1), sendo
considerado o melhor procedimento de otimizacdo, pois cobre todo o espago de projeto,
fornecendo assim todas as informagdes sobre os fatores estudados e suas interagdes, porém,
com o aumento do nimero de fatores, ha um aumento no niimero de experimentos. A escolha
do intervalo em que o fator pode ser variado no sistema em estudo geralmente ¢ feita com
base nas informagdes da literatura ou no conhecimento prévio do analista (Carabajal et al.,
2020).

Quando um numero relativamente grande de ensaios experimentais ¢ necessario para
um planejamento fatorial completo, uma fragdo pode ser usada, como metade, um quarto e
assim por diante. Assim, o planejamento fatorial fracionério pode investigar fatores em dois
niveis usando experimentos de 2P, onde p indica o grau de fracionamento (p = 1, 2, 3, n) e
possibilita encontrar um projeto que reduza significativamente a quantidade de experimentos
sem comprometer a identificacdo adequada dos fatores criticos (Ahmed et al., 2022).

Os fatores significativos identificados nos projetos de triagem sdo posteriormente
submetidos a otimizagdo com base na sua eficiéncia de extra¢ao para estabelecer as condi¢des
ou configuracdes ideais de um experimento. Os planejamentos adotados nessa etapa
costumam cobrir o dominio experimental no ponto central para estimar erros experimentais
(Narenderan et al., 2019).

Um dos planejamentos mais adotados na quimica analitica ¢ Matriz de Doehlert, uma
alternativa pratica e econdmica em relacdo aos outros planejamentos de segunda ordem.
Desenvolvido por David H. Doehlert em 1970, descreve um dominio circular para duas
varidveis, esférico para trés e hiperesférico para mais de trés varidveis. Tem como vantagens a
necessidade de poucos pontos experimentais e alta eficiéncia, porém, suas matrizes nao sao
rotacionaveis como em outros planejamentos, o que nao significa perda da qualidade

necessaria para o seu uso efetivo nos procedimentos de otimizagdo (Novaes et al., 2017).
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O numero de experimentos (N) necessarios para aplicagdo do planejamento é dado por
N = k? + k + PC, onde k ¢ o niimero de varidveis e PC é o niimero de réplicas do ponto
central. Cada variavel pode ser estudada em diferentes numeros de niveis, o que ¢ importante
quando se tem interesse que alguns fatores sejam estudados em quantidades maiores ou
menores de niveis (Cerqueira et al., 2021).

Quando um experimento gera apenas uma resposta, a avaliacao do efeito dos fatores e
a otimizacdo ¢ um processo facil. Porém, quando o sistema gera mais de uma resposta (por
exemplo, em uma determinagdo simultanea de duas ou mais substancias) ha a necessidade de
avaliar o efeito dos fatores sobre todas as respostas em um conjunto (Zolgharnein et al.,
2013).

Para multiplas otimizacdes de resposta, a aplicacdo da funcdo de desejabilidade de
Deringer ¢ um método convencional e direto. Este método baseia-se na definicdo de uma
desejabilidade individual (d;) para cada resposta obtida, em um intervalo compreendido entre
zero e um. Para este intervalo, zero significa um valor indesejavel enquanto um significa um

valor desejavel (Gorla et al., 2016). O calculo da desejabilidade de cada resposta ¢ dado pela

Equacao 1:
di=0,se Yi<L
g - (YL-—L)T Equagdo 1
Y \H-1L
di=1,seYi>L

Em que y € resposta obtida experimentalmente e L e H sdo o menor e o maior valor de
sinal, respectivamente, obtidos em todo o experimento. Apds o calculo da desejabilidade para
cada resposta obtida, deve-se combina-las em uma desejabilidade global (Dg), a qual expressa

a média geométrica das desejabilidades individuais, empregando a Equagao 2.

Equagao 2

D, = r:/dfl xdP? x dP x x db,

2.6 QUIMICA ANALITICA VERDE

O conceito de quimica analitica verde (GAC — Green Analytical Chemistry) derivou
dos ideais propostos pela quimica verde. Esta area de atividade relativamente nova, desde o

47



ano 2000, diz respeito ao papel dos quimicos analiticos em tornar as praticas laboratoriais
mais ecoldgicas, e ganhou muito interesse entre os pesquisadores, que passaram a empregar
esforcos no desenvolvimento de instrumentagdo e metodologias para reduzir o impacto
negativo das analises quimicas no meio ambiente € permitir a implementagao de principios de
desenvolvimento sustentavel nos laboratérios analiticos (Gatuszka et al., 2013).
Na abordagem proposta por Galuszka e colaboradores (2013), os doze principios que

guiam a quimica verde sao:

1. Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento da amostra.

2. Tamanho minimo de amostra e nimero minimo de amostras sdo objetivos.

3. Medigoes in situ devem ser realizadas.

4. A integracdo de processos e operagdes analiticas economiza energia e reduz o uso de
reagentes;

5. Meétodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados;

6. A derivatizagao deve ser evitada;

7. A geracdo de um grande volume de residuos analiticos deve ser evitada e deve ser
fornecida uma gestdo adequada dos residuos analiticos;

8. M¢étodos multianalitos ou multiparametros sdo preferidos em vez de métodos que
usam um analito de cada vez;

9. O uso de energia deve ser minimizado;

10. Os reagentes obtidos de fontes renovaveis devem ser preferidos;

11. Os reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranca do operador deve ser aumentada.

Considerando um procedimento de medi¢do quimica de uma substancia, varias etapas
sdo necessarias, como amostragem, preparacdo da amostra, medi¢do analitica e avaliacdo de
dados. Porém, o 1° principio do GAC afirma que devem ser aplicadas técnicas analiticas
diretas para evitar o pré-tratamento da amostra, o que significa que a etapa de “preparagdo da
amostra” ¢ considerada negativa e indesejavel no GAC. No entanto, em muitos casos, a
realidade ¢ que a preparacdo da amostra ainda ¢ inevitavel e nem todos os procedimentos de
preparacao da amostra sdo prejudiciais ao meio ambiente (Gonzalez-Martin et al., 2023).

Durante a etapa de preparacdo da amostra, pode ser necessario a mudanca da amostra
para um formato compativel com o instrumento utilizado para andlise ou limpeza de

componentes interferentes da matriz. Em outros casos, a preparacdo da amostra envolve o
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enriquecimento do analito para atender as necessidades de sensibilidade do método analitico
(Lopez-Lorente et al., 2022).

As primeiras metodologias de preparagdao de amostras eram tediosas, demoradas e,
consumiam grandes quantidades de recursos que resultavam na geracdo de residuos
laboratoriais perigosos, sendo fonte do impacto negativo total das metodologias analiticas no
meio ambiente (Lopez-Lorente et al., 2022).

Com o avango das metodologias, os processos de preparacdo de amostras passaram a
se preocupar com o contexto da GAC. Com a intensao de abordar questdes de
sustentabilidade e promover a pratica de preparo de amostras verdes (Green Sample
Preparation — GSP), em 2022, Lopez-Lorente e colaboradores divulgaram o que chamaram
de dez principios do preparo de amostra verde, com orientagcdes para a melhoria abrangente e
sistemdtica dos métodos de preparacdo de amostras e, em ultima analise, das metodologias
analiticas.

Os dez principios da preparagdo de amostras verdes, segundo Lopez-Lorente e
colaboradores sdo:

1. Favorecer a preparagao de amostras in situ;
Usar solventes e reagentes mais seguros;
Visar materiais sustentaveis, reutilizaveis e renovaveis;
Minimizar o desperdicio;
Minimizar as quantidades de amostras, produtos quimicos e materiais;
Maximizar o rendimento da amostra;

Integrar etapas e promover automagao;

e A o B

Minimizar o consumo de energia;
9. Escolher a configuragdo de preparacdo poOs-amostra mais ecoldgica possivel para
analise;

10. Garantir procedimentos seguros para o operador.

Estes principios incorporam o design necessario para alcancar o “verde” na preparacao
de amostras e minimizam o impacto no meio ambiente e na sade humana, estabelecendo
diretrizes sobre aspectos relacionados a solventes e reagentes, materiais, residuos, demanda
de energia, velocidade, miniaturizacdo, automagdo de procedimentos e seguranca do

operador. Ao mesmo tempo, a abordagem GSP considera a preparagdo da amostra como uma
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etapa do procedimento quimico analitico global, conectada as etapas de amostragem e
medi¢do (Lopez-Lorente et al., 2022).

O GSP estabelece metas comuns ao GAC, mas também possui caracteristicas distintas.
Comparado a abordagem GAC, o GSP introduz o principio do rendimento da amostra, que
estd relacionado ao numero de amostras preparadas por unidade de tempo (principio 6).
Considera que a preparacdo de amostras muitas vezes envolve o uso de materiais solidos (por
exemplo, sorventes em processos de microextragdo) e estabelece um principio (principio 3)
que relaciona o verde do método com o fato de esses materiais serem sustentaveis,
provenientes de fontes renovaveis, mas também terem a capacidade de serem usados mais de
uma vez. Pelo contrario, a abordagem GAC considera apenas o verde dos reagentes (como
solventes, agentes de derivatizagdo, indicadores de pH e redox), que no GSP ¢ descrito no

principio 2 (Lopez-Lorente et al., 2022).
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CAPITULO I: DESENVOLVIMENTO DE MICROSSISTEMA DE PRE-
CONCENTRACAO BASEADO EM SOLVENTE SUPRAMOLECULAR PARA
DETERMINACAO DE SETE PESTICIDAS EM AMOSTRAS DE AGUA E
FARINHAS DE CEREAIS POR HPLC-DAD

3 INTRODUCAO

Analisando o relatéorio PARA apresentado pela Anvisa em 2019, observa-se que os
pesticidas com maior nimero de detec¢des em amostras de alimentos de origem vegetal foram
imidacloprido, tebuconazol e carbendazim. Ainda, destacam-se azoxistrobina, clorpirifos,
acetamiprido e bifentrina (Anvisa, 2019). Nos resultados divulgados posteriormente, esses
pesticidas continuaram aparecendo com percentual de quantificacao elevado.

Os valores definidos pelas diversas agéncias em ambito mundial como LMR em
alimentos ou aguas sdo variados, conforme observa-se na Quadro 2. Para a Unido Europeia,
um LMR geral de 10 pg kg! se aplica quando um pesticida nio é especificamente
mencionado, enquanto no Brasil, ndo existe uma legislagdo geral, os limites sdo definidos
individualmente para cada pesticida e alimento. Em &guas, na Unido Europeia o total de
pesticidas (soma de todos os pesticidas detectados e quantificados no ambito do procedimento
de monitorizagdo) é 0,5 pg L' e individualmente, 0,1 ug L'. A WHO (Organizagdo Mundial
de Satde, do inglés, World Health Organization) limita apenas o clorpirifés em 30 pg L. No
Brasil, os limites definidos pela Anvisa sdao somente para o acetamiprido, clorpirifos e

tebuconazol (Quadro 2).

Quadro 2 - Valores de limite maximo permitidos em aguas e alimentos segundo o Conama, a
Anvisa, a Unido Europeia (EU) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA)

Pesticida Aguas (ug L) | Aveia (ug Kg') | Arroz (ng Kg') | Trigo (ng Kg")
BR| UE |US|BR | UE | US | BR | UE | US | BR | UE | US
Acetamiprido [ 120 | 0,1 | - [1000| 50 - 300 10 - 1000|100 | -
Azoxistrobina| - | 0,1 | - [1000]1500{1500| 700 {5000 |5000| 100 |500 |200
Bifentrina - 101 -1]700( 10 - | 700 | 10 - 700 | 500 -
Carbendazim | - | 0,1 | - | 200 [2000| - 50 | 10 - 200 [ 100| -
Clorpirifos 30 10,1 | - ]200 ]| 10 - | NP | 10 - | 200 | 10 [500
Imidacloprido| - | 0,1 | - [ 500 | 10 | 50 | 200 | 10 - 500 | 10 | 50
Tebuconazol [180| 0,1 | - | 100 | 10 | 150 |1000| 10 - 100 | 10 | 150

NP: Nao Permitido
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BR: Conama - RESOLUCAO CONAMA N° 357, DE 17 DE MARCO DE 2005. Disponivel em:
https://www.icmbio.gov.br/cepsul/images/stories/legislacao/Resolucao/2005/res_conama 357 2005 _classificaca
o_corpos_agua rtfcda altrd res 393 2007 397 2008 410 2009 430 2011.pdf

Anvisa - Monografias de agrotoxicos. Disponivel em: https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias.

UE: Unido Europeia - European Commission. Pesticide residue(s) and maximum residue levels (mg Kg™).
Disponivel em: https://food.ec.europa.eu/plants/pesticides/maximum-residue-levels/eu-legislation-mrls_en

US: USEPA, Estados Unidos - United States Environmental Protection Agency.Pesticidas. Disponivel em:
https://www.epa.gov/pesticides.

Outra diferenga entre as legislagdes ¢ que apds o banimento de um pesticida, no Brasil,
o seu LMR ¢ excluido e passa a constar como nao permitido, enquanto na Unido Europeia, o
limite ainda vigora. No Brasil, o carbendazim esta em processo de banimento € no momento,
estd suspenso até conclusdo do processo de reavaliagdo definitiva do produto pela Anvisa,
porém, ainda € possivel consultar a sua monografia no site da agéncia (Anvisa, 2023b).

Considerando os dados apresentados pela Anvisa, os pesticidas acetamiprido (ACE),
azoxistrobina (AZO), bifentrina (BIF), carbendazim (CAR), clorpirifés (CLO), imidacloprido
(IMI) e tebuconazol (TEB) foram escolhidos para a realizacdo do estudo apresentado. Esses
pesticidas sdo frequentemente utilizados em diversos cultivos no pais, sdo compativeis com a
analise de multiresiduos e apresentam significativo potencial de periculosidade, porém nado
existem estudos na literatura que quantificam esses sete pesticidas simultaneamente. Para isso,
o método de microextracao supramolecular foi empregado, a fim de avaliar o seu desempenho
na extracdo e pré-concentracao de analitos com caracteristicas distintas entre si.

Na Figura 3 ¢ apresentado a estrutura quimica dos pesticidas mencionados.

Figura 3 - Formula estrutural dos pesticidas
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Fonte: ANVISA, 2022.

52



No Quadro 3 ¢ possivel verificar que esses pesticidas foram previamente analisados e

detectados de maneira simultanea em amostras de aguas e alimentos de diversos paises, com

especial atengdo para as amostras de origem brasileira, porém, ndo foram relatados estudos

baseados na microextragdo simultdnea dos sete agrotoxicos aqui investigados, mas foi

relatada a determinacao de um ou mais pesticidas na presenca de outros pesticidas pelas mais

diversos métodos de extragdo, em especial o QUEChERS.

Quadro 3 - Pesticidas analisados simultaneamente, método de extragdo e quantificacao, tipo e
origem das amostras e pesticidas detectados

Pestici | Pest. Método de | Método | Amostras Origem | Pesticidas | Referéncia
das analisados extracio de detectados
quantific
acio

CAR, 10 QuEChERS | HPLC- Polpa e 4gua | Brasil CAR (Ferreira et
IMI MS/MS de coco al., 2016)
AZ0, 79 SPE UPLC- Aguas de rios | Brasil AZ0, (Lima et al.,
CAR, (StrataX) MS CAR, IMI, | 2020)
IMI TEB
AZ0, 80 QuEChERS | LC- Polpa Brasil CAR E | (Mozzaquat
CAR, MS/MS e | congelada e IMI ro et al,
CLO, GC- farinha de 2022)
IMI, MS/MS maracuja
TEB
ACE e | 11 SPME HPLC- Alface Brasil - (Melo et al.,
AZO DAD 2012)
AZO e | 11 SLE/LTP GC Morango Brasil AZO (Guedes et
CLO al., 2014)
AZO e | 11 QuEChERS | GC-MS Péssego  em | Brasil TEB (Costa et al.,
TEB lata drenado, 2014)

péssego com

calda e

péssego fresco
AZO, 30 QuEChERS | UHPLC- | Golden berry Brasil e | CAR, CLO | (Mufioz et
CAR, MS/MS Colombi | e TEB al., 2017)
CLO, a
IMI e
TEB
ACE, 81 QuEChERS | UHPLC- | Pimentdo Brasil AZO, (Kemmerich
AZO, MS/MS verde CAR, CLO | etal., 2015)
CAR, e TEB
CLO e
TEB
AZO, 36 SPE GC-MS e | Couve, Brasil CLO e | (Santos, E.
BIF, LC — | tomate, TEB O. Dos et
CAR, MS/MS morango, al., 2019)
CLO, ¢ alface e
TEB pimentao
AZO, 16 QuEChERS | LC- Alface Brasil AZO, (Konatu et
CAR, MS/MS CAR, IMI | al., 2017)
IMI e e TEB
TEB
ACE, 57 QuEChERS | LC-ESI- | Tomate Brasil ACE, AZO | (Andrade et
AZO, MS/MS e IMI al., 2015)
CLO,
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IMI

€

TEB
ACE, 129 QuEChERS | UHPLC- | Tomate Brasil AZO, BIF, | (Stringhini
AZ0, MS/MS CLO, IMI | etal., 2021)
CAR, ¢ TEB
CLO,
IMI e
TEB
ACE, |14 SPE HPLC- | Aguas Brasil ACE, (Carbo et
AZ0O, DAD subterraneas CAR, e | al., 2008)
CAR e IMI
IMI
ACE, 14 QuEChERS | UPLC- Maga China ACE, IMI | (Chen et al.,
AZO, MS/MS e TEB 2021)
IMI e
TEB
ACE e | 7 DLLME e | HPLC- Mel Sérvia IMI (Jovanov et
IMI QuEChERS | DAD al., 2015)
AZO, 128 QuEChERS | GC Banana Espanha | AZO, (Carneiro et
BIF, CAR, IMI | al., 2013)
CAR, ¢ TEB
IMI e
TEB
BIF e | 41 QuEChERS | GC- Tomate, Brasil TEB (Lachter et
TEB MS/MS pepino, al., 2020)
morango,
manga € maga
ACE, 152 QuEChERS | LC-MS Magca, péra ou | Brasil CAR ¢ IMI | (Munaretto
AZ0, uva etal., 2016)
CAR,
IMI e
TEB
ACE, 33 QuEChERS | GC-ECD | Kiwi Coreia ACE, (Kim et al.,
AZO, e GC-MS do Sul AZO, e | 2018)
BIF, CAR
CAR,
CLO e
IMI
ACE, 170 QuEChERS | UHPLC- | Péra Brasil, ACE, CAR | (Kemmerich
AZ0, MS/MS Argentin | e CLO etal., 2018)
BIF, a e Chile
CAR,
CLO,
IMI e
TEB

QuEChERS - Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (rapido, fécil, barato, eficaz, robusto e seguro);
SPE — extra¢dao em fase solida; SPME - microextracdo em fase solida; SLE/LTP - extra¢do solido-liquido com
particdo em baixa temperatura; DLLME - Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva; HPLC: Cromatografia
Liquida de alta eficiéncia; GC: cromatografia gasosa; UPHLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia; MS:
Espectrometria de Massas; DAD: Detector de Matriz de Diodos; ECD: Detectores de captura de elétrons
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Segundo os dados disponibilizados pela Anvisa, no Quadro 4 estdo reunidas as
informagdes a respeito da classe, grupo quimico, classificagdo toxicoldgica e as culturas em

que os pesticidas t€ém aplicacdo permitida no Brasil.
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Quadro 4 - Classe, grupo quimico, classificacdo toxicologica, formula e peso molecular, Log Kow e pKa dos pesticidas

. ~ , Peso
Pesticida | Classe’ Gr}l po Cla-ss1fi’cz}g:ao Formula molecular Log pKa*
quimico’ toxicoldgica’ molecular? i Kow*
(g mol™)
ACE Inseticida Neonicotindéide | Categoria II Ci10H11CIN4 222,67 0,8 Nag
1onizado
AZO Fungicida Estrobilurina Categoria III C22H17N30s5 403,39 2,5 Nag
1onizado
BIF Inseticida, formicidae | p; 6o Categoria II C23H2CIF30; 4229 6,6 Nao
acaricida 1onizado
CAR Fungicida Benzimidazol Categoria III CoHoN30O» 191,18 1,48 g’é
CLO Insepgda, formicida e Organofosforado | Categoria II CoH11CIsNO3PS 350,59 4,7 Nag
acaricida ionizado
IMI Inseticida Neonicotindéide | Categoria I1I CoH0CIN502 255,66 0,57 Nag
1onizado
TEB Fungicida Triazol Categoria II C16H»CIN3O 307,82 3,7 Nao
1onizado

* T. Roberts, D. Huston, Metabolic Pathways of Agrochemicals. Part II: Insecticides and Fungicides. 1. ed. The Royal Society of Chemistry: Cambridge, 1999.
T ANVISA: Monografias de

agrotoxicos.

Disponivel em:

https://www.gov.br/anvisa/pt-br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias
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4 OBJETIVOS

Desenvolver um método analitico baseado em solvente supramolecular para a pré-

concentragdo simultanea de sete pesticidas e determinagdo por HPLC-DAD.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desempenho do 1-decanol como solvente extrator dos pesticidas ACE, AZO,
BIF, CAR, CLO, IMI e TEB;

e Otimizar as varidveis pH, 1-decanol, THF, sal e tempo de vértice do método de
microextragio supramolecular usando planejamento fatorial 2° e matriz de Doehlert;

e Avaliar a interferéncia do tipo de tampao e a concentragao;

e Determinar os parametros analiticos do método de microextragdo supramolecular;

e Avaliar a adequagcdo do método aos principios da quimica verde com auxilio da
ferramenta AGREE;

e Aplicar o método de microextragdo supramolecular em amostras ambientais de aguas

e alimenticias de farinhas.

