Universidade
Estadual de LondRrina

EDSON LUIS DA SILVA

SOLVENTE SUPRAMOLECULAR PARA
PRE-CONCENTRAGAO DE PROTIOCONAZOL EM
AMOSTRAS DE AGUA E DETERMINAGAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Londrina
2024



EDSON LUIS DA SILVA

SOLVENTE SUPRAMOLECULAR PARA
PRE-CONCENTRAGAO DE PROTIOCONAZOL EM
AMOSTRAS DE AGUA E DETERMINAGAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Trabalho de Dissertacdo apresentado a
Universidade Estadual de Londrina - UEL,
como requisito para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. César Ricardo Teixeira
Tarley

Londrina
2024


https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/25209/cesar-ricardo-teixeira-tarley/
https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/25209/cesar-ricardo-teixeira-tarley/

Silva, Edson Luis da.
SOLVENTE SUPRAMOLECULAR PARA PRE-CONCENTRA(;E\O DE
PROTIOCONAZOL EM AMOSTRAS DE AGUA E DETERMINACAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA / Edson Luis da Silva. -
Londrina, 2024.
62 f.

Orientador: César Ricardo Teixeira Tarley.

Dissertagdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Exatas, Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, 2024.

Inclui bibliografia.

1. Agrotoxicos - Tese. 2. Protioconazol - Tese. 3. Microextragao por solvente
supramolecular - Tese. 4. Cromatografia liquida - Tese. |. Tarley, César Ricardo
Teixeira. 1l. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatas.
Programa de Po6s-Graduagao em Quimica. Ill. Titulo.

CDU 54




EDSON LUIS DA SILVA

SOLVENTE SUPRAMOLECULAR PARA
PRE-CONCENTRAGAO DE PROTIOCONAZOL EM
AMOSTRAS DE AGUA E DETERMINAGAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Trabalho de Dissertacdo apresentado a
Universidade Estadual de Londrina - UEL,

como requisito para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Orientador César Ricardo Teixeira Tarley
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profe. Dr2. Maria Luiza Zeraik
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Altair Benedito Moreira
Universidade Estadual Paulista (UNESP)

Londrina, 27 de setembro de 2024.



Dedico esse trabalho aos meus pais, José e Vanilda.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Professor Tarley, pela oportunidade de
trabalharmos juntos por esses 3 anos, por todos os ensinamentos praticos e teoricos
que tive nesse periodo para execucao desse trabalho.

Ao programa de Poés-Graduagdo em Quimica pela oportunidade de cursar
mestrado. A Universidade Estadual de Londrina por fornecer educagao publica de
qualidade.

A todos os professores que fizeram parte da minha formacao, por todos os
ensinamentos, dedicagao e exemplos de amor a profissao.

Ao grupo de pesquisa LADEMA pelas amizades e parcerias construidas nos
3 anos de pesquisa. A Luciane Effting, pelos trabalhos realizados juntos e por todas
as conversas durante esse periodo, aos meus colegas Isabela de Almeida e Pedro
Angelis que além de companheiros de trabalho, participamos do mestrado juntos.

A empresa ADAMA Brasil S.A, por todo o suporte, desde a liberagdo para
cursar as disciplinas, mas também por todo suporte analitico para a execugao deste
projeto.

A minha esposa Kellem por sua compreensdo e incentivo para que eu
retornasse aos estudos depois tantos anos afastados, e por todo o amor e
dedicagdao a nossa familia. Ao meu filho Lucas, que me inspira diariamente a ser
uma pessoa melhor.

Ao meu irmao Marco, por ser a pessoa em quem sempre me espelhei desde a
crianga e ser esse irmao que posso contar sempre.

Aos meus pais, José e Vanilda, a quem dedico essa tese, que desde crianga
me incentivaram a estudar e que nunca mediram esforgos para realizacdo de todos
0S meus sonhos.

Agradeco a Deus e a Nossa Senhora Auxiliadora, que em muitas vezes eu pedi
forga para continuar a caminhada, e por sempre me amparar, mesmo nos momentos

mais dificeis.



RESUMO

SILVA, Edson Luis. Solvente supramolecular para pré-concentragcao de
protioconazol em amostras de agua e determinagao por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. 2024. 62 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Analitica)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A utilizagdo de agrotdoxicos para controle de pragas e doengas, visando
aumentar a produtividade agricola esta cada vez mais presente atualmente. No
entanto, o emprego excessivo e inadequado desses produtos quimicos tem gerado
preocupacao global em relagdo aos impactos ao meio ambiente e na saude humana.
Dentro da industria de producdo de agrotoxicos, existem regulamentagdes que
estabelecem limites maximos para a presengca desses compostos em agua.
Adicionalmente, orgdos regulamentadores no Brasil, como a ANVISA (Agéncia de
Vigilancia Sanitaria) e CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), preconizam
limites maximos de agrotoxicos em 4aguas potaveis e aguas naturais,
respectivamente. Para formulagdes utilizando protioconazol, ha caréncia de
legislacdo. O protioconazol é um fungicida que recentemente vem sendo produzido
no Brasil e é utilizado na cultura de soja para controle da ferrugem asiatica. Por ser
um agrotéxico recentemente comercializado no Brasil, ainda ndo ha legislagéo
quanto aos limites maximos em corpos d’agua. Portanto, o desenvolvimento de
métodos analiticos que atendam essa demanda € de grande importancia. Ressalta-
se que dentre os poucos meétodos reportados para microextragdo de protioconazol,
os encontrados na literatura foram microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
e microextragao liquido-liquido com emulsificagao (ELLME). Assim sendo, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um método de pré-concentragao de protioconazol em
amostras de agua utilizando microextracao por solvente supramolecular (SUPRAS)
baseado em 1-decanol e tetraidrofurano (THF). O método foi otimizado utilizando um
planejamento fatorial fracionario 2°%' com 16 ensaios, incluindo um ponto central. A
partir da avaliagdo do diagrama de Pareto, as melhores condi¢des determinadas
para a microextracao de protioconazol foram identificadas: volume de 40,0 mL de
agua em pH 4,00, 500,0 pyL de 1-decanol, 750,0 uyL de THF, 30 segundos de
agitacdo em vortex e centrifugagcdo a 4000 rpm por 3 minutos. O método de
microextracao destaca-se por apresentar um fator de pré-concentracao de 71 vezes,
permitindo atingir os limites de detecgdo e quantificagdo de 4,2 e 14,1 ug L,
respectivamente, sem a necessidade de utilizar a cromatografia liquida acoplada a
um espectrometro de massas. De acordo com os resultados das analises, nao foi
detectado protioconazol nas amostras de agua da bacia de contencdo e do Rio
Ribeirao Linddia.

Palavras-chave: Agrotoxicos, protioconazol, microextragdo por solvente
supramolecular, 1-decanol, amostras de agua e cromatografia liquida.



ABSTRACT

SILVA, Edson Luis. Supramolecular solvent for prothioconazole
pre-concentration in water samples and determination by high performance
liquid chromatography. 2024. 62 p. Dissertation (Master in Analytical Chemistry)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

The use of pesticides for pest and disease control, aiming to increase
agricultural productivity, is becoming increasingly prevalent. However, the excessive
use and inappropriate application of pesticides have raised concerns among the
global population regarding the environment and human health. In industries that
produce pesticides, legislation sets maximum limits on water. Additionally, regulatory
agencies in Brazil, such as ANVISA (National Health Surveillance Agency) and
CONAMA (National Environment Council), mandate maximum pesticide limits in
drinking water and natural waters, respectively. However, no legislation exists for
new formulations using prothioconazole, a fungicide recently produced in Brazil and
used in soybean cultivation to control Asian rust. Therefore, developing analytical
methods that meet this demand is paramount. It is worth noting that among the few
methods reported for prothioconazole microextraction, those found in the literature
were dispersive  liquid-liquid  microextraction (DLLME) and liquid-liquid
microextraction with emulsification (ELLME). Thus, this work aimed to develop a pre-
concentration method for prothioconazole in water samples using a supramolecular
solvent (SUPRAS) based on 1-decanol and tetrahydrofuran (THF). The process was
optimized using a 2% fractional factorial design with 16 ftrials, including a central
point. From the analysis of the Pareto diagram, the best conditions determined for
prothioconazole microextraction were identified: 40.0 mL of water at pH 4.00, 500.0
pL of 1-decanol, 750.0 uL of THF, 30 seconds of vortexing and centrifugation at 4000
rom for 3 minutes. The microextraction method stands out for presenting a pre-
concentration factor of 71 times, allowing the detection and quantification limits of
4.2 and 14.1 ug L' to be reached without the use liquid chromatography coupled with
a mass spectrometer. According to the analysis results, no prothioconazole was
detected in the water samples from the containment basin and the Ribeirdo Linddia
River.

Keywords: Pesticides, prothioconazole, supramolecular solvent microextraction,

1-decanol, water samples and liquid chromatography
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1. INTRODUGCAO

Os agrotdxicos sao compostos quimicos desenvolvidos para interromper os
processos bioldgicos essenciais para sobrevivéncia dos insetos, microrganismos,
animais e plantas, com o objetivo de controla-los ou elimina-los. No entanto, muitos
desses processos bioldgicos sdo comuns em todos os seres vivos, o que significa
que os efeitos desses produtos podem impactar ndo apenas os organismos alvo,
mas também a outros seres do ambiente (1).

