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SCHEEL, Guilherme Luiz. Desenvolvimento de métodos analiticos baseados em
microextracdo com solventes supramoleculares (SUPRASs) para pré-
concentracdo simultanea de pesticidas e determinacdo por cromatografia
liquida. 2019. 117 f. Tese de Doutorado (Doutorado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, 2019.

RESUMO

Pesticidas e recursos hidricos detém uma relacdo complexa, tanto técnica quanto
politica. Preocupacdes sobre pesticidas que adentram aguas atmosféricas,
superficiais e subterrdneas sdo recorrentes em muitos paises. Ametrina,
carbendazim, diuron, fipronil, hexazinona, picoxistrobina e tebuthiuron sdo pesticidas
amplamente utilizados em lavouras brasileiras, portanto o monitoramento destes em
recursos hidricos torna-se essencial. Neste trabalho, capitulos envolvendo o uso de
um solvente supramolecular no qual micelas reversas de 1-decanol sdo dispersas
em solugcdes de tetrahidrofurano/agua para pré-concentracdo simultanea de
pesticidas em recursos hidricos, e determinagcdo por cromatografia liquida acoplada
a deteccdo por arranjo de fotodiodos, sdo propostos. Altos fatores de pré-
concentracdo (48,5 para diuron, 47,4 para ametrina, 21,0 para tebuthiuron, 21,43
para carbendazim, 71,10 para fipronil e 71,36 para picoxistrobina) e de porcentagens
de extracdo (80,0% para diuron, 80,0% para ametrina, 32,0% para tebuthiuron,
21,5% para carbendazim, 84,5% para fipronil e 83,0% para picoxistrobina). Os
limites de deteccéo (LOD), quantificacdo (LOQ), precisao (DPR) e exatiddo (ER) dos
métodos desenvolvidos variaram entre 0,13-1,45 ug L™, 0,43-4,85 ug L', 1,65-
6,80% e 0,11-6,20%, respectivamente. Os valores de recuperacdo obtidos pela
aplicacdo do método proposto em amostras de aguas, contendo adi¢cdes de
pesticidas em niveis de ug L™, variaram na faixa de 93-111%. De acordo com 0s
niveis estabelecidos por legislacfes internacionais destes pesticidas em aguas, 0s
métodos propostos demonstraram-se apropriados para determinacédo. Além disso, a
presenca de alguns pesticidas analisados em amostras reais demostra claramente a
importancia do monitoramento.

Palavras-chave: Pesticidas. Microextracdo por solvente supramolecular. Micelas
reversas de 1-decanol. Recursos hidricos. Cromatografia liquida.



SCHEEL, Guilherme Luiz. Development of analytical methods based on
microextraction with supramolecular solvents (SUPRASS) for the simultaneous
preconcentration of pesticides and determination by liquid chromatography.
2019. 117 p. Tese de Doutorado (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual
de Londrina, 2018.

ABSTRACT

Pesticides and water resources has a complex relationship, both technical and
political. Concerns about pesticides entering atmospheric, surface and groundwater
are recurrent in many countries. Ametryn, carbendazim, diuron, fipronil, hexazinone,
picoxystrobin and tebuthiuron are pesticides widely utilized in Brazilian fields,
therefore monitoring them in water resources becomes essential. In this work,
chapters describing the use of supramolecular solvent, constituted by reversed
micelles of 1-decanol dispersed in tetrahydrofuran/water solutions, to preconcentrate
simultaneously pesticides in hidric resources , and determination by high
performance liquid chromatography with photodiode array detector, are proposed.
High preconcentration factors (48,5 to diuron, 47,4 to ametryn, 21,0 to tebuthiuron,
21,43 to carbendazim, 71,10 to fipronil and 71,36 to picoxystrobin) and extraction
factors (80.0% to diuron, 80.0% to ametryn, 32.0% to tebuthiuron, 21.5% to
carbendazim, 84.5% to fipronil and 83,0% to picoxystrobin) were obtained. The limits
of detection (LOD), quantification (LOQ), the precision (RSD) and the accuracy (RE)
of the developed methods ranged between 0.13-1.45 ug L', 0.43-4.85 ug L™, 1.65-
6.80% and 0.11-6.20%, respectively. Recovery values obtained by applying the
proposed methods in spiked hydric samples, at ug L' levels, varied in the range of
93-111%. According to the levels established by international legislation of these
pesticides in waters, the proposed methods have proven appropriate for
determination. Moreover, the presence of some analyzed herbicides in real samples
clearly demonstrate the importance of monitoring pesticides.

Keywords: Pesticides. Supramolecular solvent microextraction. 1-decanol reverse
micelles. Natural waters. High performance liquid chromatography.
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1.INTRODUCAO

Aplicados ha décadas em varias culturas para aumentar o rendimento, melhorar a
qualidade e maximizar o retorno econdmico, os pesticidas tém atraido consideravel
atencdo por serem frequentemente detectados em corpos d'agua naturais ou
artificiais, podendo afetar ecossistemas e causar varios problemas de saude a
animais e seres humanos [1-4]. Pesticida € qualquer substancia ou mistura de
substancias destinada a prevenir, destruir ou controlar qualquer praga que causam
danos ou interferem na producéo, armazenamento, transporte ou comercializacdo de
alimentos, produtos agricolas, madeira e produtos de madeira ou alimentos para
animais, como também substancias que possam ser administradas a animais para o
controle de insetos, aracnideos ou outras pragas no corpo. O termo inclui também
substancias destinadas ao uso como regulador de crescimento de plantas,
desfolhante, dessecante ou agente para desbaste de frutas ou para impedir a queda
prematura de frutas. Também usado como substancias aplicadas as culturas antes
ou depois da colheita para proteger a mercadoria da deterioracdo durante o
armazenamento e o transporte [5]. Atualmente, existem trés métodos mais populares
de classificacdo de pesticidas. Esses trés métodos populares de classificacédo
compreendem: classificacdo baseada no modo de entrada, classificacdo baseada na
funcdo de pesticidas e no organismo de pragas que eles matam e classificacdo
baseada na composi¢cdo quimica do pesticida [6].

Menos de 1% da quantidade total de pesticidas aplicados para controle de
pragas atingem o alvo [4]. Uma grande quantidade é perdida e, uma vez em
ambiente aquatico, pode ser absorvida pelos organismos, ndo apenas provocando
efeitos detectaveis agudos, mas induzindo outros danos, como disturbios genéticos

e alteracOes fisiologicas, que reduzem a expectativa de vida a longo prazo [4,7-9].
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Ametrina, carbendazim, diuron, fipronil, hexazinona, picoxistrobina e tebuthiuron séo
exemplos de pesticidas amplamente empregados em todo o mundo e, devido a
caracteristicas fisico-quimicas como persisténcia (baixa taxa de degradacao) e
mobilidade, ja foram detectados em aguas naturais e artificiais [10-12].

A deteccdo frequente em aguas é uma grande preocupacao para o publico,
autoridades e todos os envolvidos na producdo de agua potavel, tratamento de
aguas residuais e aplicacbes de reutilizacdo de agua devido aos efeitos
potencialmente adversos a saude associados a esses compostos, mesmo em
pequenas concentracdes [13]. Para garantir a protecdo ambiental e estabelecer
parametros de qualidade de aguas, o Brasil tem como alicerce a Resolugdo n°
357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [14], que dispde sobre a
classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento de corpos d’agua
superficiais (aguas doces, salobras e salinas) — contendo 90 itens: 26 parametros
inorganicos e 64 parametros organicos — e a Portaria do Ministério da Saude
2.914/11 [15], que dispbe sobre os procedimentos de controle e qualidade da agua
para consumo humano e seu padréo de potabilidade — contendo 28 agrotdxicos na
tabela de padrédo de potabilidade para substancias quimicas que representam riscos
a saude. No entanto, devido ao pais ser um grande consumidor de pesticidas, os
parametros de qualidade das &aguas ndo contemplam 0s numerosos produtos
utilizados rotineiramente, tampouco seus produtos e subprodutos de degradacéo,
resultando na falta de parametros para pesticidas com altas probabilidades de
ocorréncia em aguas superficiais, subterraneas e hidrometeoros [16,17].

Quando néo ha informacdes referentes aos limites permitidos de pesticidas nos
documentos nacionais, buscam-se valores limitantes em legisla¢des internacionais

como, por exemplo, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA),
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Unido Europeia (EU) e entre outros [8,18-27], como mostrado na Figura 1.
Considerando a importancia do monitoramento da presenca de residuos de
pesticidas em baixas concentracdes em aguas e as rigorosas regulamentacoes,
analises por métodos confiaveis com alta detectabilidade, seletividade e frequéncia

analitica sdo necessarias.

0,06 mg L ametrina;

0,40 mg L' hexazinona;

0,01 mg L diuron;

DRI | 0,5 g L' para niveis totais —_— 030mL " tebuuron
* L ' estimativas modeladas ..[ 860,0 ug L carbendazim;

5,53 g L' picoxistrobina.

o 0,1 pg L qualquer pesticida individual; nenhum dano vitalicio

" 70,0 ug L ametrina;

N7, 20,0 ug L diuron;

ORI | 400,0 ug L hexazinona;
¥ . 0,70 ug L™ fipronil

| 90,0 ug L™ carbendazim.

I*I{ 1500 ug L diuron.

Figura 1 — Valores limitantes de ametrina, carbendazim, diuron, fipronil, hexazinona,
picoxistrobina e tebuthiuron em legisla¢des internacionais [18-27].

74 20,0 yg L diuron;
400,0 ug L' hexazinona.

Diferentes técnicas tém sido exploradas para a determinacdo de pesticidas, no
entanto, métodos cromatograficos acoplados a detectores seletivos séo
tradicionalmente utilizados para andlise devido sua sensibilidade, confiabilidade e
eficiéncia [28-30]. Atualmente, a cromatografia liquida (HPLC) ou a cromatografia
gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massas (MS) e/ou MS em tandem
(MS/MS) parecem ser as técnicas mais aceitaveis para a determinagdo de
pesticidas. Para analitos de alta a média volatilidade que s&o termicamente estaveis,
a GC-MS ou GC-MS/MS apresentam-se como melhores técnicas pois combinam
alta eficiéncia com a especificidade estrutural da MS. No entanto, analitos polares,

nao volateis ou termicamente instaveis sdo mais dificeis de identificar por estas

técnicas em amostras naturais, necessitando tratamento amostrais adicionais (como
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a derivatizacao) [31, 32]. A HPLC acoplada ao detector de arranjo de diodos (DAD)
também é frequentemente utilizado, sendo mais acessivel e capaz de identificar
varios pesticidas pelos seus espectros de absorcdo [33]. Comparando os
desempenhos analiticos, o HPLC convencional acoplado ao DAD é inferior ao MS ou
MS/MS. Portanto, os procedimentos de pré-tratamento de amostras sao
indispensaveis para determinar os pesticidas em baixos niveis de concentracao
(microgramas por litro) utilizando HPLC-DAD [33, 34].

Os procedimentos miniaturizados de pré-tratamento de amostras sao importantes
para a analise de pesticidas, apresentando varias vantagens além da extracao e pré-
concentracdo, como a diminuicio do wuso de solventes toxicos e a
diminuicao/eliminacdo de possiveis compostos interferentes [35-37]. Dentre estes,
destacam-se a extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid-phase Extraction) [38,
39], a microextracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid-phase Microextraction)
[40, 41], a extracdo sortiva em barra magnética (SBSE) [42-44], a microextracao
liguido-liquido dispersiva (DLLME) [45,46] e a microextracdo por solventes
supramoleculares (SUPRASS) [47,48].

A SPE é um dos procedimentos mais utilizados para limpeza, extracao,
fracionamento e pré-concentracdo de poluentes em amostras ambientais, clinicas,
biolégicas e alimenticias [49]. Ao percolar as amostras por um cartucho contendo um
material sorvente, os analitos séo retidos e, posteriormente, um solvente orgéanico é
utilizado para eluir os analitos ou eliminar interferentes [49-51]. Entretanto, este
procedimento apresenta algumas desvantagens como: ter baixa reusabilidade e uma
dessorcdo ndo quantitativa do analito devida elevada interacdo do analito com a fase
sélida [52]. SPME e a SBSE sé&o técnicas sortivas baseadas no equilibrio entre a

matriz da amostra e o revestimento polimérico [41, 42]. A principal limitacdo destas
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duas técnicas consiste na baixa frequéncia analitica, sendo requerido tempos
relativamente longos para que o equilibrio seja atingido pois a taxa de extracdo é
controlada pela difusdo da matriz amostral pela fronteira da fase extratora [53,54].

A DLLME foi desenvolvida como um avanco das técnicas de microextracdo em
fase liquida [55]. O principio basico da técnica é a dispersédo de um solvente extrator
(imiscivel com agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente
extrator) em uma solucdo aquosa, 0 que proporciona uma grande area de contato
entre a fase aquosa e o0 solvente extrator [55-57]. Do ponto de vista comercial,
econdbmico e ambiental, as vantagens da DLLME em relacdo aos métodos
convencionais de extracdo com solvente sdo simplicidade de operacdo, rapidez,
baixo custo, facil manipulacéo, baixo consumo de solventes orgéanicos (da ordem de
puL), alta recuperacdo, alto fator de enriquecimento e compatibilidade com os
métodos analiticos com analise por cromatografia a gas ou cromatografia liquida. No
entanto, o pré-tratamento apresenta algumas restricdes na selecéo e automacao de
solventes. [57]

A microextracdo por solventes supramoleculares (SUPRASS) é um termo recente
para se referir aos liquidos nanoestruturados produzidos em solucdes coloidais de
compostos anfifilicos (n-alcandis, acidos alquilcarboxilicos, alcoois etoxilados,
alquifendis  etoxilados, ésteres metilicos de &cidos graxos oxietilados,
alquilsulfonatos, alquisulfatos, dialquisulfoccinatos e entre outros) por fendmenos
sequenciais espontaneos de automontagem e coacervacao [58, 59]. Inicialmente,
uma solugcdo homogénea de anfifilos produz uma solucdo coloidal de agregados
tridimensionais, acima de uma concentracdo critica de agregacao (CCA), por meio
de um equilibrio de interacfes atrativas e repulsivas e de delicadas interacdes entre

soluto-solvente e soluto-soluto. Por conseguinte, as condicdes ambientais s&o
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alteradas para produzir a coacervacdo e, por meio deste fenbmeno, agregados
maiores sdo induzidos na solucdo coloidal, provocando a formacédo de goticulas
oleosas (i. e., gotas de coacervatos) que se associam e produzem conglomerados
de goticulas individuais [58, 59].

Os SUPRASSs possuem propriedades intrinsecas que os tornam muito atraentes
para processos de extracdo. Essas propriedades derivam do carater anfifilico das
moléculas que as compdem e de sua alta concentracdo. Assim, nanoestruturas nos
SUPRASSs possuem regifes de diferentes polaridades que dissolvem, concentram,
compartimentalizam, organizam e localizam uma ampla gama de analitos, criando
um meio especifico para isolar os compostos alvo [58, 60, 61]. Os SUPRASs
também sdo vantajosos devido ao baixo consumo de solventes quimicos, por
permitirem interacdes polares (micelas reversas) e apresentarem alta capacidade de
solubilizacdo com baixos volumes de solvente (na faixa de microlitros) [58-61].