5 METODOLOGIA

5.1 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES

A agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema de purificacdo Elga Purelab Méxima
(High Wycombe, Bucks, UK), resistividade 18,2 MQ cm. Todos os reagentes utilizados
foram de qualidade analitica ou grau HPLC. Metanol (MeOH, > 99,9%), tetraidrofurano
(THF) (= 99,9%), 1-decanol (DEC) (= 98,0%) e cloreto de sodio (NaCl) (= 99,9%), nitrato de
sodio (NaNO3) (= 99,9%) e sulfato de sddio (NaxSO4) (= 99,9%), acido acético (AcOH,
99,8%), acido fosforico (H3PO4, 85,0%), acido boérico (H2BO3, 99,5%), dihidrogenofostfato
(NH4H>PO4) e hidrogenofosfato de s6dio (Na2HPO4) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich®
(St. Louis, MO, EUA) todos de grau HPLC. Os padrdes de pesticidas foram todos adquiridos
da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).

O tampao Britton-Robinson (BR) foi preparado pela mistura de &cido bdrico, acido
acético e acido fosforico, todos na concentragdo de 0,5 mol L. O tampdo fosfato (H2PO4

/HPO4>) foi preparado a partir do sal fosfato de s6dio monobésico.
57



Solugdes individuais foram preparadas para cada pesticida, armazenadas em frascos
ambar e mantidas sob refrigeracdo. Os pesticidas ACE, AZO, BIF, CAR e CLO foram
preparados em metanol, enquanto o IMI e TEB foram preparados em isopropanol, todas as
solugdes dos pesticidas tinham concentragio de 1000 mg L'. A partir das solugdes
individuais, uma solu¢io com mix de todos os pesticidas na concentragio de 50 mg L™! para o
ACE, BIF, CAR, CLO, IMI e TEB e 20 mg L' para a AZO em metanol. As solucdes de
trabalho eram preparadas diariamente, a partir da solugdo estoque, por dissolugdo do volume

adequado em agua ultrapura.

5.2 INSTRUMENTACAO

As determinagdes de pH foram realizadas em pHmetro digital de laboratorio
Metrohm® pH 827 (Herisau, Suica) equipado com um eletrodo de vidro Metrohm®
Primatrode com sensor de temperatura integrado (Herisau, Suiga). A agitacdo em vortex foi
realizada com o oscilador de voértice SCILOGEX® MX-S (Rocky Hill, CT, EUA) e a
centrifugacdo em uma centrifuga QUIMIS® 0222T2 (Diadema, SP, Brasil). As medidas dos
tamanhos das goticulas foram determinadas por espalhamento dindmico de luz (Dynamic
Light Scattering - DLS), instrumento NANOTRAC Wave Il da Microtrac MRB (Microtrac
Retsch GmbH, Haan/Duesseldorf, Alemanha), equipado com uma fonte de laser de 780 nm e
3 mW. Para avaliar a influéncia do pH no tamanho das gotas de coacervado, foi realizado o
procedimento de microextragdo supramolecular em condigdes otimizadas, utilizando pH 6,3 e
pH 9,0 e 10 e apos extragdo assistida por vortice de 30 s, um volume de 1,0 mL de coacervato
foi adicionado a cubeta. Os tamanhos relatados sao todos médias de 3 execugdes sequenciais

de 30 segundos cada.

5.3 DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

As determinagdes cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo a liquido
com deteccdo de arranjo de diodos (HPLC-DAD) modelo LC-20AT, Shimadzu (Toquio,
Japdo). A fase estacionaria consistiu em uma coluna Cig, (Phenomenex-250 mm x 4.5 mm,
tamanho de particula de 5 um) e pré-coluna (Phenomenex®, 4.0 mm %X 30 mm i.d., 5 pm). A
temperatura do forno foi ajustada em 30 °C e o vazio de fase movel em 0,7 mL min™!, com

volume de injecdo de 20 pL utilizando um injetor manual Rheodyne®. A fase movel era
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constituida de um gradiente entre MeOH e H»O, sendo: H>O (30: 70, v/v), 0.00 — 2.00 min;
MeOH: H>O (50: 50, v/v), 2.00 — 3.00 min; MeOH: H20 (50: 50, v/v), 3.00 — 8.00 min;
MeOH: H>O (95: 5, v/v), 8.00 — 25.00 min; MeOH: H,O (50: 50, v/v), 25.00 — 38.00 min;
MeOH: H>O (30: 70, v/v), 38.00 — 40.00 min. Na Tabela 1 sdo apresentados o tempo de

retengdo em ordem crescente e o comprimento de onda de cada pesticida.

Tabela 1 - Pesticidas, sigla, tempo de retencdo em ordem crescente e comprimento de onda

Pesticida Sigla Tempo de retencdo (min) Comprimento de onda (nm)
Imidacloprido  IMI 12,5 270
Acetamiprido ACE 13,7 245
Carbendazim CAR 15,7 200
Azoxistrobina AZO 25,5 200
Tebuconazol TEB 29,3 200

Clorpirifés  CLO 33,3 200

Bifentrina BIF 36,4 200

5.4 PROCEDIMENTO DE MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 10,0 mL de solu¢do aquosa dos pesticidas,

com concentragio de 1000 pg L' e pH ajustado em 4,0 com uso de tampdo Britton-Robinson

(BR) 0,01 mol L', Em seguida, 100,0 pL de 1-decanol e 400,0 uL de THF (sem adigdo de

NaCl nesse primeiro experimento) e a mistura foi agitada por um oscilador de vortice durante

1 min e submetida a centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos. Com uma micropipeta, a

fase rica contendo 1-decanol e os analitos era retirada, transferida para frascos via/ e analisada

por HPLC-DAD.

As etapas da microextragdo supramolecular estdo ilustradas na Figura 4.
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Figura 4 - Processo esquematico de automontagem e coacervagdo durante as etapas de
microextragdo supramolecular dos pesticidas

1-Decanol + THF
g G A
S 3 (A
32 > B ,
g o —_— e W e
SE | ' AL
o~ ﬁg Vortex Centrifuga Y
< S | por 10 min e
> 5
=
emsssessassssesssstssscmesnestsmssenssassstessateTsassssenstnssnate = —_——
. Acetamiprido, Azoxistrobina, | &
. Bifentrina, Carbendazim, e HPLC-DAD
. Clorpirifos, Imidacloprido ¢ : \ o —
Tebuconazol PN | M| MeoH: B0
= ol  40min

Fonte: Autoria propria.

5.5 OTIMIZACAO DO METODO SUPRAMOLECULAR

A microextracdo e pré-concentracdo dos pesticidas utilizando o método
supramolecular foi otimizada por meio de um planejamento fatorial 2° considerando as
variaveis: pH da solu¢do, o volume adicionado de 1-decanol, o volume adicionado de THF, a
concentracdo de NaCl na solugdo e o tempo de agitagdo em vortice. Os niveis inferiores e

superiores estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores das varidveis e niveis codificados do planejamento fatorial 2°

L. Niveis
Variaveis

-1 (+1)
pH 2,0 6,0
1-decanol (uL) 100,0 200,0
THF (uL) 300,0 600,0
NaCl (% m/v) 0,0 5,0
Vortice (min) 0,50 2,00
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A sequéncia de experimentos foi realizada aleatoriamente e em duplicata. A
concentragio dos pesticidas em solugdo aquosa foi mantida em 200 ug L™ para a AZO e 500
ng L! para os demais pesticidas, na presenca de tampao BR 0,01 mol L.

Com todos os experimentos do planejamento fatorial 2° realizados, a fungdo
desejabilidade de Derringer-Suich foi utilizada para obter a melhor condigdo de microextracao
para todos os pesticidas, em que os valores dos pesos foram iguais a 1 para todos os
pesticidas. Essa funcao transforma as propriedades medidas de cada critério em uma escala
adimensional denominada desejabilidade (d). A escala da funcao de desejabilidade individual
varia entre d= 0 para uma resposta completamente indesejavel e, d= 1 para uma resposta
completamente desejavel. Para transformar os critérios individuais em valores de
desejabilidade, dois tipos de transformacdo sdo possiveis: uma transformag¢ao unilateral e uma
bilateral. Buscando maximizar a resposta (valor alvo como a resposta mais desejavel), a
transformagao unilateral foi aplicada conforme a Equacdo 1, em que Yi € a resposta do ensaio,
r ¢ o peso, L ¢ H sdo as respostas mais indesejavel e desejavel de todos os ensaios,

respectivamente. Os valores dos pesos foram iguais para todos os pesticidas.

di=0,se Yi<L

g - (Yl- —L)r Equagdo 1
Y \H-1L

di=1,seYi>L

Apo6s o calculo da desejabilidade para cada resposta obtida, deve-se combina-las em
uma desejabilidade global (Dg), a qual expressa a média geométrica das desejabilidades

individuais, através da Equagao 2.

Equagao 2

n
— plp2 jp3  p
D, = Jdl dy d3” ..dy,
Sendo, m é o nimero de respostas consideradas para cada experimento durante a
otimizagdo e p o peso atribuido a cada resposta. Apos estabelecer a significancia de cada fator
e suas interagdes, foi empregado uma matriz de Doehlert a fim de se obter as condic¢des

Otimas para o sistema de extragao.
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Os dados obtidos nos experimentos do planejamento fatorial da matriz de Doehlert
foram processados usando o pacote de software StatSoft STATISTICA 7.0 (Tulsa, USA,
1984-2004).

5.6 AVALIACAO DO TAMPAO

A influéncia do tipo de tampao e sua concentragdo foi avaliada de forma univariada,
apds a obtencao das condigdes 6timas. O tampao BR (tampao Britton-Robinson) e fosfato,
foram testados na concentracdo 0,01 mol L. Apos, variou-se a concentragdo do tampdo em

0,1; 0,05, 0,01 e 0,005 mol L.
5.7 AVALIACAO DA ADICAO DE EXTRATOR E DISPERSOR

A adicao do solvente extrator ¢ do dispersor separadamente ou a sintese externa do
solvente supramolecular foi avaliada. O volume de solvente supramolecular foi sintetizado

mantendo a propor¢ao definida na otimizagao das variaveis anteriormente descritas.
5.8 DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS

Sob condi¢des otimizadas de microextragdo supramolecular, trés curvas analiticas para
cada analito foram obtidas, todas em meio aquoso: a primeira com volume de solucdo de 10
mL passando pelo processo de microextragdo supramolecular, a segunda com 40 mL de
volume de solug¢do passando pelo processo de microextragdo supramolecular e a terceira
injetando a solucdo padrdo diretamente no sistema cromatografico, sem a etapa de
microextragdo supramolecular.

Com a obtengdo da equagdo da reta das curvas analiticas, calculou-se o limite de
deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ), de acordo com a IUPAC (Equagdes 3 ¢ 4
respectivamente) (Long, Gary L.; Winefordner, 1983). Em que std ¢ o desvio padrdo da

leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da curva analitica.

3 std
D =

Equacdo 3
m

_ 10 std Equagao 4
B m
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As precisdes inter e intradia foram calculadas para duas concentragdes apds o processo
de microextragdo supramolecular, sendo a primeira de 20 pg L' de AZO e 50 ug L! do ACE,
BIF, CAR, CLO, IMI e TEB. A segunda concentragio de 80 ug L' de AZO e 200 pg L do
ACE, BIF, CAR, CLO, IMI e TEB. Os desvios padrao relativos (DPR, %) foram calculados

para determinar a precisao.

5.9 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Amostras ambientais de dguas superficiais foram coletadas em dois lagos e um riacho.
O Lago Schmidt ¢ localizado na cidade Apucarana, na regido norte do Parana - BR
(coordenadas: 23°32'12.2"S 51°25'39.9"W), a coleta foi realizada dia 27/11/2021. O Lago
Igapd localizado na cidade de Londrina, também na regido norte do Parand - BR
(coordenadas: 23°19'15.2"S 51°10'54.9"W) no qual a coleta foi realizada em 19/01/2022. O
riacho Sol e Ouro localizado na cidade de Medianeira, regido oeste do Parana - BR
(coordenadas: 25°20'37.7"S 54°05'47.1"W) em que a coleta foi realizada em 27/12/2021.
Todas as amostras foram recolhidas em frascos ambar e ajustadas a pH 2,0 pela adicdo de
acido sulfurico concentrado e mantidas sob refrigeracao durante o deslocamento. Em seguida,
as amostras foram filtradas em membrana de Nylon® de 0,45 um (GVS Filter Technology,
Morecambe, Reino Unido) para remover particulas em suspensdo e armazenadas no
refrigerador sob protecdo de luz até a andlise.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 40 mL da amostra, com o pH ajustado com a
adicao do tampao e do sal nas condi¢des Otimas e, em seguida, foi adicionado 1-decanol e o
THF. O tubo foi agitado em vortex e centrifugado. A fase rica foi separada da fase aquosa e
levada para andlise no HPLC-DAD. Os experimentos de adi¢do e recuperagdo foram
realizados em trés niveis, a fim de verificar a exatiddo e possiveis efeitos de matriz do

método.

5.10 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS

A aplicagdo do método de microextracao supramolecular em amostras alimenticias foi
baseada no procedimento descrito por (ALOthman et al., 2020 e (Caballero-Casero et al.,
2018 e (Lara et al., 2020 e (Lopez-Jiménez et al., 2010) com pequenas alteragdes. Diferentes

tipos de farinhas de cereais, trigo, aveia e arroz, foram adquiridos em mercados locais de
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Londrina - PR e armazenados conforme recomendagdo da embalagem até a analise. Para cada
amostra, 6,0 g de farinha foram adicionados a 300 mL de 4gua tamponada com tampao BR e
NaCl e deixados em overnight. Apoés o periodo de descanso, a amostra foi filtrada e o
sobrenadante foi evaporado lentamente a 60 °C em chapa de aquecimento até obter-se 40 mL
de volume e o procedimento de microextragao foi realizado, com a adi¢ao de 1-decanol e
THF. Em seguida o tubo foi agitado e centrifugado. Com a separacdo de fases, a fase rica foi
coletada e injetada em HPLC-DAD. Experimentos de adi¢do e recuperagao foram realizados
em triplicata, seguindo o mesmo procedimento acima descrito, com a adicdo do LMR
permitido para cada pesticida segundo a Anvisa (Quadro 2) e com a adi¢do de 200,0 ug L', a

fim de verificar a exatiddo e possiveis efeitos de matriz do método.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PROCEDIMENTO DE MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR

Para verificar qual seria o comportamento dos analitos ap6s o procedimento de
extracdo por solvente supramolecular e avaliar o ganho de sinal obtido com essa etapa de pré-
concentracgdo, realizou-se a injecao da fase rica obtida (1-decanol e os pesticidas extraidos)
com um experimento usando 10,0 mL de uma solucdo com sete pesticidas 1000,0 pg L' em
pH 4,0 tamponado com BR 0,01 mol L', 100,0 pL de 1-decanol, 400,0 uL de THF e 60 s de
vortice. A area de cada analito ¢ comparada visualmente com a drea obtida com a injecdao da
solucdo com os sete pesticidas na concentracdo de 1000,0 ug L™! em pH 4,0 tamponado com
BR 0,01 mol L usada no procedimento. Observa-se para todos os pesticidas, o aumento na
intensidade de sinal.

Na Figura 5 sdo apresentados os cromatogramas obtidos nos testes iniciais de

microextragao supramolecular com os pesticidas.

Figura 5 - Cromatogramas da inje¢do da fase rica do experimento com 10,0 mL da solugao de
sete pesticidas na concentracdo de 1000,0 pg L' em pH 4,0, tampdo BR 0,01 mol L', 100,0
puL de 1-decanol, 400,0 uL de THF e 60 s de vortice e injecdo direta da solugdo com sete
pesticidas na concentra¢io de 1000,0 ug L™! em pH 4, tampdo BR 0,01 mol L. Comprimento
de onda dos cromatogramas: A = 220 nm

Fonte: Autoria propria.
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Verificou-se a necessidade de um ajuste nas concentragdes para melhorar a eficiéncia
de pré-concentragdo de alguns analitos, como IMI, ACE, CAR e TEB que poderiam estar com
a pré-concentracao suprimida em razao da alta pré-concentracdo dos analitos com maior
afinidade pelo extrator 1-decanol, como ¢ o caso da AZO (sinal analitico cortado para facilitar
a visualizagdo dos outros analitos), CLO e BIF.

Desse modo, realizou-se a injecdo da fase rica obtida em um experimento com 10,0
mL da solugdo de pesticidas, sendo AZO na concentracdo 200 ug L' e os outros seis
pesticidas na concentragdo de 500 ug L', pH 4,0, tampao BR 0,01 mol L™, 100,0 uL de 1-
decanol, 400,0 L de THF e 60 s de vortice (Figura 6). Nota-se uma visivel melhora na pré-
concentragdo dos pesticidas com o aumento do sinal analitico obtido para o IMI, ACE, CAR e

TEB.

Figura 6 — Cromatograma da injecdo da fase rica do experimento com 10,0 mL da solucdo de
pesticida com a AZO 200 pg L' e os outros seis pesticidas 500 pg L' e pH 4,0, tampdo BR
0,01 mol L', 100,0 pL de 1-decanol, 400,0 uL de THF e 60 s de vortice. Comprimento de
onda do cromatograma: A = 220 nm

Fonte: Autoria propria.

Dessa forma, optou-se em realizar os experimentos com a concentragdo da AZO em

200,0 ug L', e os demais analitos em 500,0 pg L.
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6.2 OTIMIZACAO DO METODO SUPRAMOLECULAR

6.2.1 Planejamento fatorial para triagem das variaveis

O método de extragio foi otimizado empregando um planejamento fatorial 2°. Para a
otimizagdo das respostas obtidas, as areas cromatograficas (Tabela 3) foram convertidas em
desejabilidade individual (d;), empregando-se a Equagdo 1. Com a desejabilidade individual
de cada pesticida em cada experimento, a desejabilidade global (Dg) do experimento foi
calculada, empregando-se a Equagdo 2. Os valores de di e consequentemente, Dy, variam de 0
a 1, sendo 0 € uma resposta indesejada e, 1 uma resposta desejada, assim, apenas um valor de
desejabilidade pode fornecer uma visdo geral de todos os analitos e variaveis consideradas.
Esses valores sao apresentados na Tabela 4.

Com os resultados obtidos ¢ com a inten¢do de avaliar a influéncia dos fatores
estudados sobre o sistema, construiu-se um diagrama de Pareto, a partir da desejabilidade

global de cada experimento, apresentado na Figura 7.
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Tabela 3 - Planejamento fatorial 2°, com as variaveis decodificadas, codificadas (entre parénteses) e respostas obtidas (4rea para cada pesticida)
em duplicata

Experimento pH DEC (uL) THF (uL)NaCl (%m/v)VOR (s) ACE AZO BIF CAR CLO IMI TEB
. 2,0 100,0  300,0 0,0 30 343334 5209078 3105253 37264 1798160 73922 2620027
- D (-1 (-1 -1) 339372 5008380 3138932 39240 1698896 74309 2413343

s 6,0 100,0 300, 0,0 30 366439 5396423 1967548 1771418 1687564 81027 2590870
D D (-1) (-1 (-1) 363457 5498180 2066770 1713378 1533530 76754 2630847

3 2,0 2000  300,0 0,0 30 297394 3157512 1413235 39564 918268 70818 1376696
-H @D (-1 -D 1) 312028 3170397 1526595 39476 919002 73317 1442229

s 6,0 200,0 3000 0,0 30 273368 3437732 677602 1464902 1058032 73960 1420138
O @D (-1 (-1 1) 270636 3451987 691713 1589567 1088259 75752 1651949

s 2,0 100,0  600,0 0,0 30 297810 4949394 3286799 83600 1894416 84460 2319784
ORI (1) -1 (1) 308924 4945788 3218945 99907 1964170 92537 2477876

¢ 6,0 100,0  600,0 0,0 30 361523 6007350 1159337 1985489 1770247 103865 3084488
O E)) (1) (-1) (-1) 379310 6046632 1121608 2048631 1836330 95943 2854820

, 2,0 200,0  600,0 0,0 30 358095 2755859 1258269 64946 638596 70663 1218546
(CONENCY (D -1 (-1) 346686 2708763 1163151 68975 631014 71955 1184156

o 6,0 2000  600,0 0,0 30 270895 3267507 1246973 1484920 1213321 73977 1636663
OO QY (D (-1 (1) 242083 3167129 1226906 1488022 1176699 79802 1373788

o 2,0 1000 300,0 5,0 30 408125 5985770 3557465 54620 1756618 111604 2563295
- D (-1 () -1) 440597 6112933 3162574 52647 1843410 92735 2616250

10 6,0 100,0 3000 5,0 30 195811 1967945 1098632 790984 582228 53089 750653
OO RENCY (-1 (1) 1) 201041 2086877 990594 778744 609757 53224 786502

" 2,0 2000  300,0 5,0 30 402625 3739396 1783178 57076 1015730 87389 1586532
D @ -1 (1) (-1) 415831 3676864 1636797 65514 1018863 99635 1608585

I 6,0 200,0  300,0 5,0 30 632515 3383967 2488817 1866155 923241 122824 1394339
o @D -1 (1) 1) 602069 3636442 2846020 2001343 926515 110012 1494743

" 2,0 100,0  600,0 5,0 30 414572 6631561 3889252 47475 1889020 134375 2658749
- D (1) (1) (-1) 399961 6357191 3835323 54323 2049335 127777 2656510
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2672224
2753508
5093355
5136822
5457554
5540829
1754888
1934333
2984705
3203082
3994691
3423645
6492489
6720852
3731996
3825025