Os agrotoxicos desempenham um papel importante na agricultura moderna
na protegado das lavouras contra pragas e doengas. O uso dos agrotdxicos diminui a
quantidade ervas daninha nas lavouras, evitando a necessidade de controle manual,
permitindo que os agricultores reduzam os custos de producdo e aumentem a
lucratividade dos negocios (2).

Embora esses produtos oferecam varios beneficios, seu uso também pode
representar sérios riscos a saude humana e ambiental. Os residuos de agrotoxicos
contaminam o solo, corpos d'agua, ar e afetam organismos nao-alvo, como insetos
benéficos, passaros e vida aquatica (2). Estima-se que aproximadamente 10% dos
agrotoxicos aplicados na agricultura atingem areas nao-alvo, especialmente ao
longo das divisas das propriedades agricolas, essa porcentagem pode ainda ser
maiores se chover logo apés aplicacao dos agrotoxicos (3).

A presenga de agrotoxicos nos ecossistemas tem efeitos adversos que variam
com a concentragdo, quantidade e tempo de exposi¢cado (3). Além disso, alguns
agrotdxicos sao considerados téxicos porque persistem no meio ambiente e se
acumulam nos organismos vivos (3,4).

A contaminagdo de corpos d’agua por agrotoxicos pode ser atribuida as
praticas agricolas, residuos urbanos e despejo de efluentes sem tratamento
adequado pelas industrias de agrotoxicos. Sabe-se que, da quantidade aplicada de
agrotéxicos, apenas uma pequena parte atua no controle de pragas e doencgas. A
maior parte acaba contaminando o solo e atingindo os corpos d'agua pela deriva da
pulverizagao aérea ou terrestre, escoamento e lixiviagao (5).

Os agrotoxicos sao compostos quimicos utilizados na agricultura com objetivo
de aumentar a producdo agricola, reduzindo os danos causados por pragas as
plantacbes. O problema com pragas e doengas nas culturas, teria causado uma

reducao de 30 — 40% na produtividade agricola mundial se os agrotoxicos nao
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fossem utilizados na agricultura. Em 2021, a quantidade total de agrotoxicos
utilizados globalmente na agricultura foi de cerca de 3,54 milhdes de toneladas. A
colheita antes do periodo recomendado pelo fabricante do agrotéxico € uma das
grandes preocupagdes para a seguranga alimentar, devido a presenca de residuos
de agrotdxicos nos alimentos. Assim, o monitoramento desses residuos em
alimentos é muito importante de modo a garantir a seguranga alimentar (6).

Para controle de residuos de agrotéxicos em produtos agricolas, os
pesquisadores estdo atualmente utilizando uma variedade de métodos analiticos. A
determinacdo de agrotoxicos € baseada principalmente em técnicas
cromatograficas, em destaque estdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-High Performance Liquid Chromatography) e cromatografia gasosa
(GC — Gas Chromatography) (5,7).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia gasosa sédo as
técnicas mais utilizadas para determinagdo de agrotdoxicos em diferentes tipos de
matrizes. No entanto, quando combinadas com a espectrometria de massas, essas
técnicas permitem analises de baixa concentracdo sem a necessidade de um
processo de extracdo. Porém, para a aquisi¢cao desses equipamentos € necessarios
grandes investimentos e que nem sempre € possivel. Uma alternativa viavel para
andlises de residuos é a utilizacdo da cromatografia liquida ou cromatografia
gasosa, utilizando técnicas de extragdo e pré-concentracdo com objetivo de
aumentar a sensibilidade dos métodos analiticos (8).

Ao longo dos anos varias técnicas de extracdo foram desenvolvidas para
limpeza e pré-concentragdo de agrotdoxicos em amostras alimentares e ambientais,
como por exemplo: Extragdo liquido-liquido (LLE- Liquid Liquid Extraction) e
extracdo em fase sélida (SPE- Solid Phase Extraction) (5).

A extragao liquido-liquido é amplamente empregada no preparo de amostra
antes de uma analise instrumental a fim de reduzir a complexidade das matrizes e
aumentar a sensibilidade dos métodos analiticos. Porém, esta técnica consome
grandes quantidades de solventes organicos, que sao caros e de alta toxicidade,
além disso, € um método demorado e que gera uma grande quantidade de residuos
prejudiciais ao meio ambiente (9,10).

A extracdo em fase solida €& muito utilizada para Ilimpeza e
pré-concentracdo de analitos. Embora a SPE apresente vantagens em relagdo as

outras técnicas de extracao, devido a quantidade de materiais sorventes com varias
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caracteristicas de sorgédo, porém, a técnica também apresenta algumas limitagdes.
Por exemplo, € um processo demorado, que possui varias etapas, envolvendo
lavagem e condicionamento, carregamento de amostra, eluicdo e secagem do
cartucho de extragdo, além de consumir grande quantidade de solventes orgéanicos
(11,12).

Em razdo da grande quantidade de analises dos laboratorios, estudos estéo
sendo realizados para diminuir o tempo de analises, abrangendo todas as etapas do
processo, desde a preparacdo da amostra até analise dos dados. A preparagao de
amostra € uma etapa importante no fluxo de trabalho, particularmente ao trabalhar
com matrizes complexas em amostras ambientais e biolégicas. O preparo de
amostra desempenha um papel importante na reducéo da complexidade da amostra
e geralmente €& a etapa mais demorada do processo, respondendo por
aproximadamente 60% do tempo total necessario para todo o trabalho analitico (13).

Na busca por métodos de extragdo mais simples, rapidos e com menor
consumo de solventes organicos e ao mesmo tempo minimizando os impactos
ambientais, técnicas miniaturizadas de preparo de amostras foram desenvolvidas
seguindo os principios da quimica verde utilizando solventes ecoldgicos, esses
solventes possuem baixa toxicidade ao meio ambiente e ndo sao inflamaveis (14).

Estas técnicas miniaturizadas de extragdo sdo baseadas no equilibrio e
requerem pequenas quantidades de solvente organico e amostra. Atualmente,
existem varias técnicas de extracdo, como por exemplo: microextracdo dispersiva
liquido-liquido (DLLME-Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) e solventes
supramoleculares (SUPRAS) (14,15).

A DLLME ¢é vista como uma versao em escala miniaturizada da extragao
liquido-liquido utilizando pequenas quantidades de solvente. Este método tem
atraido o interesse entre os pesquisadores devido a sua simplicidade, baixo custo,
capacidade de pré-concentracdo do analito, além de nao requerer grandes
quantidades de solventes téxicos (16). Os solventes extratores utilizados na DLLME
sd0 organicos e mais pesados que a agua, tais como hidrocarbonetos clorados e a
maioria desses solventes séo altamente toxicos. Os solventes dispersantes (acetona
acetonitrila ou metanol) que sao utilizados em DLLME, com objetivo de aumentar a
solubilidade dos analitos, muitas vezes podem reduzir a eficiéncia da extracao.
Portanto, € necessario encontrar um solvente de extragao sustentavel para eliminar

0 uso de solventes e de dispersantes toxicos (15).
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A microextragdo baseada em solventes supramoleculares foi desenvolvida
como uma alternativa sustentavel a outras técnicas de extracdo. SUPRAS é um
liquido imiscivel em agua formado por processo sequencial de automontagem de
liguidos nanoestruturados, gerados a partir de moléculas anfifilicas (17). Os
solventes supramoleculares sdo compostos organicos que surgem como uma
alternativa aos solventes orgéanicos tradicionais, esse solvente é formado através da
reacao espontanea de agregados de micelas reversas a base de um alcanol de
cadeia longa dispersos na mistura de tetraidrofurano e agua (18).

O SUPRAS interage com moléculas de diversas polaridades, o que permite
uma alta eficiéncia nos processos de extragdo, utilizando baixos volumes de
solventes extratores. Essa caracteristica permite ao SUPRAS uma excelente
capacidade de dissolver, concentrar e realizar extragcdes especificas, além de
diminuir o tempo de extracdo devido a grande area superficial entre o analito e o
solvente (19,20). Comparado a outros solventes organicos, o solvente
supramolecular apresenta caracteristicas vantajosas, como baixa pressao de vapor,
estabilidade térmica, alta capacidade de solubilizacdo dos analitos e compatibilidade
com a maioria dos equipamentos analiticos (15).

A otimizacdo dos métodos analiticos vem evoluindo nos ultimos anos e a
utilizagdo de técnicas multivariadas exploratérias esta se tornando indispensavel na
otimizacdo de processos industriais, sintese organica e laboratérios de pesquisas.
As analises multivariadas estao substituindo os processos univariados, sendo que as
principais caracteristicas desta metodologia € avaliar simultaneamente a influéncia
de todas as variaveis que serdo otimizadas em um experimento. Esse tipo de
planejamento € importante para economizar recursos, tempo e custos, ao mesmo
tempo em que fornece informacdes importantes sobre as variaveis que mais afetam
0 processo ou o resultado do experimento (21).