Em solucdes de tetrahidrofurano (THF)/agua, os agregados micelares reversos
de alcandis formam espontaneamente cavidades aquosas rodeadas pelos grupos
polares de alcanois com as cadeias alquilicas dissolvidas em THF. A adicdo de THF
em sistemas ndo-iénicos é uma maneira muito eficaz de promover a coacervacao e
diminuir o nimero de moléculas de solvente (Agua) disponiveis para a solvatacédo
das micelas. A competicédo pelo solvente de solvatacdo dessolvata os grupos polares
dos anfifilos, estimulando a formagdo micelar e a separacdo de fases [62]. Este
liquido nanoestruturado fornece um meio de reagcédo excelente para o processo de
extracdo de compostos organicos, como também para complexos metalicos [60,62].
As interacdes intermoleculares que conduzem a extracdo sao ligacdes de hidrogénio
e hidrofébicas, sendo o primeiro um mecanismo de solubilizagdo extremamente

eficaz para compostos polares. Mediante o exposto, o presente trabalho tem como
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objetivo desenvolver metodologias utilizando solventes supramoleculares para
microextracdo e melhoria da detectabilidade do HPLC-DAD na determinacao
pesticidas em amostras de agua naturais ou artificiais. Para produzir os agregados
micelares reversos de alcanois, utilizou-se o solvente extrator 1l-decanol em
solucdes de THF/agua.

No primeiro capitulo foi desenvolvido um método de microextracdo a base de
solvente supramolecular para extracdo e pré-concentracdo simultanea de diuron,
hexazinona, ametrina e tebuthiuron de amostras de aguas naturais com posterior
determinacdo por HPLC-DAD. Estes analitos sdo herbicidas amplamente utilizados
em todo o mundo e, no Brasil, representam 70% de todos os herbicidas aplicados
em lavouras de cana-de-acucar [63]. Eles sdo altamente eficientes na inibicdo do
transporte de elétrons na fotossintese e altamente persistentes (baixa taxa de
degradacdo) no ambiente sem sofrer qualquer alteracdo em sua estrutura molecular
por um periodo [64-67]. Neste capitulo estdo contidos os resultados obtidos em
estudos de otimizacdo, os parametros analiticos e analise de amostras provenientes
de trés riachos de trés distintas cidades (as cidades Assis e Taruma do estado de
Sao Paulo e a cidade Arapongas do estado do Parand) e de um poco artesiano
localizado na cidade de Assis.

No segundo capitulo desenvolveu-se um método de microextracdo utilizando
SUPRASS para os pesticidas carbendazim, fipronil e picoxistrobina com posterior
determinacdo por HPLC-DAD. Tais pesticidas selecionados sdo amplamente
utilizados em lavouras brasileiras, correspondendo a aproximadamente 9,0% das
vendas totais das toneladas de ingredientes ativos comercializados no pais em
2017, e podem atingir aguas naturais e causar efeitos adversos a organismos nao-

alvo [17, 68]. No capitulo estdo contidos os resultados obtidos em estudos de
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otimizacao, dos parametros analiticos, dos estudos de interferéncia e das avaliacbes
de desempenho analitico em diversas aguas naturais (hidrometeoros, aguas
superficiais e subterrdneas) e aguas artificiais (lagos artificiais) de diferentes locais

do Brasil.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.AGuA, RECURSOS HIDRICOS E CONTAMINAGAO POR PESTICIDAS

A agua € absolutamente essencial para a sobrevivéncia. Além de todos os
organismos vivos dependerem dela, seres humanos a utilizam na agricultura,
indUstria, recreacdo e em usos domeésticos. Os recursos hidricos constituem cerca
de 71% da superficie do planeta Terra, mas sua maioria € salgada, conforme
mostrado na Figura 2. A agua doce, que é necessaria para uso domestico, industrial
e para a agricultura, corresponde apenas cerca de 2,5%. Desta agua doce, 68,9%
estdo presentes em geleiras e lencoéis de gelo, 29,9% sao subterrdneas e apenas

0,3% séo aguas superficiais (rios, pantanos e lagos) [69-72].

A
glzj?sg/fce Outros 0,9% Rios 2,0%

[ _/— Aguas ™ 4

superficiais
0,3%

Aguas
subterraneas
29,9%

Salinas
(Oceanos)
97,5%

Agua Doce

Agua Terrestre Agua Doce Superficial

Figura 2 - Distribuicdo global da agua [69-72].
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Quase 60% de todas as retiradas de agua doce do mundo sdo destinadas para
usos em irrigacdes agricolas [72]. Como consequéncia, inUmeros paises tém se
preocupado com o surgimento de pesticidas em aguas subterrdneas e em agua
superficiais, devido ao mesmo ser massivamente utilizado neste setor [73-77]. Todos
0s pesticidas sdo toxicos em algum grau. Para alguns deles, apenas uma
guantidade muito pequena € necessaria para causar efeitos agudos ou cronicos em
seres humanos ou em ecossistemas [78-80]. Pesticidas podem contaminar aguas
superficiais e subterraneas tanto por fontes pontuais quanto por fontes difusas.
Como resultado, o ciclo hidrolégico pode ser afetado em muitos niveis. Além do
clima, do solo e das propriedades geoldgicas, quatro propriedades dos pesticidas
determinam sua tendéncia a movimentacdo, contribuindo para a contaminacédo de
hidrometeoros, aguas superficiais e subterraneas. Estas incluem a adsorcao,
solubilidade, persisténcia e a volatilizacdo/sublimacao. [81-83]

O processo de adsorcao consiste na ‘adesao’ dos pesticidas pulverizados as
particulas do solo e a matéria organica em graus variados. Pelo parametro
denominado coeficiente de sorcdo padronizado para o carbono orgéanico (Koc),
definido como a proporcao entre o analito adsorvido por unidade de peso de carbono
organico e a solucdo do solo, faz-se possivel avaliar o grau de adsorcdo de
determinado pesticida no solo. Pesticidas moderadamente (Koc 100,0 — 599,0 mL g1)
ou fracamente (Koc 0,5 — 99,0 mL g*') adsorvidos sdo levados facilmente por
escoamentos de aguas superficiais e sdo mais propensos a lixiviar, enquanto
pesticidas fortemente adsorvidos (Koc > 5000 mL g') [81-85].

Solubilidade €& a capacidade de um analito se dissolver em um meio. A
solubilidade é frequentemente expressa em miligramas por litro (mg L) ou parte por

milh&o (ppm). Produtos quimicos com alta solubilidade geralmente sdo facilmente
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removidos da agua, tendo a lixiviagdo como principal preocupacédo. Produtos
quimicos com solubilidade inferior a 1,0 mg L séo fortemente adsorvidos ou ligados
a sedimentos, e as perdas via erosdo do solo sdo a principal preocupacao
ambiental. Outra importante medida de solubilidade é o coeficiente de particdo agua-
octanol (Kow), que consiste no quociente entre a solubilidade de uma substancia em
n-octanol e em agua, em condi¢cdes de equilibrio. Quanto maior o logaritmo de Kow
(log Kow), maior a hidrofobicidade do pesticida [81-85].

Persisténcia refere-se a quanto tempo leva para um analito se dissipar ou
degradar do ambiente. A persisténcia determinara o periodo que o pesticida estara
disponivel para perda ambiental, como também para o controle de pragas. A taxa de
degradacdo ¢é influenciada pela atividade microbiana, reacdes quimicas,
fotodegradacdo (exposicdo a luz solar) e temperatura. A persisténcia pode ser
expressa em termos de meia-vida (t12) - tempo necessario para que metade do
pesticida se degrade em outros produtos [81-85]. O tempo de meia-vida pode ajudar
a estimar se um pesticida tende a se acumular no meio ambiente, podendo ser
agrupados em trés grupos para estimar a persisténcia. Estes sdo: baixa persisténcia
(menos de 16 dias de meia-vida), moderada persisténcia (16 a 59 dias) e alta
persisténcia (acima de 60 dias). Os pesticidas com tempos de meia-vida mais curtos
tendem a acumular-se menos porque Sa0 muito menos propensos a persistir no
meio ambiente. Em contraste, os pesticidas com meias-vidas mais longas sdo mais
propensos a se acumularem apos repetidas aplicacdes. Isso pode aumentar o risco
de contaminacdo de aguas superficiais proximas, aguas subterraneas, plantas e
animais [81-85].

A volatilizacdo/sublimacéo € o fenbmeno de mudanca de fase de um liquido ou

sélido para o estado gasoso. Fatores ambientais especificos que tendem a aumentar
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a volatilizacao/sublimacédo incluem alta temperatura, baixa umidade relativa e
movimentacao de ar. O processo fornece um caminho significativo de transferéncia
para alguns pesticidas. Em geral, os pesticidas com baixas pressdes de vapor (<
1-10® mmHg) sdo menos propensos a se transformar em vapor, ja agueles com
altas pressdes de vapor (= 1-102 mmHg) sdo mais propensos a mudar para o estado
gasoso. Menos volatilizacdo/sublimacéo ocorre em solos mais secos, porque a falta
de agua permite que o pesticida seja eficientemente adsorvido nas particulas do solo
[81-85]. Quando inserido na atmosfera como um gas, os pesticidas podem diluir-se
em goticulas de &agua ou serem adsorvidos por materiais suspensos (como
particulas de poeira), tornando-se altamente suscetiveis ao transporte de longo
alcance a partir do local de aplicacdo. Na atmosfera, pesticidas também pode sofrer
reacoes de fotdlise, oxidacdo e hidrolise. Ao dissolver-se, pesticidas retornam a
superficie terrestre durante precipitacdes [86, 87].

Em aguas subterréneas, a presenca de pesticidas € algo alarmante. A taxa de
rotatividade para a agua subterrdnea pode ser curta (alguns meses), no entanto
comumente sd0 necessarios anos e décadas para substitui-la. O gas oxigénio €
praticamente ausente e, 0S microrganismos que vivem neste ambiente sdo muito
menos eficazes na metabolizacdo de pesticidas. Diluicbes e decomposicdes
extremamente lentas significam que o pesticida permanecera por um longo periodo.
A contaminacdo de aguas subterrdneas ndo pode ser facilmente corrigida. Isso
exige a perfuracédo de pocos de purga e o bombeamento da agua para a superficie.
O bombeamento pode ter que ser continuado por um longo tempo para remover
toda a agua contaminada. O processo é extremamente caro, logo evitar a

contaminacgao é a melhor solugédo [88-92].
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Contaminacdes de aguas superficiais por pesticidas sdo menos graves do que em
aguas subterraneas. A maioria das aguas superficiais (exceto lagos profundos) tem
uma taxa de renovacgdao rapida, o que significa que a agua doce dilui rapidamente a
concentracdo do contaminante. Além disso, a maioria das aguas superficiais contém
oxigénio livre, o que aumenta a taxa de decomposicdo dos pesticidas por
microrganismos [93, 94]. Entretanto, esta contaminacdo ndo deve ser tratada
casualmente e necessita monitoramento, pois pesticidas extremamente toxicos
podem causar danos severos em ambientes aquaticos, mesmo em baixas

concentracoes.

2.2.SOLVENTES SUPRAMOLECULARES

Desde que Watanabe et al. reportaram a técnica do ponto nuvem, os SUPRAS
tém sido extensivamente aplicados a extracdo de compostos organicos hidrofébicos
e metais, principalmente em amostras ambientais e bioldgicas [95-99]. Na ultima
década, 0 progresso nessa area concentrou-se no desenvolvimento de SUPRAS
baseados em surfactantes idnicos, outros agregados micelares além de micelas
aquosas (ou seja, micelas reversas e vesiculas) e outros estimulos a agregacao
além da temperatura como forgca motriz da separacdo de fase (por exemplo, pH,
eletrdlitos ou solventes). Muitos aspectos tedricos e praticos da automontagem e
coacervacdo dos anfifilos também foram elucidados. Esta ampla experiéncia
adquirida € hoje uma base promissora, em consonancia aos principios da quimica
verde, para o desenvolvimento de solventes supramoleculares com propriedades
direcionadas que podem fornecer extracao seletiva em aplicacdes especificas [59,

100-102].
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2.2.1. Automontagem

Na automontagem, os componentes isolados se organizam de forma autdbnoma e
espontanea em estruturas ordenadas e/ou funcionais. Para anfifilos tipicos, a
solvofobicidade impulsiona a agregacao enquanto o processo de parada emana da
repulsdo do grupo organico principal. Assim, estruturas coloidais automontaveis
surgem de uma interacdo delicada entre interacdes soluto-solvente e soluto-soluto.
As estruturas organizadas sao unidas por interacées nao covalentes (por exemplo,
ion-ion, ion-dipolo, dipolo-dipolo, ligacdo de hidrogénio, céation-1r, -1, dispersao),
gue sao consideravelmente mais fracas (2-300 kJ/mol) que as interacfes covalentes
(150-450 kJ/mol) [100-103]. No entanto, quando essas interacfes sdo usadas de
maneira cooperativa, elas podem fornecer conjuntos supramoleculares muito
estaveis. A morfologia do agregado depende do tamanho relativo do grupo principal
e da cadeia de hidrocarbonetos do anfifilo e, pode ser previsto usando o chamado
fator de empacotamento (g) introduzido por Israelachvili e colaboradores [104],

descrito pela Equacgéao 1.

g=—Y (1)

Na equacéo, V é o volume da cadeia de hidrocarboneto do monémero micelar, ao
€ a area ocupada pelo grupo principal na superficie da micela (grupo cabeca), e | é 0
comprimento aparente da cadeia de hidrocarboneto do monémero de surfactante na
micela. Uma vez que os trés subparametros v, ao e | sdo estimados, pode-se
determinar a estrutura de micela mais favoravel utilizando o parametro de
empacotamento do surfactante. Esse fornece um excelente guia para identificar as
estruturas micelares sem exigir conhecimento das relagbes complexas entre as

forgas, conforme demostrado na Figura 3 [100-103].
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Figura 3 - Estrutura de agregados supramoleculares de acordo com o fator de
empacotamento (g). (Adaptado de Ballesteros-Gomez et al., [59])

Por exemplo, quando o valor de g € préximo de 1/3, pode-se prever a formacao
de uma micela esférica pela simples consideracdo geométrica do empacotamento de
mondmeros do tipo cone em agregados tridimensionais automontaveis. Da mesma
forma, quando o valor de g esta entre 1/3 e 1/2, pode-se prever que a micela em
forma de bastéo cilindrico sera formada. Quando o valor g é proximo de 1, a forma
de empacotamento da unidade torna-se o tipo de cilindro. Assim, a micela tipo
bicamada € a estrutura mais provavel de ser montada. Por outro lado, quando a
geometria de empacotamento € ligeiramente menor que 1, a bicamada pode ser

curvada e, eventualmente, formar uma forma esférica fechada de agregado
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automontavel denominado como bicamadas flexiveis ou vesiculas. Com valores de g
> 1, micelas reversas sao formadas [103-105].