5721885
5721613
2032279
2088004
2375724
2577111
1047172
1117705
1992816
1919902
3776330
3087724
1242287
1129746
4623685
4848379
4195716
4532007
1224837
1225214
1576350
1529236
4200388
4010721
6351438
6389909
3861265
3620738

2349962
2472424
46635
52543
1907541
1962763
64461
67087
1873807
1769134
54303
56237
1403046
1552176
74796
76906
1842657
1877553
87996
89202
1467019
1372486
63271
68860
2138764
2483224
58039
54035

1763607
1529662
998875
1036124
872232
969088
450296
459272
2003453
1963849
872762
875521
893203
965141
1771153
1769771
1819440
1937128
674708
718992
874702
877440
1311496
1270673
1938585
2204026
910780
893077

111894
109876
100158
112038
99244
105819
44544
43994
79700
78403
64339
60810
73697
83411
76615
74213
78463
74267
48095
46390
77827
81861
56457
65025
88087
95208
98455
88121

2594291
2620432
1443903
1461730
1522610
1516980

801486

792458
2733087
2947735
1340252
1249539
1626223
1667120
2081732
2070371
2700486
2549605

866408

923823
1432428
1549815
1505721
1555946
2393875
2104304
1436516
1558602
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28

29

30

31

32

6,0
(1)
2,0
-1
6,0
(1)
2,0
-1
6,0
(1)

200,0
(D
100,0
-1
100,0
-1
200,0
(D
200,0
)

300,0
-1)
600,0
(D
600,0
(D
600,0
()
600,0
)

5.0
(1)
5.0
(1)
5,0
(1)
5,0
(1)
5,0
(1)

120
(1)
120
(1)
120
(D)
120
(D)
120
(D)

434685
421517
470385
497695
561475
565229
329597
321247
540890
549465

3752365
3717329
2773625
2716356
6001630
6368657
3196620
3204319
3243759
3445494

4186315
4150168
3249755
3470771
5745198
5299465
4049720
4493543

423376

445728

1987935
1854122
77144
83759
2732439
2575128
64821
65298
1818282
1852859

1017776
909108
811375
753504

1627647

1659497
956963
921794
871624
937171

90891

94392
110734

93376
140073
120387
101031
105679
132435
133596

1535820
1520304
1088604
1097019
2628584
2668941
1291976
1344017
1331395
1309791
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Tabela 4 - Desejabilidade individuais (di) e desejabilidade global (Dg) dos experimentos em
duplicata

Experimento di ACE diAZO diBIF diCAR diCLO diIMI diTEB Dg

0,3859 0,7148 0,4524 0,0000 0,8678 0,3075 0,8010 0,0000

1 0,4010 0,6767 0,4531 0,0000 0,7105 0,3383 0,7527 0,0000
5 0,4349 0,7523 0,2605 0,6434 0,7966 0,3819 0,7885 0,5386
0,4559 0,7692 0,2727 0,6602 0,6157 0,3656 0,8534 0,5324
3 0,2883 0,3034 0,1670 0,0009 0,3013 0,2750 0,2682 0,1157
0,3386 0,3297 0,1818 0,0001 0,2635 0,3273 0,3034 0,0904
4 0,2373  0,3596 10,0429 0,5297 0,3913 0,3079 0,2869 0,2534
0,2442 0,3828 0,0414 0,6114 0,3605 0,3544 0,4004 0,2757
5 0,2892 0,6627 0,4830 0,0172 0,9298 0,4178 0,6723 0,3288
0,3316 0,6649 0,4665 0,0239 0,8625 0,5418 0,7826 0,3672
6 0,4245 0,8748 0,1241 0,7229 0,8499 0,6210 1,0000 0,5615
0,4921 0,8727 0,1137 0,7924 0,7893 0,5798 0,9570 0,5585
- 0,4172 0,2229 0,1408 0,0103 0,1212 0,2734 0,2005 0,1367
0,4177 0,2425 0,1207 0,0117 0,0984 0,3121 0,1840 0,1348
3 0,2320 0,3255 0,1389 0,5371 0,4913 0,3081 0,3796 0,3173
0,1791 0,3290 0,1314 0,5713 04112 0,3996 0,2717 0,2957
9 0,5235 0,8705 0,5287 0,0064 0,8411 0,7020 0,7767 0,3551
0,6318 0,8852 0,4571 0,0053 0,7933 0,5440 0,8466 0,3370
10 0,0726  0,0649 0,1139 0,2797 0,0849 0,0894 0,0000 0,0000
0,0856 0,1251 0,0917 0,2916 0,0862 0,1030 0,0000 0,0000
1 0,5118 0,4201 0,2294 0,0074 0,3641 0,4485 0,3582 0,2149
0,5753 0,4253 0,2004 0,0104 0,3207 0,6210 0,3804 0,2341
12 1,0000 0,3488 0,3484 0,6786 0,3045 0,8194 0,2758 0,4777
1,0000 0,4177 0,4038 0,7737 0,2678 0,7368 0,3277 0,5055
13 0,5372 1,0000 0,5847 0,0038 0,9263 0,9404 0,8176 0,3640
0,5391 09313 0,5702 0,0059 09113 0,9351 0,8653 0,3851
14 0,4451 0,8912 0,8938 0,8581 0,8456 0,7050 0,7900 0,7576
0,4192 0,8632 0,8876 0,9595 0,6135 0,7353 0,8486 0,7369
15 0,3470 0,3447 0,2714 0,0035 0,3532 0,5822 0,2970 0,1831
0,4606 0,4055 0,2763 0,0052 0,3306 0,7594 0,3124 0,2150
16 0,5145 03710 10,3293 0,6939 0,2717 0,5726 0,3308 0,4184
0,5429 0,3777 0,3586 0,7585 10,2922 0,6900 0,3380 0,4511
17 0,0000 0,0000 0,1052 0,0101 0,0000 0,0000 0,0218 0,0000
0,0000 0,0000 0,1130 0,0110 0,0000 0,0000 0,0028 0,0000
18 0,3918 0,7669 0,2647 0,6814 1,0000 0,3680 0,8494 0,5585
0,4200 0,8522 10,2480 0,6822 0,8623 0,3840 11,0000 0,5721
19 0,3158 0,2746 0,5656 0,0063 0,2720 0,2072 0,2526 0,1718
0,3183 10,3145 0,4445 0,0067 0,2386 0,1877 0,2142 0,1615
20 0,3544 0,2061 0,1381 0,5068 0,2852 0,3052 0,3752 0,2887
0,3848 0,2510 0,1151 0,5966 0,2899 0,4399 0,4075 0,3201
11 0,5191 0,6916 0,7085 0,0139 0,8504 0,3357 0,5703 0,3446

0,5481 0,7009 0,7407 0,0149 0,7511 0,3373 0,5940 0,3494
22 0,4810 10,7646 0,6364 0,6699 0,8815 0,3551 0,8355 0,6336
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

0,5381
0,0158
0,0490
0,1393
0,1450
0,4537
0,3453
0,4990
0,5476
0,5272
0,5929
0,5799
0,5883
0,6557
0,7620
0,8491
0,9160
0,3567
0,3597
0,8054
0,8800

0,7772
0,0222
0,0963
0,2688
0,3358
0,4713
0,3775
0,9721
1,0000
0,4186
0,4533
0,4227
0,4329
0,2265
0,2439
0,8737
0,9335
0,3113
0,3361
0,3207
0,3816

0,6874
0,1352
0,1311
0,1945
0,1823
0,6371
0,5997
1,0000
1,0000
0,5799
0,5341
0,6348
0,6232
0,4768
0,5089
0,8977
0,8166
0,6117
0,6810
0,0000
0,0000

0,7249
0,0188
0,0197
0,5305
0,5258
0,0096
0,0117
0,7797
0,9638
0,0077
0,0058
0,7238
0,7157
0,0148
0,0176
1,0000
1,0000
0,0102
0,0103
0,6608
0,7152

0,8470
0,1445
0,1489
0,2733
0,2397
0,5545
0,4651
0,9582
1,0000
0,2965
0,2486
0,3654
0,2578
0,2325
0,1686
0,7580
0,6879
0,3262
0,2651
0,2713
0,2739

0,3379
0,0372
0,0267
0,3484
0,4226
0,1247
0,2347
0,4558
0,5716
0,5643
0,4925
0,4852
0,5625
0,6929
0,5511
1,0000
0,8526
0,5913
0,6884
0,9200
1,0000

0,8158
0,0496
0,0635
0,2921
0,3532
0,3235
0,3560
0,7041
0,6097
0,2939
0,3572
0,3364
0,3395
0,1448
0,1437
0,8047
0,8710
0,2319
0,2580
0,2488
0,2421

0,6493
0,0422
0,0608
0,2710
0,2886
0,2252
0,2314
0,7354
0,7852
0,2419
0,2324
0,4893
0,4767
0,2194
0,2163
0,8792
0,8631
0,2270
0,2352
0,0000
0,0000

Figura 7 - Diagrama de Pareto obtido a partir das desejabilidades globais dos experimentos
para os sete analitos simultaneamente
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Com o diagrama de Pareto apresentado na Figura 7, € possivel avaliar todas as
variaveis e suas interagdes. O comprimento da barra ¢ proporcional ao valor absoluto do
efeito principal estimado, enquanto a linha de referéncia vertical (tracejado vermelho)
correspondente ao intervalo de confianca (95%). Todos os efeitos que ultrapassam essa linha
de referéncia sdo considerados significativos (Stalikas et al., 2009). Observa-se que as
variaveis pH, DEC (I-decanol) e as interagdes DECxTHF, pHxDEC, THFxVOR e NaCl
foram significativas no processo de extracao.

No diagrama de Pareto, um valor positivo para o efeito estimado indica um aumento
na resposta se a varidvel aumentar para seu nivel superior € um valor negativo indica que uma
melhor resposta é obtida em niveis inferiores da variavel. Para as interagdes, um valor
positivo indica que a resposta aumentara se ambas as variaveis mudarem para o mesmo nivel,
inferior ou superior. Um valor negativo indica um aumento na resposta se as variaveis mudam
em dire¢des opostas (uma varidvel aumenta para um nivel alto e a outra diminui para um nivel
baixo) (Martendal et al., 2007).

De acordo com o diagrama, a eficiéncia de pré-concentragao ¢ maior quando o valor
de pH estd em seu nivel superior (pH 6,0), significAncia com efeito positivo (7,06), mostrando
que o pH influéncia na formag¢ao do solvente supramolecular.

O pH ¢ uma das variaveis apontadas como mudanca que pode favorecer a pré-
concentracdo dos analitos, devido ao fato que a maior interacdo dos pesticidas acontece na
forma molecular neutra por ligacdes de hidrogénio com os agregados micelares, resultando
numa maior quantidade extraida. Segundo as propriedades dos pesticidas mostradas no
Quadro 4, seis dos sete pesticidas nao apresentam dissociagdo com a mudanga de pH, dessa
forma, era esperado que a mudanga no pH ndo exercesse influéncia na extracdo desses
pesticidas.

Somente o carbendazim sofre reagdes de protonagdo-desprotonacdo em solugdo
aquosa, formando espécies catidnicas ou anionicas, dependentes fortemente do pH do meio
(as diferentes espécies de carbendazim em fun¢do do pH podem ser vistas no Apéndice A).
Quando o pH esta abaixo da primeira constante de equilibrio (pKa1 = 4,20) as moléculas de
CAR apresentam-se em sua maioria como cations, em um valor de pH acima da segunda
constante de equilibrio (pKa2 = 9,60) a forma dominante € anidnica e entre as duas constantes

a forma molecularmente neutra € dominante.
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A variacdo de pH pode ser um fator importante para esse pesticida, conforme
demostrado em estudo anterior do grupo (Scheel; Tarley, 2020), que mostrou que o pH 7,0,
em sua forma neutra, era a melhor condi¢do para a extragao desse pesticida.

Dessa forma, o efeito positivo do pH sobre o sistema de microextragdo ¢ impulsionado
pelo CAR, que em pH 6,0 encontra-se em sua forma neutra e interage mais com os agregados
micelares por ligagdes de hidrogénio, resultando em uma maior quantidade extraida, fato que
¢ possivel ser verificado na Tabela 3, comparando os valores de area obtidos nos
experimentos em que apenas o valor de pH ¢ alterado e as demais condigdes sdo iguais (Exp 1
e 2, Exp 3 e 4, por exemplo).

Para os demais pesticidas, uma analise critica aos resultados mostra que os maiores
valores de 4rea sdo obtidos na maioria com o pH ajustado em 2,0, enquanto os menores
valores, na sua maioria sdo obtidos com o pH ajustado em 6,0, dependendo da combinagao
com outras variaveis. Esse dado evidencia a importancia da otimizacdo multirespostas para
pré-concentrar simultaneamente pesticidas com caracteristicas quimicas muito diferentes
entre si.

Os efeitos DEC, DECxTHF, pHxDEC, THFxVOR tiveram significancia negativas,
apontando que o processo de pré-concentracdo ¢ favorecido quando essas variaveis estdo em
seus niveis inferiores.

Avaliando-se somente o volume de 1-decanol, o segundo efeito mais importante,
observa-se no grafico de Pareto e na Tabela 3 que maiores valores de area cromatografica sao
obtidos quando o 1-decanol ¢ adicionado no seu nivel inferior (100,0 uL), significancia com
efeito negativo (-4,60), esse comportamento pode ser atribuido ao fato que maiores volumes
provocam dilui¢cdes na concentragdo dos analitos, diminuindo as intensidades das areas de
pico.

O solvente extrator desempenha papel fundamental na eficiéncia do procedimento.
Volumes pequenos de 1-decanol podem ndo ser eficientes no processo de agregacao das
moléculas, ao passo que volumes maiores de extrator provocam a diluicao da concentragdo do
analito, diminuindo a intensidade da area do pico. A afinidade do analito com alcanol ¢
medida pelo coeficiente de particdo, Log Kow (octanol/water coeficient) que ¢ determinado
pela relagcdo entre a quantidade relativa de pesticida que se dissolve em octanol e aquela que
se dissolve em agua (Quadro 4). Pesticidas com baixo Kow sdo soluveis em agua enquanto
aqueles com alto Kow sdo soliiveis em solventes organicos e tendem a mover-se para a fase

organica (Gonzélez-Rubio et al., 2022).
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Ainda, o 1-decanol ndo sofre dissocia¢do na faixa de pH (pKa. ~15), mantendo sua
estrutura mesmo com mudangas de pH e, dessa forma, ndo causa limitagdo na formacgao
supramolecular & base de alcanois, diferentemente de outros métodos de microextracao
supramolecular a base de acidos carboxilicos e vesiculares. Outra vantagem dos solventes
supramoleculares induzidos por 4gua e compostos por n-alcanois em meio THF/ d4gua adotam
um formato de micela reversa. Em contraste com as micelas normais, nas quais as interagdes
polares ocorrem principalmente com moléculas de dgua da solugdo, micelas reversas podem
solubilizar analitos com base em interagdes hidrofobicas nas caudas de hidrocarbonetos, bem
como em seus grupos polares de alcool (preservando de interagdes com 4gua apos auto-
montagem) por ligacdes de hidrogénio (Oliveira, F. M. De et al., 2020).

Quando o 1-decanol ¢ avaliado em sua interacdo com o THF, novamente tem-se uma
significancia com efeito negativo (-4,04), reforcando que volumes nos niveis superiores de 1-
decanol (200,0 uL) e THF (600,0 uL) podem diluir os analitos.

O THF ¢ o agente dispersor responsavel por dispersar as moléculas de 1-decanol na
solugdo de pesticidas e promover a automontagem micelar, assim, a quantidade usada pode
interferir na eficiéncia da microextragdo supramolecular. E necessario determinar a proporgao
adequada de THF/ dgua em microextragdes supramoleculares a base de alcanol. Em uma
baixa relacdo THF/ 4gua, o processo de coacervagdo ndao ¢ completo devido a falta de
solvente dispersante. Em alta razao THF/ agua, a solubilidade da fase coacervado em agua
aumentard, causando uma diminui¢do da eficiéncia de extragdo. Além do THF, etanol e
acetona sdao frequentemente utilizados como agentes dispersantes em sistemas de
microextragdo supramoleculares (Ballesteros-Gémez et al., 2009).

O efeito salting-out ¢ promovido pela presenca de sais, mais comumente o NaCl, ou
outros sais eletroliticos fortes. A concentragdo de NaCl apresentou significancia com efeito
positivo (2,16), provocando o efeito “salting out”’, diminuindo a solubilidade do analito em
uma fase aquosa e aumentando a transferéncia de massa em direcdo a fase organica
(Elencovan et al., 2022). A auséncia de NaCl resulta em agregados ineficientes e
consequentemente, diminui a eficiéncia de extragdo, do mesmo modo que quantidades
elevadas de NaCl podem restringir o movimento dos analitos da solugdo para a fase
supramolecular devido ao aumento das intera¢des entre os analitos € o sal na solu¢do, como
relatado por Deng e colaboradores (Deng et al., 2019). Observa-se na Tabela 3 que os
experimentos em que a maior area de cada pesticida foi obtida em sua maioria na presenca

NacCl (5,0% m/v).
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O tempo de agitagdo em voOrtex acelera a formagdo espontdnea do solvente
supramolecular na solucdo e promove a formagdo de goticulas finas do solvente de extragdo, o
que leva a um aumento no limite da interface entre o extrator e os pesticidas. Por esse motivo,
¢ necessario um tempo de extracao suficiente para garantir a interacao ideal entre o analito e o
solvente para intensificar a eficiéncia da extragdo (Zhao et al., 2019). O tempo de agitacdo em
vortex ndo apresentou efeito significativo isoladamente e apenas uma interacdo apresentou
significancia com efeito negativo, com o THF (-2,18), inferindo-se que 30 s de agitacao
vigorosa sao suficientes para a promover a formacao espontanea do solvente supramolecular

na solugdo e a formagao de goticulas finas do solvente de extragao.

6.2.2 Otimizagao final usando design de Doehlert

Para obter as melhores condi¢des da microextragao supramolecular dos sete pesticidas,
considerando os resultados obtidos no diagrama de Pareto, as varidveis pH, DEC e THF
foram otimizadas com o emprego de uma matriz de Doehlert, fixando em 5,0% NaCl (m/v) e
30 s de vortex e pH ajustado com tampao BR 0,01 mol L™, utilizando como resposta, a 4rea
do pico de cada pesticida, convertida em desejabilidade individual e, posteriormente,
desejabilidade global (Equagdes 1 e 2). As varidveis, respostas obtidas (area dos pesticidas),
desejabilidades individuais e global sdo apresentados na Tabela 5. Novamente, foi escolhida a
superficie de desejabilidade global em vez das superficies de resposta independentes para
cada analito, uma vez que pode fornecer uma visdo geral de todos os analitos e variaveis

considerados.
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Tabela 5 — Matriz de Doehlert para otimizagdo das varidveis pH, 1-decanol e THF (variaveis decodificadas e codificadas) e respostas obtidas
(4rea para cada pesticida) e a desejabilidade calculada com triplicata no ponto central

Experimento DEC (uL) pH THF (nL) ACE AZO BIF CAR CLO IMI TEB Dg

125,0 6,0 500,0 352777 4933276 2284947 2035992 1200529 103804 1891170

! (0) (0) (0) 0,4695 0,6497 0,3332 0,8731 0,6385 0,2739 0,3537 04754
125,0 6,0 500,0 355037 4945657 2457083 2051378 1238893 105086 1883701

! (0) (0) 0) 0,4940 0,6549 0,3883  0,8803  0,6605 0,2928 0,3456 0.4901
125,0 6,0 500,0 357742 4317462 2299302 2152717 1288877 105802 1823492

! (0) (0) (0) 0,5233  0,3907 0,3378 0,9281 0,6893 0,3033 0,2807 0.4304

5 175,0 6,0 500,0 313655 3760380 2500424 2097186 1127027 100936 1577247 01773
(1,0) (0) (0) 0,0457 0,1565  0,4022  0,9019  0,5963 0,2317 0,0153
150,0 9,0 500,0 315833 3963230 1661249 200467 926695 99614 1715950

. (0,5) (0,866) (0) 0,0693 0,2418  0,1337 0,0086 0,4812 0,2122 0,1648 01182
150,0 7,0 800,0 401753 3427608 2810846 1901837 1018877 112158 1617921

‘ (0,5) (0,289)  (0,817) 1,0000 0,0166  0,5015  0,8099  0,5342 0,3969 0,0592 0.2619
75,0 6,0 500,0 343702 4265912 1335291 2063626 1829804 101932 1740016

. (-1,0) (0) (0) 0,3712  0,3691  0,0294  0,8861 1,0000 0,2464 0,1908 0.2858
100,0 3,0 500,0 334555 5181599 3590850 182281 1138899 85199 2172220

° (-0,5) (-0,866) (0) 0,2721 0,7541  0,7511  0,0000  0,6031 0,0000 0,6566 0-0000

. 100,0 5,0 200,0 356055 5766457 4006903 2006009 1477707 88522 1676432 0,4064
(-0,5) (-0,289)  (-0,817)  0,5050 1,0000 0,8842  0,8590  0,7977 0,0489 0,1222
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10

11

12

13

150,0
(0,5)
150,0
(0,5)
100,0
(-0,5)
125,0
(0)
100,0
(-0,5)
125,0
(0)

3,0
(-0,866)
5,0
(-0,289)
9,0
(0,866)
8,0
(0,577)
7,0
(0,289)
4,0
(-0,577)

500,0
0)
200,0
(-0,817)
500,0
(0)
200,0
(-0,817)
800,0
(0,817)
800,0
(0,817)

309432
0,0000
381064
0,7759
329334
0,2156
356831
0,5134
312063
0,0285
321224
0,1277

3388132
0,0000
4052832
0,2795
3391479
0,0014
5000577
0,6780
4079899
0,2909
4044942
0,2762

1243438
0,0000
1790354
0,1750
4368841
1,0000
2220745
0,3127
2345836
0,3527
2079921
0,2676

219249
0,0174
1759645
0,7429
1412590
0,5795
1265139
0,5100
2001445
0,8568
1168160
0,4643

89045
0,0000
999724
0,5232

1446082
0,7796
1425649
0,7678
1083515
0,5713
1009670
0,5289

99749
0,2142
88904
0,0546
85230
0,0005
88262
0,0451
153118
1,0000
120239
0,5159

1563010
0,0000
1731524
0,1816
2490897
1,0000
2139496
0,6213
2056527
0,5319
1839746
0,2982

0,0000

0,2832

0,0935

0,3823

0,3585

0,3217

78



A relagdo entre as variaveis independentes e a resposta foi calculada por uma equacgao
polinomial de segunda ordem, que descreve o modelo, apresentada abaixo (os valores

marcados com * sdo considerados significativos).