Um planejamento experimental tem como objetivo encontrar as melhores
condigbes de analises para um determinado experimento. No desenvolvimento de
metodologias analiticas, diversos fatores podem influenciar no seu desempenho, por
isso, & importante realizar a otimizacado dos parametros experimentais, a fim de

aumentar resposta dos métodos analiticos (22).
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De acordo com o exposto nesse trabalho, um método de pré-concentragao de
protioconazol foi desenvolvido utilizando solvente supramolecular a base de
1-decanol e tetraidrofurano, visando o monitoramento de amostras de agua. A
Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (Fepam), responsavel pela emissdo de
licengas ambientais no estado do Rio Grande do Sul, definiu o limite de 300 ug L™’
para o protioconazol em agua. Com base nesse critério, 0 método de microextragao
utilizando solvente supramolecular foi otimizado.

ApoOs revisdo da literatura, foram encontrados poucos estudos de
microextracdo de protioconazol em agua. As técnicas utilizadas nessas pesquisas
foram microextragao liquido-liquido dispersiva e microextragao liquido-liquido com
emulsificacao (ELLME-Emulsification Liquid-Liquid Microextraction) (23,24).

Nesse trabalho utilizou-se da técnica de microextragdo com solvente
supramolecular para pré-concentracdo de protioconazol em agua. O método
desenvolvido mostrou-se uma excelente alternativa para microextragdo de
protioconazol, pois € um método facil e com poucas etapas de preparo de amostra,
utiliza-se de baixos volumes de solvente extrator e de amostra, gerando assim
pequenas quantidades de residuos. Quando comparado com o método DLLME
descrito na literatura, o SUPRAS se destaca por ser mais rapido, ja que nao requer
etapa de aquecimento da amostra. Isso € uma vantagem significativa, pois evita
riscos a integridade do analista ao manusear amostras aquecidas. Além disso, o
meétodo proposto permite a analise direta da amostra, sem a necessidade de diluicao
em solvente organico.

O método SUPRA e ELLME descritos na literatura apresentam vantagens em
relacdo ao DLLME, destacando-se pela simplicidade e rapidez. No entanto, uma
desvantagem do ELLME é o baixo fator de pré-concentracdo, que é de apenas
23 vezes. Enquanto o método proposto possui um fator de pré-concentragdo de
71 vezes, permitindo anadlises de baixa concentracdo por meio da cromatografia

liquida, sem a necessidade de estarem acoplados em espectrémetros de massas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 RECURSOS HIDRICOS

Em 2018 as areas urbanas representavam 55% da populacao total e devera
aumentar para 68% até 2050. Portanto, garantir a qualidade da agua potavel é
importante para a saude publica e o desenvolvimento dos paises. O sexto objetivo
de desenvolvimento sustentavel ODS 6, um dos 17 objetivos de desenvolvimento
sustentavel estabelecidos pelas Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU) em 2015,
tem como objetivo garantir o acesso a agua e ao saneamento até 2030. O ODS 6.1
visa disponibilizar agua potavel e com precos acessiveis para todos, referindo-se
especificamente a "agua potavel segura e acessivel" (UN-Water, 2017) (25).

Garantir os recursos hidricos e alimentares é fundamental para atingir os
objetivos de desenvolvimento sustentavel de 2030, particularmente o ODS 6 (agua
potavel e saneamento) e ODS 2 (fome zero). Espera-se que a populagédo urbana
que enfrente escassez de agua duplique de 930 milhées em 2016 para 1,7 € 2,4
bilhdes até 2050. A previsdo € que aproximadamente 670 milhdes de pessoas, que
corresponde a cerca de 8% da populagédo global, enfrentem escassez continua de
alimentos até 2030 (26).

Os reflexos das mudancas climaticas sao visiveis no mundo inteiro, afetando
diretamente os recursos hidricos. Alteragdes da temperatura média do ar e da
quantidade de chuva estdo prejudicando a qualidade desse recurso tdo importante
para a nossa vida e para os ecossistemas (27).

Nas ultimas trés décadas, a mudanca climatica esta afetando o
funcionamento saudavel dos ecossistemas e a conservagao da biodiversidade
natural. Reconhecida e comprovada pelo protocolo de Kyoto na década de 1990, a
mudancga climatica representa uma ameacga a diversidade ecoldgica, fertilidade do
solo, segurancga alimentar, disponibilidade de agua e da propria existéncia humana
(28).

Com a urbanizagao e o crescimento populacional que passaram a acontecer
sobre as nascentes e areas de mananciais, degradando e contaminando as aguas.
Portanto, prevenir a completa deterioragdao dos ecossistemas, particularmente nas
proximidades de agua costeiras, que sdo ambientes altamente expostos a presenga
de contaminantes se tornou inevitavel (29). Varios paises da Asia e da Africa estdo
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enfrentando sérios problemas com a poluicdo das aguas, devido ao aumento da
densidade populacional. No Quénia, por exemplo, apenas 20% do pais possui agua
disponivel de forma adequada, a maior parte da agua do pais € captada em
barragens ou extraida do solo (30).

Quando o processo de contaminacao ultrapassa a capacidade dos
ecossistemas de absorvé-lo, os efeitos ficam ainda mais evidentes no meio
ambiente. Os impactos ambientais podem ser observados pelo excesso de
poluentes, baixas concentragcdes de oxigénio, redugédo da riqueza e diminuicdo da
quantidade de peixes, entre outras espécies mais sensiveis a contaminagéao (29).

Com o desenvolvimento econdbmico dos paises emergentes, aumenta a
demanda por agua para processos industriais, produgcdo de energia e
desenvolvimento de infraestrutura. Esse aumento precisa ser equilibrado para
manter os fluxos ambientais e proteger ecossistemas aquaticos. Nos ultimos anos,
modelos hidrolégicos como, por exemplo, Machine Learning (ML) foi desenvolvido
para fornecer informagdes de como os recursos hidricos podem ser alocados de
forma eficiente e sustentavel para apoiar o crescimento econdmico sem
comprometer a saude ecologica (31).

Numa escala global, a exploragcdo dos recursos hidricos precisa ser gerida de
forma mais eficiente. Um aspecto importante na gestdo de recursos é fornecer aos
gestores de recursos hidricos ferramentas para ajudar nas tomadas de decisbes, a
fim de planejar as possiveis deficiéncias na administragdo, garantindo assim o uso
sustentavel desses recursos naturais (31).

Globalmente, as aguas subterraneas fornecem cerca de 36% da agua potavel
e 43% da agua agricola. Porém, sua qualidade esta cada vez mais ameacada
devido a extracdo excessiva, a poluicdo e aos efeitos das mudancgas climaticas.
Estima-se que as aguas residuais nao tratadas, contaminagdo agricola e polui¢cao
industrial poluem quase 20% dos aquiferos subterraneos do mundo. Tragos de
metais, agrotoxicos, cloretos, nitratos e micrébios estdo entre os principais poluentes
das aguas subterrdneas doces. A contaminagdo da agua subterrdnea ameacga a
saude global e a produgao de alimentos, especialmente em locais aridos como a
Arabia Saudita (32).
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Os desafios de seguranga hidrica e alimentar s&o mais intensos em regides
aridas devido a escassez de recursos renovaveis de agua doce, 0 que impacta tanto
a producgao agricola quanto o desenvolvimento econdmico. A Arabia Saudita serve
como um bom exemplo de um pais seco que enfrenta escassez de agua devido a
pouca quantidade de chuva e um ambiente desértico. Estas condigdes resultam em
uma dependéncia de aguas subterrdaneas nao renovaveis e de agua do mar
dessalinizada para atender as demandas humanas e agricolas. Contudo, a
exploragdo insustentavel de aguas subterraneas foi além da quantidade de
reposicao natural, resultando na destruicdo do aquifero. Para resolver a questao da
segurancga hidrica, aguas residuais de varios setores estdo sendo tratadas com

objetivo de diminuir a falta de agua na maioria das regiées ao redor do mundo (32).

2.2 AGROTOXICOS

O Brasil se destaca pela capacidade de producdo de alimentos e
abastecimento da populagdo mundial. Nao basta produzir em quantidade, mas
também em qualidade e seguranga, atendendo as diversas normas nacionais e
internacionais (33).

Os agrotdxicos sao substancias quimicas ou biolégicas utilizadas na protegao
de cultivos para aumentar o rendimento e a qualidade das lavouras, sua aplicagao
na agricultura resulta em inumeros beneficios. O uso de agrotdxicos ajuda a proteger
as plantagdes de pragas como fungos, insetos e plantas daninhas que possam
causar danos a plantagao (34).

‘A definicho geral do termo agrotoxico pode ser encontrada na
Lei n° 7.802, em que o termo agrotéxico e afim é descrito como produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso no setor de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecao de florestas nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas, como
também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de seres
vivos considerados nocivos, assim como as substancias e produtos empregados

como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (35)”.
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O uso de agrotoxicos na agricultura tem sido amplamente benéfico, porém o
manejo inadequado desses produtos pode resultar em uma quantidade elevada de
residuos de agrotoxicos em produtos agricolas, representando um potencial risco
para a saude dos consumidores. Mesmo quando aplicados conforme as Boas
Praticas Agricolas (BPA), os agrotdoxicos podem deixar residuos nos alimentos.
Portanto, é necessario seguir a dosagem do produto conforme indicado no rétulo do
produto e aplicar conforme a recomendagao do fabricante (33).