Os SUPRAS se comportam como materiais adaptativos. Se as condicfes
experimentais forem alteradas, os agregados serdo reformados e indistinguiveis do
original. Logo, a reversibilidade ou ajustabilidade é um fator-chave para gerar
estruturas ordenadas por automontagem e compreender o comportamento dos
SUPRAS em solucdo. A reversibilidade das interacbes ndo covalentes permite a
mudanca dinamica da morfologia e das funcfes das nanoestruturas em resposta a
varios estimulos externos, o que proporciona uma plataforma flexivel para projetar e
fabricar nanomateriais anfifilicos inteligentes e dispositivos supramoleculares

funcionais. [105].

2.2.2.Coacervagéao

7

A coacervacdo € o fenbmeno que envolve a aproximacdo e a agregacado das
estruturas tridimensionais, levando a formacdo de gotas de coacervado, que em
seguida organizam-se em agregados de maior tamanho (micro e nano-estruturados),
tornando-se imisciveis e dispersos na fase continua. O crescimento dos agregados
anfifilicos nesta etapa envolve a reducdo das repulsées dos grupamentos
caracteristicos dos anfifilos. Como alcancar este objetivo depende de cada sistema.
Entre os agentes de coacervacao, eletrélitos ou contraions anfifilicos, como também
alteracdes de pH, sao frequentemente utilizados para induzir a coacervagdo em
solugdes coloidais de anfifilos ibnicos. A temperatura € também um indutor muito
comum de coacervacdo em solu¢des coloidais de surfactantes nao-idGnicos,
zwitteridnicos e de misturas nao-iénico/idnico [106-108].

Entretanto, para sistemas compostos de surfactantes nado-ibnicos de &acidos

carboxilicos e alcandis uma alternativa eficiente de induzir a coacervacao tem sido
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adicionar um solvente pobre para micelas que seja miscivel no solvente de
solvatacdo [59, 60, 100, 109-111]. Uma ampla variedade de solventes proticos e
aproticos podem ser utilizados (dioxano, THF, acetona, acetonitrila, etanol, metanol,
propanol, etilenoglicol, dimetilformamida e etc.). A competicdo pelo solvente de
solvatacdo ira dessolvatar os grupos polares dos surfactantes, possibilitando o
crescimento micelar e a separacdo de fases [100]. Um exemplo € a separacédo de
fases de micelas reversas hexagonais de 1-decanol em agua promovida pela adicao
de THF.

No sistema tetrahidrofurano (THF)/dgua a composicdo global do solvente, o
tamanho das gotas coacervadas que o formam e as cavidades aquosas do arranjo
hexagonal invertido dos anfiflos podem ser adaptadas controlando-se o ambiente
(especificamente a relacdo THF: agua, na solucdo). O tamanho das gotas
coacervadas aumenta conforme a propor¢do de THF, mas a concentracdo das
micelas diminui. O tamanho dos vacuolos é também dependente da porcentagem de
THF na solucédo coloidal e esta propriedade pode ser explorada para a utilizagéo

destes SUPRAS como solventes de acesso restrito [59, 60, 100].

2.2.3. Aplicacgéo para Determinagéo de Pesticidas

Vérias abordagens baseadas na microextracdo utilizando SUPRAS tém sido
propostas na literatura para a determinagcdo de pesticidas em amostras ambientais,
agroalimentares e bioldgicas. Os surfactantes ndo-iénicos Triton X-114 e Triton X-
100 foram utilizados para extrair residuos de inseticida carbamato em frutas [112],
pesticidas organofosforados na urina humana [113], carbofurano em arroz [114],
hidrazina em aguas e amostras bioldgicas [115], prometrina na agua e nos solos

[116] e carbamatos no milho [117]. Uma etapa de LLE para amostras soélidas antes
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da pré-concentracdo por CPE e foi realizado com acetonitrila [112] ou com a solucéo
micelar [115]. Enquanto detec¢édo por HPLC com deteccédo UV-Vis (HPLC-UV) tenha
sido empregada na regido do ultravioleta para a determinacdo de inseticidas
carbamato (270 nm), a regido visivel foi selecionada para o carbofurano (530 nm)
apos derivatizacao para evitar a alta absorvancia de fundo do Triton X-100 na regido
uVv.

A determinacdo de pesticidas organofosforados na urina humana envolveu a
extracao retro-assistida por microondas de compostos contidos em isoctano (200 pL)
para remover o surfactante antes do GC com deteccdo por fotometria de chama
(GC-FPD) [113]. Uma etapa de centrifugacdo foi necessaria apenas para limpeza
adicional antes da injecdo. Os baixos limites fornecidos pelo método (0,07 pg L*
para forato, fention e quinalphos, 0,04 pg L para diazinon e 0,08 pg L para
metilparation) foram inferiores aos obtidos por outros métodos de microextracao
utiizando SPME, portanto comprovando sua adequagcdo ao monitoramento
bioldgico.

Moral e colaboradores propuseram um solvente supramolecular composto de
vesiculas de acido decandico/decanoato de tetrabutilambnio para a andlise de
fungicidas benzimidazoélicos - carbendazim, tiabendazol e fuberidazol - em &guas
superficiais e subterrdneas com determinacdo por HPLC-UV [118]. Os analitos
foram extraidos com base em intera¢des hidrofébicas e 1-cation e pela formacao de
ligagbes de hidrogénio. O tetrabutilambnio promoveu a formacdo de SUPRAS e
aumentou a recuperacdo de benzimidazol por meio de interacbes Tr-catidnicas.
Foram obtidos altos valores de fator de preconcentracéo (160-190), resultando em
baixos limites de deteccdo (32 ng L%, 4 ng L* e 0,1 ng L' para carbendazim,

tiabendazol e fuberidazol, respectivamente).
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Recentemente, Zohrabi et al. [119] propuseram um novo procedimento baseado
na aplicacdo de um solvente supramolecular como veiculo para um ferrofluido. O
ferrofluido foi produzido a partir da combinacéo de particulas magnéticas revestidas
com acido oleico e um solvente supramolecular como solvente extrator. Essas
particulas podem ser atraidas por um ima, portanto, nenhuma etapa de
centrifugacdo € necessaria para a separacdo de fases. A técnica de extracao
proposta foi aplicada com sucesso na extracdo e determinacdo de trés pesticidas
organofosforados em amostras de agua e suco de frutas. O limite de deteccédo variou
de 0,1a0,35 ug L2,

Ja Amir e colaboradores propuseram um método de microextracdo para HPLC-
UV com solvente supramolecular para analise de residuos de herbicidas de
dinitroanilina (pendimetalina e trifluralina) em amostras de agua e cebola. No
meétodo. micelas reversas de undecanol dispersas em THF e agua foram utilizadas
como solvente supramolecular. A porcentagem de recuperacoes foi encontrada de
97,5 a 100% e 91,2 a 95,2% para amostras de agua e cebola, respectivamente. O
limite de deteccao de pendimetalina e trifluralina situou-se na faixa de 3,0 a 5,5 ug L
! para amostras de agua e de 7 a 11 pug L* para amostras de cebola [120]. Outro
método utilizando micelas reversas de undecanol dispersas em THF e agua foi o de
Peyrovi e Hadjmohammadi para microextrair trés pesticidas organofosforados
(cloropirifés, diazinon e fosalona) em agua de torneira e suco de frutas por detec¢céo

em HPLC-UV. Os limites de deteccdo de pesticidas foram de 0,5 a 1,3 pug L [121].
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3.PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REAGENTES E SOLUGOES

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade analitica ou HPLC e todas as
solucdes de trabalho foram preparadas em agua ultrapura (18,2 MQ cm) a partir de
um sistema de purificagdo Millipore® (Bedford, MA, EUA). Acetonitrila (ACN, 2
99,9%), THF (= 99,9%) e 1-decanol (= 98,0%) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich®
(St. Louis, MO, EUA) enquanto metanol (99,9%) foi adquirido da Panreac®
(Barcelona, Espanha), todos de grau HPLC. Padrbes de diuron, hexazinona,
ametrina e tebuthiuron foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).
Solucdes individuais de herbicidas contendo 1000 mg L? foram preparadas em
metanol e armazenadas em frascos de vidro ambar no refrigerador. Nessas
condicles, eles permaneceram estaveis por pelo menos 1 més. As solucdes de
trabalho contendo os herbicidas foram preparadas diariamente a partir das solucdes
estoques por diluicdo com agua ultrapura. Cloreto de sédio (NaCl, 99,5%), nitrato de
sédio (NaNQOs, 99,0%) e sulfato de sédio (Na2S0a4, 99,0%) de grau analitico foram
fornecidos por Fmaia® (Cotia, SP, Brasil), Nuclear® (Sdo Paulo, SP, Brasil) e Vetec®

(Duque de Caxias, RJ, Brasil), respectivamente.

3.2. APARATOS

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro digital de laboratério
Metronm® pH 827 (Herisau, Suica) e um eletrodo de vidro combinado Metrohm®
Primatrode com sensor de temperatura integrado (Herisau, Suica). Foi utilizado um
oscilador de vértice SCILOGEX® MX-S (Rocky Hill, CT, EUA), para auxiliar o
procedimento de microextracdo supramolecular a base de solvente, e uma

centrifuga QUIMIS® 0222T2 (Diadema, SP, Brasil), para o processo de separacéo de
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fases. A separacdo cromatografica foi realizada num cromatografo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu® Prominence LC-20AD / T LPGE KIT (Téquio, Jap&o) operando
em eluicdo de gradiente equipado com uma fase estacionaria constituida por uma
coluna Luna Csg (5 ym x 250 mm x 4,6 mm) da Phenomenex® (Torrance, Califérnia,
EUA), um detector de fotodiodos em 254 nm, volume de injecdo de 20 uL e
temperatura do forno de 30 °C. A vazéo da fase mével a 1,0 mL min consistiu num
gradiente linear binario de acetonitrila e agua (ACN: H20, v/v). O gradiente consistiu
em: ACN: H20 (30:70, v/v), 0,00 - 11,00 min; ACN: H20 (50: 50, v/v), 11,00 - 11,01
min; ACN: H20 (50: 50, v / v), 11,01-24,00 min. Para estabilizar a coluna para
analise subsequente, o gradiente inicial foi percolado por seis minutos. Os tempos
de retencao dos herbicidas foram 9,6, 10,6, 19,6 e 21,9 minutos para tebuthiuron,

hexazinona, diuron e ametrina, respectivamente.

3.3. PROCEDIMENTO DE MICROEXTRAGCAO COM SOLVENTE SUPRAMOLECULAR

A sequéncia esquematizada do procedimento realizado para a microextracdo dos
herbicidas utilizando SUPRASSs esta exemplificada na Figura 4. Foram adicionados,
separadamente, volumes de 50 pL de 1-decanol e 100 yL de THF em 10,0 mL de
solucéo aquosa de herbicida em pH 4,0 e contendo 5% de NaCl (m/v). Em seguida,
a mistura foi agitada por um oscilador de voértice durante 30 segundos, que é
suficiente para formar espontaneamente o solvente supramolecular na solucéo, e
submetida a centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos para completar a
separacdo do solvente supramolecular por ser menos densa do que a agua. Com
uma seringa cromatografica Hamilton® de 50 yL modelo 1705N (Reno, NV, EUA) o
solvente supramolecular foi retirado, transferido para microtubos e 30 yL do mesmo

foi diluido em metanol (1: 1, v / v) para homogeneizar e analisar. Para as amostras
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de aguas superficiais e subterraneas foram utilizados volumes amostrais de 10 ,0

mL.

%, Adigio de 1-

/-, decanol/ THF Adicéo de

ﬂ metanol

‘ ‘ T

/‘\ | o
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Figura 4 — Representacdo esquematica da microextracdo realizada utilizando
solvente supramolecular.

3.4. PROCEDIMENTO DE OTIMIZACAO

O efeito de varidveis experimentais sobre a eficiéncia de extracdo de herbicidas
em agua foi investigado mudando-se cada variavel por vez, mantendo as demais
previamente fixadas. A concentracdo dos padrées submetidos as microextracdes foi
de 200 pg L? para todos os herbicidas e o volume foi fixado em 10,0 mL. As
medicdes foram feitas em duplicata. A selecdo das condicBes 6timas foi baseada
nos valores das areas cromatograficas. A influéncia do intervalo de pH (3,00-8,00),
do efeito da forca i6nica (0,17-1,71 mol Lt NaCl), do tipo de sal (NaCl, NaNOz e
Na2S04), do volume de 1-decanol/THF e do tempo de agitacdo do vortice (0,5-5,0

minutos) foram investigados na respectiva ordem.
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3.5. DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DO METODO

Todos os pardmetros analiticos (porcentagens de extracdo, curvas analiticas,
fatores de pré-concentracdo, linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,
precisdo inter/intradia, exatiddo e intervalos de confianga) foram calculados
utilizando os valores de area cromatografica obtidos simultaneamente a partir de
procedimentos de microextracdo com 10,0 mL de solugdes padrdes.

As porcentagens de extracdo (PE) dos analitos sob condi¢cbes otimizadas foram
calculadas pela diferenca entre os valores de uma solucéo inicial e o sobrenadante
apos pré-concentracao dividido pelo valor da solucao inicial, em triplicata. As curvas
analiticas foram construidas submetendo as solu¢des padroes dos herbicidas
(concentracdes variando de 5-400 ug L para hexazinona e 1-400 ug Lt para
diuron, ametrina e tebuthiuron) ao método de pré-concentragdo com solvente
supramolecular, em triplicata. Os valores do fator de pré-concentracdo (FP) foram
calculados como a razao entre a inclinacdo da curva analitica dos herbicidas ap6s
pré-concentracao e a sem pré-concentragao [122].

Obteve-se também outros paradmetros analiticos como linearidade, limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), preciséo inter/intradia, exatiddo e
intervalo de confianca aplicando o método desenvolvido de acordo com as normas
nacionais e internacionais [123-127]. Os LODs e LOQs foram determinados usando
valores de area cromatografica de solugdes de brancos analiticos. O LOD de cada
herbicida foi calculado utilizando a razdo de trés vezes o desvio padrdo de dez
brancos analiticos dividido pela inclinacdo da curva analitica obtida para o respectivo
herbicida apos microextragdo por SUPRAS. O LOQ de cada herbicida foi calculado

utilizando a razéo de dez vezes o desvio padréo de dez brancos analiticos dividido
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pela inclinagdo da curva analitica obtida para o respectivo herbicida apos
microextracdo por SUPRAS [125].

A preciséo inter/intradia, a exatidao e os intervalos de confianca foram calculados
com duas solucdes padrdes contendo 5,0 e 400,0 ug L dos herbicidas. Os desvios-
padrao relativos (DPR, %) foram calculados para determinar a precisdo. A precisao
intradia, que significa a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo, foi calculada utilizando corridas cromatograficas (obtidas no mesmo dia) de
dez amostras de solugdes padrdes nas concentragcdes mencionadas. A precisdo
interdia, que representa a concordancia entre o0s resultados obtidos em dias
diferentes de analise, foi calculada utilizando corridas cromatograficas (realizadas
em trés dias diferentes) de amostras de solucBes padres nas concentracfes
mencionadas. A exatiddo foi determinada pelo célculo da porcentagem de erro

relativo (ER, %) [126,127].