Dy = 0,47391¢0131 — 0, 104500226 DEC* — 0,4818,¢ 0417 DEC** 40,0859 0197DH"*
—0,721640,0132PH* — 0,043240,0186 THF — 0,0359, 9263 THF?
+ 0,0247 40,0456 DECxpH + 0,0183 1 9451 DECXTHF
—0,169140,0417PHXTHF

Para encontrar os efeitos e interagdes mais importantes, a analise de variancia
(ANOVA) foi realizada. A ANOVA, apresentada na Tabela 6, apresentou bons coeficientes
de determinacdo (R?= 0,9732 e RZ%justado= 0,9244) para o modelo, revelando que os dados
experimentais tinham um bom ajuste para as equagdes polinomiais de segunda ordem e que
existe uma boa correlagdo entre os resultados experimentais observados e os valores

previstos, demonstrando que o modelo estd bem ajustado.

Tabela 6 — Tabela de ANOVA para o modelo gerado pela Matriz de Doehlert

Soma dos  Graus de Média dos — Nivel de
ANOVA Quadrados Liberdade Quadrados Teste p?obabilidade
DEC (L)* 0,010925 1 0,010925 20,9370 0,044592
DEC (Q)* 0,069651 1 0,069651 133,4812 0,007409
pH (L)* 0,009844 1 0,009844 18,8646 0,049135
pH (Q)* 0,277724 1 0,277724 532,2375 0,001874
THF (L) 0,002806 1 0,002806 5,3769 0,146253
THF (Q) 0,000969 1 0,000969 1,8563 0,306196
DECxpH 0,000153 1 0,000153 0,2929 0,642587
DECxTHF 0,000076 1 0,000076 0,1451 0,739910
pHxTHF 0,008581 1 0,008581 16,4455 0,055769
Falta de Ajuste  0,009113 3 0,003038 5,8213 0,150101
Erro puro 0,001044 2 0,000522
Total 0,376483 14

L: linear; Q: Quadratico.

A significancia estatistica dos termos lineares e quadraticos do modelo quadratico foi
verificada avaliando os valores do nivel de probabilidade, para isso, eles devem ser menores

que o nivel critico de probabilidade (p < 0,05) usando intervalo de confianca de 95% (Tarley;
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Kubota, 2005). Valores p < 0,05 foram obtidos para as varidveis volume de 1-decanol e pH
(assinaladas com * na Tabela 6), o que implica que essas variaveis foram significativas, o que
¢ confirmado com as superficies de resposta (Figuras 8 a 10).

Ainda, o ajuste do modelo a esses valores experimentais foi verificado de acordo com
o teste F. Este teste estabelece que quando a razdo entre a média dos quadrados para falta de
ajuste e erro puro ¢ menor que os valores tabelados da distribui¢do F, a falta de ajuste nado ¢
significativa, sendo a razdo MQfulta de ajuste/MQerro puro (igual a 5,82) inferior ao F3 critico a
95% de confianca (F3,= 19,16) e o modelo ndo apresentou falta de ajuste (Tarley; Kubota,

2005).

Figura 8 — Superficies de resposta obtidas a partir do modelo de Doehlert para pH x DEC

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 — Superficies de resposta obtidas a partir do modelo de Doehlert para THF x DEC

i) [_".‘

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 — Superficies de resposta obtidas a partir do modelo de Doehlert para THF x pH

Fonte: Autoria propria.
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As superficies de resposta mostram que o ponto maximo de extragcdo estd localizado
dentro da regido experimental. Para as Figuras 9 e 10, existe um platd em relagao a variavel
THF, indicando que a varia¢do de seus niveis ndo afeta o sistema estudado (Bezerra et al.,
2008).

O grafico dos residuos versus as respostas experimentais (Figura 11) mostra que a
distribuicdo dos residuos em ambos os lados da linha zero indica que nao existe erro
sistematico no desenvolvimento do modelo. O grafico de respostas previstas versus sua
resposta de extragdo experimental (Figura 12) aponta uma boa concordancia entre a resposta
prevista ¢ a resposta experimental, indicando que o modelo foi bem-sucedido (Peyrovi;

Hadjmohammadi, 2015).

Figura 11 — Grafico dos valores observados versus residuos
0.06

0.05
0.04 ® PY
0.03
0.02 e ® o0 *
0.01
0.00 e ®

Residuos

0.01
-0.02 L @
-0.03
-0.04 ®

-0.05

-0.06 ' : : - -
0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 — Gréafico dos valores observados versus valores preditos
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o
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03¢
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Fonte: Autoria propria.

Para o modelo quadratico obtido, calculou-se as coordenadas do ponto critico através
da primeira derivada da fun¢do matematica com os coeficientes de regressao do modelo que
descreve a superficie de resposta. Para isso, o THF foi fixado no valor do ponto central (500,0
uL) devido ao fato observado nas superficies de resposta e a fungdo foi igualada a zero, as
duas equagdes obtidas (em fungdo de pH e em funcdo de DEC) foram resolvidas por sistema

de equacdes.

—2,626004¢ 215738 + 0,02225 092327DEC — 0,000104¢ 00000 DEC?
+0,532080,032232PH — 0,04009.10,001738PH” — 0,000611.0,000286THF
— 0,00000-¢ 00000 THF? + 0,00008.. 900152 DECxpH
+ 0,0000040,000002PECXTHF — 0,00009 1 000023PHXTHF

Obteve-se os valores de ponto critico de DEC de 113,0 uL. e pH de 6,3. Como
resultado final do processo de otimizagdo multivariado, obteve-se além dos valores
destacados anteriormente, 500 pL. de THF, 5% NaCl (m/v) e 30 s de tempo de vortice.

A fim de investigar uma possivel influéncia de pH alcalinos, a analise de DLS foi
realizada com a fase de coacervados, observando-se na Figura 13 que o processo de

coalescéncia ¢ dificultado em pHs alcalinos em comparagdo com o pH 6timo. Esse resultado
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corrobora com os dados obtidos no processo de otimizagdo, em que pHs acidos nao

apresentaram os melhores valores de area cromatografica.

Figura 13 — Distribui¢cdes de tamanho de goticulas de coacervado em diferentes valores de
pH

Fonte: Autoria propria.

6.2.3 Influéncia do Tampao

Os resultados obtidos no planejamento fatorial e na matriz de Doehlert, mostraram que
o sinal analitico dos analitos ¢ afetado pela variagdo do pH, assim, o procedimento de
extracdo deve ser realizado em pH controlado de 6,3. Para facilitar o ajuste do pH, a solucao
foi tamponada em todos os experimentos com tampdo BR 0,01 mol L.

A influéncia do tipo de tampao no desempenho do procedimento de microextragdao
supramolecular foi estudada pelo uso de dois tipos de tampao. Para tanto, foi utilizada a
mesma concentracio (0,01 mol L") dos tampdes Britton-Robinson (tampdo BR) e fosfato no
procedimento de extracao. De acordo com os resultados obtidos, apresentados na Figura 14, o

tampao BR foi selecionado como o melhor para alcancar a maior eficécia.
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Figura 14 — Efeito do tipo de tampao na microextracao supramolecular dos pesticidas (n= 3).
Condigdes: 10,0 mL de solugdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,3, 5,0% de NaCl (m/v),
113,0 pL de I-decanol, 500,0 uLL de THF, 30 s de agitacdo em vortex ¢ 10 min de
centrifugacao

Fonte: Autoria propria.

Ainda, verificou-se qual a concentragdo do tampao adequada, com experimentos
realizados na faixa de 0,1 — 0,005 mol L™!. Observa-se na Figura 15 que a concentragio 0,01

mol L™! de tampdo BR com pH = 6,3 foi eficiente para atingir o sinal analitico maximo.
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Figura 15 - Efeito da concentracdo de tampao na microextragdo supramolecular dos
pesticidas (n= 3). Condi¢des: 10 mL de solucdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,3, 5,0%
de NaCl (m/v), 113,0 uL de 1-decanol, 500,0 uL. de THF, 30 s de agitacdo em vortex e 10
min de centrifugacao

Fonte: Autoria propria.

6.2.4 Avalia¢ao da Adi¢ao de Extrator e Dispersor

O mecanismo de formacao supramolecular consiste em duas etapas. Primeiro, micelas
reversas de 1-decanol sdo formadas em THF, em um processo que as moléculas de 1-decanol
sdo envolvidas por moléculas de THF formando uma bainha de solvata¢do. Na segunda etapa,
a adicdo de agua causa competicdo pelo THF que resulta na dessolvatacdo de micelas
reversas. Essa dessolvatacao facilita a interagdo micela-micela e resulta na formagdo de
agregados maiores que se separam na forma de coacervados (Ruiz et al., 2007).

A d4gua € considerada um “‘solvente pobre” na formacdo das micelas reversas, seu
papel ¢ desencadear a montagem dos agregados supramoleculares como uma mudanca
externa, formando uma nova fase altamente compactada com um arranjo de micela reversa.
Assim, a ordem de adicdo do extrator 1-decanol e do dispersor THF na dgua pode ser um
fator que influencie na extracdo dos pesticidas.

A formacao in situ do solvente supramolecular em uma amostra aquosa (10—-100 mL)
contendo tanto o anfifilico (0,1-2%) quanto os componentes/condigdes necessarios para a

coacervacdo ainda ¢ o formato mais popular para extracdes baseadas em solvente
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supramolecular. A titulo de comparagdo, verificou-se a possibilidade da sintese in situ ou
anterior ao procedimento de extracdo do solvente supramolecular influenciar na capacidade
de extracdo do método. Os dados obtidos sdo apresentados na Figura 16 e nota-se que nao
existe uma diferenca significativa nos valores de area obtidos, mostrando que ndo existe

influéncia na ordem de adi¢ao dos componentes do sistema de microextragao.

Figura 16 — Efeito do tipo de sintese do solvente supramolecular (n= 3). Condi¢des: 10,0 mL
de solugio dos pesticidas com pH ajustado em 6,3 tampdo BR 0,01 mol L™}, 5,0% de NaCl
(m/v), 113,0 uL de 1-decanol, 500,0 uL de THF, 30 s de agitacdo em vortex ¢ 10 min de
centrifugacao

Fonte: Autoria propria.

6.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

A eficiéncia do método de microextragdo supramolecular foi avaliada com o calculo
dos parametros de validagdo de métodos analiticos para os sete pesticidas: faixa dinamica de
trabalho, equacdo da reta, coeficiente de correlacao das curvas analiticas, limite de detecg¢ao
(LD), limite de quantificagdo (LQ) e precisdo intradia e interdia (Tabela 7).

Inicialmente, a curva analitica do método proposto foi obtida com um volume de pré-
concentracdo de 10,0 mL, na faixa linear apresentada na Tabela 7. Os valores de fator pré-
concentracdo (FP) calculados a partir da divisdo do coeficiente linear da curva analitica com

pré-concentragdo pela curva analitica sem pré-concentracdo para alguns pesticidas foram
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baixos e, estudou-se a possibilidade de usar as condi¢des otimizadas para um volume de pré-
concentracao maior, 40,0 mL de solugdo dos pesticidas.

Comparando os fatores de pré-concentragdo obtidos com 40,0 mL de solugdo,
observa-se um aumento expressivo para alguns dos pesticidas, o que pode ser uma grande
vantagem no processo de extracdo e pré-concentracdo em amostras reais com baixas
concentracdes. Esse comportamento pode ser associado com a hidrofilicidade e ao Log Kow
dos pesticidas, caracteristicas apresentadas no Quadro 4. Para os pesticidas com maior
afinidade pelo extrator 1-decanol, é possivel verificar que o aumento foi expressivo, como € o
caso da bifentrina e do tebuconazol, com aumentos do fator de pré-concentragao de 9 ¢ 4
vezes respectivamente. Destaca-se também o aumento do fator de pré-concentracdo do
clorpirifos e da azoxistrobina, com ganhos de sinal 3 vezes.

Considerando que a legislacdo brasileira estabelece limites maximos de alguns desses
analitos e as concentragdes encontradas em amostras segundo outros estudos sdo em niveis de
microgramas por quilo ou litro, essa mudanga no volume de pré-concentracdo para a melhoria
no fator de pré-concentracdo ¢ uma vantagem do ponto de vista da futura aplicagdo do
método analitico. As trés curvas analiticas sdo apresentadas em Apéndice B.

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram calculados para a curva utilizando 40,0
mL de volume de pré-concentragdo, conforme a orientagdo da IUPAC (Equagdes 3 e 4)
(Long, G. L.; Winefordner, 1983). Os valores obtidos como limite de quantificacdo sdo
menores que os valores estabelecidos como limites maximos pelas agéncias reguladoras
(ANVISA, Unido Europeia e USEPA — Quadro 2), o que permite inferir que o método
proposto ¢ aplicavel em amostras de 4gua e alimentos.

Com intuito de verificar o efeito do LQ teodrico na linearidade da curva analitica, os
valores foram submetidos ao processo de microextracdo supramolecular e os valores de area
obtidos foram adicionados com o primeiro ponto das curvas analiticas e usados como ponto
inicial da faixa dinamica de trabalho. Apos esse procedimento, as regressoes lineares obtidas
foram estatisticamente validadas por ANOV A unidimensional.

Para todas as curvas, no nivel de confianga de 95%, os valores da razdo entre as
médias quadraticas do modelo pelo residuo (f-valores*) (Tabela 7) foram muito maiores que
os valores tabelados (Apéndice C), indicando bom ajuste do modelo linear aos dados
experimentais, 0 que o aponta para a correlagdo linear entre intensidade e concentracdes nas
faixas lineares. Nao foi observado evidéncia de falta de ajuste para os valores observados em
relag@o aos valores previstos pelo modelo nas condigdes e faixas de concentragao escolhidas,

uma vez que a razao entre a média quadratica da falta de ajuste e média quadratica do erro
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puro (f-valores**) foi menor que o valor de f tabelado (Lemes; Tarley, 2021 e Neto et al.,

2001).

Tabela 7 — Limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e precisdo intradia e
interdia, faixa dinamica de trabalho, equagdo da reta, coeficiente de correlagdo das curvas
analiticas e f-valores obtidas da ANOVA

Fator de Pré-
LD L1 L L1
(g L) Qug L7 concentracao
40,0
mL SPC 40,0 mL. SPC 40,0 mL 10,0 mL
ACE 68 268,6 22,7 895,53 5,8 4,0
AZO 27 55,4 8,9 184,77 183,2 55,6
BIF 5,9 207,3 19,7 690,99 123,9 16,9
CAR 89 130,5 29.9 435,12 37,2 22,7
CLO 873 298,8 27,9 995,97 180,9 43,7
IMI 5,9 204,4 19,4 681,33 3,6 3,2
TEB 8,6 284,0 28,7 946,76 266,1 53,3
Precisao intradia (% - 40,0 mL) Precisao interdia (% - 40,0 mL)
200,0
50,0 pg L-! 200,0 pg L-! 50,0 pg L-! T He
ACE 3,9 3,1 4,0 3,0
AZO 2,1% 1,7* 2,2% 1,7*
BIF 4,2 3,0 4,1 3,1
CAR 4,5 2,9 3,9 3,0
CLO 3,6 3.3 3,8 3,0
IMI 3,8 2,2 3,6 2,3
TEB 3,5 2,9 3,5 2,6
Faixa dinimica de trabalho (ug L) Equacio da reta
40,0 mL 10,0 mL SPC 40,0 mL 10,0 mL SPC
100,0 — 1.1E’x — 6,1E% — 1,8E%x —
ACE 22,7-300,0 600.0 1000,0 — 6000,0 > 1E 1.9E* A 1E*
20,0 — 8.6E'x — 2.7E% —  4,6E®x —
AZO 9,0-120,0 220,0 400,0 —2400,0 8 O[S 1.8ES 13E*
2.2E'% — 24E°x + 1,8E®x —
BIF 19,7-400,0 100,0-600 1000,0—6000,0 5 2 2 8ES 5764
50,0 — 1.OEx~  6,8E’x— 2,8E®x —
AR 29,9 - ’ 1 — ’ ’
C 9,9 -300,0 600.0 000,0 —5000,0 | SES 9.9E* 3.1E*
50,0 — 1.3E"%% — 3,5E°x - 7.2E’x+
L 279 -4 ’ 1 — ’ ’
CLO 27,9-400 600.0 000,0 — 6000,0 5 SES 8.1E* 2 0E?
50,0 — 3.9E8x — 3,9E% + 1,1E% +
IMI 19,5- ’ 1 — ’ ’
9,5-300,0 600.0 000,0 — 6000,0 5 Ap3 75E° 4.2F
50,0 — 21E"% - 47Bx+ 79E%x+
TEB 28,7 - ’ 1 — ’ ’
8,7—-300,0 500,0 000,0 —6000,0 3 5ES 7.1E° 2 0E?
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R? f-valor** f-valor#**

40,0 10,0 10,0

10,0 mLL SPC 40,0 mL SPC 40,0 mL SPC
mL mL mL

ACE 0,9971 0,9913 0,9961 4725,41 2284,08 41987,.84 1,76 3,98 2,08
AZO 0,9957 0,9971 0,9971 25519,47 7053,68 4083,33 3,78 3,84 4,01
BIF 0,9933 0,9956 0,9978 2455,82 632,21 6438,43 2,12 1,34 3,25
CAR 09982 0,9908 0,9968 21477,28 6902,30 7144,50 1,21 2,59 3,49
CLO 10,9994 0,9975 0,9916 1493,72 4236,76 785,28 0,36 1,87 1,52
IMI 0,9972 0,9917 0,9636 11485,25 3595,63 62136,49 3,81 4,08 1,8
TEB 0,9962 0,9931 0,9772 4648,08 2705,46 6934,97 3,14 3,38 3,78

* concentragdo da AZO: 20 e 50 pg L™! respectivamente.

SPC: sem pré-concentrar.