As Boas Praticas Agricolas € um conceito elaborado pelos servigos oficiais de
sanidade agropecuaria e seguranga alimentar. A BPA refere-se a um conjunto de
principios, normas e recomendacdes técnicas aplicaveis as diversas etapas da
produgao agricola, para garantir a producédo de alimentos saudaveis e seguros para
consumo. O principal objetivo é proteger as plantas contra pragas e doengas e ainda
controlar os residuos de agrotdxicos, visando assegurar protegdo da saude dos
consumidores, trabalhadores e acesso aos mercados internacionais (36).

As Boas Praticas Agricolas sdo fundamentais para assegurar uma agricultura
sustentavel e responsavel, contribuindo para a produgéo de alimentos seguros e
com o controle de residuos de agrotdéxicos no meio ambiente.

Os residuos de agrotoxicos devem estar em conformidade com os Limites
Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos pelas normas nacionais e internacionais
(37,38).

Os Limites Maximos de Residuos sdo os niveis permitidos de residuos de
agrotdéxicos que podem estar presentes em alimentos e produtos agricolas
destinados ao consumo humano. Esses LMR s&o estabelecidos por normas
regulatorias tanto em niveis nacionais quanto internacionais. Os limites sao definidos
com base em avaliagbes de seguranga alimentar e toxicolégicas para assegurar que
os alimentos contenham niveis seguros e aceitaveis de residuos de agrotoxicos,
minimizando assim os riscos para a saude (37,38).

Para obtencao de registro no Brasil, o agrotoxico deve passar pela avaliagéo
de trés orgaos do governo federal: Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Cada um desses 6rgaos conduz uma avaliagao especifica do produto, de modo
independente um do outro. O IBAMA é responsavel pela realizacdo de um dossié

ambiental, no qual é avaliado o potencial poluidor do produto. Ao Mapa é atribuida a
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responsabilidade de avaliar a eficiéncia e o potencial de uso na agricultura, por meio
de um dossié agronémico. Ja a ANVISA analisa o dossié toxicoldgico, avaliando o
quao toxico é o produto para a populagdo e em quais condi¢des 0 seu uso € seguro.
Depois da avaliagdo dos processos de registros, o 6rgao responsavel por fornecer o
registro de agrotoxicos no Brasil € o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (39).

Os agrotéxicos sdo amplamente utilizados na produgédo agricola, mas sua
baixa solubilidade em agua limita sua aplicagdo. Por isso, foram desenvolvidas
formulacdes especificas para o controle de pragas e doengas. No entanto, estas
formulacdes tradicionais contém solventes organicos que sao volateis e altamente
téxicos (40).

Para enfrentar esses desafios, formulacbes estdo sendo desenvolvidas
encapsulando o ingrediente ativo em uma matriz ecoldgica, biocompativel e
biodegradavel para produzir uma formulagdo de liberacdo controlada. Essa
formulacdo vem ganhando a atengdo em resposta a seguranca humana e as
preocupagdes ambientais em torno do uso de agrotdxico (41).

Atualmente, as nanoemulsbes (NEs) estdo sendo utilizados no
desenvolvimento de sistemas eficientes de liberacdo de farmacos e conservacao de
alimentos. Alguns estudos ja relataram a aplicacdo de NEs no desenvolvimento de
formulacdes de agrotdxicos com baixa toxicidade e estabilidade de armazenamento,
visando reduzir seus custos e melhorar a seguranga dos agrotoxicos. Portanto,
novas formulagdes ecologicamente corretas precisam ser desenvolvidas para
enfrentar os desafios atuais, a0 mesmo tempo garantindo a seguranca e a eficiéncia

da producao agricola (40).
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2.3 PRoOTIOCONAZOL

O protioconazol é um eficiente fungicida utilizado mundialmente. Os
agrotoxicos tém sido fundamentais para agricultura global, contribuindo

significativamente para o aumento da produgéo agricola (42,43).

Figura 1: Férmula estrutural do Protioconazol.

HO Cl
N Cl

Fonte: IUPAC.

Os fungicidas triazélicos, a segunda classe mais importante de fungicidas e
ganharam atengcdo nos Uultimos anos (42). O protioconazol (2-[(2RS)-2-(1-
clorociclopropil)-3-(2-clorofenil)-2-hidroxipropil]-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiona) €& um
agente altamente eficaz no controle de doencgas fungicas de diversas culturas (44).

O protioconazol ja foi registrado em mais de 60 paises e em 2014 se tornou
um dos fungicidas mais comercializados globalmente, com US$ 855 milhdes em
vendas. Na China, o protioconazol foi registrado e comercializado pela primeira vez
em janeiro de 2019. O protioconazol este entre os principais produtos do produzidos
pela empresa Bayer Group (42).

O protioconazol é uma triazolintiona sistémica de amplo espectro fungicida
que vem sendo aplicado por pulverizagao foliar no mundo todo (44,45). Pertence ao
grupo do inibidor de desmetilacdo Sterol 14a (DMI). Em fungos, o protioconazol
interfere na sintese do ergosterol inibindo a atividade do CYP51, que catalisa a
desmetilacdo em C14 do lanosterol ou 2,4-metileno diidrolanosterol, levando a
disfungdo da membrana celular fungica (45,46).

Com o aumento da producéo e comercializagao de protioconazol, os impactos
ambientais e toxicolégicos passaram a receber mais atencdo, devido a

contaminagdo da agua, a biodiversidade e a saude humana (42,47).
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A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) mostraram que o
protioconazol tem efeitos reprodutivos e toxicidade no desenvolvimento. Além disso,
o protioconazol pode induzir toxicidade cardiovascular em larvas de Zebrafish. Na
verdade, o protioconazol é rapidamente transformado no seu metabolito quiral
protioconazol-destio. A degradacdo de protioconazol em protioconazol-destio
(PTZ-d) foi investigada em arroz nas provincias de Anhui, Hubei e Guangdong e
observou que a quantidade inicial de protioconazol-destio foi 0,152 — 0,545 mg kg™
(48).

Durante as chuvas uma quantidade de protioconazol aplicado atinge o solo e
cerca de 60% de PTZ é convertido em protioconazol-destio. O PTZ-d representa um
grande risco a seguranga ecologica, pois € mais soluvel do que o PTZ em agua e
possui tempo de meia-vida superior a 20 dias no solo. (49).

O protioconazol € um composto quiral que possui dois enantibmeros,
chamados (R)-protioconazol e (S)-protioconazol. A determinagcédo e identificacao
desse fungicida é realizada por HPLC ou Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia (UHPLC-Ultra-High-Performance Liquid Chromatography), utilizando
detector de arranjo de diodos ou espectrometria de massas (23,24,50).

A analise dos enantidmeros do protioconazol é realizada por cromatografia
quiral, utilizando uma coluna cromatografica com fase estacionaria quiral. Sob essas
condigbes, é possivel separar e quantificar individualmente cada enantidmero do
protioconazol (23,24), sendo que a mistura dos enantidbmeros pode ser determinada
por cromatografia em fase reversa utilizando coluna cromatografica com fase

estacionaria C1s (50).

2.4 MICROEXTRACAO

A quimica analitica verde € um conceito emergente de desenvolvimento
sustentavel. Os métodos analiticos considerados verdes sao desenvolvidos
utilizando materiais seguros, baixo consumo de energia e menor geracido de

residuos, mas mantendo a eficiéncia do processo de extracéo (14,51).
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Os meétodos de extracdo s&do geralmente voltados para um preparo de
amostra miniaturizada e simplificado utilizando solventes ecoldgicos. Do ponto de
vista da quimica verde, os solventes tém um lugar estratégico no processo de
microextracdo. Um solvente verde deve atender aos requisitos basicos, como
disponibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, reciclabilidade e né&o
inflamavel (14).

A microextragdo em fase liquida foi proposta pela primeira vez em 1996, e foi
desenvolvida com objetivo de superar as desvantagens da extragao liquido-liquido,
como o consumo de grandes quantidades de substancias potencialmente toxicas,
solventes orgéanicos caros, temperatura e tempo de realizagdo das etapas do
processo de extragao (51).

Na LPME, apenas alguns microlitros de solvente sdo necessarios para
extracdo dos analitos, o processo de extragado ocorre entre uma pequena quantidade
de solvente imiscivel em agua e uma fase aquosa contendo o analito de interesse,
diferente da LLE que consome grande quantidade de solvente orgéanico toxico. Além
disso, a LPME é um método mais rapido, ecologicamente correto e mais simples
(11,15).

As técnicas de microextragdo em fase liquida permitem a purificagdo e a
pré-concentragdo de matrizes complexas. Inicialmente, as técnicas de LPME eram
aplicadas principalmente em amostras de agua. Atualmente, a técnica ja é aplicada
em amostra mais complexas, incluindo ambientais, clinicas, biolégicas, alimentares,
produtos naturais, vegetais, ervas e farmacéuticos, ja foram relatados (52).

Nos ultimos anos, houve um avancgo nas técnicas de microextracdo em fase
liquida, onde novas técnicas foram desenvolvidas incluindo microextragao liquido-
liquido dispersiva, microextracdo a base de ferrofluido, microextragdo utilizando
solventes supramoleculares e microextragao liquido-liquido assistida por vortice (52).