3.6. COLETA E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

As amostras de aguas superficiais foram coletadas de trés riachos diferentes,
localizados nas cidades de Assis e Taruma no estado de Sdo Paulo e da cidade de
Arapongas no Parana. As amostras de agua subterrnea foram coletadas em um
poco localizado na cidade de Assis. Todas as amostras foram recolhidas em
recipientes de vidro ambar e ajustadas a pH 2,00 pela adicdo de acido sulftrico
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 suspensao e armazenadas no refrigerador sob protecdo de luz até a analise.
Antes da coleta, os frascos foram lavados com agua de torneira, agua destilada,

acetona e hexano,
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3.7. PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Todos os valores da area cromatografica foram processados utilizando o software
LabSolutions® LCsolution versdo 1.25 (Shimadzu, Toéquio, Japdo). As
representagées graficas e andlise estatistica foram feitas pelo software Origin® Pro 8

SRO0 v8.0724 (B724) (OriginLab Corporation, MA, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MICROEXTRAGAO SUPRAMOLECULAR DOS HERBICIDAS
4.1.1. Capacidade de Extracao do Solvente e Propriedades dos Herbicidas

Entender as interacdes entre solvente e analitos sdo importantes para montar um
esquema de extracdo eficiente. Por ser um n-alcanol, o 1-decanol ndo se dissocia
(pKa ~ 15) e retém a sua estrutura ordenada ao longo do intervalo de pH. As micelas
reversas de 1-decanol podem solubilizar solutos com base em interacOes
hidrofébicas nas caudas de hidrocarbonetos e por ligacdes de hidrogénio nos grupos
polares do alcool [59,60,62]. Estas associacdes de solvente-analito permitem o
desenvolvimento de métodos robustos e eficientes de microextracdo. Por outro lado,
os herbicidas analisados tém as suas proprias particularidades na qual podem afetar

a microextragdo, como exemplificado na Tabela 1 e discutidos abaixo.
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Tabela 1 — Propriedades fisicas e quimicas dos herbicidas analisados.

S (mg
. Estrutura Koc (ML ti P Log -1 20.
Herbicida quimica g)?  (dias) (mmHg)? Koo C_»20  PKa
25°C)°
¢ 0 135509
Diuron M~ a7 9 69108 268 42 -1.099
N N
I | -2.489
H
0
. v X
Hexazinona /N—</ NO 54 90 1,4107 1,05 33000 2,20¢
N
0
S/
Ametrina ”?J\P 30 60 8,4-107 2,98 185 4,10¢
HNA‘\\NJ\NH ! ! '
)\
0
N—N
Tebuthiuron XQB\N)LN/ 80 360-450 1,0-107 1,79 2500 1,200
S |
| H

a P, J. Christoffoleti et al., Comportamente dos herbicidas aplicados ao solo na cultura da cana-de-
acucar. primeira ed., ESALQ, Piracicaba, 2008.

bT. J. Monaco et al., Weed science: principles & practices, quarta ed., John Wiley & Sons, Inc., Nova
lorque, 2002.

¢K. N. Reddy, M. A. Locke, Water, Air and Soil Pollution, 86, 1996.

dA. G Hornsby et al., Pesticide Properties in the Environment. primeira ed., Springer-Verlag, Nova
lorque, 1996.

€ H. M. Lebaron et al., The Triazine Herbicides. first ed., Elsevier, Amsterdam, 2008.

fA. Wong et al., React. Func. Polym., 100, 2016.

9 Environment and Climate Change Canada, Screening Assessment for the Challenge Urea, N'-(3,4

dichlorophenyl)-N,N-dimethyl-(Diuron), 2011.
h R. J. Fonseca et al. React. Func. Polym., 03, 2015.

O herbicida ametrina, da classe das triazinas, apresenta fraca adsor¢cdo no solo,
alta persisténcia ao ambiente e é pouco volatil [128, 129]. Numa perspectiva
molecular, tem funcionalidades hidrofilicas e hidrofébicas que confere um duplo
comportamento de solubilidade e auxilia a microextracdo. Os pares de elétrons de
nitrogénio em configuracdo sp3, contidos no anel aromatico, formam ligacdes de
hidrogénio com moléculas de agua conferindo carater hidrofilico e solubilidade
consideravel, enquanto as cadeias laterais de alquilamino apresentam carater
hidrofébico corroborando com o maior valor de coeficiente de particdo agua-octanol

(Kow) de todos os herbicidas analisados. Por ser um acido fraco (pKa = 4,1) e

dependendo do pH do sistema aquoso, a ametrina pode existir como forma neutra
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ou protonada. O nitrogénio mais basico do anel aromatico localizado entre as
cadeias alquilaminicas é o local de protonacao mais provavel [130, 131].

A hexazinona, uma triazina assimétrica que pertence ao grupo triazinona, € um
herbicida pouco volatil, altamente persistente e apresenta fraca adsorcdo no solo
[116,117]. E também a mais solivel dos herbicidas analisados e,
consequentemente, apresenta o menor valor de Kow [131]. Devido a essas
caracteristicas, a hexazinona apresenta um caracter hidrofilico pronunciado e
interage mais com a agua, dificultando as interacdes com o solvente supramolecular.
E um &cido forte (pKa = 2,2) com protonag&o no anel triazinico, contudo acima de pH
3,0 existe principalmente na forma molecular [128].

Apesar de serem da mesma classe das ureias, os herbicidas diuron e tebuthiuron
tém comportamentos diferentes. O pesticida diuron contém moderada adsorcdo ao
solo, alta persisténcia e baixa volatilidade. E também ligeiramente solivel em agua e
apresenta maior valor Kow indicando maior carater hidrofébico do que hidrofilica,
embora a molécula possivelmente apresenta ligacdes de hidrogénio com agua [128-
132]. Tais caracteristica sdo responsaveis por manter sua presenca no ambiente
[132] e permitem interacdes com o solvente supramolecular. Sob uma vasta gama
de pH, o diuron apresenta-se apenas em forma molecular, devido aos seus valores
de pKa estarem quase fora do intervalo de pH (pKa1 = 13,55, pKa2 = -1,09 e pKaz = -
2,08) [133, 134].

O tebuthiuron difere da maioria dos outros herbicidas de ureia substituidos por ter
um grupo tiadiazol substituido no lugar do grupo fenila. Além disso, o tebuthiuron
contém elevada persisténcia, baixa volatilidade, baixa adsorcdo no solo e é mais
solivel em agua do que os herbicidas de ureia substituidos, apresentando baixo

valor de Kow [128-131, 135]. Portanto, devido a sua elevada caracteristica hidrofilica,
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a interacdo do tebuthiuron com o solvente supramolecular pode ser menos eficaz.
Além disso, ao ser considerado um acido forte (pKa = 1,2), acima do pH 2,0 este

composto existe principalmente na sua forma molecular [136].

4.1.2. Otimizacao

O pH da solucdo é um fator importante na SUPRAS para a formagéo do solvente
supramolecular e para a extracdo de analitos com carater acido-base [137, 138].
Conforme mostrado na Figura 5, a diminuicdo do pH aumenta a eficiéncia de
extracao, exceto para ametrina que em pH 3,0 apresentou menor porcentagem de
extracdo, provavelmente devido a sua forma protonada. As formas i6nicas
moleculares criadas pela protonacdo do &cido fraco interagem fracamente com o
agregado micelar do que sua forma neutra, resultando numa menor quantidade
extraida [138]. Para os demais herbicidas e para a ametrina até pH 4,00, houve
aumento continuo do sinal analitico na regido &cida. Portanto, este valor de pH foi
selecionado para os experimentos subsequentes por exibir uma elevada eficiéncia

de extracao para os herbicidas.
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Figura 5 — Efeito do pH na microextragcdo supramolecular de herbicidas. Condicbes
experimentais: concentragdo de herbicidas, 200 yg L*; quantidade de 1-decanol,
150 pL; quantidade de THF, 600 pL; tempo de agitagéo, 2 min. (n = 2)

Na maioria das técnicas de pré-tratamento de amostras, a adicdo de sal
frequentemente aumenta o desempenho de extracdo devido ao efeito da forca ibnica
[139, 140]. Para os herbicidas, o efeito diminui a solubilidade, tornando-os mais
disponiveis para interagir com o solvente supramolecular [141]. O efeito da forca
ibnica (neste caso, “salting out”) no método foi investigado sobre uma gama de
concentracbes entre 0,17-1,71 mol L* NaCl (1,0-10,0%, m/v), e os resultados
experimentais estdo demonstrados na Figura 6. Verificou-se que a utilizacdo de 0,86
mol L1 NaCl fornece um ganho em sinal analitico para o tebuthiuron, hexazinona e
diuron. No entanto, para a ametrina, a adicdo de sal provoca uma diminuicdo na
eficiéncia de extragdo devido a interagdo entre a molécula protonada com os anions
adicionados em solucdo. Uma ligeira diminuicdo € evidenciada ao diuron e

hexazinona quando apenas 0,17 mol Lt NaCl foi adicionado ao meio. Em geral,
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concentracfes baixas de sal podem promover a dissolu¢do de analitos em solucao
aquosa e o “salting out” ocorre quando a quantidade de sal ultrapassa um
determinado limite [142]. Em relacdo ao tebuthiuron observou-se um aumento
ligeiramente gradual no sinal analitico com a adicdo de sal. Para o diuron, apés o
elevado aumento em intensidade de area de pico com 0,86 mol L2 NaCl evidenciou-
se um declinio em maiores concentracdes. Este comportamento pode ser atribuido
devido ao fato de que concentracdes salinas mais elevadas podem diminuir a
cinética de difusdo dos analitos na fase organica [109]. Desta forma, 0,86 mol L de

NacCl foi escolhido como concentracdo otima.
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Figura 6 — Efeito da concentracdo de NaCl na microextracdo supramolecular de
herbicidas. Condigdes experimentais: concentracdo de herbicidas, 200 uyg L*; pH
4,00; quantidade de 1-decanol, 150 uL; quantidade de THF, 600 pL; tempo de
agitacdo, 2 min. (n = 2)

A adigao de eletrdlitos € importante para induzir o efeito “salting out”, no entanto

ions especificos também podem exercer influéncia neste efeito, e
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consequentemente sobre a eficiéncia de extracdo dos analitos, pela alteracdo da
forca ibnica do meio [143]. Assim, se investigou diferentes sais de sodio (NacCl,
NaNOs e Na2S0O4) em concentracao de 5,0% (m/v) na extracdo de herbicidas, Figura
7. Para ametrina todas as adicfes de sais prejudicam a extracdo devido a presenca
da ametrina protonada. Infelizmente, diferentes concentracfes dos sais foram
preparadas nas solucgdes, inviabilizando a comparacdo da influéncia de diferentes

forgas ibnicas sobre a grandeza do efeito “salting out”.
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Figura 7 — Efeito do tipo de sal na microextragcdo supramolecular de herbicidas.
Condigdes experimentais: concentragcdo de herbicidas, 200 ug L*; pH 4,00;
concentracdo de sal, 5% (m/v); quantidade de 1-decanol, 150 pL; quantidade de
THF, 600 pL; Tempo de agitagdo, 2 min. (n = 2)
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Apesar da nao adicdo de sal apresentar valores consideraveis de intensidade
cromatografica, a adicao é importante para evitar a formacéo de microemulsdes que
podem ocasionar maiores desvios padrdes. Microemulsdes envolvem um processo
um pouco mais complexo de micelizacdo dos anfifilos, sendo termodinamicamente
estaveis e reversiveis. A diferenca em relacdo ao processo de formacao micelar é
gue neste sistema existe uma quantidade significativa de &gua dentro da
microemulséo. Essa situacdo é geralmente conhecida como a formacao de gotas de
agua de tamanhos nanomeétricos em micelas invertidas ou como micelas normais
inchadas [103]. Mesmo com ligeira diminuicdo da ametrina e pelos problemas
relacionados a concentracdes dos sais, a condicdo de 0,86 mol L' de NacCl foi
mantida para experimentos subsequentes.

A composicdo e o volume do solvente supramolecular desempenham um papel
importante que afeta muito a sua capacidade de extracdo [61]. O solvente
supramolecular utilizado foi baseado em micelas reversas de 1-decanol dispersas
numa fase continua de THF:H20. Portanto, o volume de 1-decanol foi estudado na
faixa de 50-300 pL. Observa-se na Figura 8a a elevada melhoria dos valores do sinal
analitico para diuron e ametrina com o menor volume de 1-decanol. Tebuthiuron, na
mesma condi¢do, teve um ligeiro aumento e hexazinona permaneceu praticamente
com o mesmo valor. Sabe-se que a eficiéncia da extracdo é maior quando o volume
do solvente de extracdo € também elevado. No entanto, como efeito colateral, um
volume grande provoca uma maior diluigdo dos analitos na fase supramolecular,
diminuindo os valores da area cromatografica. Deste modo, 50 yL de 1-decanol foi
escolhido como sendo o volume 6timo de solvente de extracdo para a microextragao

dos herbicidas analisados.
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Figura 8 — Efeito de a) volume 1-decanol (com 600 puL de THF) e b) volume de THF
(com 50 pyL de 1-decanol) na microextragdo supramolecular de herbicidas.
Condigdes experimentais: concentragcdo de herbicidas, 200 ug L*; pH 4,00;
concentracéo de sal: NaCl a 5% (m/ v). (n = 2)

Para avaliar o efeito do volume de THF uma seérie de microextracbes com

diferentes volumes de THF (na faixa de 50-600 pL) foi realizada, fixando a
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quantidade de 1-decanol em 50 uL. Conforme Figura 8b, observou-se apenas
ligeiras alteracBes no sinal analitico para hexazinona e ametrina. No entanto, para
tebuthiuron e diuron com 100 pL de THF mostrou melhor ganho analitico. Por
conseguinte, 100 uL de THF foi escolhido como condigéo otimizada, dando origem a
uma razéo de 0,5 de 1-decanol/THF.

A microextracdo assistida por agitacdo em vortice acelera a formacéo espontanea
do solvente supramolecular na solucdo. Depois de otimizada a razdo 1-decanol/THF,
a influéncia da extracdo do tempo por agitador de voértice variou de 0,5-5,0 min.
Conforme evidenciado na Figura 9, os resultados sugerem que nao ha variacéo
significativa nos valores do sinal analitico, sendo assim adotado o tempo minimo de
agitacao (0,5 minutos). Exemplos dos cromatogramas obtidos em cada variacao de

parametro estdo contidos no Anexo B.
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Figura 9 — Efeito da agitacdo por vortice na microextracdo supramolecular de
herbicidas. Condi¢cdes experimentais: concentragdo de herbicidas, 200 ug L*; pH
4,00; concentracdo de sal: NaCl a 5% (m/v); quantidade de 1-decanol, 50 uL;
quantidade de THF, 100 pL. (n = 2)
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4.2. PARAMETROS ANALITICOS

A Figura 10 ilustra os cromatogramas obtidos para os herbicidas antes e apés a
pré-concentracdo otimizada, demonstrando claramente a detectabilidade altamente
melhorada do HPLC-DAD para determinacdo simultanea de diuron, hexazinona,
ametrina e tebuthiuron utilizando a microextracdo supramolecular a base de
solvente. As PE do diuron, hexazinona, ametrina e tebuthiuron em condi¢des
otimizadas foram de 80%, 9%, 80% e 32%, respectivamente. Menores valores

derivam da influéncia das moléculas de 4gua sob pesticidas mais sollveis.