** MQmodelo/M Qooipronil (Média quadratica do modelo/ Média quadratica dos residuos).

**% MQfattadeajuste/ M Qerropuro (Média quadratica falta de ajuste/ Média quadratica do erro puro)

Os parametros analiticos obtidas no presente método foram comparadas com outros
métodos relatados na literatura para a quantificagdo dos sete pesticidas e determinagdo por
HPLC-DAD (Tabela 8). Nao foram relatados estudos baseados na microextracdo simultanea
dos sete agrotoxicos aqui investigados, mas foi relatada a determinagdo de um ou mais
pesticidas na presenga de outros pesticidas por HPLC-DAD. A maioria dos métodos
comparados emprega QuUEChERS ou utiliza solventes organicos para extrair os pesticidas,
alguns com volumes maiores do que o utilizado no método supramolecular proposto. Ainda, o
tempo de extracdo de varios deles ¢ maior do que o método desenvolvido. Ressalta-se ainda,
os bons valores de linearidade, LD e LQ e fatores de pré-concentracdo aqui obtidos, que

auxiliam na quantificagcdo desses pesticidas em baixas concentragoes.
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Tabela 8 — Comparacdo dos métodos da literatura e do presente método para a determinacdo dos pesticidas com detec¢do por HPLC-DAD

Método de extracido Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacao Referéncia
ACE concentracio extracio (ugLH  (ugLh
SPME Imersdo direta da 30min de MeOH/H,0 (9:1) - Alface (Melo et al., 2012)
fibra em 4,0 mL imersdo
ACN:H0 (10:90)
SE-VA-DLLME 5,0 mL 10 min de 280,0 uL. CH,Cl, 0,83 2.8 Suco de groselha  (Tursen et al.,
vortice 2021)
DLLME 5,0 mL 1 min de ACN e CH,Cl, (0,5:2,0mL) 2,0 5,0 Mel (Jovanov et al,
vortice, 5 2015)
min de
ultrassom ¢
1 min de
vortice
QuEChERS 15,0 mL I min de 50,0 mL de solugdo de sais 2,5 7.5 Mel (Jovanov et al,
vortice tamponantes e 10,0 mL 2015)
acetonitrila.
0,9 g de sulfato de magnésio e
0,15 g de PSA
SPE - SDVB 500,0 mL 100 min 3 x 5,0 mL MeOH: ACN 7:3 0,06 0,40 Agua (Carbo et al,
v/v) 2008)
SUPRASs 40,0 mL 30s 113 pL 1-decanol 6,8 22,7 5,8 Agua e amostras  Este estudo
alimenticias
Método de extracido Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacgio Referéncia
AZO concentracio extracio (ugLhH  (ugLh
SPE — Strata RP-18 1000,0 mL 1,0 mL agua (1,5% Hac/ACN 9,7 32,5 Aguas (Polati et al., 2006)
superficiais
U.A-D.L.L.M. 5,0 mL 5 min 50,0 uL 1,5 4,0 Maga (Ahmadi-Jouibari
E-H.D.E.S 1:3 de Cloreto de etal., 2021)
metiltrioctilaménio: n- butanol
SPE 12,5 mL 36 min 0,9 mL ACN 0,05 0,17 Aguas (Catalé-Icardo et
superficiais al., 2017)
VAM-IL-DLLME 8,0 mL 1 min 30,0 uL de [HMIM] NTF em 0,04 143 Amostras de (Yangetal., 2015)
300,0 pL de ACN e 30,0 mg de aguas
sorvente magnético
SPME 4,0 mL ACN: 4gua 10min de MeOH/H20 (9: 1) 480 1590 Alface (Melo et al., 2012)
(10:90) imersao
SPE — SDVB 500,0 mL 100 min 3 x 5,0mL MeOH: ACN 7:3 0,08 0,42 Agua (Carbo et al,
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v/v)

2008)

SUPRASs 40,0 mL 30s 113,0 uL 1-decanol 2,7 8,9 183,2 Agua e amostras Este estudo
alimenticias
Método de extracido Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacao Referéncia
BIF concentracio extracio (ugL)H  (ugLh
DLLME 5,0 mL 60,0 uL de solvente 92ipronil 2,7 8,9 Cereais (Wuetal., 2021)
profundo
MAE-UADLLME 5,0 mL 3 min 300,0 pL clorobenzeno 1,15 4,46 68,3 Lichia (Wang et al., 2018)
DLLME 5,0 mL 3 min 70,0 pL tetracloroetileno 2.3 6,5 Tomate, maca, (Negussie et al,
meldo e péra 2021)
MSPD 60 100 Graviola (Santos, L. F. S. et
al., 2019)
SUPRAS 40,0 mL 30s 113,0 uL 1-decanol 5,9 19,7 123,9 Este estudo
Método de extracido Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacgio Referéncia
CAR concentracio extraciio (ugLhH  (ugLh
SUPRASs 10,0 mL 30s 50,0 puL 1-decanol 1,5 Agua (Scheel;  Tarley,
0,45 2020)
SPE - SDVB 500,0 mL 100 min 3 x 5,0mL MeOH: ACN 7:3 0,11 0,41 Agua (Carbo et al,
v/iv) 2008)
MIP 7,0 mL (ACN) 15 min MeOH: OH (85:15, v / v), 80 240 Laranja (Diaz-Alvarez et
MeOH, ACN al., 2019)
MOF magnético 60,0 mL 12 min 2 x 3,0 mL de Acetato de etila 0,10 0,32 Agua (Maet al., 2018)
LLE - SPE 100,0 mL 20 min 20,0 mL acetona—diclorometano 70 150 Uva (Otero et al., 2003)
(25:75, v/v) e Silica
SUPRASs 40,0 mL 30s 113,0 uL 1-decanol 8,9 29,9 37,2 Agua e amostras  Este estudo
alimenticias
Método de extracido Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacgiao Referéncia
CLO concentracio extraciio (ugLhH  (ugLh
DSPE - carvdo 50,0 mL Acetato 50 min 8 Solos (Xiong et al,
ativado de etila 2013)
MSPE —silica 10,0 mL 10 min 2,0 mL ACN: H,O 50 580 Figado bovino (Valencia; Llasera,
2011)
SUPRASs 40,0 mL 10 min e 30 113,0 pL 1-decanol 8,3 27,9 180,9 Este trabalho
s
Método de extragdo  Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicaciao Referéncia
IMI concentragio extracio (ugLhH  (ugLh
SE-VA-DLLME 5,0 mL 10 min de 280,0 uL CH,Cl, 0,72 2,4 Agua (Tursen et al,
vortice 2021)
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DLLME 5,0 mL 1 min de ACN e CHCl, (0,5:2,0mL) 1,5 Mel (Jovanov et al,
vortice, 5 2015)
min de
ultrassom e
1 min de
vortice
QuEChERS 15,0 mL 1 min de 50,0 mL de solucdo de sais 2,0 5,0 Mel (Jovanov et al,
vortice tamponantes e 10 mL 2015)
acetonitrila.
0,9 g de sulfato de magnésio e
0,15 g de PSA
SPE — SDVB 500,0 mL 100 min 3 x 5,0 mL MeOH: ACN 7:3 0,57 1,98 Agua (Carbo et al,
V/v) 2008)
SUPRASs 40,0 mL 30s 113,0 uL 1-decanol 5,9 19,4 3,6 Agua e amostras Este estudo
alimenticias
Método de extragdo  Volume de pré- Tempo de Volume e tipo de solvente LD LQ FPC Aplicacgio Referéncia
TEB concentracio extracio (ugLH  (ugLh
SPME - PDMS/DVB 20,0 mL 90 min 59 Maga e uva (Bordagaray et al.,
2013)
MSPD - silica 5,0 mL acetato de etila e 5 mL 46 160 Soja (Maldaner et al.,
de MeOH 2008)
SUPRASs 40,0 mL 30s 113,0 uL 1-decanol 8,6 28,7 266,1 Agua e amostras Este estudo

alimenticias

FPC: Fator de pré-concentragdo; LD: Limite de detecgdo; LQ: Limite de Quantificagdo; SPE: Extragdo em fase solida; SPME: Micro Extragdo em fase solida; DLLME:
microextragdo liquido-liquido dispersiva; QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe; SE-VA-DLLME: Microextragdo liquido-liquido dispersiva assistida
por vortex e por surfactante-emulsionado; PSA: amina primaria-secundaria. SDVB: poliestireno divinilbenzeno; U.A—-D.L.L.M. E-H.D.E.S: Ultrassom assistindo a
microextragdo liquido-liquido dispersiva-solvente estético profundo; VAM-IL-DLLME: B-ciclodextrina magnética associada a microextragdo liquido-liquido dispersiva
assistido por vortice; MAE-UADLLME: extragdo assistida por micro-ondas — microextrag@o liquido liquido dispersiva assistida por ultrassom; MSPD: dispersdo em fase
solida em matriz; MIP: polimero molecularmente impresso; MOF: metal organic framework; DSPE: extragcdo em fase solida dispersiva.
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Comprovou-se também a capacidade do método de microextragdo supramolecular de
extrair e pré-concentrar pesticidas em uma ampla faixa de polaridade (Log Kow 0,57 — 6,6),
faixa essa maior do que a relatada até entdo na literatura para pesticidas. Por exemplo, Gorji e
colaboradores quantificaram cinco pesticidas com Log de Kow de 3,69 — 6,37 (Gorji et al.,
2019). Peyrovi e colaboradores quantificaram trés pesticidas, entre eles o clorpirifds, com
Log de Kow entre 3,8 e 4,7 (Peyrovi; Hadjmohammadi, 2017). Deng e colaboradores
quantificaram cinco pesticidas na faixa de 3,75 até 5,11, além de outros quatro compostos
perfluorados (Deng et al., 2019). Zhao e colaboradores quantificaram dois fungicidas,
triadimefon (Log de Kow 2,77) e triadimenol (Log de Kow 2,9) (Zhao et al., 2018). Moral e
colaboradores quantificaram trés fungicidas, entre eles o carbendazim, com Log de Kow na
faixa de 1,5 e 2,7 (Moral et al., 2009). Caballo e colaboradores quantificaram os
enantiomeros R e S do mecoprop (MCPP) e do diclorprop (DCPP), com Log de Kow
semelhantes entre si, 3,1 e 3,4, respectivamente (Caballo et al., 2013).

Por fim, em nosso grupo de pesquisa, Scheel e Tarley, quantificaram em um primeiro
estudo, quatro pesticidas: diuron, hexazinona, ametrin e tebutiuron, com Log de Kow na faixa
de 1.05 — 2.98 e em um outro estudo, quantificaram carbendazim, fipronil e picoxistrobina,
que possuem Log de Kow 1,48, 4,0 e 3,6, respectivamente (Scheel; Tarley, 2017, 2020).
Oliveira e colaboradores quantificaram metil paration, que possui Log de Kow igual a 3,0
(Oliveira, L. L. G. et al., 2020).

Algumas abordagens sdo relatadas para determinar a natureza mais ecologica dos
procedimentos analiticos e entre elas, apenas a “metodologia AGREE” (Pena-Pereira et al.,
2020) emprega todos os 12 principios da “quimica analitica verde” (GAC — Green Analytical
Chemistry).

A meétrica AGREE foi desenvolvida em 2020 com o objetivo de facilitar e flexibilizar
a entrada dos dados aliado a simplicidade e clareza na saida dos resultados. Cada principio de
entrada, 12 no total, se transformam em uma faixa de pontuacdo de 0 — 1. A pontuagdo final ¢
obtida a partir da avaliagdo de todos os principios. A saida € um pictograma semelhante a um
relogio, sendo a pontuacdo final e a cor sdo mostradas no meio. Os 12 principios sdo
mostrados como segmentos ao redor da parte central e o peso de cada principio é representado
pela largura do segmento. Cada segmento ¢ colorido de acordo com seu carater verde em uma
escala de cores de 0 a 1, sendo 1 altamente verde, e 0 sendo o menos verde (a cor muda de 1

para 0 de verde escuro para vermelho). Dessa forma, pode-se julgar facilmente o carater
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ecoldgico de um método em termos dos 12 principios do GAC, bem como do procedimento
geral.

Considerando essa abordagem, o desempenho do método analitico proposto foi
avaliado utilizando a “Calculadora AGREE”, muito empregada para avaliar métodos de
extragdo e pré-concentragdo liquido-liquido.

O método de microextracdo avaliado apresentou uma pontuacdo geral de 0,64, com
predominancia da cor verde, indicando que tem baixo impacto ambiental e pode ser
considerado um método verde. Ainda assim, alguns aspectos poderiam ser melhorados. A cor
vermelha para reagentes (Principio 10) foi baseada na consideracdo de que o solvente ndo era
de fontes de base bioldgica, que oferecem melhor sustentabilidade. As cores laranja e
vermelha (Principios 1 e 3) foram registradas para o procedimento de amostragem que apesar
de contar com poucas etapas, ¢ realizado offline e o posicionamento do dispositivo analitico a
medida que a amostra era pré-tratada antes da injecdo no HPLC-DAD. A escolha do
instrumento (Principio 9) registrou amarelo para o uso do HPLC-DAD.

Como caracteristicas positivas no método, o procedimento de amostragem requer
poucas etapas ¢ nenhuma etapa de derivatizagao (Principios 4 e 6). Além disso, o método de
microextragdo supramolecular utiliza uma pequena quantidade de amostra e solventes,
produzindo uma pequena quantidade de residuos (Principios 2, 5 e 7), com baixa toxicidade e
pequenos riscos para o operador (Principios 11 e 12). Outra vantagem ¢ a analise
multiresiduos, em que sete pesticidas sdo determinados em 1 hora, em preferéncia aos
métodos que determinam um analito por vez (Principio 8). Na Figura 16 ¢ apresentado o

grafico resultante da analise.

Figura 17 — Resultado da anélise AGREE para o método de microextragdo supramolecular
desenvolvido

Fonte: Autoria propria.
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6.4 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS AMBIENTAIS E ALIMENTICIAS

A viabilidade do método proposto foi avaliada na quantificagao de pesticidas em agua
natural, de amostras de dois lagos (localizados nas cidades de Londrina ¢ Apucarana) € um
riacho (localizado na cidade de Medianeira). Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 9.

Ambas as cidades possuem a atividade agricola como uma das principais fontes de
emprego ¢ renda. Segundo os dados do Levantamento da Produgdo Agropecuaria do estado
do Parand, Apucarana tem area agricola de 41,594.0 hectares e producao total de 138,460.3
toneladas. Londrina tem area agricola de 125,605.1 hectares e producdo total de 386,365.7
toneladas. Medianeira tem 4rea agricola de 25,023.5 hectares e producdo total de 89,134.5
toneladas (ABASTECIMENTO, 2022).

Analisadas individualmente, as amostras de dguas naturais nao apresentaram residuos
dos pesticidas avaliados. Assim, prosseguiu-se com os testes de adicdo e recuperacao,
realizados em trés niveis em triplicata. Os niveis avaliados para cada pesticidas foram
escolhidos baseados no limite de quantificagdo obtidos na etapa anterior. Obteve-se
recuperagdo na faixa de 80 - 112%, indicando a auséncia de efeito matriz, de interferéncia e a
viabilidade do método.

Além das amostras de aguas naturais, 0 método foi aplicado em diferentes tipos de
farinhas, obtidas de cereais em que aplicacdo dos pesticidas estudados ¢ permitida, e nao foi
encontrado residuo dos pesticidas nas amostras de farinhas. Entdo, as amostras passaram pelo
procedimento de adi¢do e recuperagdo, de acordo com o LMR permitido pela Anvisa. A
recuperagdo obtida na faixa de 83 a 107%, corrobora o fato que a presenga de farinha nao

causa efeito de matriz e mostra que o método independente da matriz.

Tabela 9 - Aplicagdo do método em amostras ambientais de dguas e de farinhas e testes de
adicdo e recuperagao (n=3)

Local: Lago Schimidt (Apucarana — PR)

Concentracio Recuperacao
Pesticida Concentragio encontrada (ug L)
adicionada (ug L) (%)

ACE 46,0 69,0 91,0 39,7+0,8  632+1,5 843+20 8 92 93
AZO 18,0 27,0 36,0 158+0,1 23,6+0,1 314+06 88 87 &7
BIF 40,0 60,0 79,0 388+0,1 569=+0,2 762+33 97 95 96
CAR 60,0 70,0  120,0 54,8+03 698+0,0 1143+0,1 91 99 95
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CLO 56,0 84,0 1120 552+0,6 76,0+0,2 101,1+43 99 90 90
IMI 39,0 59,0 78,0 32,1+3,6 47,1+28 64,7+22 82 80 83
TEB 58,0 87,0 1150 53,7+04 86,0+£03 111,2+0,1 93 99 97
Local: Riacho Sol e Ouro (Medianeira — PR)
Pesticida C ?ncentragﬁo 1 Concentracio encontrada (ug L) Recupoerag:ﬁo
adicionada (ng L) (%)
ACE 46,0 69,0 91,0 49,1+0,2 653+2,1 857+£1,0 107 95 94
AZO 18,0 27,0 36,0 184+0,3 27,5+0,7 37,002 102 102 103
BIF 40,0 60,0 79,0 40,5+1,5 56,104 71,0£39 101 94 90
CAR 60,0 70,0 1200 56,8+1,3 63,5+£03 1140+15 95 91 95
CLO 56,0 84,0 1120 564+1,0 76,4+1,7 103,5+6,0 101 91 92
IMI 39,0 59,0 78,0 39,604 549+1,0 83,0+0,9 101 93 106
TEB 58,0 87,0 1150 549+23 91,5+22 1204+10,2 95 105 105
Local: Lago Igapé (Londrina — PR)
Pesticida Concentragao Concentragiio encontrada (ug L) Recuperagao
adicionada (ug L) (%)
ACE 46,0 69,0 91,0 51,7£6,0 679+2,7 84,1+1,8 112 98 92
AZO 18,0 27,0 36,0 159+0,1 242+1,6 350+2,0 88 90 97
BIF 40,0 60,0 79,0 384+0,6 562+13 835+39 96 94 106
CAR 60,0 70,0 1200 59,1+13 66,734 1063+28 99 95 &8
CLO 56,0 84,0 112,0 586+1,3 8I,1+£34 101,3+8,7 105 97 90
IMI 39,0 59,0 78,0 37,7+£3,5 494+6,0 793+4,6 97 84 102
TEB 58,0 87,0 1150 563+1,2 91,718 1155+1,9 97 105 100
Farinha de Aveia
Pesticida Concentragao Concentragio encontrada (ug Kg) Recuperagao
adicionada (ug Kg) (%)
ACE 1000,0 858,3+9,9 86
AZO 100,0 96,3 +£3,2 96
BIF 700,0 632+21,9 90
CAR 200,0 201,9+7,0 101
CLO 200,0 211,9+3,3 106
IMI 500,0 510,2 +23,0 102
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Farinha de Trigo

Pesticida Concentragao Concentracio encontrada (ug Kg') Recuperagao
adicionada (ug Kg1) (%)
ACE 1000,0 827,8 + 21,8 83
AZO 100,0 94,3+ 0,6 94
BIF 700,0 656,4 +20,0 94
CAR 200,0 193,1 £3,6 97
CLO 200,0 213,5+3,1 107
IMI 500,0 431,0£6,5 86
Farinha de Arroz
Pesticida Concentragao Concentragio encontrada (ug Kg) Recuperagao
adicionada (ug Kg™) (%)
ACE 300,0 270,9+73 90
AZO 700,0 679,1 £20,1 97
BIF 700,0 639,7 £23,3 91
CLO 200,0 192,6 £ 3,7 96
IMI 200,0 188,6 £4.4 94
TEB 1000,0 890,0 + 26,7 89

O cromatograma da aplicagdo do método de microextragdo supramolecular em

amostra de farinha de trigo enriquecida conforme o LMR definido pela Anvisa de cada

pesticida € apresentado na Figura 18.
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Figura 18 - Cromatograma obtido na aplicagdo do método de microextragdo supramolecular
em amostra de farinha de trigo enriquecida conforme o LMR definido pela ANVISA de cada
pesticida

Fonte: Autoria propria.

Apesar de que neste estudo nenhum residuo dos pesticidas estudados foram
quantificados nas amostras de dguas e farinhas, os estudos citados na Tabela 8 encontraram
nas mais diversas amostras. Carbo e colaboradores (2008) encontraram acetamiprido,
carbendazim e imidacloprido em amostras de aguas subterraneas rasas de Primavera do Leste,
no Mato Grosso (Carbo et al., 2008). Jovanov e couautores (2015) mostraram que o
imidacloprido foi encontrado em 4 amostras de mel de girassol provenientes da Servia com
concentragdes abaixo dos LMRs (Jovanov et al., 2015).

Nos estudos citados no Quadro 3, Mozzaquatro e colaboradores (2022) mostraram
que o imidacloprido foi o analito com maior frequéncia de deteccdo em amostras de cascas de
maracuja (40,6%), com concentragio maxima de 71,0 ug kg'. A segunda maior frequéncia de
detecgdo foi encontrada para o carbendazim (37,5% das amostras; maximo 148,0 pg kg™!). As
amostras eram provenientes dos estados Rio de Janeiro, Goias e Bahia, e Distrito Federal
(Mozzaquatro et al., 2022).

Santos e colaboradores (2019) encontraram clorpirifés em morango e tebuconazol
em uma amostra de tomate, com concentragdo de 300,0 ug kg!, que estd acima do LMR
previsto na legislagdo brasileira, sendo as amostras eram provenientes do Rio Grande do Sul

(Santos, E. O. Dos et al., 2019).
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Stringhini e colaboradores (2021) encontraram clorpirifés (17,0 e 22,0 ug kg™),
imidacloprido (98,0, 16,0, 12,0, e 74,0 ug kg!), tebuconazol (45,0 e 11,0 pg kg'!), e a
azoxistrobina com concentragdo abaixo do LQ (10,0 pg kg') em amostras de tomates
adquiridas no Rio Grande do Sul (Stringhini et al., 2021).

Malonn e colaboradores (2023) mostraram que em amostras de mamao do estado do
Rio Grande do Sul, o carbendazim foi encontrado em 9 amostras com valores abaixo do LQ,

mesmo seu uso sendo proibido na cultura mamoeira (Malonn et al., 2023).

7 CONCLUSAO

A microextra¢do supramolecular mostrou-se como uma alternativa viavel do ponto de
vista analitico, capaz de extrair e pré-concentrar sete pesticidas de diferentes classes quimicas
e uma ampla faixa de polaridades, sendo esses pesticidas, destaque no ultimo relatorio de
deteccdes publicado pela Anvisa.

O método de microextra¢ao supramolecular baseado em micelas reversas de 1-decanol
dispersas em fase continua de THF/4gua foi otimizado usando um planejamento fatorial 2°
multiresposta para as variaveis pH, 1-decanol, THF, sal e tempo de vortex. Com a fungdo de
desejabilidade aplicada, verificou-se a necessidade de uma otimizacao final das variaveis pH,
I-decanol ¢ THF, obtendo-se as condi¢des 6timas do método de microextracdo, mostrando
que esse tipo de otimizagdo ¢ uma excelente estratégia para a pré-concentracdo de multiplas
classes de pesticidas com ampla faixa de polaridade. Apds verificar a influéncia do tipo e da
concentragdo do tampao, obteve-se as condigdes 6timas como: solugdo dos pesticidas com pH
ajustado em 6,3 tampao BR 0,01 mol L', 5,0% de NaCl (m/v), 113,0 uL de 1-decanol, 500,0
nL de THF, 30 s de agitagdo em vortex e 10 min de centrifugacao.

Com um volume de 40,0 mL de pré-concentragcdo, obteve-se pardmetros analiticos
satisfatorios para o método, incluindo baixos limite de deteccdo e quantificagdo e elevados
fatores de pré-concentracdo. O método foi validado estatisticamente por ANOVA
unidimensional e teve seu desempenho avaliado quanto ao grau de adequag@o aos principios
da quimica verde. O método fornece limites de quantificacdo que permitem a triagem e
estudos de ocorréncia de pesticidas em amostras de dgua e alimentos (farinhas de cereais).
Ainda, o método foi aplicado em amostras de 4gua de dois lagos e um riacho, e amostras de
farinhas de aveia, trigo e arroz sem efeito de matriz, mostrando-se uma alternativa eficiente e

satisfatoria para extragdo e detecg¢do de pesticidas.
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CAPITULO II: Desenvolvimento de microssistema de pré-concentragio baseado em
solvente supramolecular para determinac¢io de cinco pesticidas em amostras de agua e

farinhas de cereais por HPLC-DAD

8 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos grandes produtores de graos, segundo levantamento da CONAB
(Companhia Nacional de Abastecimento), a safra 2022/23 do Brasil deve ser em torno de 300
milhdes de toneladas destacando-se as culturas arroz, aveia, milho, soja, sorgo e trigo
(CONAB, 2024). Essa grande producdo de graos acarreta no grande consumo de pesticidas,
utilizados no controle de plantas daninhas, fungos e insetos que atacam a produgdo (Samsidar
et al., 2018).