Essas técnicas de microextracdo sao frequentemente utilizadas em conjunto
com cromatografia gasosa ou cromatografia liquida de alta eficiéncia para analise
quantitativa e qualitativa de analitos em amostras complexas, como agua, alimentos,
solos e produtos bioldgicos. Elas oferecem vantagens como alta sensibilidade, baixo
consumo de solventes e amostras, e maior eficiéncia na separagao e analise dos

analitos.



28

2.5 SOLVENTE SUPRAMOLECULAR

O termo solvente supramolecular vem sendo utilizado para se referir a
liguidos nanoestruturados formados por moléculas anfifilicas através de um
processo sequencial de automontagem. Esse processo ocorre em duas escalas,
molecular e nano resultando na formagao de liquidos que s&o imisciveis em agua
(53).

Meétodos de extracdo em escala miniaturizadas s&o importantes no processo
de microextracdo de compostos, além de permitir a extracdo e pré-concentragao dos
analitos, esses métodos oferecem varias vantagens como a redugdo do uso de
solventes téxicos e a minimizagao de possiveis interferentes na amostra (54).

Nos ultimos anos, os SUPRAS vém recebendo grande atengdo entre os
pesquisadores, devido as suas propriedades e aplicagdes unicas na quimica
analitica. Os SUPRAS séo considerados alternativas mais ecoldgicas aos solventes
organicos tradicionais utilizados nos métodos de extracdo LLE para
pré-concentracdao de amostra antes das analises cromatograficas (55).

Os agregados tridimensionais formados por esses solventes podem interagir
com as moléculas, por ligagdes de hidrogénio, cation T, dipolo-dipolo, mecanismos
interativos ibnicos e hidrofébicos com o analito (56).

Os acidos decandico e octandico sao os precursores mais utilizados para a
formacdo de SUPRAS, séo imisciveis em agua, mas dissolvem-se facilmente em
tetraidrofurano, resultando na formacdo de agregados de micelas reversas (57).
A caracteristica das estruturas ordenadas do SUPRAS, resulta em um solvente
capaz extrair analitos em uma ampla faixa de polaridade utilizando pequenas
quantidades de solvente extrator (18,58).

SUPRAS ¢ considerada uma técnica hibrida de microextragao liquido-liquido,
pois utiliza moléculas anfifilicas como meio de extracdo e um agente dispersor, da
mesma forma do ponto nuvem (CPE- Cloud Point Extraction). No entanto, SUPRAS
se destaca em relagdo ao método de extracdo em CPE, uma vez que geralmente
esta técnica precisa de temperatura para favorecer o processo de extragcao. Porém,
devido ao longo tempo de aquecimento, pode ocorrer uma diminuigdo na eficiéncia
do processo de extragdo, quando comparado ao LLE, o SUPRAS é considerado
ambientalmente mais correto, pois nao utiliza solventes toxicos no método de

extracao (58).
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Métodos de extracdo baseados em SUPRAS podem ser desenvolvidos com
base em processos sintéticos sem energia através dos quais sao obtidas moléculas
anfifilicas consideradas verdes, de baixo custo e disponiveis comercialmente. Todas
essas caracteristicas tornam o SUPRAS acessivel e ideal para implementar
processos mais seguros, sustentaveis e econémicos (59).

A aplicagdo eficiente do SUPRAS como um método de microextragao
depende da otimizacdo de suas variaveis que desempenham um papel importante
no processo de extragdo, incluindo a quantidade de molécula anfifilica (extrator),
tetraidrofurano (agente dispersor), agua e pH da amostra, que sado dependentes uns

dos outros (58).

3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Desenvolver um método de pré-concentracédo de protioconazol em amostras de
agua, que se enquadra no conceito de Quimica Limpa, baseado em solvente

supramolecular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Otimizar os fatores que influenciam na pré-concentracdo do pesticida
protioconazol com solvente supramolecular utilizando um planejamento fatorial

fracionario 251;

v Validar o método empregando analises por cromatografia liquida para

determinacao do protioconazol em agua;

v Demonstrar aplicabilidade do método validado na determinagdo do

protioconazol em amostras de agua.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E PREPARO DE SOLUCOES

Os reagentes utilizados nas analises foram de grau HPLC e PA. A agua
ultrapura foi obtida a partir de um sistema de purificagdo MILLI-Q®Direct 8
(Darmstadt, Alemanha) com resistividade 18,2 MQ cm e filtradas em filtro de teflon®
0,45 um. Os reagentes e solventes utilizados foram, acetonitrila (ACN, = 99,9%) pela
J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, Estados Unidos), tetraidrofurano (THF) (= 99,9%) pela
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA), 1-decanol (= 98,0%) pela Spectrum Chemical
MfgCorp (New Brunswick, NJ, Estados Unidos), acido formico (CH,O,) pela
LABSYTH (Diadema, SP, Brasil), acido sulfurico (H2SO4) pela Nuclear (CQA -
Diadema, SP, Brasil), acido cloridrico (HCI) pela Quimica Moderna (Barueri, SP,
Brasil) e cloreto de sédio (NaCl), pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). O
padrdo analitico de protioconazol foi adquirido da Dr. Ehrenstorfer™ (Augsburg,
Alemanha).

A solucao de protioconazol foi preparada em acetonitrila e armazenada em
frascos ambar e mantidas sob refrigeracdo. As solugdes de trabalho foram
preparadas a partir da solugao estoque e diluidas em agua ultrapura para realizagao

dos experimentos.

4.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

As medidas de pH foram determinas no pHmetro digital do laboratdrio
Digimed DM-22, equipado com um eletrodo de vidro DME-CV2 com sensor de
temperatura integrado (Campo Grande, SP, Brasil). A agitacdo em vortex foi
realizada com o oscilador de vortexGenie 2, Modelo SI-0256 (Bohemia, NY, EUA) e
a centrifugacao na centrifuga KASVI - Modelo K14 - 4000 (Sao José dos Pinhais,
PR, Brasil), a pesagem na balanga analitica Mettler Toledo - Modelo MS 205DU
(Columbus, OH, Estados Unidos), HandyStep ® touch S e pipeta automatica,
BRAND, (Wertheim, Alemanha), Incubadora B.O.D Tecnal, modelo TE 371

(Piracicaba, SP, Brasil) e vidrarias calibradas com certificacdo RBC.
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A analise cromatografica foi realizada utilizando cromatografo liquido de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-UV-DAD) modelo 1260 Infinity Il,
Agilent Technologies (Santa Clara, Estados Unidos), coluna cromatografica Eclipse
Plus C1s, Part Number, 959993-902, (250 mm de comprimento x 4.6 mm de diametro
interno x 5 ym tamanho de particula), volume de injecdo 5 L, temperatura do
compartimento de coluna foi 25 °C, comprimento de onda de 256 nm, tempo de
retengdo de 6,0 minutos e fluxo de fase mdvel 1,0 mL min-'. A fase mdvel foi
constituida de acetonitrila e acido formico 0,1 % (v/v) na razéo 70:30 % numa eluigao
isocratica. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo software OpenlLab da empresa

Agilent Technologies.

4.3 PROCEDIMENTO DE MICROEXTRAGCAO COM SOLVENTE SUPRAMOLECULAR

O método analitico para microextracdo do protioconazol em agua utilizando
SUPRAS esta demonstrado na Figura 2. Em tubo cbnico de 50 mL, foram
adicionados volumes de 500 uL de 1-decanol e 750 uL de THF. Os solventes foram
agitados e, em seguida, foram adicionados 40,0 mL de solugdo aquosa de
protioconazol a pH 4,0. A mistura foi agitada por vortex por 30 segundos para
facilitar o processo de pré-concentragdo e, entdo, submetida a centrifugacéo a
4000 rpm durante 3 minutos para completar a separagdo do solvente
supramolecular. Com uma micropipeta, a fase contendo o analito de interesse foi
coletada, transferida para frascos e analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia HPLC-UV-DAD.
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Figura 2: Representacdo esquematica da microextracdo utilizando solvente
supramolecular.

500 uL de 1-Decanol 500 uL de 1-Decanol 30 Segundos de Vortex
+ 750 yL de TFH + 750 yL de TFH
+ 40 mL de amostra

Centrifugagéo a 4000 rpm por Fase rica com analito Amostra no vial para
3,0 minutos protioconazol analise

Andlise por HPLC/DAD acoplado a sistema de aquisicado de dados OpenLab ChemStation.

Fonte: Autoria prépria.
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4.4 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR

A microextragdo e pré-concentracdo de protioconazol utilizando o método
supramolecular foi otimizada por meio de um planejamento fatorial fracionario
251 e as seguintes variaveis foram avaliadas: pH da solugdo, volume do solvente
extrator 1-decanol, volume do solvente dispersor THF, influéncia do sal e tempo de
vortex. Para esse experimento, foi fixado o volume de 40,0 mL de solugdo de
protioconazol na concentragdo de 100 ug L-'. Os niveis inferiores, superiores e ponto

central estdo descritos na Tabela 1. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Tabela 1: Valores das variaveis e niveis codificados do planejamento fatorial
fracionario 251,

Niveis
Variaveis
(-) 0 (+)
1-decanol (uL) 500 750 1000
THF (uL) 750 1000 1250
NaCl % (m/v) 0,0 % 3,0% 6,0 %
Voértex (min) 0,5 2,0 3,5

Fonte: Autoria prépria.