1.5x10°

—— Pré-concentrado sob condi¢des otimizadas ,\0«0(\
—— Sem pré-concentracao Q
~
< 5
- 1.0x10 -
) —
(D)
©
©
k= . R
2 5.0x10 1 Q Q}(\ﬁ‘
c & &
] RS
+ | P &
C NN
— _‘_’0
\s L
0.0 ~ =
T T T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24
Tempo de retencao (min.)

Figura 10 — Cromatogramas obtidos com 200 ug L* de herbicidas nas condigbes

otimizadas e solucéo inicial a pH 4,00.

As curvas analiticas obtidas para os herbicidas foram estatisticamente avaliadas
por analise de variancia (ANOVA), Tabela 2. A um nivel de confianca de 95% para
todos os herbicidas, a razdo entre a média quadratica do modelo e do residuo (F-

valores) foram maiores que o valor tabelado (F17 = 5,59 e F18 = 5,31, em 95% de
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confianca), indicando adequado ajuste do modelo aos dados experimentais. Além
disso, os valores dos coeficientes de correlacédo ajustados (Radj.) foram iguais a 0,99.
A pequena significancia dos F-valores (p-valores) obtidos também foram
satisfatorios. Estes valores indicam a impossibilidade do resultado ocorrer por acaso,
indicando a forte relacdo entre os valores de intensidade e concentracdo dos

herbicidas.

Tabela 2 — Parametros das curvas analiticas e ANOVA unidirecional para cada
herbicida. (n = 3)

Equacédo da curva analitica ANOVA unidirecional
Herbicidas Int%rJ(f)pto Erro aﬁgsrér Erro GL Soma dos Méd,la.l F-valor p-valor  Radj.
(AU 1g™ L) quadrados quadratica
Modelo 1 11013,31 11013,31 1790,78 0,10-10° 0,99
Diuron 3038 44 6846 65 Residuo 8 49,17 6,15
Total 9 11062,48
Modelo 1 4687,96 4687,96 494,51 0,94-107 0,99
Hexazinona 55 62 350 5 Residuo 7 66,37 9,48
Total 8 4754,33
Modelo 1 23544,38 23544,38 1686,56 0,14:10° 0,99
Ametrina 532 154 2737 18 Residuo 8 111,7 13,96
Total 9 23656,08
Modelo 1 20326,11 20326,11 1511,23 0,21-10° 0,99
Tebuthiuron 728 80 1542 11 Residuo 8 107,56 13,45

Total 9 20433,67

GL: graus de liberdade; p-valor: significancia dos F-valor; Radg.: coeficiente de correlagéo ajustado.

Os resultados de linearidade, FP, LOD e LOQ foram determinados e estao
apresentados na Tabela 3. Os valores de FP mostraram um potencial substancial de
pré-concentragdo mesmo para herbicidas muito solUveis, tais como a hexazinona.
Estes valores corroboram com os valores obtidos com a PE: menores porcentagens
extraidas de herbicidas geram menores FP. Os baixos valores de LOD e LOQ

obtidos também indicam um ganho de detectabilidade.
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Os intervalos de linearidade foram obtidos apds a submissdo ao SUPRAS de
amostras contendo os herbicidas em concentracées apontadas pelos calculos de
LOQ. As intensidades de area de pico obtidas foram entdo inseridas no conjunto de
dados e novas curvas analiticas para cada herbicida foram calculadas. As novas
curvas analiticas para microextragcdo por SUPRAS, obtidas adicionando os LOQs
foram: Intensidade (UA) = 6836,51 + 147,06 [diuron] UA ug™ L + 3095,36 + 226,97,
Intensidade (UA) = 349,89 + 14,05 [hexazinona] UA ug?* L + 50,29 + 77,89,
Intensidade (UA) = 2736,78 + 59,43 [ametrina] UA pg* L + 540,68 *+ 395,14,
Intensidade (UA) = 1541,63 + 37,14 [tebuthiuron] UA pg? L + 742,99 + 143,74, com
Radj. = 0.99 para todas. As variagdes entre 0s novos e antigos (Tabela 2) coeficientes
angulares foram menores que 0,2%, demonstrando que a relacdo linear entre a
intensidade cromatogréafica (AU) e a concentracdo dos analitos se estende até aos

valores de LOQs.

Tabela 3 — Fatores de pré-concentracdo, linearidades, limites de deteccdo e
quantificacdo do método de analise de herbicidas submetidos a SUPRAS.

A Herbicidas
Parametros . . . .
Diuron Hexazinona  Ametrina Tebuthiuron

L'Qﬁgr;_o_'f‘)de 0,43 -400,0 4,85-400,0 0,86—400,0 0,79 —400,0
LOD (ug L) 0,13 1,45 0,26 0,24
LOQ (ug L) 0,43 4,85 0,86 0,79

FP 48,5 15,1 47,4 21,0
LOD: limite de deteccéo; LOQ: limite de quantificacéo; FP: fator de pré-
concentragao.

Precisao inter/intradia, exatidao e intervalos de confianca foram calculados, como

demonstrado na Tabela 4. Os resultados apresentaram DPR e ER menores que
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7,00%, mostrando uma variacdo muito baixa entre as medidas e boa concordancia
com a concentracdo nominal. Os intervalos de confianca mostraram que os valores
obtidos estdo apresentados dentro dos limites de confianca em um nivel de

confianca de 95%

Tabela 4 — Precisao, exatidao e intervalos de confianca do método para analise de
herbicidas.

Herbicidas

Parametros - - - -
Diuron Hexazinona Ametrina Tebuthiuron

Concentragdo nominal (ug L) 5,0 400,0 5,0 400,0 5,0 400,0 5,0 400,0

Intradia (n? = 10)

Concentragdo analisada 49 3978 52 3859 49 4040 52 3928

(hg L)

Precisdo (DPR, %) 54 4,5 4,6 5,2 55 3,3 4,5 2,6
Exatiddo (ER, %)° 2,8 0,6 3,0 3,5 14 1,0 3,8 1,8
Intervalo de confianga (to, 95%) 0,2 12,8 0,2 14,2 0,2 9,7 0,2 7,4

Interdia (n® = 3)

Concentragdo analisada 49 3872 53 3786 51 3918 53 3767

(g L

Precisdo (DPR, %) 6,2 2,4 57 4,9 6,8 2,8 6,8 3,6
Exatiddo (ER, %) 2,0 3,2 5,6 5,4 1,2 21 6,2 58
Intervalo de confianca (t2, 95%) 0,8 22,9 0,8 46,5 0,9 27,2 0,9 33,8

@ n: nimero de determinacgdes;

b DPR (%): precisdo expressa como porcentagem de DPR;

¢ ER (%): exatiddo expressa como porcentagem do erro relativo;
4'n: nimero de dias.

A comparacdo do método proposto com outros métodos analiticos previamente
relatados na literatura para a determinacdo de diuron, hexazinona, ametrina e
tebuthiuron por HPLC-DAD esta apresentada na Tabela 5. A maioria dos métodos
comparados envolve valores elevados de volume de amostra, volume de solvente e
tempo de extracdo, enquanto alguns deles exibem altos valores de LOQ e LOD. O
método proposto apresenta baixos valores de volume de amostra, volume de
solvente e tempo de extragcdo, enquanto apresenta bons valores de linearidade, LOQ

e LOD que auxilia na quantificacado desses herbicidas em pequenas concentragoes.
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Tabela 5 — Comparacdo dos métodos da literatura e do presente método para a determinacdo de diuron, hexazinona, ametrina e

tebuthiuron com detec¢céao por HPLC-DAD.

Volume Tempo de L :
Analitos Método de pré-concentragéo amostral Volume extragao Faixa Ilplear LOQl LOD_1 Tlpo_ de Referéncia
(mL) solvente (mL) (min.) (g L) (Mg L) (Mg L) matrizes
Ametrina  SBSE (espumas de poliuretano) 25,0 5,0 20,0 0,9-16,4 0,2 0,5 Agua [144]
Diuron  SPE (discos comerciais de Cis) 500,0 34,0 250-500 0o 179 i 02  Agua [145]
Diuron SPME (fibra revestida com 10,0 - 100,0 30,0 10,0 <
Tebuthiuron poliacrilato) =Y ) 22if0 50,0-500,0 160,0 50,0 'fgua 128
Diuron SPE (cartuchos SDVB) 500,0 11,0 100,0 0,2-10,0 0,42 0,07 Agua [147]
Ametrina SPE (cartuchos comerciais de 30,0 - 250,0 70,0 20,0 ‘
Diuron C1s) °0.0 21,0 ) 500-5000 300 10,0  ~9ud 0
Diuron - 0,2 - 200,0 - 0,07 <
Tebuthiuron DLLME 5,0 = 2,15 4,08 1.0 - 200.0 i 02 Agua [148]
Hexazinona SFF (Cart“‘:hgi)comerc'a's e 100,0 26,5 150  300,0-5000,0 150,0 50,0 Vegetal  [149]
Diuron IL-DLLME 10,0 0,16 45,0 5,0 - 200,0 - 0,66 Agua [140]
Diuron 100,0 - 1000,0 65,0 20,0
Hexazinona 100,0 - 1000,0 50,0 15,0 <
Ametrina AT ; ; ) 100,0-1000,0 100,0 30,0 194 B0
Tebuthiuron 100,0 - 1000,0 35,0 10,0
Hexazinona 0,07 0,02 <
Tebuthiuron LLE 250,0 150,0 - - 300,0 0.09 003 Agua [151]
Diuron 0,43 - 400,0 0,43 0,13
Hexazinona 4,85 - 400,0 1,45 4,85 ‘ Este
Ametrina SUPRASS 10,0 0,15 105 ggs-4000 08 026 9% yapaho
Tebuthiuron 0,79 - 400,0 0,79 0,24

LOQ: limite de quantificacdo; LOD: limite de deteccdo; SBSE: extracdo sortiva em barra de agitacdo; SPE: extracdo em fase solida; SPME:
microextracdo em fase solida; SDVB: copolimero de estireno-divinilbenzeno; DLLME: microextracado liquido-liquido dispersiva; IL-DLLME: microextracao

liquido-liquido dispersiva com liquido iénico; LLE: extracado liquido-liquido; SUPRASS: microextracdo por solvente supramolecular.
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4.3. ANALISES DE AGUAS NATURAIS

Para determinar a viabilidade do método proposto na detec¢éo e quantificacdo de
herbicidas em &gua natural, foram analisadas e listadas amostras nao-fortificadas e
fortificadas de trés riachos (localizados nas cidades de Assis, Arapongas e Taruma)
e um poco (localizado na cidade de Assis). Na Figura 11, como exemplo, estéo
reunidos os cromatogramas obtidos de amostras fortificadas e néo fortificadas do

riacho de Arapongas.
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Figura 11 — Cromatogramas das amostras fortificadas e néo fortificadas do riacho de
Arapongas, submetidas a pré-concentracao.

Na Tabela 6 estdo contidos os resultados encontrados. Tebuthiuron e ametrina
foram detectados e quantificados no poco de Assis com concentragdes de 0,81 +
0,02 ug L' e 1,56 + 0,04 ug L, respectivamente. No riacho de Arapongas, o diuron
foi detectado e quantificado em 0,49 * 0,03 ug L?!. Os herbicidas ndo foram

detectados nos riachos de Assis e Taruma. As recuperacdes obtidas a partir de
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amostras fortificadas com herbicidas em duas concentragbes (8,0 e 16,0 ug L?)
também estdo listadas na Tabela 6. Foram obtidos valores de recuperacédo variando
de 94,57 a 110,62%, indicando a auséncia de efeito de matriz e a viabilidade do
meétodo para a determinacdo simultanea sem interferéncia de herbicidas em baixas

concentracoes.



Tabela 6 — Resultados da aplicacdo do método em amostras ambientais de aguas e dos testes de adicdo e recuperacao. (n=3)

59

Concentrac&o adicionada (ug L)

Concentracéo encontrada = s (ug L)

Recuperacéo + s (%)

Local

Diuron Hexazinona Ametrina  Tebuthiuron Diuron Hexazinona Ametrina  Tebuthiuron Diuron Hexazinona  Ametrina Tebuthiuron
Pogo
artesiano
0,0 0,0 0,0 0,0 ND ND 1,6 £0,0 0,8+0,0
Assis 8,0 8,0 8,0 8,0 7,7+0,1 84+0,2 9,56+0,0 8,7+0,1 97+1 105+ 2 99 + 99
16,0 16,0 16,0 16,0 16,1+0,1 15,4+0,3 16,7 +0,1 15,8 +0,0 100+1 96 + 2 95 + 94 +
Agua
superficial
0,0 0,0 0,0 0,0 ND ND ND ND
Assis 8,0 8,0 8,0 8,0 7,6+0,3 8,1+0,3 89+0,1 84+0,.22 95 + 101+3 111+1 105+ 2
16,0 16,0 16,0 16,0 159+04 16,0+ 0,2 16,3+0,2 15,8 £ 0,7 99 + 100 £ 1 101+1 9+4
0,0 0,0 0,0 0,0 ND ND ND ND
Taruma 8,0 8,0 8,0 8,0 79+0,1 8,3+0,3 86+0,1 7,7+0,0 99+1 104+ 4 107 +1 96+ 0
16,0 16,0 16,0 16,0 16,2+0,1 16,4+0,4 16,5+0,2 15,8 £0,2 101+1 102 +£3 103+1 99 +
0,0 0,0 0,0 0,0 0,5+0,0 ND ND ND
Arapongas 8,0 8,0 8,0 8,0 8,8+0,5 8,2+0,2 7,9+0,3 85+0,1 104 +5 103+2 99 +3 107 +1
16,0 16,0 16,0 16,0 16,7 £ 0,3 16,4 £ 0,5 15,8 £ 0,6 16,1 £ 0,7 101 +2 102 £ 3 99 +4 101£5

s: desvio padréo; ND: ndo detectado.
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5. CONCLUSAO

O método de extracdo baseado em solvente supramolecular com formacédo de
micelas reversas de 1-decanol disperso em THF/agua provou ser um bom extrator
de herbicidas comuns de cana-de-agucar em aguas naturais utilizando HPLC-DAD.
Por meio dos parametros de validacdo, o método mostrou ser eficiente e confiavel
para a determinacdo dos herbicidas analisados em amostras de aguas subterraneas
e superficiais. A aplicacdo do método proposto é bastante simples, rapida, de baixo
custo e ambientalmente amigavel por ndo exigir grandes quantidades de solvente
organico. Também permite a andlise direta uma vez que o solvente de extracdo ndo
necessita ser evaporado e nem ser retomado na fase mdvel. A presenca de alguns
herbicidas analisados em &guas naturais mostrou claramente a importancia de
investigar as concentracoes de herbicidas em regides de predominancia do cultivo

da cana-de-acucar.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REAGENTES E SOLUGOES

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade analitica ou HPLC e todas as
solugdes de trabalho foram preparadas em agua ultrapura (18,2 MQ cm) a partir de
um sistema de purificacdo ELGA® PURELAB Maxima (High Wycombe, Bucks, UK).
A acetonitrila (ACN, = 99,9%), THF (= 99,9%) e 1-decanol (= 98,0%) foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) enquanto o metanol (99,9%) da
Panreac® (Barcelona, Espanha), todos de grau HPLC. Os padrées de carbendazim,
fipronil e picoxistrobina foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). As
solucdes individuais de herbicidas contendo 100 mg L*? foram preparadas em
metanol e armazenadas em frascos de vidro ambar no refrigerador. Nessas
condicles, eles permaneceram estaveis por pelo menos 3 meses. As solucfes de
trabalho contendo os pesticidas foram preparadas diariamente a partir das solucdes
estoques por diluicdo com agua ultrapura. O acido humico (AH) de grau técnico
também foi adquirido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e, uma solucéo
estoque de 500 mg L foi preparada em hidréxido de potassio (KOH) 0,1 mol L. O

NaCl de grau analitico foi fornecido por Quimica Moderna® (Barueri, SP, Brasil).