Estudos demonstram que a mistura de produtos como herbicidas, fungicidas e
inseticidas ¢ uma pratica comum entre os produtores visando o controle de plantas daninhas,
pragas e doengas que podem ocorrer de forma simultinea na mesma area de cultivo (Gandini
et al.,, 2020). Os efeitos da interagdo desses pesticidas ainda sdo em sua maioria
desconhecidos, e do ponto de vista analitico, representam um desafio para a quantificagdo
simultanea de pesticidas de diferentes classes, visto que, em amostras reais, existe a
possibilidade da presenca de pesticidas de diferentes espectros de a¢do (Gazziero, 2015).

Neste estudo, herbicidas, fungicidas e inseticidas foram estudados e esses pesticidas,
clorantraniliprole (CLO, inseticida), cresoxim-metilico (CRE, fungicida), procloraz (PRC,
fungicida), propanil (PRP, herbicida), e trifluralina (TRI, herbicida) foram escolhidos por
serem frequentemente utilizados na 4rea de amostragem do estado do Parand, tornando-se
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos capazes da quantificagcdo simultanea de
pesticidas de diferentes classes em amostras de dgua e farinha.

No Quadro 5 sdo apresentadas as caracteristicas quimicas, as culturas permitidas dos
pesticidas, formula e peso molecular, Log Kow, pKa e solubilidade a 20 °C. Na Figura 19 ¢

apresentado a formula estrutural.

101



Quadro 5 - Caracteristicas quimicas, culturas de graos permitidas, formula e peso molecular, Log Kow, pKa e solubilidade a 20 °C

Pesticida Clorantraniliprole Cresoxim-metilico Procloraz Propanil Trifluralina
Classe* Inseticida Fungicida Fungicida Herbicida Herbicida
Grupo quimico** Antranilamida Estrobilurina Imidazolilcarboxamida Anilida Dinitroanilina
Classificagdo toxicologica** Categoria [V Nao Classificado Categoria | Categoria III Categoria [V

Algoda doi
Algodao, amendoim, arroz, £0¢a0, amendorm,

N ) . Algodao, arroz, arroz, aveia, centeio,
Culturas de graos em aveia, centeio, cevada, e ) . e
~ e . . cevada, feijao, sojae  Trigo Arroz cevada, feijdo, girassol,
que sdo usados™** feijao, girassol, milho, soja, . . .
trigo mamona, milho, soja,

sorgo, trigo e triticale . .
trigo e triticale

F(’)rmula molecular** C13H14B1"C12N502 C18H19NO4 C15H16C13N302 C9H9C12NO C13H16F3N304

Peso molecular (g mol™!) ™ 483,1 313,35 376,7 218,08 335,28

Log Koy *** 2,86 34 4,12 33 5,07

pKF*** 1,58 ¢ 13,79 -0,96 2,55 13,90 Naio dissocia
Agua 0,88 2,0 26,5 95,0 0,221

Solubilidade Metanol 1714 14900 600000 650000 142000

20 °C Acetato de etila 1144 123000 600000 598000 -

(mg L") Acetona 3446 217000 600000 664000 250000
Hexano - - 7500 - 250000

* T. Roberts, D. Huston, Metabolic Pathways of Agrochemicals. Part II: Insecticides and Fungicides. 1. ed. The Royal Society of Chemistry: Cambridge, 1999.
**Monografias de agrotoxicos. Disponivel em: https://www.gov.br/anvisa/pt-br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias

*** PPDB - Pesticide Properties DataBase. Disponivel em: https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/atoz.htm

**%% (Chemaxon, 2023)
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Figura 19 - Formula estrutural dos pesticidas
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Fonte: ANVISA, 2022.

A legislagdo referente ao uso desses pesticidas é diferente comparando o Brasil e

outros paises. O procloraz tem seu uso proibido no Brasil e na Unido Europeia (EU), mas ¢

permitido no Reino Unido. Segundo a decisdo da Anvisa, a reavaliacdo toxicoldgica do

produto ndo atendeu as diretrizes e exigéncias de seguranca adotadas pela Agéncia e sua

monografia ficou vigente até 31 de dezembro de 2017, com um LMR 200 pg Kg!' (Anvisa,

2019). O propanil e a trifluralina, permitidos no Brasil e Austrdlia, ndo sdo permitidos na

Unido Europeia e no Reino Unido.

Somente a trifluralina tem um limite maximo permitido em 4guas no Brasil, enquanto

na Unido Europeia, os valores individuais sdo de 0,1 ug L' e o total ¢ 0,5 ug L. Para

alimentos, observa-se a discrepancia entre os valores que sdo permitidos, como € o caso do

clorantraniliprole. No Quadro 6 ¢ exibido os limites maximos de residuos permitidos no

Brasil, na Unido Europeia e nos Estados Unidos.

Quadro 6 - Valores de limite méaximo permitidos em aguas e alimentos segundo o
CONAMA, a Anvisa, Unido Europeia e a USEPA

Matriz Agéncia CLO CRE PROC PROP TRI
. Conama - - - - 20
Aguas UE
(ng L7 - - - - -
USEPA - - - - -
Aveia Anvisa 2000 NP Proibido NP 10
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(ngKgh) UE 12 48 120 6 30

USEPA 6000 ] - ) i
Anvisa 200 20 Proibido 2000 50

(“/;‘rl?;l) UE 240 6 18 6 30
USEPA 150 i ) 10000 :

. Anvisa 2000 50 Proibido NP 10
(ugrffg.l) UE 12 90 18 6 30
USEPA 6000 i - ) 50

NP: Nao permitido

BR: Conama - RESOLUCAO CONAMA N° 357, DE 17 DE MARCO DE 2005. Disponivel em:
https://www.icmbio.gov.br/cepsul/images/stories/legislacao/Resolucao/2005/res_conama 357 2005 _classificaca
o_corpos_agua rtfcda altrd res 393 2007 397 2008 410 2009 430 2011.pdf

Anvisa - Monografias de agrotoxicos. Disponivel em: https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias.

UE: Unido Europeia - European Commission. Pesticide residue(s) and maximum residue levels (mg Kg™).
Disponivel em: https://food.ec.curopa.cu/plants/pesticides/maximum-residue-levels/eu-legislation-mrls_en

US: USEPA, Estados Unidos - United States Environmental Protection Agency. Pesticidas. Disponivel em:
https://www.epa.gov/pesticides.

9 OBJETIVOS

Desenvolver um método analitico baseado em solvente supramolecular para a pré-

concentra¢do simultanea de cinco pesticidas e determinagdo por HPLC-DAD.

9.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desempenho do 1-decanol como solvente extrator dos pesticidas CLO, CRE,
PROC, PROP e TRI;

e Otimizar as varidveis do método de microextragao supramolecular univariadamente;

e Determinar os parametros analiticos de validagdo do método de microextragdo
supramolecular;

e Avaliar a adequagdo do método aos principios da quimica verde com auxilio da
ferramenta AGREE;

e Aplicar o método de microextragdo supramolecular em amostras ambientais de dguas

e alimenticias de farinhas.

10 METODOLOGIA

10.1 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES

104




A 4gua ultrapura foi obtida a partir de um sistema de purificacdo Elga Purelab Méaxima
(High Wycombe, Bucks, UK), resistividade 18,2 MQ cm. Todos os reagentes utilizados
foram de qualidade analitica ou grau HPLC. Metanol (MeOH, > 99,9%), tetraidrofurano
(THF) (= 99,9%), 1-decanol (DEC) (= 98,0%) e cloreto de sodio (NaCl) (> 99,9%), nitrato de
sodio (NaNO3) (= 99,9%) e sulfato de s6dio (NaxSOs) (= 99,9%), acido acético (AcOH,
99,8%), acido fosforico (H3POs, 85,0%), acido borico (H2BOs, 99,5%), dihidrogenofosfato
(NH4H2PO4) e hidrogenofosfato de sodio (NaHPO4) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich®
(St. Louis, MO, EUA) todos de grau HPLC. Os padrdes de pesticidas foram todos adquiridos
da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).

O tampao Britton-Robinson (BR) foi preparado pela mistura de acido borico, acido
acético e acido fosforico, todos na concentragdo de 0,5 mol L. O tampdo fosfato (H2PO4
/HPO4>) foi preparado a partir do sal fosfato de s6dio monobésico.

Solugdes individuais foram preparadas para cada pesticida em MeOH, armazenadas
em frascos dmbar e mantidas sob refrigeracdo, todas as solucdes dos pesticidas tinham
concentracdo de 100 mg L', As solu¢des de trabalho eram preparadas diariamente, a partir

das solugdes estoque, por dissolugdo do volume adequado em agua ultrapura.

10.2 INSTRUMENTACAO

As determinagdes de pH foram realizadas em um pHmetro digital de laboratorio
Metrohm® pH 827 (Herisau, Suica) equipado com um eletrodo de vidro Metrohm®
Primatrode com sensor de temperatura integrado (Herisau, Suiga). A agitacdo em vortex foi
realizada com o oscilador de voértice SCILOGEX® MX-S (Rocky Hill, CT, EUA) e a
centrifugagcdo em uma centrifuga QUIMIS® 0222T2 (Diadema, SP, Brasil).

10.3 DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

A determinagdo cromatografica foi efetuada utilizando um cromatografo liquido
(HPLC-DAD) modelo LC-20AT, Shimadzu (Toquio, Japao). A fase estacionaria consistiu em
uma coluna Cig, (Phenomenex-250 mm x 4.5 mm, tamanho de particula de 5 pm) e pré-
coluna (Phenomenex®, 4.0 mm x 30 mm i.d., 5 um). A temperatura do forno foi ajustada em

30 °C e a vazdo de fase mével 1,0 mL min™'. A fase mével era constituida de um gradiente
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entre MeOH e H»0. O gradiente consistiu em: MeOH:H>O (70:30, v/v), 0,00 min; MeOH:
H>O (de 70:30 a 80:20, v/v), 0,01 — 9,00 min; MeOH: H20 (80:20, v/v), 9,00 — 12,00 min
MeOH: H>O (de 80:20 a 90:10, v/v), 12,00 — 15,00 min; MeOH: H>O (90: 10, v/v), 15,00 —
21,00 min. Na Tabela 10 sdao apresentados os tempos de retencdo em ordem crescente € o

comprimento de onda de cada pesticida.

Tabela 10 — Pesticidas, sigla, tempo de retencdo em ordem crescente e comprimento de onda

Pesticida Sigla Tempo de retencido (min) Comprimento de onda (nm)
Clorantraniliprole ~ CLO 6,2 206,0
Propanil PROP 7.9 210,0
Cresoxim-metilico CRE 10,2 200,0
Procloraz PROC 12,6 200,0
Trifluralina TRI 19,1 200,0

10.4 PROCEDIMENTO DE MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 10,0 mL de solu¢do aquosa dos pesticidas,
pH ajustado em 4 com uso de tampdo BR 0,01 mol L', 100,0 uL de 1-decanol e 400,0 pL de
THF (sem adi¢do de NaCl). Em seguida, a mistura foi agitada por um oscilador de vortice
durante 2 minutos e submetida a centrifugagdo a 2000 rpm durante 10 minutos. Com uma
micropipeta, a fase rica contendo 1-decanol e os analitos foi retirada, transferida para frascos

vial e analisada por HPLC-DAD.

10.5 ESTUDO DAS MELHORES CONDICOES DO METODO SUPRAMOLECULAR

O efeito de variaveis experimentais do método supramolecular sobre a eficiéncia de
extracdo dos analitos foi investigado de maneira univariada, ou seja, avaliando uma variavel
por vez e mantendo as demais fixadas. A concentragdo dos padrdes submetidos as
microextragdes foi: CLO e PROP: 300 pg L', CRE e PROC 100 pg L', e TRI 600 pg L'. O
volume de extra¢dao foi fixado em 10,0 mL de solu¢do. Na Tabela 11 sdo apresentadas as

variaveis e os valores avaliados.

Tabela 11 - Varidveis experimentais avaliadas

Variavel Valores avaliados
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pH 4,0; 6,0; 8,0 10,0

Volume de 1-decanol (DEC) (uL) 50,0; 75,0; 100,0; 125,0 € 150,0

Volume de tetrahidrofurano (THF) (uL) 100,0; 200,0; 300,0; 400,0; 500,0; 600,0;
700,0; 1000,0; 1500,0 e 2000,0

Adigao de sal (NaCl) (% m/v) 0,0; 1,0;2,0;4,0¢e 5,0
Tipo de sal NaCl, NaNOs e Na>SOq4
Concentracio do tampao (mol L) 0,1; 0,05; 0,01 € 0,005
Tipo de tampao BR e Fosfato

Tempo de vortice (segundos) 30; 60; 90; 120 e 150
Tempo de centrifuga (segundos) 120; 300; 600 e 900

O esquema do processo de microextragdo e as variaveis estudadas ¢ apresentado na

Figura 20.

Figura 20 - Esquema de extracdo e variaveis estudadas

1-Decanol + THF + Sal
(A
=)
MTIX 5P Vortice
(tampao)
C-fé)rant.r.anilipr«:-)-l-é.,- “__

Cresoxim-metilico, i HPLC-DAD
Procloraz, —
Propanil, N il | MeOH:H,O
Trifluralina \/i 22 min

Fonte: Autoria propria.

10.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS

Apoés a obtencdo das condi¢des otimizadas de microextragdo supramolecular, duas
curvas analiticas para cada analito foram obtidas, ambas em meio aquoso: a primeira com

volume de solucao de 10,0 mL passando pelo processo de pré-concentracdo supramolecular, a
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segunda injetando as solugdes padrio diretamente no sistema cromatografico. Com a
obtencdo da equacdo da reta de ambas as curvas analiticas, calculou-se o limite de detec¢ao
(LD) e limite de quantificagdo (LQ), de acordo com a IUPAC (Equacgdes 5 e 6,
respectivamente) (Long, Gary L.; Winefordner, 1983). Em que std ¢ o desvio padrao da

leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da curva analitica.

3 std
D = > Equagdo 5
m
Lo = 10 std Equagdo 6
m

As precisdes inter/intradia foram calculadas com a injecdo da fase rica de duas
solucdes padrdes apos o processo de microextragao supramolecular, com as concentragdes
CLO e PROC: 75 € 225 ug L'!; CRE e PROP: 25 ¢ 75 pug L'!; TRI: 150 e 450 pg L. Os

desvios-padrao relativos (DPR, %) foram calculados para determinar a precisao.

10.7 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Amostras ambientais de aguas superficiais foram coletadas em dois lagos e um riacho.
O Lago Schmidt ¢ localizado na cidade Apucarana, na regido norte do Parand — BR
(coordenadas: 23°32°12.2”S 51°25°39.9”W), a coleta foi realizada dia 27/11/2021. O Lago
Igapd ¢ localizado na cidade de Londrina, também na regido norte do Parand — BR
(coordenadas: 23°19°15.2”S 51°10°54.9”W) e a coleta foi realizada em 19/01/2022. O riacho
Sol e Ouro ¢ localizado na cidade de Medianeira, regido oeste do Parand — BR (coordenadas:
25°20°37.7’S 54°05°47.1”W) e a coleta foi realizada em 17/04/2022. Todas as amostras
foram armazenadas em frascos ambar e pH 2,0 ajustado pela adicdo de acido sulfurico
concentrado. Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de Nylon® de 0,45 pm
(GVS Filter Technology, Morecambe, Reino Unido) para remover particulas em suspensado e
armazenadas no refrigerador sob protecdo de luz até a analise.

Anteriormente ao procedimento de microextragdo supramolecular, o pH das amostras
foi ajustado no pH de trabalho, com a adi¢gdo do tampao e do sal. Em um tubo de ensaio,
adicionou-se 10,0 mL da amostra, 1-decanol e THF em seus volumes 6timos, em seguida, a
amostra foi agitada em vortex e centrifugada. A fase rica foi separada da fase aquosa e
analisada no HPLC-DAD. Os experimentos de adi¢do e recuperagdo foram realizados em trés

niveis, considerando-se o valor de LQ obtido para cada pesticida.
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10.8 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS

A aplicagao do método de microextracao supramolecular em amostras alimenticias foi
baseada no procedimento descrito por (ALOthman et al., 2020 e Caballero-Casero et al., 2018
e (Lara et al., 2020 e Lopez-Jiménez et al., 2010) com pequenas alteragdes. Diferentes tipos
de farinhas de cereais foram adquiridos em mercados locais de Londrina — PR e armazenados
conforme recomendacao da embalagem até a andlise. Para cada amostra, 6,0 g de farinha
foram adicionados a 300,0 mL de 4dgua tamponada com tampao BR e NaCl e deixados em
overnight. Apos o periodo de descanso, a amostra foi filtrada e o sobrenadante foi evaporado
lentamente a 60 °C até obter-se 10,0 mL de volume e o procedimento de microextragdo foi
realizado, com a adi¢do de 1-decanol e THF. Em seguida o tubo foi agitado e centrifugado.
Com a separacdo de fases, a fase rica foi coletada e injetada em HPLC-DAD. Experimentos
de adigcdo e recuperacdo foram realizados em triplicata, seguindo o mesmo procedimento
acima descrito, com a adi¢do do LMR permitido para cada pesticida segundo a Unido

Europeia (Quadro 6), a fim de verificar a exatidao e possiveis efeitos de matriz do método.

11
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11 RESULTADOS E DISCUSSAO

11.1 MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR DOS PESTICIDAS

Inicialmente, os testes de microextragdo supramolecular foram realizados com um
volume de pré-concentragao de 10,0 mL de solugdo com a concentragdo CLO e PROP de 300
png L1, CRE e PROC de 100 ug L' e TRI de 600 pug L. A solucdo tinha o pH ajustado em
4,0 com tampdo BR 0,01 mol L e adicionou-se 100,0 uL de 1-decanol e 500,0 pL de THF
(ndo houve adicdo de sal). O tubo de ensaio foi agitado por 2 minutos em vortex e
centrifugado por 10 minutos.

A fase rica composta de 1-decanol e os pesticidas extraidos foi injetada no HPLC-
DAD, assim como a solugdo dos analitos sem passar pelo processo de pré-concentracgao, a fim
de comparar o ganho de sinal dos analitos e avaliar a viabilidade do procedimento de
microextragdo. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 21. Observa-se o ganho
de sinal analitico dos pesticidas comparando a solucdo sem a etapa de pré-concentragdo e a

fase rica obtida.

Figura 21 — Cromatogramas da injecdo do mix dos pesticidas em agua e da fase
supramolecular rica. Condigdes SUPRA: 10,0 mL de solugdo aquosa pH ajustado em 4,
tampao BR 0,01 mol L' sem adi¢io de sal, 100,0 uL de 1-decanol, 500,0 uL de THF, 2 min
de agitagdo e 10 min de centrifugagdo. Concentragdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 ug L™,
CRE e PROC 100 pg L' e TRI 600 pg L. Comprimento de onda dos cromatogramas: A =
206 nm

Fonte: Autoria propria.
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11.2 OTIMIZACAO DO METODO SUPRAMOLECULAR

Sabendo-se a importancia de estudar as variaveis que compde o sistema de
microextragdo supramolecular em conjunto com a agua, um estudo univariado foi conduzido:
pH, volume de 1-decanol, volume de THF, adicdo de sal (concentragdo e tipo), tampao
(concentragdo e tipo), tempo de vortex e tempo de centrifugacao.

Em sistemas supramoleculares ndo i6nicos, como no caso do uso do 1-decanol como
extrator, uma forma muito eficaz de promover o crescimento dos agregados micelares ¢
diminuir o numero de moléculas de solvente disponiveis para solvatacdo, o que pode ser
obtido com a modifica¢do da temperatura ou adicionando um solvente pobre para o agregado
a ser coacervado. A 4dgua desempenha esse papel, fazendo com que as interagdes anfifilicas-
anfifilicas sejam mais fortes do que as interacdes anfifilicas-solventes, devido a competicao
pelo solvente de solvatagdo, que induz ao crescimento agregado e a separacgdo da fase liquida
(Rubio, 2020). Para isso, o volume de solu¢do aquosa foi mantido fixo em 10,0 mL em todos

0s experimentos.

11.2.1 pH

O pH ¢ uma variavel importante quando algum dos analitos contém grupos ionizaveis,
influenciando a forma de ionizacdo dos analitos, afetando sua solubilidade em agua e
capacidade de extra¢do, devido ao fato que a forma neutra da molécula ¢ preferivel, para
diminuir a solubilidade aquosa e aumentar o particionamento para o meio extrator
(Ballesteros-Gomez et al., 2019).

As caracteristicas dos pesticidas estudados demonstram que quatro deles sofrem
processo de protonacdo e desprotonacdo com a mudanga do pH, somente a TRI mantém sua
estrutura na forma molecular em toda a faixa de pH. As estruturas dos pesticidas e a

dependéncia da mudanca do pH sdo mostrados nas Figuras 22 até 25.

Figura 22 — Distribui¢do das espécies de CLO em rela¢do ao pH. As demais espécies de CLO
sdo apresentadas no Apéndice E
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Fonte: Adaptado de Chemicalize (Chemaxon, 2023).

Figura 23 — Distribuicdo das espécies de CRE em relagdo ao pH

Fonte: Adaptado de Chemicalize (Chemaxon, 2023).