4.5 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS ANALITICOS

Os parametros analiticos avaliados foram: seletividade, faixa linear de
trabalho, limite de deteccao, limite de quantificacdo, fator de pré-concentragao,
precisao inter e intradia e exatidao por adigdo de padrao (54,60).

O fator de pré-concentracdo foi determinado para avaliar a eficiéncia do
processo de microextracdo. Para isso, foram construidas duas curvas analiticas,
sem e com pré-concentragao, o fator de pré-concentragdo do método foi calculado
pela razdo do coeficiente angular das duas curvas analiticas com e sem etapa de
pré-concentragdo, esse calculo permite determinar o ganho de sensibilidade obtido

pela pré-concentragcao dos analitos (54).



34

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram determinados usando a equagao
da reta obtida a partir de trés curvas analiticas, cada uma com sete niveis de
concentracao e analises em triplicata. Esses limites foram calculados de acordo com
o guia da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) RDC N° 166. Os
calculos para determinacéo do limite de deteccéo e quantificacdo baseiam-se a partir
do desvio padrao (o) do intercepto com o eixo Y, dividido pela inclinagdo da curva de
calibracdo (IC) os calculos foram realizados conforme a Equacdo 1 e Equacgao 2
(60).

LD=33.¢c £ 20 1
uagao
- quac
LQ=10.c Equacéo 2

IC

As precisbes inter e intradia foram determinadas em dois niveis
concentragdes 50 ug L' e 325 ug L' e (n=10). Os ensaios foram realizados de
acordo com a (CIPAC-Collaborative International Pesticides Analytical Council).

Os desvios padrao relativos (DPR, %) foram calculados para determinar a

precisdo do método analitico.

4.6 COLETA E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

Amostras de agua para determinagdo de protioconazol foram coletadas
na bacia de contengédo na unidade de industria, localizada na cidade de Taquari/RS
(coordenadas: -29.812332959247378, -51.84015868285132), e do Rio Ribeirdo
Linddia localizada na cidade de Londrina/PR (coordenadas: -23.276849861066466,
-51.10622418465583). Devido uma das amostras ter sido coletada na cidade
de Taquari/RS, essa foi filtrada em membrana para remover particulas em
suspensdo. O pH foi ajustado para 4,00 utilizando acido sulfurico e a amostra foi
armazenada em caixa térmica com gelo seco para o transporte até o laboratério em
Londrina / PR.
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A amostragem da agua do rio Ribeirdo Lindoia ocorreu em duas etapas:
a primeira foi realizada a aproximadamente 30 cm da superficie da lamina d'agua do
rio, enquanto a segunda foi coletada a uma profundidade de cerca de 30 cm da
considerada superficial. As amostras de agua foram armazenadas em caixa térmica
com gelo (61).

Ambas as amostras coletadas foram armazenadas em frascos de vidro &mbar

para protegé-las da luz (61).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR HPLC

Um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido para determinagao de protioconazol em amostras de agua da bacia de
contencdo. Como essas amostras de agua podem conter picoxistrobina e
tebuconazol como possiveis interferentes, a metodologia analitica foi desenvolvida
para que esses dois fungicidas nao interferissem na analise de protioconazol.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das principais ferramentas da
quimica analitica, com capacidade de separar, identificar e quantificar compostos
organicos presentes em amostras, sendo a técnica analitica mais amplamente
utilizada para analises qualitativas e quantitativas (62,63).

A selecdo da coluna e a fase estacionaria € a etapa mais importante no
desenvolvimento do método, a coluna é selecionada pelas caracteristicas do analito
(62,63). Nesse desenvolvimento, foi utilizada uma coluna de fase estacionaria Cis
devido ao protioconazol ter um log P 2,0, de maneira geral, na cromatografia em
fase reversa, tanto a escolha da coluna cromatografica quanto da fase moével é

baseado no log P do analito conforme descrito na Figura 3 (64,65).
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Figura 3: Diferentes técnicas de HPLC utilizadas dependem do log Kow da molécula

do analito.
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Fonte: Moldoveanu e David, (2013, p 468)

A fase movel desempenha um papel importante na separagdo em fase
reversa, pois afeta sua resolucdo, seletividade e eficiéncia. A acetonitrila € um
solvente comumente utilizado em fase reversa devido ao seu baixo valor de
absorcao (UV 190 nm), baixa viscosidade, além de ser um solvente miscivel em
agua. A mistura de acetonitrila e agua € a melhor escolha inicial para a fase mével
durante desenvolvimento de método (62,66). Portanto, nesse desenvolvimento foi
utilizado acetonitrila como solvente de eluigéo.

A solucgdo do acido férmico a 0,1% (v/v) foi utilizada devido ao protioconazol
ser uma molécula ionizavel, com uma constante de dissociagdo (pKa) de 6,9.
Portanto, a solugdo acida foi preparada para que o pH da solugcdo esteja com 2
unidades menores que o pKa do protioconazol, o qual € um principio dos métodos
desenvolvidos por cromatografia em fase reversa (65).

O volume de injecao foi determinado com base na especificagcdo da coluna
cromatografica utilizada nesse desenvolvimento, pois ndo é recomendado que se
injete um volume de amostra maior que 1 % do volume da coluna vazia, garantindo,
assim, uma maior eficiéncia da coluna cromatografica. Portanto, o volume de injegcao
selecionado para a metodologia analitica foi de 5 pL (67).

O fluxo de 1 mL min."" foi selecionado de acordo com dimensdes da coluna
cromatografica de 250 mm de comprimento x 4.6 mm de didmetro interno x 5 pm

tamanho de particula (68).
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O comprimento de onda foi selecionado em 256 nm, pois é a regidao do
espectro de UV que o protioconazol possui maior absorgdo conforme apresentado
na Figura 4, a selegcao adequada do comprimento de onda proporciona um aumento
do sinal analitico, melhorando a sensibilidade do método, e consequentemente

diminuindo os limites de detecgao e quantificacdo da metodologia analitica (65,69).

Figura 4: Espectro de absorgao do protioconazol na regiao de ultravioleta.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.

A proporcao dos solventes da fase moével acetonitrila grau HPLC e a solugao
de acido formico 0,1 % (v/v) foi otimizada para analise de protioconazol e dos
possiveis interferentes picoxistrobina e tebuconazol. As figuras 5, 6 e 7 apresentam

a proporcao da fase mével que foram testadas nesse desenvolvimento de método.
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Figura 5: Cromatograma representativo da analise cromatografica dos agrotoxicos
picoxistrobina, protioconazol e tebuconazol na propor¢do da fase movel

90:10 % (v/v) de acetonitrila/agua acidificada com acido férmico 0,1 % (v/v)
respectivamente.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.

Figura 6: Cromatograma representativo da analise cromatografica dos agrotoxicos
picoxistrobina, protioconazol e tebuconazol na propor¢do da fase movel

80:20 % (v/v) de acetonitrila/agua acidificada com acido féormico 0,1 % (v/v)
respectivamente.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.
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Figura 7: Cromatograma representativo da analise cromatografica dos agrotoxicos
picoxistrobina, protioconazol e tebuconazol na propor¢do da fase movel
70:30 % (v/v) de acetonitrila / agua acidificada com acido féormico 0,1 % (v/v)
respectivamente.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.

O desempenho do método analitico foi avaliado pelos valores calculados de

fator de retengao, resolugao, simetria do pico cromatografico.

Tabela 2: Faixa de valores preconizados como adequados para os parametros
cromatograficos.

Parametros Condicao Adequada Valores calculados
Fator de capacidade (K) >2 >21
Resolugao (Rs) Rs> 2 Rs> 4,0
Numero de pratos teoricos (N) N > 2000 N > 15000
Simetria do pico 0,8-1.,8 0,9

Fonte: Autoria prépria.

A Tabela 2 apresenta os parametros avaliados no desenvolvimento do
método analitico. Os resultados obtidos para cada parametro foram considerados
aceitaveis, pois estao dentro da faixa recomendada descrita na literatura (70,71).

Apds a definicdo dos parametros cromatograficos, o método analitico de
pré-concentragcdo com solvente supramolecular para determinagao de protioconazol
em agua foi validado conforme o documento orientativo da ANVISA para validagéo

de métodos cromatograficos.



40

5.2 OTIMIZACAO DO METODO SUPRAMOLECULAR

A Tabela 3 apresenta o planejamento fatorial fracionario 25%' contendo os

niveis avaliados e a resposta analitica expressa em termos de area cromatografica.

Tabela 3: Matriz e resultados do planejamento fatorial fracionario 25,

THF Decanol NaCl Vortex

Ensaios pH Area Area Média
(uL) (bL) (%)  (Min.)
1 4 750 500 0,0 3,5 401 393 397
2 8 750 500 0,0 0,5 337 332 335
3 4 1250 500 0,0 0,5 383 384 384
4 8 1250 500 0,0 3,5 346 309 328
5 4 750 1000 0,0 0,5 203 201 202
6 8 750 1000 0,0 3,5 186 174 180
7 4 1250 1000 0,0 3,5 188 196 192
8 8 1250 1000 0,0 0,5 169 171 170
9 4 750 500 6,0 0,5 308 294 301
10 8 750 500 6,0 3,5 265 263 264
11 4 1250 500 6,0 3,5 286 304 295
12 8 1250 500 6,0 0,5 267 262 265
13 4 750 1000 6,0 3,5 164 147 156
14 8 750 1000 6,0 0,5 146 121 134
15 4 1250 1000 6,0 0,5 153 155 154
16 8 1250 1000 6,0 3,5 127 130 129
Ponto central 6 1000 750 3,0 2,0 211 212 207

Fonte: Autoria prépria.