3.2. APARATOS

Os valores de pH das solugdes foram medidos com um pHmetro digital de
laboratério Metronm® pH 827 (Herisau, Suica) e um eletrodo de vidro combinado
Metronm® Primatrode com sensor de temperatura integrado (Herisau, Suica). Foi
utilizado um oscilador de vértice SCILOGEX® MX-S (Rocky Hill, CT, EUA) para
auxiliar o procedimento de microextragdo supramolecular a base de solvente e uma

centrifuga QUIMIS® 0222T2 (Diadema, SP, Brasil) para o processo de separacédo de
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fases. As anadlises foram realizadas num cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu® Prominence LC-20AD / T LPGE KIT (Téquio, Japédo) com volumes de
injecdo de 20 pL. As condicdes cromatograficas utilizadas foram: coluna Kinetex®
core-shell Cis (250 mm x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um) da Phenomenex®
(Torrance, Califérnia, EUA), vazédo de 1,0 mL mint de um gradiente linear binario de
acetonitrila e agua (ACN: H20, v/v), tempo de corrida de 20 minutos e
monitoramento em 286 nm para carbendazim, 279 para fipronil e 246 nm
picoxistrobina. O gradiente consistiu em: ACN: H20 (27:73, v/v), 0,00 - 6,00 min;
ACN: H20 (61: 39, v/ V), 6,00 - 6,01 min; ACN: H20 (61: 39, v/ V), 6,01-20,00 min.
Para estabilizar a coluna para analise subsequente, o gradiente inicial foi percolado
por seis minutos. Os tempos de retencdo dos pesticidas foram 7,9, 17,3 e 17,8

minutos para carbendazim, fipronil e picoxistrobina, respectivamente.

3.3. PROCEDIMENTO DE MICROEXTRAGCAO

Em tubos de ensaio contendo 10,0 mL de solucdo dos pesticidas em
concentracdo de 200 ug Lt e aproximadamente 1,50 mol L** NaCl (= 8,75%, m/v)
foram adicionados 50 puL de 1-decanol e 500 pL de THF. Em seguida, a mistura foi
agitada por um oscilador de voértice durante 0,5 min (suficiente para formar
espontaneamente 0 solvente supramolecular na solugcdo) e submetida a
centrifugacéo a 2000 rpm durante 5 minutos para completar a separacao do solvente
supramolecular. Com uma seringa cromatografica Hamilton® de 50 yL modelo
1705N (Reno, NV, EUA) o solvente contendo os analitos foi retirado, transferido para
microtubos e guardados no refrigerador. Anteriormente a analise por HPLC-DAD, as

amostras foram diluidas em metanol (1: 1 v/v) para homogeneizacéo.
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3.4. OTIMIZAGAO DO METODO

A microextragdo e pré-concentracdo dos pesticidas utilizando SUPRAS foi
otimizada por meio de um planejamento fatorial fracionario 25! com ponto central
considerando como varidveis o pH, o volume adicionado de 1-decanol, o volume
adicionado de THF, a concentracédo de NaCl na solucao, o tempo de centrifugacao e
o tempo de agitacdo em vortice. Os niveis inferiores, centrais e superiores estédo
descritos na Tabela 7. A sequéncia de experimentos foi realizada aleatoriamente e
em triplicata. Apés a aplicacédo do planejamento fatorial fracionario 2% nas respostas
obtidas, a funcdo desejabilidade de Derringer-Suich foi utilizada para obter a melhor

condicdo de microextracdo para todos os pesticidas.

Tabela 7 - Valores das variaveis e niveis codificados do planejamento fatorial 26--

Variaveis Niveis
() 0 (+)

pH 3,00 5,00 7,00
1-decanol (uL) 50,0 125,0 200,0
THF (uL) 100,0 300,0 500,0
NaCl (mol L'Y) 0,86 2,14 3,42
Centrifuga (min) 5,00 12,50 20,00
Voértice (min) 0,50 0,75 1,00

3.5. DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DO METODO

Sob condi¢cbes otimizadas e um volume amostral de 10,0 mL, o desempenho
analitico do método foi avaliado por curvas analitcas, fatores de pré-concentracéo
(FP), porcentagens de extracdo (PE), limites de quantificacdo (LOQ) e deteccao
(LOD), linearidade, preciséo inter-intradia, exatidado e intervalos de confianca. Todas
as figuras de mérito foram determinadas de acordo com regulamentos nacionais,
internacionais e/ou conforme literatura [123-127]. As curvas analiticas obtidas pelo

método de microextracdo por SUPRAS foram construidas no intervalo 25-1000 pg L
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! para o carbendazim e 25-400 pg L* para o fipronil e picoxistrobina, em triplicata, e
avaliados por ANOVA. As porcentagens de extracdo (PE) dos analitos, sob
condicbes otimizadas, foram calculadas pela diferenca entre os valores de uma
solucéo inicial e o sobrenadante (apds pré-concentracdo) dividido pelo valor da
solucéo inicial, em triplicata. Os valores de FP foram calculados pela razdo das
inclinacdes das regressdes lineares com e sem a pré-concentracdo por SUPRASs
[123]. Para efetuar o calculo do FP, curvas analiticas dos pesticidas sem pré-
concentragdo por SUPRAS na faixa de 50 e 500 ug L' foram realizadas, em
triplicata. Os valores de LOD e LOQ foram determinados usando valores de area
cromatografica de solu¢des de brancos analiticos. O LOD foi calculado utilizando a
razdo de trés vezes o0 desvio padrdo de dez brancos analiticos dividido pelas
inclinacdes das curvas analiticas obtidas apds microextracdo por SUPRAS e o0 LOQ
foi calculado utilizando a razdo de dez vezes o desvio padrdo de dez brancos
analiticos dividido pela inclina¢des das curvas analiticas obtidas apds microextracao
por SUPRAS. A preciséo inter/intradia, a exatidao e os intervalos de confianca foram
calculados com duas solugdes padrdo contendo 2,0 e 900,0 ug Lt para o
carbendazim e 2,0 e 300,0 ug L para fipronil e picoxistrobina. Os desvios-padrédo
relativos (DPR,%) foram calculados para determinar a precisdo. A exatidao foi

determinada pelo céalculo da porcentagem de erro relativo (ER,%) [123-127].

3.6. AVALIACAO DE INTERFERENCIA NA DETERMINACAO DE PESTICIDAS

Para investigar possiveis interferéncias nas concentracbes de carbendazim,
fipronil e picoxistrobina, solu¢des contendo diferentes concentracdes de pesticidas e
acido huamico foram submetidas ao procedimento de microextragdo com solvente

supramolecular sob condi¢cBes otimizadas, em triplicata. Em solu¢des contendo 2,0,
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20,0 e 200,0 ug L* de cada pesticida, foram adicionados volumes de AH para obter
concentragbes de 5,0 mg Lt ou 12,5 mg L. Além disso, para avaliar a interferéncia
temporal do AH sobre as pré-concentracfes de pesticidas, solu¢cdes contendo 200
hug Lt de carbendazim, fipronil e picoxistrobina foram submetidas a um agitador
orbital elétrico Novatecnica® NT155 por varios dias. O efeito de interferéncia foi
estimado pelas porcentagens de recuperacdo de carbendazim, fipronil e
picoxistrobina definidas como a razdo entre a concentracdo analitica obtida e a

concentracdo nominal.

3.7. COLETA, PREPARACAO E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

As amostras de aguas naturais (dguas atmosféricas, aguas superficiais e aguas
subterraneas) e artificiais (lagos artificiais) foram coletadas em diferentes localidades
de quatro Unidades da Federacdo (Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais). A agua da chuva foi coletada no municipio de Londrina, em 26 de dezembro
de 2018. Granizo foi coletado no municipio de Bom Jesus do Sul, em 14 de julho de
2018, e descongelada. As aguas de pocos artesianos foram coletadas nas cidades
de Londrina e Quatd. A agua de corrego foi coletada em Londrina. As aguas de
lagos foram coletadas nas cidades de Londrina, Quaté, Apucarana e Belo Horizonte.
As aguas marinhas foram coletadas nas cidades de Guaratuba e do Rio de Janeiro.
Todas as amostras foram coletadas em recipientes de vidro ambar e ajustadas para
pH 2,00 pela adicdo de acido sulfarico concentrado. Em seguida, foram filtrados
através de filtros de Nylon® de 0,45 um (GVS Filter Technology, Morecambe, Reino
Unido) para remover particulas suspensas e armazenadas no refrigerador sob
protecdo de luz até a andlise. Antes da coleta, os frascos foram lavados com agua

de torneira, agua destilada, acetona e hexano,
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Antes da analise, foram realizadas medi¢cGes de salinidade nas amostras de agua
do mar. A salinidade foi determinada pela evaporacdo da agua do mar até a secura.
A razao entre o residuo e a agua evaporada é a salinidade [140]. Entdo, aliquotas de
20,0 mL foram adicionadas em vidros cilindricos rasos (previamente pesados) e
aquecidas a 70°C em estufa SPLabor® SP-100/100 (Presidente Prudente, SP) até a
secura. Posteriormente, os vidros cilindricos rasos contendo 0s sais remanescentes
como residuo foram pesados e, por diferenca, a massa total de sais foi obtida. Para
a agua do mar de Guaratuba a salinidade obtida foi de 3,46 = 0,05% (m/v) e para a
agua do mar do Rio de Janeiro de 3,60 + 0,02% (m/v). Posteriormente, para realizar
a microextracdo por SUPRAS, adicionou-se NaCl para alcancar a concentracao

otimizada de sal.

3.8. PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Todos os valores da area cromatogréfica foram processados utilizando o software
LabSolutions® LCsolution verséo 1.25 (Shimadzu®, Téquio, Japdo). Para executar o
planejamento fatorial fracionario 251, a funcédo desejabilidade de Derringer-Suich e
sua representacdo, os dados experimentais foram processados com o software
Statsoft® Statistica 7,0 (Statsoft, Tulsa, EUA). As demais representaces graficas
foram feitas utilizando o software Origin® Pro 8 SRO v8.0724 (B724) (OriginLab

Corporation, MA, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MICROEXTRACAO SUPRAMOLECULAR DOS PESTICIDAS

4.1.1. Propriedades dos Analitos e Interagbes com o Surfactante

Carbendazim, fipronil e picoxistrobina s&o pesticidas utilizados em amplo
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espectro, porém, pertecem a diferentes classes e finalidades. Carbendazim e
picoxistrobina sdo fungicidas das classes dos benzimidazois e estrobilurinas,
respectivamente, enquanto o fipronil € um inseticida da classe fenilpirazol [153-155].
Apesar das diferentes finalidades, formulagbes contendo misturas dos mesmos
existem e sdo aplicadas [156-158]. Na microextracdo por SUPRASSs, algumas
propriedades dos analitos podem influenciar a eficiencia de extracdo, conforme

demostrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Propriedades fisicas e quimicas dos pesticidas analisados.

Koc Solubilidade
. Estrutura tie P (mmHg) Log , abe
Pesticidas Quimica®® g(rlr;l_d (dias)e ab Koy €M ?_gll;:lb(mg pKa
H
N H 29,00 (pH 4,000, 4
Carbendazim @[ N 223 22 1,1-107 1,48 8,00 (pH 7,00) 9.60
NT o 7,00 (pH 8,00) '
g N
2

Cl
7 ! NH, F . =
Fipronil QER‘ (77" 803 140 2810° 400  1,90-240 Nao
N

b el % dissocia

N//
Fuf H o
F
~ ~
Picoxistrobina 5‘1 %0 898 20 41106  3.60 3,10 Néo
Z~o dissocia

aT. Roberts, D. Huston, Metabolic Pathways of Agrochemicals. Part Il: Insecticides and Fungicides. 1.
ed. The Royal Society of Chemistry: Cambridge, 1999.

bJ. Do, et al. J. Fd Hyg. Safety, 27, 2012.

¢Andrade, A. S. et al., Quim. Nov., 34, 2011.

d Silva, D. R. O.. et al., Quim. Nov., 34, 2011.

eY. El Maataoui, et al., Turk. J. Chem., 41, 2017.

Carbendazim ou metil-2-benzimidazolcarbamato é o ingrediente ativo amplamente
utilizado da classe benzimidazol carbamatos. Contém moderada adsor¢do ao solo,
moderada persisténcia, baixa volatilidade e esta entre os fungicidas sistémicos mais
utilizados na agricultura para proteger e erradicar uma variedade de patégenos que
afetam frutas e vegetais [159-162]. O anel benzimidazélico deste composto é de

dificil quebra, fazendo que com sua degradagcdo seja lenta e com que seja
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persistente por muito tempo no meio ambiente [162]. E uma base fraca e, em
solucdo aquosa, pode sofrer reacfes de protonacdo-desprotonacdo e formar
espécies catidnicas ou anidnicas, dependentes fortemente do pH do meio. Quando o
pH esta abaixo da primeira constante de equilibrio (pKa1 = 4,20) as moléculas de
carbendazim existem principalmente como céations enquanto em um valor de pH
acima da segunda constante de equilibrio (pKa2z = 9,60) a forma predominante é
anionica. Entre as duas constantes ( pKai < pH < pKaz) a forma molecularmente
neutra € dominante [153]. O carbendazim € moderadamente hidrofébico (log Kow =
1,48) e é significativamente mais soltvel quando o pH do meio é acidificado devido a
protonacdo do nucleo benzimidazoélico [163]. Devido a essas caracteristicas, 0
carbendazim apresenta um caracter hidrofilico pronunciado e interage mais com a
agua, dificultando as interagcbes com o solvente supramolecular em determinadas
condicoes.

O pesticida fipronil, ou  {5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitrilo} € um inseticida da classe dos
fenilpirazéis altamente eficaz comumente usado no controle de insetos em
ambientes agricolas e ndo agricolas [38,164]. A molécula contém forte adsorcao,
alta persisténcia, baixa volatilidade e € pouco solivel em agua e apresenta alta
caracteristica hidrofébica (log Kow = 4,00), porém exibe grupamentos capazes de
realizar ligacdes de hidrogénio, permitindo também interac6es hidrofilicas. Em toda
extensdo do pH, o fipronil apresenta-se na forma molecular [159, 160, 163].