Figura 24 — Distribui¢do das espécies de PROC em relagdo ao pH
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Fonte: Adaptado de Chemicalize (Chemaxon, 2023).

Figura 25 — Distribuicdo das espécies de PROP em relagdo ao pH

Fonte: Adaptado de Chemicalize (Chemaxon, 2023).

A faixa de trabalho de pH 4,0 a 10,0, com os resultados mostrados na Figura 26, ndo
contemplou os valores em que as moléculas dos pesticidas mudam sua estrutura em fungao do
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pH. Assim, os pesticidas encontravam-se no estado neutro e ndo ¢ observado uma ampla
variacao entre os valores de sinais cromatograficos obtidos nos diferentes pH avaliados. Para
a sequéncia dos experimentos, optou-se pelo pH 6,0, proximo ao valor neutro, com o intuito

de facilitar a aplicagdo em amostras de d4gua naturais em experimentos futuros.

Figura 26 — Efeito da variacdo do pH na microextracao supramolecular dos pesticidas (n= 3).
Condig¢des: 10,0 mL de solucdo dos pesticidas, tampdo BR 0,01 mol L', auséncia de sal,
100,0 uL de 1-decanol, 500,0 uL de THF, 2 min de agitagcio em vortex ¢ 10 min de
centrifugacdo. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 ug L', CRE e PROC 100 pg
L'e TRI 600 ug L

Fonte: Autoria propria.

11.2.2 1-Decanol

A estrutura quimica do anfifilico usado como extrator tem forte influéncia no processo
de solubilizagdo dos analitos e consequentemente, pré-concentracao, devido aos anfifilicos
serem capazes de estabelecer diferentes tipos de ligagdes com compostos os organicos.
Devido a sua estrutura, cadeia hidrocarbonada e um grupo polar, eles podem solubilizar
solutos através de dispersao, interagdes dipolo-dipolo e dipolo induzidas por dipolo. Grupos
aceitadores ou doadores de protons, como € o caso do grupo -OH, podem interagir com os
analitos por ligacdes de hidrogénio. A eficiéncia de extragdo depende da quantidade de
anfifilicos e energias de ligacdo (i6nica> ligacdo de hidrogénio> dipolo-dipolo> dipolo
induzido por dipolo> dispersao) no solvente supramolecular (Ballesteros-Gomez et al., 2010).

Em sistemas supramoleculares em que alcanois sdo utilizados, agregados de micelas
reversas sdo formados espontaneamente por meio de processos de automontagem, isto €, os
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grupos polares (grupo hidroxila) das moléculas anfifilicas se organizam na parte interna da
micela com a cadeia hidrocarbonada apolar interagindo com o tetrahidrofurano (Musarurwa;
Tavengwa, 2021b) (conforme a Figura 2).

A quantidade de anfifilico € um fator primordial no processo e estudar a quantidade de
I-decanol adicionada ao sistema ¢ de extrema importancia. Uma quantidade pequena de 1-
decanol pode ndo ser eficiente no processo de extracdo, devido ao fato que os agregados
micelares nao sdo formados em concentragdes abaixo da concentragdo critica de agregacao e,
consequentemente, ocorre uma extracao inadequada e ineficiente. Ao passo que, grandes
quantidades de 1-decanol podem diluir os analitos e gerar respostas inferiores do ponto de
vista de sinal analitico (Ballesteros-Gémez et al., 2019).

Considerando-se o que foi discutido, estudou-se volumes entre 50,0 e 150,0 uL de 1-

decanol (Figura 27).

Figura 27 - Efeito do volume de 1-decanol na microextragdo supramolecular dos pesticidas
(n= 3). Condig¢des: 10,0 mL de solugdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,0 e tampao BR
0,01 mol L', auséncia de sal, 500,0 pL de THF, 2 min de agitacio em vortex ¢ 10 min de
centrifuga¢do. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 ug L', CRE e PROC 100 pg
L'e TRI 600 ug L

Fonte: Autoria propria.

Observa-se na que a menor quantidade avaliada (50,0 pL) apresentou, em geral, o
maior sinal analitico, porém, apresentou maiores valores de desvio padrdo, comparado aos

demais volumes, devido a dificuldade na separagdo de fases e coleta da fase rica, o que levava
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a um erro experimental e consequentemente, maior desvio padrdo em relagdo aos demais
experimentos.

O aumento da quantidade 1-decanol faz a resposta analitica diminuir ¢ 150,0 uL
apresentou o menor valor de area cromatografica para todos os pesticidas. O padrao de
diminui¢do da resposta analitica com o aumento do volume de 1-decanol € visivel exceto para
a trifluralina. Para esse pesticida, ndo ¢ possivel estabelecer um padrao, o maior valor de area
cromatografica foi obtido com 75,0 uL e os volumes de 50,0 e 125,0 uL apresentaram area
cromatografica semelhantes.

Dessa forma, optou-se por trabalhar com o volume de 1-decanol de 75,0 puL, que ainda

resultava em valores de sinais analiticos elevados.

11.2.3 THF

O tetrahidrofurano desempenha papel duplo durante a formagdo da fase
supramolecular. Inicialmente, provoca dispersdo dos anfifilicos na solu¢do da amostra, e
depois da etapa de centrifugag¢do, promove a automontagem das micelas e solvata as cadeias
de hidrocarbonetos. Assim, um pequeno volume de THF em relagdo ao volume de 1-decanol,
ndo ¢ suficiente para dispersar as moléculas de 1-decanol, levando a uma baixa extracdo dos
pesticidas, enquanto um volume elevado pode causar uma dissolucdo dos pesticidas,
diminuindo o sinal cromatografico.

O volume de THF foi avaliado na faixa de 100,0 — 2000,0 pL. Analisando os
resultados mostrados na Figura 28, observa-se que para os volumes entre 100,0 e 400,0 uL, o
sinal cromatografico aumenta, atingindo valor maximo em 400,0 pL e, diminui com 500,0

pL, um comportamento padrao, explicado pela diluicdo dos pesticidas no THF.

Figura 28 - Efeito do volume de THF na microextragdo supramolecular dos pesticidas.
Condigdes: 10 mL de solucao dos pesticidas com pH ajustado em 6,0 e tampao BR 0,01 mol
L', auséncia de sal, 75,0 uL de 1-decanol, 2 min de agitagio em vortex e 10 min de
centrifugagio. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 ug L', CRE e PROC 100 pg
L'e TRI 600 pg L!
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Fonte: Autoria propria.

Assim, esperava-se que volumes maiores de 500,0 pL, os valores de sinal
cromatografico continuassem a diminuir, o que ndo foi verificado para os volumes 600,0 pL,
1000,0 pL e 1500,0 puL. Duas hipdteses podem explicar esse comportamento. A primeira €
que em sistemas supramoleculares compostos por acidos carboxilicos ou alcanéis, o aumento
do solvente organico leva ao aumento do tamanho interno dos agregados micelares,
justificando o aumento da resposta para alguns pesticidas (Ruiz et al., 2007).

Uma segunda hipotese € a de interagdo dos pesticidas com o THF, um solvente polar
aprdtico, por interagdes fracas como a entre pares de elétrons do THF e dos pesticidas, que
contribuiram para a extrag@o e levaram ao aumento de sinal cromatografico. A interag@o entre
pesticidas e THF, caracterizado como um solvente polar aprdtico com baixa constante
dielétrica e prevaléncia de forcas de ligacao dispersivas, amplifica a extragdo de compostos de
baixa polaridade. Quando o THF ¢ combinado com agua, um solvente que possui uma
elevada constante dielétrica e uma prevaléncia de forgas de ligagdo de hidrogénio, resulta em
misturas de polaridade e solubilidade variadas. Isto, por sua vez, promove a formagdo de
agregados supramoleculares em uma ampla gama de composi¢des (Duefias-Mas et al., 2022).
Observa-se no Quadro 5 que todos os pesticidas t€ém solubilidade elevada em acetona, que
também ¢ um solvente polar aprético, corroborando com a possibilidade de interacdo com o
THF.

Apesar dessa possibilidade, ndo ¢ possivel estabelecer um padrio no aumento ou
diminui¢do de sinal analitico dos pesticidas. Utilizando o maior volume, 2000,0 pL, para
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quatro pesticidas, esse ¢ o volume com a menor quantidade extraida. Enquanto para a
trifluralina, os volumes de 700,0 e 1000,0 pL diminuem a extragdo. Destaca-se o volume de
600,0 uL, que apresentou valores de sinal cromatografico maiores que os obtidos com 500,0
uL para todos os analitos, contrariando a tendéncia de diminui¢cao. O mesmo comportamento
¢ observado com 1500,0 pL, que para clorantraniliprole, cresoxim-metilico, propanil e
trifluralina tem valores de sinal cromatografico maiores que para os volumes de 700,0 e
1000,0 pL.

O volume de THF de 400,0 puL foi escolhido para a sequéncia experimental, devido ao

fato de ter apresentado maiores valores de sinal cromatografico.

11.2.4 Sal

A incorporagdo de sal ao meio extrator ¢ efetuada para aumentar a recuperagdo da
extragdo por efeito de salting-out. A presenga de sal de eletrolito na amostra aquosa aumenta
sua forga i0nica, reduzindo a solubilidade do analito na solu¢do aquosa, o que, por sua vez,
facilita o particionamento dos analitos alvo para a fase extratora (Elencovan et al., 2022).

A presenca de uma espécie de sal inorganico considerado um eletrélito forte (NaCl,
NaNOs, NaSO04, AlCI3, MgS04, MgCl,, AlICI;, entre outros exemplos) na amostra aquosa,
aumenta a forca i0nica do meio, devido ao fato que eles sdo dissociados e hidrolisados,
formando anions e céations. A 4gua forma uma esfera de hidratagdo ao redor desses ions,
reduzindo a disponibilidade para solvatar as moléculas dos pesticidas na fase aquosa,
diminuindo a solubilidade e favorecendo sua parti¢ao na fase de extragdo. Esse efeito pode ser
desfavoravel a analitos polares, que podem participar de interagdes eletrostaticas com os ions
do sal em solugdo e, como resultado, reduzem a capacidade de extracdo do solvente de
extracdo ou quando a viscosidade e a densidade do sistema aumentam com excesso de sal
dificultando a transferéncia dos pesticidas de matriz aquosa para o solvente de extragdo
(Seebunrueng et al., 2015).

A fim de identificar qual a quantidade em propor¢cdo de massa/ volume acarreta
melhores valores de sinais cromatograficos, o cloreto de so6dio, que ¢ comum e amplamente
disponivel em laboratorios, foi escolhido como agente de salting-out (Figura 29).

Observa-se na Figura 29 um incremento de ganho de sinal com o aumento da
propor¢ao de NaCl de 1% até 4% e a diminui¢cdo com 5% de m/v de NaCl. Para os pesticidas

CLO, PROP e TRI, chama a atencdo os valores de sinal cromatograficos obtidos na auséncia
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de NaCl maiores que a adi¢do de 1% de NaCl m/v, indicando que o método de extragdo ¢
viavel na auséncia do efeito salting-out.

Apesar desses resultados, durante o desenvolvimento dos experimentos, observou-se
que a auséncia do sal dificultava o processo de separagao de fases, levando a erros na coleta
da fase rica, justificado pelo fato que esse processo ¢ facilitado por estimulos externos, como

a adi¢do do sal. Desse modo, optou-se por trabalhar com 4% de NaCl m/v.

Figura 29 - Efeito da presenca de sal na microextracao supramolecular dos pesticidas (n= 3).
Condigdes: 10,0 mL de solugdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,0 e tampao BR 0,01 mol
L', 75,0 uL de 1-decanol, 400,0 uL de THF, 2 min de agitagio em vortex e 10 min de
centrifuga¢do. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 ug L', CRE e PROC 100 pg
L'e TRI 600 ug L

Fonte: Autoria propria.
Também se verificou a influéncia do tipo de sal na eficiéncia de extragdo pela adi¢do

de sais de sodio com diferentes anions, NaCl, NaNOs e Na>SOs4, todos eletrdlitos fortes, ou

seja, dissociam-se completamente em solucao aquosa (Figura 30).
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Figura 30 - Efeito do tipo de sal na microextracdo supramolecular dos pesticidas (n= 3).
Condigdes: 10,0 mL de solucdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,0, 4% de sal (m/v) e
tampdo BR 0,01 mol L, 75,0 uL de 1-decanol, 400,0 pL de THF, 2 min de agitacdo em
vortex e 10 min de centrifugagdo. Concentracio dos pesticidas: CLO e PROP 300 pg L,
CRE e PROC 100 ug L' e TRI 600 pg L'

Fonte: Autoria propria.

Nota-se na Figura 30 que ndo existe diferenca entre os resultados obtidos para cada
pesticida com os diferentes tipos de sais, apesar da diferenca de carga entre os anions
monovalentes ClI" ¢ NOs™ e o anion divalente SO4*. Embora eletrolitos contendo anions
divalentes serem mais eficazes em promover a salga da solugcdo aquosa do que aqueles
contendo anions monovalentes devido a maior a competi¢ao pela hidratacdo da dgua (Akbas;
Batigoe, 2009; Ballesteros-Gomez et al., 2010), que leva a diminui¢do da solubilidade dos
pesticidas, esse ndo foi o resultado observado e, portanto, o NaCl seguiu sendo usado na

sequéncia dos experimentos.

11.2.5 Efeito do Tampao

Na secdo pH, verificou-se que o pH ¢ uma varidvel muito importante no processo de
microextragdo supramolecular, em que a sua variagdo pode resultar em melhores valores de
sinal analitico. Considerando essa importancia, durante a realizacdo dos experimentos, o
controle do pH ¢ facilitado pela presenga de um tampdo, uma solu¢do capaz de resistir a

mudancas de pH quando 4cidos ou bases sdo adicionados.
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Até a realizagdo desse experimento, o tampao Britton-Robinson (tampao BR) na
concentragdo de 0,01 mol L estava sendo utilizado para o ajuste do pH em 6,0, conforme
resultado descrito anteriormente. Em primeiro lugar, avaliou-se a concentragao desse tampao,

de 0,005 a 0,1 mol L', e os resultados sdo mostrados na Figura 31.

Figura 31 - Efeito da concentragdo de tampdo na microextracdo supramolecular dos
pesticidas (n= 3). Condicdes: 10,0 mL de solu¢do dos pesticidas com pH ajustado em 6,0, 4%
de NaCl (m/v), 75,0 uL de 1-decanol, 400,0 uL. de THF, 2 min de agitagdo em vortex e 10
min de centrifugacdo. Concentracio dos pesticidas: CLO e PROP 300 pg L', CRE e PROC
100 pg L' e TRI 600 pg L™

Fonte: Autoria propria.

Ressalta-se que a concentragdo de 0,01 mol L™ apresenta os melhores valores de sinal
cromatografico, corroborando o seu uso como concentragao de tampao.

Na sequéncia, avaliou-se também o tipo de tampao empregado, considerando o pH de
trabalho em 6,0 e a concentracdo de 0,01 mol L. Para isso, usou-se tampdo BR (faixa
tamponante 2,0 — 12,0) e tampao fosfato (tamponante proximo de pH 7,0). O tampao BR ¢
obtido a partir de uma mistura dos acidos borico, acético e fosforico, enquanto o tampao
fosfato ¢ obtido a partir dos sais dihidrogenofosfato e hidrogenofosfato de soédio. Os
resultados obtidos foram semelhantes para todos os pesticidas, conforme Figura 32,

permitindo a continuidade do tampao BR na concentra¢ido de 0,01 mol L.
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Figura 32 - Efeito do tipo de tampao na microextracdo supramolecular dos pesticidas (n= 3).
Condigdes: 10,0 mL de solu¢ao dos pesticidas com pH ajustado em 6,0, 0,01 mol L-1 de
tampao, 4% de NaCl (m/v), 75,0 uL de 1-decanol, 400,0 uL. de THF, 2 min de agitagdo em
vortex e 10 min de centrifugagdo. Concentracio dos pesticidas: CLO e PROP 300 pg L,
CRE e PROC 100 pg L' e TRI 600 pg L™!

Fonte: Autoria propria.

11.2.6 Tempo de Vortex

A agitagdo mecanica por um agitador de voértice favorece ainda mais a dispersao da
fase extratora na fase aquosa com a formagdo de minusculas goticulas do 1-decanol,
aumentando o contato com os pesticidas, obtendo-se uma maior eficiéncia na extracao.
Posteriormente essa etapa, ocorre a centrifugagdo, para separar as fases rica e aquosa. O
tempo necessario para atingir as condicoes de equilibrio para a extragao foi de 120 s (Figura
33).

Para o tempo de extragdo mais longo, 150 s, as areas dos picos diminuiram (exceto
para o procloraz), devido possivel restricdo da formagdo da fase supramolecular. O
incremento no tempo de agitagdo do vortice teoricamente aumenta o tempo de contato, que
por sua vez acelera a transferéncia de massa dos analitos alvo para o extrator, no entanto, apos
120 s a eficiéncia de extragdo diminuiu, podendo ocorrer a retrodifusdo dos analitos na

solucao da amostra (Elencovan et al., 2022 ¢ (Salamat et al., 2018).
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Figura 33 — Efeito do tempo de agitacdo em vortex na microextracdo supramolecular dos
pesticidas (n= 3). Condigdes: 10,0 mL de solu¢dao dos pesticidas com pH ajustado em 6,0,
0,01 mol L! de tampdo BR, 4% de NaCl (m/v), 75,0 pL de 1-decanol, 400,0 uL de THF e 10
min de centrifugacdo. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 pg L', CRE e PROC
100 pg L' e TRI 600 pg L™

Fonte: Autoria propria.

11.2.7 Tempo de Centrifugagao

Essa etapa crucial afeta consideravelmente a qualidade e a quantidade de recuperacao
da fase rica e acelera o processo de isolamento e coleta apds a extragdo. Os efeitos do tempo
de centrifugacao foram investigados na forca de centrifugagdo de 2000 rpm.

O tempo de centrifuga¢do foi variado na faixa de 120 a 900 segundos (2 a 15
minutos), € observa-se na Figura 34 que ndo ocorre um aumento do sinal cromatografico com
0 aumento do tempo de centrifugagdo. Além disso, para o clorantraniliprole e o procloraz, 120

segundos € o tempo em obtém-se o melhor sinal cromatografico.
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Figura 34 — Efeito do tempo de centrifugacdo na microextracdo supramolecular dos
pesticidas (n= 3). Condigdes: 10,0 mL de solu¢dao dos pesticidas com pH ajustado em 6,0,
0,01 mol L' de tampdo BR, 4,0% de NaCl (m/v), 75,0 pL de 1-decanol, 400,0 pL de THF e
120 s de vortex. Concentracdo dos pesticidas: CLO e PROP 300 pg L', CRE e PROC 100 pg
L'e TRI 600 pg L!

Fonte: Autoria propria.

11.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS

O método de microextragdo supramolecular desenvolvido foi avaliado a fim de
verificar a sua eficiéncia, com o calculo dos pardmetros de validagdo de métodos analiticos
para os cinco pesticidas: faixa dindmica de trabalho, equagdo da reta, coeficiente de
correlagdo das curvas analiticas, limite de detec¢dao (LD), limite de quantificacdo (LQ) e
precisdo intradia e interdia (Tabela 11).

Duas curvas analiticas foram obtidas: a primeira com a etapa de microextracdo
supramolecular e a segunda, sem a etapa de pré-concentracdo (injecdo direta no sistema
cromatografico). A faixa dinamica de trabalho, apresentada na Tabela 12, demonstra a
importancia da etapa de pré-concentragao dos pesticidas, pois observa-se que o CLO, CRE e
PROC tiveram valores de faixa de trabalho inferiores ao menor ponto da curva analitica com
injecdo direta. Ainda, o PROP e a TRI, quando passam pela etapa de microextragdao, tem
valores de faixa de trabalho inferiores ao primeiro ponto da inje¢do direta. A andlise de
pesticidas em niveis baixos ¢ necessdria para o cumprimento das legislagdes que exigem

métodos altamente sensiveis.
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Devido a faixa de trabalho da etapa de microextracdo contemplar valores baixos, os
valores obtidos de LD e LQ, calculados conforme a orientacdo da IUPAC (Long, G. L.;
Winefordner, 1983), sdo menores que os valores estabelecidos como limites maximos pelas
agéncias reguladoras mostrados no Quadro 6 (Anvisa - Brasil, USEPA - Estados Unidos ¢ UE
- Unido Europeia), o que permite inferir que o método proposto € aplicavel em amostras de
agua e alimentos.

Os valores de LQ teoricos calculados foram submetidos ao processo de microextragao
supramolecular e os valores de area obtidos foram adicionados como o primeiro ponto das
curvas analiticas e usados como ponto inicial da faixa dinamica de trabalho. Apos esse
procedimento, as regressdes lineares obtidas foram estatisticamente validadas por ANOVA
unidimensional (Tabela 12).

Para todas as curvas, no nivel de confianca de 95%, os valores da raziao entre as
médias quadraticas do modelo pelo residuo (f-valores*) foram maiores que os valores
tabelados (Apéndice F), indicando bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Nao ¢
notado a evidéncia de falta de ajuste para os valores observados em relagdo aos valores
previstos pelo modelo nas condigdes e faixas de concentragao escolhidas, uma vez que a razao
entre a média quadratica da falta de ajuste e média quadratica do erro puro (f-valores**) foi

menor que o valor de f tabelado (Lemes; Tarley, 2021).