Com objetivo de avaliar o efeito das variaveis e suas interagdes do processo
de pré-concentracdo com solvente supramolecular, construiu-se um diagrama de

Pareto (Figura 8).



Figura 8: Grafico do diagrama de Pareto.
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Dec B ] 10297
NaCl -7.08368
pH -3.68803
DecxNaCl | 3.109231
pHxDec 12317986
pHXNaCl | 1552314
THFxNaCl | 1.243946
pHXTHF _\.9757908
THFxDec 7915972
Vort 7491247
pHxVort 7374831
DecxVort 7327819
NaClxVort | |.5399476
THFxVort |  -075425
THF -.065961
p=.05

Fonte: Autoria propria.

O diagrama de Pareto é uma ferramenta estatistica que permite avaliar todas
as variaveis e suas interagdes para apresentacao dos resultados de um determinado
experimento. No diagrama, o comprimento da barra é proporcional ao valor absoluto
do efeito principal estimado. A linha de referéncia vertical (tracejado vermelho)
correspondente ao nivel de significancia de 95%. Essa ferramenta ajudar identificar
quais efeitos sdo estatisticamente significativos na otimizacdo do método de
microextracao.

Todos os efeitos que ultrapassam essa linha de referéncia sdo considerados
significativos (72). Conforme o diagrama de Pareto, pode-se constatar que as
variaveis 1-decanol, pH e NaCl, apresentaram significAncia dentro do dominio
experimental com efeitos estimados negativos de (-19,297; -3,68803 e -7,08368),
respectivamente, indicando que niveis menores dessas variaveis resultam no
acréscimo na resposta analitica do método. Portanto, a eficiéncia de
pré-concentracdo do método € maior nas seguintes condicdes experimentais:

pH 4,00, uso de 500 pL de 1-decanol e sem adigao de NaCl.



42

O protioconazol possui uma constante de dissociagdo (pKa 6,9), devido a
essa propriedade fisico-quimica, em pH 4,00 o protioconazol apresentou maior
solubilidade em 1-decanol. Para uma extracao eficiente de compostos ionizaveis ou
relativamente polares, o pH da solucdo desempenha um papel importante no
processo de extracdo. O pH da solugao deve ser menor que o pKa do analito, para
que a molécula permanegca na forma nao ionizada, uma vez que, moléculas

ionizadas possuem menor solubilidade em solventes organicos (73).

Figura 9: Distribuigdo das espécies de protioconazol em relagéo ao pH.
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Fonte: Chemicalize (Chemaxon, 2023).

Conforme apresentado no diagrama de Pareto, observou-se um efeito
negativo de (-19,297), indicando que menores volumes de 1-decanol no processo de
microextracdo de protioconazol ocasiona um aumento na resposta analitica do
método, sugerindo que maiores quantidades de 1-decanol pode ocasionar a diluigao
do protioconazol, consequentemente, diminuindo a area do pico cromatografico.
Portanto, a otimizagdo do volume de 1-decanol utilizada na microextragao é muito
importante para garantir uma alta sensibilidade e eficiéncia do método analitico.
Devido a esse motivo, 0 método de microextragcao foi otimizado utilizando o volume
de 500 uL de 1-decanol.
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A utilizacdo de NaCl no experimento apresentou significAncia negativa
de (-7,08368) sugerindo que auséncia de sal, ocasiona uma melhora na eficiéncia do
método. Quando o sal é adicionado, ocorre um aumento na forga ibnica da solugao
reduzindo a solubilidade do analito na fase aquosa melhorando a eficiéncia de
extracao devido ao efeito salting-out. Este fenédmeno ocorre devido a interagdo dos
ions do sal com as moléculas de agua, reduzindo sua capacidade de interagédo com
as moléculas organicas (74). No entanto, se a concentragdo de sal for muito alta,
pode ocorrer uma diminuicdo na eficiéncia de extracdo devido ao aumento das
interagdes entre o analito e o sal em solugéo (75). Portanto, como o efeito de NaCl
foi negativo, o método de microextracao foi otimizado sem adicao de sal.

Em relagdo ao tetraidrofurano, observa-se, de acordo com o diagrama de
Pareto, auséncia de significancia dentro do dominio experimental (750 a
1250 yL). O efeito do solvente dispersor THF foi investigado nesse planejamento
experimental, pois o solvente supramolecular é formado por agregados hexagonais
invertidos de alcandis que se formam espontaneamente na mistura com
tetraidrofurano. O tamanho das goticulas coacervadas e as cavidades aquosas da
estrutura hexagonal sdo dependentes de THF, fornecendo a esses solventes
propriedades de acesso restrito (76). Portanto, como o efeito de THF nao teve
significancia conforme o diagrama de Pareto, o volume de 750 L foi escolhido para
o0 método de microextragao.

O tempo de extracdo € uma variavel importante que influéncia na eficiéncia do
processo de extracao, isso ocorre porque a agitagao por Vortex favorece a formagao
de microgoticulas do solvente de extracdo, aumentando a superficie de contato
permitindo uma extragdo eficiente e mais rapida, o qual é uma das grandes
vantagens do método supramolecular (77,78). O tempo de agitagédo foi avaliado em
0,5; 2,0 e 3,5 minutos e o resultado ndo apresentou significancia dentro do dominio
experimental conforme demonstrado no diagrama de Pareto. Portanto, o tempo de
vortex selecionado foi de 0,5 minutos para obtencdo de um método de microextracao

mais rapido.
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5.3 PARAMETROS ANALITICOS

A Figura 10 ilustra o perfil cromatografico obtido para o protioconazol antes e
ap6s a pré-concentracdo em condi¢gdes otimizadas. Conforme demonstrado no
cromatograma abaixo, podemos observar a alta sensibilidade do método utilizando

microextracao com solvente Supramolecular para determinagao protioconazol.

Figura 10: Cromatograma representativo da analise da agua da bacia de contencgao
obtido tanto para a amostra nao fortificada quanto para a amostra fortificada com a
concentragdo de 100 pg L™' de protioconazol, as amostras foram submetidas as
seguintes condi¢des, volume de amostra 40,0 mL de agua em pH 4,00, 500,0 uL de
1-decanol, 750,0 yL de THF, 30 segundos de tempo de vortex e 3 minutos de
centrifugacéo com rotagéo de 4000 rpm.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.

A eficiéncia do método de microextragcao supramolecular foi avaliada a partir
dos parametros de validacdo de métodos analiticos: seletividade, faixa linear de
trabalho, equagdo da reta, coeficiente de regressdao das curvas analiticas,
pré-concentracao, limite de detecgao, limite de quantificacdo e precisao intradia e

interdia e exatidao.
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Seletividade é a capacidade que o método analitico possui em determinar
exatamente um composto na presenga de outros componentes, podendo ser
impurezas ou componentes da matriz (79). A seletividade do método analitico foi
avaliada pela pré-concentragdo de protioconazol com a matriz fortificada e pela
pré-concentragdo da matriz fortificada contendo os fungicidas protioconazol,
picoxistrobina e tebuconazol, ambos os testes foram realizados com a concentragao
de 100 pg L. Desta forma, foi checado se a resposta analitica dos fungicidas
picoxistrobina e tebuconazol interferiam na recuperagao analitica de protioconazol.
Além deste teste, também foi avaliado o tempo de retencdo dos picos
cromatograficos. Conforme a Figura 11, observou-se que existe uma boa resolugao
entre os picos de protioconazol e Picoxistrobina, porém, o Tebuconazol nao foi
detectado na concentragdo 100 ug L' no comprimento de onda de 256 nm.

A escolha desses dois fungicidas foi baseada por serem ingredientes ativos
fabricados na unidade fabril da empresa. De acordo com os resultados destas
analises, verificou-se que o método proposto é seletivo para determinagcdo do

fungicida protioconazol em agua.

Figura 11: Cromatograma representativo do ensaio de seletividade de uma amostra
agua de alto grau de pureza contento os fungicidas protioconazol, picoxistrobina e
tebuconazol com concentragédo de 100 ug L', a amostra foi submetida as seguintes
condi¢des, volume de amostra 40,0 mL de agua em pH 4,00, 500,0 uL de 1-decanal,
750,0 yL de THF, 30 segundos de tempo de vortex e 3 minutos de centrifugacao
com rotagao de 4000 rpm.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.
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Linearidade refere-se a capacidade de um método analitico em demonstrar
que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a concentragao do analito,
dentro de uma faixa especificada (80). A faixa linear de trabalho do método de
microextracdo com solvente supramolecular foi avaliada e estda demonstrada na
Tabela 4. As duas curvas analiticas foram preparadas com 7 niveis de concentracéo
e analise em triplicada, uma das curvas passando pelo processo de
pré-concentragao e outra apenas pela diluigdo do padrao analitico de protioconazol.
Ambas as curvas analiticas apresentaram coeficiente de regressao R?> 0,99.