A picoxistrobina, ou (E) -3-metoxi-2- [2- (6-trifluorometil-2-
piridiloximetil)fenillacrilato de metila, pertence a uma classe relativamente nova de
fungicidas sintéticos, conhecidos como estrobilurinas, inspirado por um grupo de

derivados fungicidas naturais do acido B-metoxi-acrilico, que foram recentemente
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introduzidos na agricultura devido a sua estabilidade e eficacia contra uma ampla
gama de fungos patogénicos para planta [165,166]. A molécula apresenta forte
adsorcdo ao solo, moderada persisténcia, baixa volatilidade e significativa
caracteristica hidrofébica (log Kow = 3,60) [159, 160, 166] corroborando com sua
baixa solubilidade em agua, entretanto também apresenta grupamentos capazes de
realizar ligacdes de hidrogénio. Assim como o fipronil, a picoxsitrobina ndo apresenta

dissociacao na faixa de pH.

4.1.2. Otimizacao multivariada do método SUPRAS

As melhores condi¢des para pré-concentracdo por SUPRASSs para os pesticidas
selecionados foram determinadas utilizando um planejamento fatorial fracionario 262,
contendo ponto central, e a funcdo desejabilidade de Derringer-Suich. A Tabela 9
apresenta o planejamento contendo os valores de variacdo dos fatores, os niveis
codificados e as respostas de intensidade de area de pico obtidas de cada ensaio
para o carbendazim, fipronil e picoxistrobina. As respostas obtidas foram utilizadas
para construir as equacfes dos modelos e as significAncias estatisticas foram
avaliadas por andlise de variancia (ANOVA). O modelo de interacfes bidirecionais
melhor estabeleu a relacdo entre os fatores e as intensidades cromatogréaficas
obtidas para cada pesticida. No entanto, como a finalidade do planejamento fatorial
fracionario é identificar os fatores que possuem maiores significancias [167], avaliou-
se apenas os efeitos individuais dos fatores, conforme mostrados nas Equacdes 2 a

4.
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Tabela 9 — Ensaios e respostas obtidas de intensidades de area de pico do
planejamento fatorial 25! para carbendazim, fipronil e picoxistrobina em
concentragdes de 200,0 ug L.

Ensaio pH 1-decanol (uL) THF NaCI_l(moI Centr.ifuga VérFice Carbendazim Fipronil Picoxistrobina
(uL) LY (min) (min) (286 nm) (279 nm) (246 nm)
1 + + + + + + 385958 69374 82751
2 - + + + - 93009 94977 150211
3 + - + + + - 612230 167162 209331
4 - - + + + + 126115 300434 483743
5 + + - + + - 469028 73580 93626
6 - - + + + 85811 129506 204499
7 + - - + + + 532358 137945 177148
8 - - - + + - 49181 215489 306651
9 + + + - + - 222239 132118 236414
10 - + - + i 37708 129230 239134
11 + - + - + + 169705 340705 604679
12 - - + - + - 35718 362826 661127
13 + + - - + + 250942 114902 205186
14 - - - iF - 32413 147046 271906
15 + - - - + - 232762 234383 417601
16 - - - - + + 18879 287887 517079
17 + + + + - - 346726 58155 75071
18 - + + - + 100587 96611 152847
19 + - + + - + 663626 194562 232406
20 - - + + - - 112035 308052 470561
21 + + - + - + 519521 87452 102313
22 - - I - - 72022 125755 190766
23 + - - + - - 691308 175920 204077
24 - - - + - e 42608 244373 385416
25 + + + - - + 194191 141452 252187
26 - i - - - 38482 136120 251172
27 + - + - - - 223085 363055 645546
28 - - + - = e 22338 340832 611408
29 + + - - - - 333512 147474 264873
30 - - - - * 28831 151612 280075
31 + - - - - + 299645 320871 575289
32 - - - - - - 17665 242456 446951
33 0 0 0 0 0 0 154073 179353 264791
34 0 0 0 0 0 0 138394 198107 270933
35 0 0 0 0 0 0 172690 211108 295481

Carbendazim = 215011,3 + 327089,6xpH - 39892,4x1-decanol(uL) - 18295,9xTHF(uL)

(+2902,1) (+6070,1) (+6070,1) (+6070,1) (2)

+171500,5xNaCl(molL") - 22007,9xcentrifuga(min) - 6412,0xvortex(min)

(+6070,1) (+6070,1) (£6070,1)
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Fipronil = 190311,0 - 34631,0xpH - 150099,0x1-decanol(uL) + 24938,0x THF(uL) @)

(+2698,4) (+5644,2) (+5644,2) (£5644,2)

- 69601.0xNaCl(molL") - 12324.0xcentrifuga(min) + 6449.0xvortex(min)

(£5644,2) (£5644,2) (£5644,2)

Picoxistrobina = 309522,0 - 77815,0xpH - 243499,0x1-decanol(uL) + 44696,0xTHF(uL)

(£2744,9) (+5741,3) (£5741,3) (£5741,3) (4)

-184951,0xNaCl(molL™) - 17492,0xcentrifuga(min) + 13142,0xvortex(min)

(+5741,3) (#5741,3) (£5741,3)

Os modelos apresentaram coeficientes de regressao ajustados de 0,953, 0,963 e
0,961 para o carbenzim, fipronil e picoxistrobina, respectivamente. De acordo com a
ANOVA, os modelos ndo apresentam falta de ajuste devido ao valor tabelado de
F11.2 (19,40) ser superior aos valores calculados de F para o carbendazim (14,30),
fipronil (2,54) e picoxistrobina (9,69), em um nivel de confianca de 95%. Os modelos
estatisticos mencionados para as intensidades cromatograficas permitiram
evidenciar alguns efeitos ndo significativos (ndo presentes nas equacdes) para pré-
concentracdo como também mostram discordancias entre os parametros O6timos
para os pesticidas (como a influéncia do pH e da quantidade de NacCl).

Com intuinto de conciliar as melhores condicdes de trabalho entre as condi¢cdes
de andlise, visando a maximizacao das intensidades cromatograficas dos pesticidas,
utilizou-se a funcao desejabilidade de Derringer-Suich. Essa fun¢éo 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
totalmente desejada, na qual valores acima do selecionado nao teriam importancia.
Para transformar os critérios individuais em valores de desejabilidade, dois tipos de

transformacdo sdo possiveis: uma transformacdo unilateral e uma bilateral.
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Buscando maximizar a resposta (valor alvo como a resposta mais desejavel), a
transformacao unilateral foi aplicada conforme a Equacédo 5, em que Yi é a resposta
do ensaio, r € 0 peso, L e H séo as respostas mais indesejavel e desejavel de todos
0S ensaios, respectivamente [168-170]. Os valores dos pesos foram iguais a 1 para

todos os pesticidas.

di=0,seVYi<L

Yi-LY |
d:(—L] ,seL<Yi<H (5)

d=1,seYi>H

Com as desejabilidade individuais, € possivel obter a desejabilidade global (Dg). A
funcdo da desejabilidade global é definida como a média geométrica ponderada das
desejabilidades individuais (dis), Equacdo 6, em que m € o numero de respostas

estudadas no processo de otimizacao [168-170].

Dg = (d1xd2x...dm)1m (6)

Com esses valores, € possivel obter a melhor condi¢do de trabalho para ambos
0s pesticidas simultaneamente, as expectativas dos valores de intensidade
cromatografica e seus intervalos de confianca , conforme Figura 12. Na variacdo de
pH, o carbendazim demonstrou significativo aumento no nivel mais elevado (pH =
7,00). Esse fato é justificado pela maior interagdo da forma molecular neutra do
carbendazim com os agregados micelares por ligagbes de hidrogénio, resultando
numa maior quantidade extraida [137]. Para o fipronil e picoxistrobina, o aumento do

pH provocou apenas uma pequena queda de intensidade. Logo, o valor do pH como
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7,00 foi apontado pela Dg como valor selecionado. Para o volume de 1-decanol,
todos os pesticidas apresentaram maiores intensidades cromatograficas no menor
volume adicionado (50 pL). Esse comportamento mostra que maiores volumes
provocam diluicbes na concentracdo dos analitos, diminuindo as intensidades das
areas de pico. Portanto, o volume selecionado de 1-decanol pela Dg foi de 50 pL.

O aumento do volume de THF mostrou incremento de sinal para o fipronil e
picoxistrobina, revelando uma maior eficiéncia como agente dispersor para 0S
mesmos a medida que o volume aumenta, enquanto que para o carbendazim
apresentou um decréscimo. Na Dg 0 aumento de intensidade cromatografica dos
dois pesticidas faz com que o maior volume adicionado de THF (500 pL) seja
selecionado. Na concentracdo de NaCl um comportamento peculiar € observado. A
medida que se aumenta a concentracao, a intensidade de sinal para o carbendazim
também se eleva enquanto que para fipronil e picoxistrobina o inverso € observado.
Esse comportamento é justificado pelo efeito “salting out”, que utiliza a adi¢gdo de
teores de sal para criar um deslocamento do equilibrio de particdo de solutos
organicos neutros em direcdo a fases ndo aquosas [171]. Como o carbendazim é o
pesticida analizado com carater mais hidrofilico, uma maior quantidade de sal é
necessaria para atingir este efeito, no entanto, quando melhorado o desempenho do
do mesmo, a competicao pela interagcdo com as micelas reversas faz com que haja o
decréscimo das intensidades cromatograficas do fipronil e da picoxistrobina. Como
0os mesmos pesos foram inferidos aos pesticidas, o fipronil e a picoxistrobina
influenciam a Dg para selecionar valores préximos ao nivel inferior enquanto o
carbendazim ao nivel superior. Logo, um valor intermediario de concentracdo de

NaCl de aproximadamente 1,50 mol L* (ou 8,75%, m/v) foi selecionado.
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Figura 12 — Representacdo gréfica da aplicacdo da funcdo desejabilidade de
Derringer-Suich nas respostas dos pesticidas obtidas no planejamento fatorial 261
com ponto central.

Os tempos de agitacdo em voértice e centrifugacdo demonstraram pequenas
variacfes entre os niveis selecionados. Coincidentemente, os niveis inferiores (0,5
min para agitacdo em vortice e 5 min para centrifugacédo) foram apontados pela Dq.
Os intervalos de confianca para os valores de intensidade das areas de pico foram:
285055.9 < carbendazim < 394046.3, 269445 < fipronil < 370787 e 483681.7 <
picoxistrobina < 586766.7. Para validar as condi¢cdes Otimas obtidas pela fungéo
desejabilidade de Derringer-Suich, ensaios cromatograficos foram realizados em

triplicata, conforme Figura 13. Todos os valores obtidos estdo contidos nos intervalos

de confianca.
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Figura 13 — Cromatogramas obtidos para as triplicatas de validagdo em a) 286 nm,
b) 279 nm e c) 246 nm com 200 ug L de pesticidas.
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4.2. PARAMETROS ANALITICOS

As regressoes lineares obtidas contendo os LOQ para as pré-concentracdes do
carbendazim, fipronil e picoxistrobina utilizando SUPRAS foram estatisticamente
avaliadas por ANOVA unidimensional (Tabela 10). No nivel de confianca de 95%, os
valores da razéo entre as meédias quadraticas do modelo pelo residuo (F-valores)
foram muito maiores que os valores tabelados (F1,12 = 4,74 e F16 = 5,99), indicando
bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Reforcando o bom ajuste dos
dados, os valores dos coeficientes de correlacdo ajustados (Radj.) foram iguais ou a
0,99. Além disso, os p-valores das regressdes lineares apresentaram valores

inferiores a 0,05, mostrando os significados dos coeficientes.

Tabela 10 — Parametros das equacdes de regressao linear e ANOVA unidirecional
para cada pesticida. (n = 3)

Picoxistrobina -3662,99 3412,79 2777,06 53,93 Residuo

Regresséo Linear ANOVA unidimensional
Pesticidas Intercepto Erro aggjrér Erro GL Soma dos Méd,ie.l F-valor p-valor  Radi.
(AU) (g™ L) quadrados quadrética

Modelo 1 11270 11270 10245,45 =0 0,99
Carbendazim -3064,85 1218,64 1722,37 16,22 Residuo 11 12 1,1

Total 12 11282

Modelo 1 4332,36 4332,36 2831,61 4,4-10% 0,99
Fipronil -5195,73 1750,76 1397,57 21,23 Residuo 5 7,64 1,53

Total 6 4340

Modelo 1 2647,65 2647,65 457,28  4,1-10° 0,99

5

28,96 5,79
Total 6 2676,61

GL: graus de liberdade; p-valor: significancia dos F-valor; Rad.: coeficiente de correlagéo ajustado.

Os resultados de linearidade, FP, PE, LOD e LOQ foram determinados e estao
apresentados na Tabela 11. Altos valores de FP e EP foram obtidos para fipronil e
picoxistrobina, enquanto menores valores foram obtidos para o carbendazim. Os

menores resultados para o carbendazim foram alcancados devido seu moderado
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carater hidrofilico, comprometendo as interacdes com a fase orgéanica. Os intervalos
de linearidade foram obtidos apds a submissdo ao SUPRAS de amostras contendo
0s pesticidas em concentracdes apontadas pelos calculos de LOQ. As intensidades
de area de pico obtidas foram entéo inseridas no conjunto de dados e novas curvas
analiticas para cada herbicida foram calculadas. As novas curvas analiticas para
microextracdo por SUPRAS foram: Intensidade (AU) = 1680,74,51 * 2,29
[carbendazim] AU pg™? L + 93,88 + 4,37, Intensidade (AU) = 1336,00 + 12,55 [fipronil]
AU pg? L + 1078,49 + 141,07 e Intensidade (AU) = 2695,40 + 31,59 [picoxistrobina]
AU pg?t L + 2555,29 + 60,77 com Radi. = 0,99. As variacdes entre os coeficientes
angulares foram menores que 4,41%, demonstrando que a relacédo linear entre a
intensidade de area de pico e a concentracdo dos analitos se estende até aos
valores de LOQ.

Tabela 11 — Linearidades, limites de deteccdo e quantificacdo, fatores de pré-

concentracdo e porcentagens de extracdo do método de microextracdo de pesticidas
por SUPRAS.

« Pesticidas
Parametros . - - - - .
Carbendazim  Fipronil Picoxistrobina
L'Qﬁgrf?)de 1,50-1000.00 1,14-400,00  0,78-400,00
LOD (ug L) 0,45 0,34 0,23
LOQ (ug L) 1,50 1,14 0,78
FP 21,43 71,10 71,36
PE (%) 21,45 84,47 83,00

LOD: limite de deteccado; LOQ: limite de quantificacao; FP:
fator de pré-concentracdo; PE: porcentagem de extracao.
As precisOes inter/intradia, exatidoes e intervalos de confianca foram calculados
para os pesticidas, como demonstrado na Tabela 12. Os resultados apresentaram

DPR e ER menores que 7,00%, mostrando uma variacdo muito baixa entre as
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medidas e boa concordancia com a concentracdo nominal. Os intervalos de
confianga mostraram que os valores obtidos estdo apresentados dentro dos limites
de confiangca em um nivel de confianca de 95%.

Tabela 12 — Preciséo, exatiddo e intervalos de confiangca do método para analise
dos pesticidas.