Tabela 12- Faixa dindmica de trabalho, equacdo da reta, coeficiente de correlagdo das curvas
analiticas e f-valores obtidas da ANOVA, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo
(LQ) e precisdo intradia e interdia

Paridmetro Etapade ., CRE PROC PROP  TRI
extracao
L 57 273
Faixa dindmica SUPRASs 1,9-300,0 4,3-175,0 1,3-525,0
(he L) 175.0 1050,0
SpC 5000—  500,0—  500,0— 500,0—  500,0—
60000 60000  6000,0 6000,0 60000
y= y= y= y= y=
SUPRAs  10209,0x — 21281,0x  17717,7x 1151303x 4498 2x —
Equacio da reta 524154  +169852 +54383 +14117,0 1103818
SpC i_ HE6x o 550.6x 51’5_6,3)( . Y= 1563% y=89,7x
I3sesdo IO U 311229 3406
R? SUPRAs 09907  0,9964  0,9944 09922  0,9974
SPC 0,9901 009956 09940 09974 09901
foyalor* SUPRAs 1034624 2511,19 182,78 391731  2366,67
SPC 9917,12 285929  1870,16 584436  1828,12
foyalor** SUPRAs 1,68 0,91 0,20 2,74 0,59
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SPC
LD (ug L") SUPRAs
LQ (ngL™ SUPRAs
FP SUPRAs
Precisdo intradia*** (DPR, SUPRAs
%) SUPRAs
Precisdo interdia*** (DPR, SUPRAs
%) SUPRAs

1,04
0,6
1,9
87,5
4,7
4,5
4.4
3,6

2,10
1,3
43
84.9
8,7
8,0
6,3
8,3

1,85
1,7
5,7
74,9
5,6
9,0
7,6
9,0

2,54
0,4
1,3
90,3
7,6
8,4
6,0
6,9

3,02
8,2
27,3
50,1
7,2
12,4
7,6
4,3

SPC: sem pré-concentrar.

* MQmodelo/ M Qresiduos (Média quadratica do modelo/ Média quadratica dos residuos).

** MQfaltadeajuste/M Qerropuro (Média quadratica falta de ajuste/ Média quadratica do erro puro)
**% Concentragdes estudadas: CLO: 75,0 e 225,0 ug L''; CRE: 25,0 e 75,0 pg L!; PROC: 25,0 ¢ 75,0 ug L%;

PROP: 75,0 e 225,0 pg L*'; TRI: 150,0 e 450,0 ng L'

As curvas analiticas obtidas, com o LQ inserido como primeiro ponto, sao mostradas

nas Figuras 35 até 39.

Figura 35 - Curvas analiticas do CLO com a etapa de pré-concentracdo supramolecular e

injecdo direta

Fonte: Autoria propria.
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Figura 36 - Curvas analiticas do CRE com a etapa de pré-concentragdo supramolecular e
injecdo direta

Fonte: Autoria propria.

Figura 37 - Curvas analiticas do PROC com a etapa de pré-concentragdo supramolecular e
injecdo direta

Fonte: Autoria propria.
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Figura 38 - Curvas analiticas do PROP com a etapa de pré-concentracdo supramolecular e
injecao direta

Fonte: Autoria propria.

Figura 39 - Curvas analiticas do TRI com a etapa de pré-concentragdo supramolecular e
injecdo direta

Fonte: Autoria propria.
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Os parametros analiticos obtidos no método desenvolvido foram comparados com
outros métodos relatados na literatura para a quantificacdo dos sete pesticidas e determinagao
por HPLC-DAD (Tabela 13). Para alguns dos pesticidas estudados sdo escassos os trabalhos
publicados que fazem a quantificagdo por HPLC-DAD, sendo mais comum o uso de
equipamentos de cromatografia liquida mais sofisticados, como o UHPLC, ou acoplados a
outros sistemas de detec¢do, como massas, LC-MS/MS. Esses equipamentos podem favorecer
a sensibilidade analitica, mas a aquisi¢cao e manutengao desses ¢ mais cara quando comparada
a um HPLC-DAD. Por esse motivo, o desenvolvimento de um método analitico usando
equipamentos menos sofisticados ¢ interessante do ponto de vista economico.

Observa-se nesses trabalhos, que devido ao fato de utilizar solventes orgénicos que
ndo sdo compativeis com a fase mével cromatografica, existe a necessidade de uma etapa de
secagem do solvente de extracdo e a ressuspensdo em um solvente adequado. Volumes
elevados de solvente organico induzem ao uso de rota vapor ou nitrogénio liquido e
posteriormente, retomar em fase liquida compativel com a fase movel do HPLC (geralmente a
composicdo da propria fase médvel), somando uma etapa a mais de trabalho antes da inje¢do
no HPLC, aumentando a possibilidade de erros de andlise.

Comparando os valores de LD e LQ do método desenvolvido com os apresentados na
Tabela 13, observa-se que os valores obtidos no presente método sdo semelhantes aos
alcancados em métodos de extragdo amplamente utilizados, como DLLME, QuEChERS e
assistidos por outras técnicas, como ultrassom. Em relacdo aos métodos tradicionais, como
LLE e SPE, os limites obtidos sdo menores, 0 que mostra que a microextracao supramolecular
melhora a sensibilidade de métodos analiticos classicos. O método supramolecular mostrou
ser rapido e simples, empregando apenas um vortex € uma centrifuga em seu processo, 0 que
aumenta a frequéncia analitica e facilita seu emprego.

Outro destaque positivo do método desenvolvido ¢ a andlise multiresiduos de
diferentes classes de pesticidas, sendo um inseticida, dois fungicidas e dois herbicidas, de
diferentes grupos quimicos, que por vezes sao aplicados ao mesmo tempo ou em aplicacdes

com pouco intervalo de tempo.

Tabela 13 - Comparagdo dos métodos da literatura e do presente método para a determinagao
dos pesticidas com deteccdo por HPLC-DAD

. LD LQ
Método de Volume de - A .
extracio CLO VPC Tempo solvente gtig) gtig) FPC Aplicacio  Referéncia
QuEChERS 15,0 1 min 20,0 60,0 Uva (Malhat,
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mL 2012)
acetato
de etila
140,0 mL
i acetato de etila- (Geetal.,
Silica Gel éter de petrleo 1O Tabaco 2014)
(1:25)
Agua e
SUPRASs 10,0 2 min 75,0 pL de 1- 0,6 1,9 87,5 amostrasde Este estudo
mL decanol .
farinhas
, LD LQ
Método de Volume de .. A
extracio CRE VPC Tempo solvente gtlg) gtlg) FPC Aplicacdo  Referéncia
30,0 mL HCI
10,0 : 0,002mol L' e ) (Abreu et
LLE mL 2 min 10 mL éter 362 - Uva e vinho al., 2005)
etilico
. 10,0 mL ACN e Polpa e pele (Zhu et al.,
QuEChERS 3 min 1% acetato 10 de laranja 2013)
20,0 mL de
MSPD ciclohexano/ , (Froes et
(Alumina) acetato de etila >0 100 Acal al., 2013)
(1:1)
10,0 mL ACN e
QUEChERS Imin 1% cido 10 50 Magi (Malhat et
e al., 2013)
acetico
15,0 mL ACN e Aguae (Ammar et
QuEChERS Imin 1% 4cido 1 3 gu
” peixe al., 2017)
acetico )
Aguae
SUPRASs 10,0 2 min 75,0 pL de 1- 1,3 4,3 849 amostrasde Este estudo
mL decanol .
farinhas
\ LD LQ
Método de Volume de . s A
extracio PROC VPC Tempo solvente g;ig) g;ig) FPC Aplicacio  Referéncia
Sucos de
UA-SDES- . frutas (Lin et al.,
DLPME 50mL 9min 67,0 uL de DES 8,40 25,0 processados  2021)
e chas
Agua e
SUPRAs 10,0 2 min 75,0 pL de 1- 1,7 5,7 74,9 amostrasde Este estudo
mL decanol .
farinhas
. LD LQ
Método de Volume de N A
extragio PROP VPC Tempo solvente gtig) gtig) FPC Aplicacio  Referéncia
MSPD 12,0 mL de (Tsochatzis
(Alumina) ACN >0 16,0 Arroz etal., 2010)
2,0 mL, acetato
200,0 . deetila: Casca de (Tsochatzis
Cartucho de C13 mL 40 min diclometano Lo 30 arroz etal., 2012)
(9:1 v/v)
103,0 pL , (Saraji;
DLLME 5,0 mL Dissulfeto de 0,03 - 91 Aguaderio Tansazan,
carbono 2009)
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Aguae

SUPRASs 10,0 2 min 75,0 pL de 1- 04 1,3 90,3 amostras de Este estudo
mL decanol .
farinhas
, LD LQ
Método de Volume de .. A .
extracdo TRI VPC Tempo solvente gtlg) gtlg) FPC Aplicacdo  Referéncia
15,0 3,0 mL d S d (Topuz et
LLE ¢ SPE mL de CHACLy - s al I3005)
MeOH = K
Oleo de . .
. (Tuzimski;
SPE/QuEChERS 1990 o 330mbde o4 olivaede — poi k.
mL ACN semente de
2016)
uva
Agua e
SUPRASs 10,0 2 min 75,0 pL de 1- 8,2 27,3 50,1 amostras de Este estudo
mL decanol .
farinhas

FPC: Fator de pré-concentragdo; LD: Limite de detec¢do; LQ: Limite de Quantificagdo; SPE; VPC: Volume de
pré-concentragdo; SPE: Extracdo em fase solida; QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe;
MSPD: dispersdo da matriz em fase s6lida; DLLME: microextragdo liquido-liquido dispersiva; LLE: extragdo
liquido-liquido; UA-SDES-DLPME: solvente eutético profundo assistido por ultrassom - microextragdo em fase
liquida dispersiva por solidificagdo da fase rica.

Ainda, verificou-se a adequagdo aos principios da quimica verde do método de pré-
concentracdo desenvolvido, visando avaliar a seguranca dos operadores e os aspectos
ambientais com a analise AGREE - Analytical GREEnness Metric desenvolvida em 2020.

Avaliou-se 12 critérios com caracteristicas distintas de procedimentos analiticos
usando os 12 principios da Quimica Analitica Verde em que cada aspecto recebe uma
pontuacdo entre 0 e 1, que corresponde a um esquema de cores que varia do verde (1),
amarelo, ao vermelho (0) e, uma nota geral dentro dessa escala. Apos a analise, obtém-se um
grafico em estilo de reldgio, com a pontuagdo geral centralizada e a nota de cada critério
segmentada ao redor do circulo central, com as cores relativas a nota obtida.

Na Figura 40 ¢ apresentado o resultado da analise. A avaliagdo geral, no centro do
circulo, apresentou uma pontuagdo geral de 0,64, com cor verde clara, indicando um baixo
impacto ambiental e que pode ser considerado um método verde. Destaca-se os principios 4, 6
e 8, devido ao fato de o procedimento de amostragem requerer poucas etapas e nenhuma de
derivatizacdo e a analise multiresiduos, em que cinco pesticidas sdo determinados em cada
procedimento. Os principios 2, 5, 7, 11 e 12 tiveram boas avaliac¢des, isto porque o método de
microextragdo supramolecular utiliza pequena quantidade de amostra e solventes, e
consequentemente, produz uma pequena quantidade de residuos, com baixa toxicidade e
poucos riscos para o operador. O principio 9, em relagdo a escolha do instrumento registrou
amarelo para o uso do HPLC-DAD. Como pontos negativos do método, os principios 1, 3 e

10 foram registrados, devido ao procedimento de amostragem ser realizado offline e o
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posicionamento do dispositivo analitico a medida que a amostra era pré-tratada antes da
injecdo no HPLC-DAD e o fato de que o solvente ndo era de fonte de base bioldgica, que

oferece melhor sustentabilidade.

Figura 40 - Resultado da analise AGREE para o método de microextracao supramolecular
desenvolvido

Fonte: Autoria propria.

11.4 APLICABILIDADE EM AMOSTRAS AMBIENTAIS E ALIMENTICIAS

A viabilidade do método proposto foi avaliada na deteccdo e quantificacdo dos
pesticidas em &gua natural, amostras de dois lagos (localizados nas cidades de Londrina e
Apucarana) e um riacho (localizado na cidade de Medianeira). Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 14.

As amostras foram escolhidas pelos motivos citados na secao de aplicagdo em amostra
no Capitulo I, quanto a localizagdo dos pontos de coleta. Nao foi observado residuos dos
pesticidas avaliados e, prosseguiu-se com os testes de adi¢ao e recuperacao, realizados em trés
niveis em triplicata. Os niveis avaliados para cada pesticidas foram escolhidos baseados no
limite de quantificagdo obtidos na etapa anterior. Obteve-se recuperacdes na faixa de 81% -
111%, indicando a auséncia de efeito matriz, de interferéncia e a viabilidade do método.

O método de microextragdo supramolecular desenvolvido foi aplicado também em
amostras de farinha obtidas de graos onde os pesticidas analisados sdo utilizados, arroz, aveia
e trigo. Entdo, as amostras passaram pelo procedimento de adi¢do e recuperacdo, de acordo
com o LMR permitido pela Unido Europeia. A recuperagdo obtida na faixa de 81 a 95%, ¢
adequada para as andlises de pesticidas, corroborando ao fato que a presenca de farinha ndo

causa efeito de matriz e que o método independente da matriz.
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Apesar do fato de nenhum dos pesticidas ser determinado nas amostras analisadas, o
método analitico proposto neste estudo possui limite de quantifica¢do satisfatoriamente baixo
para realizar o monitoramento de residuos desses pesticidas em amostras de aguas e em
produtos alimenticios derivados de graos, segundo a legislacao brasileira, conforme o Quadro
5.

Tabela 14 — Aplicacdo do método em amostras ambientais de adguas e testes de adicdo e
recuperagdo (n=3)

Local: Lago Schimidt (Apucarana — PR)

. . Concentracio adicionada Concentracio encontrada ~
Pesticida . . Recuperacao (%
(pg L) (pg L) peragao (%)
CLO 4,0 6,0 8,0 3,7+ 0,1 5,8 £0,1 8,103 93 9% 101

CRE 9,0 13,0 17,0 8,4+0,2 11,7+0,8 16,612 93 90 98
PROC 11,0 17,0 23,0 11,9+0,7 16,8+0,6 243+18 108 99 106
PROP 3,0 4,0 5,0 2,7+0,4 3,9+0,3 55+0,6 89 98 109

TRI 55,0 82,0 109,0 55,7+3,1 85,5+3,0 113,1+7.4 101 104 104

Local: Riacho Sol e Ouro (Medianeira — PR)

Concentracao adicionada

Pesticida
(gL

Concentracio encontrada (ug L")  Recuperacio (%)

CLO 4,0 6,0 8,0 3,9+0,3 54+0,2 6,704 98 90 &4
CRE 9,0 13,0 17,0 9,3+1,2 122+0,7 149+0,6 103 94 88
PROC 11,0 17,0 23,0 10,4 + 1,8 17,1+£0,7 23,5409 94 101 102
PROP 3,0 4,0 5,0 2,4+0,1 3,3+0,6 52+05 82 82 104
TRI 55,0 82,0 109,0 52,8+43 83,5+£2,7 93,7+23 96 102 86

Local: Lago Igapé6 (Londrina — PR)

Concentracao adicionada

Pesticida
(gL

Concentracio encontrada (ug L")  Recuperagio (%)

CLO 4,0 6,0 8,0 4,1+0,3 5,8+0,1 73+03 103 97 91

CRE 9,0 13,0 17,0 8,3+1,0 10,6 0,9 152+£03 92 &8I 90
PROC 11,0 17,0 23,0 9,7+ 0,9 17,5+€0,7 22,1+0,6 88 103 96
PROP 3,0 4,0 5,0 2,5+0,6 3,5+0,3 51+£05 82 87 102

TRI 55,0 82,0 109,0 60,9 +0,3 83,4+39 1088+49 111 102 100

Farinha de Aveia

Concentracio adicionada Concentracio encontrada

Pesticida Recuperacio (%)

(ng kg™ (ng kg™
CLO 12,0 10,7 +0,3 90
CRE 48,0 412413 86
PROC 120,0 97,7 +4,6 81
PROP 6,0 51+0,5 85
TRI 30,0 28,4 +0,7 95

Farinha de Trigo

Pesticida Concentrac¢ao adicionada Concentracio encontrada Recuperacgiao (%)
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(ng kg™ (ng kg™

CLO 12,0 10,2 +0,5 85
CRE 90,0 85,1+2,0 95
PROC 18,0 15,9 +0,7 89
PROP 6,0 54+0,3 90
TRI 30,0 28,5+0,3 95

Farinha de Arroz

Concentracio adicionada Concentracio encontrada

Pesticida (ug kg (ng kg™ Recuperaciao (%)
CLO 240,0 214,0 £ 4,6 89
CRE 6,0 5,3+0,2 89
PROC 18,0 15,0+0,5 83
PROP 6,0 5,1+0,2 87
TRI 30,0 27,9+0,2 93

O cromatograma da aplicagdo na agua do rio da cidade de Medianeira ¢ apresentado

na Figura 41.

Figura 41 — Cromatograma da amostra de Rio da cidade de Medianeira — PR, fortificada no
nivel 2,0xLQ

Fonte: Autoria propria.

Neste estudo, nenhum dos pesticidas avaliados nesse estudo foi encontrado nas
amostras de aguas e farinhas estudadas. Nos artigos citados na Tabela 13, somente o herbicida

propanil foi detectado em trés amostras de dgua coletadas na Grécia no trabalho de Tsochatzis
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e colaboradores (2012), com concentragdes variando de 0,8 a 2,5 pg L' (Tsochatzis et al.,
2012).

Stringhini e colaboradores (2021) encontraram clorantraniliprole (11,0 pg kg™') em
uma amostra de tomate, sendo seu uso nao autorizado no Brasil para tomate (Stringhini et al.,
2021). Jahan e colaboradores mostraram que das 50 amostras de beringela coletadas em
diferentes mercados, em 8 foram detectados residuos de clorantraniliprole variando de 14,0 a
332,0 ug Kg'!' (Jahan et al., 2023).

Cresoxim-metil foi detectado em duas amostras de abobrinha e duas amostras de
pepino com concentragdes de 0,1-128,3 ug Kg! no trabalho de Hu e colaboradores (2023),
abaixo do LMR preconizado na China (Hu et al., 2023).

Zhang e colaboradores encontraram trifluralina em amostras de peixes de diferentes

cidades da China com concentracdo de 0,55 pg kg ™! e 0,68 ug kg ' (Zhang et al., 2019).

12 CONCLUSAO

Um novo método de extracdo supramolecular ¢ apresentado focado na extragdo de
diferentes classes de pesticidas, um inseticida, dois fungicidas e dois herbicidas
frequentemente aplicados em culturas de graos.

O método foi desenvolvido empregando uma andlise univariada das variaveis
estudadas, o que permitiu estudar mais varidveis minunciosamente e analisar o
comportamento dos pesticidas com a mudancga das variaveis. Assim, chegou-se ao método de
microextragdo supramolecular otimizado em pesticidas com a concentracdo de
clorantraniliprole e propanil de 300 pg L', cresoxim-metilico e procloraz 100 ug L' e
trifluralina 600 pg L', com 10,0 mL de solugdo dos pesticidas com pH ajustado em 6,0, 75,0
pL de decanol, 400,0 uL de THF, 4,0% de NaCl (m/v), 0,01 mol L™ de tampdo BR e 120 s de
vortex e 120 s de centrifugagao.

Obteve-se os parametros analiticos do método desenvolvido, com limites de
quantifica¢gdo que compreendem em sua maioria as legislacdes brasileiras e internacionais,
fatores de pré-concentracao variando de 50,1 a 90,3 e, principalmente, um método rapido e
simples, com apenas 120 s de vortex para pré-concentracao ¢ 120 s de centrifugacao para
separar as fases. A aplicacdo do método em amostras de aguas e farinhas ndo apresentou
efeitos de matriz, com recuperagdes dentro da faixa satisfatdria, indicando que o método pode

ser empregado na extracdo e pré-concentracao desses pesticidas.
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APENDICE A - DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DE CAR
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APENDICE B — CURVAS ANALITICAS DOS SETE PESTICIDAS SEM PRE-
CONCENTRACAO E COM A ETAPA DE PRE-CONCENTRACAO USANDO 10,0
E 40,0 ML DE SOLUCAO AQUOSA DOS PESTICIDAS

Acetamiprido

Azoxistrobina
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Bifentrina

Carbendazim
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Clorpirifos

Imidacloprido
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APENDICE C - VALOR DE F TABELADO

Tebuconazol

f-valor tabelado*

f-valor tabelado**

40 mL 10 mL SPC 40 mL 10 mL SPC
ACE 449 474 460 430 4,49 438
AZO 449 460 4,60 430 438 4738
BIF 441 4,60 460 424 438 4738
CAR 449 460 460 430 4738 438
CLO 441 460 4,60 424 438 438
IMI 449 460 4,60 430 438 4738
TEB 449 460 4,60 430 438 438

SPC: sem pré-concentrar. * MQmodelo/MQresiduos (Média quadratica do modelo/ Média quadratica dos residuos). **

MOQfattadeajuste’ M Qerropuro (Média quadratica falta de ajuste/ Média quadratica do erro puro)
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APENDICE D - DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DE CLO EM RELA(:AO AO PH

APENDICE E — VALOR DE F TABELADO
f-valor tabelado* f-valor tabelado**

10,0mL SPC 10,0mL  SPC

CLO 4,49 4,60 4,30 4,38

CRE 4,35 4,60 4,19 4,38

PROC 4,35 4,60 4,19 4,38

PROP 4,30 4,60 4,15 4,38

TRI 4,35 4,60 4,19 4,38

SPC: sem pré-concentrar. * MQmodelo/M Qresiquos (Média quadratica do modelo/ Média quadratica dos residuos). **

MOQfattadeajuste/ M Qerropuro (Média quadratica falta de ajuste/ Média quadratica do erro puro)
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