O fator de pré-concentracédo do método analitico utilizando microextragdo com
solvente supramolecular foi calculado pela razdo do coeficiente angular obtido pela
curva analitica com e sem etapa de pré-concentracéo (54). O resultado encontrado

de sensibilidade do método foi de 71 vezes.

Figura 12: Grafico da faixa linear de trabalho de protioconazol em 7 niveis de
concentragdo com etapa de pré-concentragédo (14,3 — 477,2 ug L) e sem etapa de
pré-concentragdo (1234 — 31597 ug L ™).
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Fonte: Extraida do Software OriginLab®.
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Tabela 4: Fator de pré-concentragao, faixa linear de trabalho, limite de deteccdo e
quantificagcdo do método.

Parametros Protioconazol
Faixa linear de trabalho (ug L) 14,3 —477,2
LD (ug L") 4.2
LQ (ug L) 141
FPC 71

LD: limite de deteccao.

LQ: limite de quantificagéo.
FPC: fator de pré-concentracao.
Fonte: Autoria propria.

A Precisdo inter e intradia foi calculada no intervalo de 7 dias e estdo
demonstrados na Tabela 5 e 6. De acordo com os resultados das analises, o desvio
padrao relativo (DPR) calculado foi aceito, pois encontra-se menor que o valor
maximo permitido para essa faixa de concentragdo (valor maximo 15 %) conforme
AOAC (81).

Tabela 5: Precisao intradia do método de analise de protioconazol.

Parametros Protioconazol
Concentragéo determinada (ug L") 43,1 311,5
Precisao (DPR, %) 2,4 1,7

Intradia (n = 10) - numero de determinacdes.
DPR (%): precisao expressa como porcentagem de DPR.
Fonte: Autoria prépria.

Tabela 6: Precisao interdia do método de analise de protioconazol.

Parametros Protioconazol
Concentragéo analisada (ug L) 49,3 325,8
Preciséo (DPR, %) 1,8 1,7

Interdia (n = 10) - numero de determinagdes.
DPR (%): preciséo expressa como porcentagem de DPR.
Fonte: Autoria prépria.
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5.4 APLICACAO EM AMOSTRAS DE AGUA

As amostras de agua coletadas na bacia de contencdo da empresa da
unidade de Taquari/RS e do Rio Ribeirdo Linddia da cidade de Londrina/PR foram
analisadas conforme o método microextragcdo com solvente supramolecular, a fim de
verificar a viabilidade do método analitico para determinacdo do teor de
protioconazol. Apos a avaliagao do método pela analise das amostras de agua, a
exatiddo do método proposto foi avaliada pelo teste de adicdo e recuperagao de
protioconazol nas concentragbes 80; 240; 400 ug L' e os resultados das analises
encontram-se dentro da faixa de concentracdo de 80 — 110 % conforme o critério de
aceitagao (81), comprovando a exatidao da metodologia analitica.

Os resultados do ensaio de exatiddo do método estdo apresentados na
Tabela 7 e os cromatogramas representativos da andlise da agua da bacia de

contencédo e do rio Ribeirdo Lindodia estdo demonstrados nas Figuras 13 e 14.

Tabela 7: Resultados da exatidao de protioconazol nas amostras de agua do Rio
Ribeirdo Linddia e Bacia de Contencgao.

Concentragao Concentragao

Amostra Adicionada encontrada Recuperagao
(bg L) (ug L) %
0,0 <LD -
80,0 78,6 £ 0,2 98,2
Rio Ribeirao Lindoia 0.0 <LD -
240,0 2326104 96,9
0,0 <LD -
400,0 393,3+£0,5 98,3
0,0 <LD -
80,0 78,2+0,2 97,8
0,0 <LD -
Bacia de contencédo 240,0 2358+04 98,3
0,0 <LD
400,0 395,6 £ 0,6 98,9

LD: Limite de detecgdo = 4,2 ug L.
Numero de determinagdes (n=3).
Fonte: Autoria propria.
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Figura 13: Cromatograma representativo da analise da agua da bacia de contencéo
obtido tanto para a amostra nao fortificada quanto para a amostra fortificada com a
concentragdo de 100 pg L™' de protioconazol, as amostras foram submetidas as
seguintes condi¢des, volume de amostra 40,0 mL de agua em pH 4,00, 500,0 uL de
1-decanol, 750,0 pyL de THF, 30 segundos de tempo de vortex e 3 minutos de
centrifugacéo com rotagcédo de 4000 rpm.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.

Figura 14: Cromatograma representativo da analise da agua do rio Ribeirdo Linddia
obtido tanto para a amostra nao fortificada quanto para a amostra fortificada com a
concentragédo de 100 pg L™' de protioconazol, as amostras foram submetidas as
seguintes condigdes, volume de amostra 40,0 mL de agua em pH 4,00, 500,0 uL de
1-decanol, 750,0 yL de THF, 30 segundos de tempo de vortex e 3 minutos de
centrifugacdo com rotacao de 4000 rpm.
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Fonte: Extraida do Software operacional OpenLab®.
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A comparagdo do meétodo proposto com outros meétodos analiticos
previamente relatados na literatura para a determinagdo de protioconazol por
HPLC-UV-DAD esta apresentada na Tabela 8. Com base na pesquisa bibliografica
realizada, foram encontrados poucos métodos de microextragao de protioconazol na
literatura. Portanto, a realizagdo de novas pesquisas é de grande importancia,
considerando que o protioconazol é um dos principais fungicidas para o controle de
ferrugem asiatica no Brasil e novos produtos a base de protioconazol estdo sendo
desenvolvidos.

ApoOs otimizagdo do meétodo utilizando solvente supramolecular e validagao
da metodologia analitica, verificou-se que o método proposto é simples e rapido em
comparagdo com 0s outros métodos utilizando as técnicas de microextragao
liquido-liquido dispersiva e microextracao liquido-liquido com emulsificacio.

Os métodos desenvolvidos empregando a técnica de DLLME e ELLME
apresentaram resultados semelhantes de limite de detecg¢ao e quantificagcdo quando
comparado com o método proposto. No entanto, o método de DLLME apresenta
algumas desvantagens, tais como: o preparo da amostra requer etapas de
aquecimento do acido decandico (solvente extrator) a 50° C, aquecimento da
amostra a 90 °C e diluicdo da amostra para analise, o que torna o método um
pouco mais trabalhoso e perigoso especialmente ao manusear amostras aquecidas.
Enquanto, no ELLME o preparo da amostra € simples e a etapa mais longa do
processo de microextracao é de 5 minutos para separacao de fase, pois o0 método
nao requer o uso de centrifuga. A desvantagem deste método em comparagdo com
o método proposto neste trabalho, € que o fator de pré-concentracdo é de
aproximadamente 23 vezes, enquanto o método proposto € de 71 vezes.

Desta forma, o método proposto € simples, rapido, com baixo limite de
deteccdo e quantificacdo e quando comparado com os métodos por DLLME e
ELLME, foi o que apresentou maior fator de pré-concentragao do analito. Portanto, o
método pode ser empregado para a determinagao de protioconazol em amostras de

agua.
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Tabela 8: Comparacdo dos métodos da literatura e do presente método para a determinagao protioconazol com detecg¢ao por

HPLC-UV-DAD.
Métod’o de Volume Solvente Tempo de FPC Faixa Iinear LQ LD . Tipo de Referéncia
Analito pre- amostral  Extrator  extragio (ug L) (ug L) (ng L) matrizes
concentragao (mL) (uL)
Agua
Cerveja
Protioconazol DLLME 5 175 AL - 27.1-1000 271-373  81-112 = (23)
segundos Baijiu
Vinagre
R-Protioconazol Agua
S-Protioconazol Suco
R-Protioconazol- ELLME 5 200 5 minutos 23 10,0 - 1000 10 3 Cha (24)
Desthio
S-Protioconazol- Vinaare
Desthio g
Profi 30 " Este
rotioconazol SUPRA 40 500 71 14,3 -477,2 141 4.2 Agua
segundos estudo

Fonte: Autoria propria.
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6. CONCLUSAO

O método de microextracdo utilizando solvente supramolecular foi
otimizado utilizando um planejamento fatorial fracionario 2%' e os resultados
mostraram uma alternativa eficiente para determinagcdo de protioconazol em
amostras de agua.

O método de microextracdo foi desenvolvido baseado no conceito de
Quimica Verde destacando-se por ser um método simples, rapido, além de
consumir baixo volume de solvente extrator e de amostra, sendo uma técnica
analitica sustentavel e ambientalmente correta.

A metodologia analitica foi desenvolvida por cromatografia em fase
reversa utilizando um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia. Para avaliagao da
eficiéncia do meétodo, os seguintes parametros foram avaliados, tais como:
resolucdo, fator de capacidade, simetria € numero de pratos teéricos. Todos os
parametros avaliados estao de acordo os critérios descritos na literatura.

O método por microextracdo utilizando solvente supramolecular foi
validado por HPLC/UV/DAD e apresentou baixos niveis de deteccdo e
quantificacdo com excelente nivel de pré-concentracdo e de recuperacgao.
Portanto, a metodologia desenvolvida pode ser aplicada para determinacgao

protioconazol em amostras de agua.
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