Parametros - -Pesti-cidas — -
Carbendazim Fipronil Picoxistrobrina
Concentragdo nominal (ug L) 2,00 900,00 2,00 300,00 2,00 300,00
Intradia (n? = 10)
Concentragdo analisada (ug L) 2,07 894,68 2,02 308,02 1,96 308,81
Preciséo (DPR, %)° 5,63 1,65 3,25 4,22 3,09 4,00
Exatiddo (ER, %)° 3,50 0,59 1,00 2,67 2,00 2,94
Intervalo de confianga (to, 95%) 0,08 10,60 0,05 9,29 0,04 8,84
Interdia (n4 = 3)
Concentragdo analisada (ug L) 2,12 901,87 2,05 303,55 2,12 299,67
Precisdo (DPR, %) 2,91 6,23 4,62 3,95 6,53 2,80
Exatidédo (ER, %) 6,00 0,21 2,50 1,18 6,00 0,11
Intervalo de confianga (t2, 95%) 0,19 18,96 0,29 12,01 0,34 20,81

an: nimero de determinacgdes;

b DPR (%): precisdo expressa como porcentagem de DPR;

¢ ER (%): exatiddo expressa como porcentagem do erro relativo;
4 n: nimero de dias.

Uma comparacdo entre o presente método de pré-concentracdo de pesticidas
utilizando SUPRAS e outros métodos de preparacdo de amostras do ponto de vista
de linearidade, LOQ e LOD sao mostrados na Tabela 13. Alguns dos métodos de
pré-concentracdo desta tabela sdo baseados em extracdo em fase sodlida,
microextracdo em fase solida, microextracdo liquido-liquido dispersiva, com
deteccdo por HPLC-DAD ou outra técnica. A comparagdo sugere vantagens do
método proposto utilizando microextragdo de SUPRAS, incluindo LOD e LOQ
inferiores ou similares, tempo de extracdo curto e simplicidade em comparagdo com

0s métodos nos quais se utilizam materiais adsorventes, uma vez que ndo é
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necessaria sintese. Além disso, o método proposto apresenta ampla faixa linear e
baixos valores de volumes de amostra e solvente.

Tabela 13 — Comparacéo entre métodos presentes na literatura para a determinacao
de carbendazim, fipronil e/ou picoxistrobina com o método proposto.

Método de pré- Faixa linear LOQ LOD Tipode Técnicade

Analitos concentragdo (ug LY (ugLY (ugLY amostra  deteccdo Referéncia
Carbendazim - 200,0-15000,0 225,0 67,0 Agua IC-hv-FD [172]
Carbendazim DLLME 5,0-600,0 4,0 1,2 Aggfc‘) € UV-Vis [173]

Fipronil SPME 5,0-200,0 4,7 1.4 Agua HPLC-DAD [174]
SPE (cartuchos )
Fipronil comerciais de 50,0-500,0 30,0 10,0 Agua HPLC-DAD [38]
Cuis)
Picoxistrobina SBSE 30,0-5000,0 35,0 10,0 Frutas HPLC-DAD [175]
Aqua e Voltametria de
Picoxistrobina - 11,3-6979,2 11,3 8,4 L?rina redissolucao [176]
anodica
. SPE (cartuchos <
Carbendazim contendo SDVB) - 0,99 0,75 Agua HPLC-DAD [177]
Fipronil IL-DLLME 2,0-100,0 - 0,53 Agua HPLC-DAD [178]
Carbendazim 1,50-1000,0 1,50 0,45
Fipronil SUPRAS 1,14-400,0 1,14 0,34 Agua HPLC-DAD traEbséfho
Picoxistrobina 0,78-400,0 0,78 0,23

IC-hv-FD: cromatografia ibnica com detector de fluorescéncia e reator fotoquimico poés-coluna; DLLME:
microextracdo liquido-liquido dispersiva; UV-Vis: espectroscopia ultravioleta-visivel; SPME: microextracdo em
fase solida; HPLC-DAD: cromatografia liquida de alto eficiéncia com detecgdo por arranjo de fotodiodos; SPE:
extracdo em fase solida; SBSE: extragdo sortiva em barra magnética; SDVB: copolimero de estireno-
divinilbenzeno; IL-DLLME: microextracéo liquido-liquido dispersiva com liquido idnico; SUPRAS: microextragéo
por solvente supramolecular.

4.3. AVALIACAO DA INTERFERENCIA

O carbono organico de ocorréncia natural em aguas naturais e artificiais pode
causar interferéncias significativas por possiveis interagdes com o0s pesticidas [179,
180] e/ou com os constituintes do SUPRAS. Correspondendo a uma fracdo maior do
carbono organico dissolvido, as substancias humicas aquaticas sdo substancias
organicas nao volateis normalmente constituidos de varios grupos funcionais (acidos
carboxilicos, grupos hidroxila fendlica, carbonila e hidroxila) e sdo divididos em
acidos fulvicos e humicos [181]. Os &cidos humicos (AHs) podem fornecer multiplas
interacbes com varios compostos por quelacdo, interacbes de transferéncia de

carga, interacao dipolo-dipolo, reacdes de troca idnica, ligacdes =, ligacdo de van der
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Waals e/ou ligacdo de hidrogénio devido a sua estrutura peculiar [179-181].
Portanto, duas concentracfes de AH foram avaliadas como possiveis interferentes
em solucbes contendo diferentes concentracdes dos pesticidas analisados e a

interferéncia temporal foi avaliada em uma solucao, conforme apresentado na Figura

14.
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Figura 14 - Percentuais de recuperacdo analitica para pré-concentracdo de
carbendazim, fipronil e picoxistrobina (2, 20 e 200 pg L) na presenca de &cido
humico nas concentracdes de a) 50 mg L%, b) 125 mg Lt e c¢) 12,5 mg L com
variagdo no tempo. (n = 3)
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A concentracéo de AH de 5,0 mg L%, carbendazim, fipronil e picoxistrobina, em
todas as concentracbes avaliadas, apresentaram valores de recuperagao entre 90-
110%, indicando tolerancia satisfatéria do método de microextracdo de SUPRAS. Na
concentracdo de 12,5 mg L' de AH, os pesticidas nas menores concentracdes
também apresentaram recuperacao satisfatéria, porém, na concentracdo de 200,0
ug L, o fipronil apresentou interferéncia. As duas concentracdes de AH reduziram
visualmente o contetdo de SUPRAS. Para investigar se o AH na concentracdo de
avaliacdo mais alta interfere interagindo com o fipronil ou com os constituintes do
SUPRAS, uma solucéo contendo 200 pg L* de pesticidas foi mantida em dias com
agitacao orbital para mimetizar um fluxo de 4gua, Figura 14c.

Como observado, os valores de recuperacdo para fipronil continuaram
aleatoriamente abaixo do intervalo aceitavel, enquanto para carbendazim e
picoxistrobina permaneceram satisfatérios. Esses resultados corroboram com a
especiacao visual, indicando menor formacdo de micelas reversas induzidas pela
agua devido as interacdes entre os constituintes do AH e do SUPRAS e,
consequentemente, forcando os pesticidas analisados a competirem consigo
mesmos para ocupar 0s Vvacuolos micelares. Mesmo com a presenca de
interferéncia por AH na microextracdo da concentracdo mais alta de pesticidas, vale
ressaltar que este valor de concentracdo de AH esta contido na faixa de carbono
organico dissolvido para pantanos e brejos. Outras aguas naturais e artificiais
conttm menores concentragbes de carbono organico dissolvido e,
consequentemente, menores concentragfes de AH [181]. Além disso, a presenca de
HA nos cromatogramas néo foi evidenciada, demonstrando as propriedades do

SUPRAS como solvente de acesso restrito.
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4.4. ANALISE DE AGUAS NATURAIS E AMBIENTES ARTIFICIAIS

Com o objetivo de avaliar a viabilidade do método proposto para detectar e
quantificar carbendazim, fipronil e picoxistrobina em aguas, amostras nao-fortificadas
e fortificadas de dois pocos artesianos (localizados nas cidades de Londrina e
Quatd, trés lagos atrtificiais (localizados nas cidade de Londrina, Apucarana e Belo
Horizonte), um balneario (localizado na cidade de Quata), duas aguas de costas
maritimas (localizadas nas cidades de Guaratuba e do Rio de Janeiro), um riacho
(localizado na cidade de Londrina) e duas aguas atmosféricas distintas (coletadas
nas cidades de Londrina e Bom Jesus do Sul) foram submetidos a microextracéo de
SUPRAS e listados na Tabela 14. As recuperacdes obtidas das amostras fortificadas
com carbendazim, fipronil e picoxistrobina em duas concentrag¢des (5,0 e 10,0 ug
L") também estdo listadas na tabela. Os valores de recuperacéo variaram de 93,5 a
110,0%, indicando a auséncia de efeito matriz, de interferéncia e a viabilidade do
método de determinar simultaneamente os pesticidas em baixos niveis de diferentes
tipos de agua.

Dentre todas as aguas analisadas, apenas a agua do mar de Guaratuba
apresentou um pesticida: fipronil na concentracéo de 4,51 + 0,30 ug L. Para ilustrar
a presenca de fipronil na agua do mar de Guaratuba, cromatogramas e espectros
DAD de amostras néao-fortificadas e fortificadas sdo mostrados na Figura 15. A
presenca de fipronil nesta dgua pode ser justificada pela ampla utilizacdo do
pesticida em praticas ndo agricolas, como exemplo: para a preservacao de
madeiras, produtos para cuidar de animais de uso topico, termiticidas liquidos, iscas
de gel, produtos granulares para grama e outros [182, 183]. O valor encontrado &
bastante preocupante devido a ser maior do que o valor maximo permitido de

concentracéo de fipronil para algumas legislacdes internacionais.
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Tabela 14 - Valores de adicao e recuperacdo para amostras distintas de adguas naturais e artificiais. (n = 3)
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Concentracdo adicionada (ug L)

Concentragdo encontrada s (ug L)

Recuperacao * s (%)

Local Carbendazim Fipronil Picoxistrobina Carbendazim  Fipronil Picoxistrobina Carbendazim Fipronil Picoxistrobina
Aguas atmosféricas
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Agua da chuva? 5,00 5,00 5,00 496+0,15 512+0,16 5,19+0,11 99,3+2,9 102,3+3,2 103,7+2,2
10,00 10,00 10,00 10,59+0,31 10,68+0,22 10,58+ 0,30 1059+3,1 106,8+2,2 105,8+ 3,0
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
GranizoP 5,00 5,00 5,00 499+0,26 550+020 5,14+0,29 99,7+5,2 110,0+4,0 102,8+5,7
10,00 10,00 10,00 9,60+£0551 991+0,01 10,46+0,01 96,1+£51 99,1+0,8 104,6 +1,0
Aguas superficiais
0,00 0,00 0,00 ND 4,51 + 0,30 ND
Guaratuba 5,00 5,00 5,00 549+0,05 9,76+0,08 534+0,11 109,8+1,0 102,7+1,6 106,8+2,2
10,00 10,00 10,00 10,89+0,16 14,40+0,19 10,67 +0,33 1089+0,1 99,3+0,1 106,8 + 0,2
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Rio de Janeiro 5,00 5,00 5,00 501+0,22 549+0,04 512+0,01 100,1+4,3 109,8+0,9 102,4+0,1
10,00 10,00 10,00 10,83+0,20 10,46+0,38 10,41+0,16 108,3+2,0 104,6+3,8 104,1+1,6
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Londrina 5,00 5,00 5,00 490+0,06 4,75+020 5,00+0,18 98,08+1,1 95,0+4,0 100,0 + 3,7
10,00 10,00 10,00 10,21+ 0,28 10,46 +0,13 10,57 + 0,07 102,1+2,8 1046+1,3 105,7+0,7
Pocos artesianos
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Quaté 5,00 5,00 5,00 497+0,07 522+0,27 5,22+0,21 99,4+1,3 104,4+54 1045%4.2
10,00 10,00 10,00 10,71 +0,20 10,59+0,15 10,65+ 0,19 107,1+2,0 1059+15 106,5+1,9
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Londrina 5,00 5,00 5,00 500+£0,12 5,05+0,12 552+0,13 100,0+2,4 101,1+24 110,3+2,6
10,00 10,00 10,00 10,82 +0,15 10,47+0,57 10,61+0,15 108,3+1,6 104,7+56 106,1+1,5
Aguas artificiais
0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Belo Horizonte 5,00 5,00 5,00 498+025 503+014 528+0,11 99,6 +£50 100,6+28 1055+2,2
10,00 10,00 10,00 10,38+ 0,08 10,29+0,22 10,70+ 0,26 103,8+0,0 1029+0,1 106,9+0,1



86

0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Apucarana 5,00 5,00 5,00 519+0,16 4,68+0,06 5,13+0,11 103,8+3,1 935+1,2 102,6+22
10,00 10,00 10,00 10,34 +0,18 10,58 +0,52 10,84 + 0,06 103,4+1,8 1058+52 108,4+0,6

0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Quata 5,00 5,00 5,00 513+024 513+0,04 5,19 +0,20 102,7 +4,7 102,6+08 103,9+48
10,00 10,00 10,00 9,56+ 0,42 10,12+0,14 10,95 + 0,20 957+42 101,2+14 109,5+2,0

0,00 0,00 0,00 ND ND ND
Londrina 5,00 5,00 5,00 504+0,12 506+0,18 5,07 +0,07 100,9+2,5 101,2+3,6 101,5+1,5
10,00 10.00 10,00 9,81+0,18 10,41+0,09 10,97 +0,19 982+19 1041+09 109,7+1,9

acoletado em Londrina em 26 de dezembro de 2018, Pcoletado em Bom Jesus do Sul em 14 de julho de 2018, s: desvio padrdo; ND: nédo
detectado (abaixo do limite de detecg¢é&o).
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5. CONCLUSAO

A microextracdo e pré-concentracdo de carbendazim, fipronil e picoxistrobina
utilizando o SUPRAS induzido por agua composta de micelas invertidas de 1-
decanol arranjadas em meio THF/agua, com determinacdo por HPLC-DAD, mostrou-
se adequada para determinar concentracdes de tracos desses pesticidas em
amostras de aguas naturais e artificiais. Aliando procedimentos de otimizacao
multivariada (planejamento fatorial fracionario e funcdo de desejo de Derring-Suich),
foi possivel obter condicdes otimizadas mesmo com o0s analitos exibindo
comportamentos moleculares distintos. Pelos parametros de validagcdo, o método
demonstrou eficiéncia e confiabilidade na determinacdo dos pesticidas analisados
nas amostras de aguas da atmosferas, aguas superficiais, aguas subterraneas e
aguas artificiais. Por ndo exigir grandes quantidades de solvente orgéanico (550,0 L
por amostra), por permitir a analise direta (0 solvente de extracdo ndo precisa ser
evaporado) e pela viabilidade de congelar varias amostras para analise posteriores,
0 método provou ser bastante simples, rapido e ambientalmente amigavel. Além
disso, a quantificacdo do fipronil em uma amostra de agua natural, em valores
superiores aos estabelecidos por algumas diretrizes internacionais, reafirma a

importancia de investigar e monitorar pesticidas em aguas naturais e artificiais.
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A supramolecular solvent-based microextraction procedure for preconcentration of four most common sugar-
cane herbicides (diuron, hexazinone, ametryn and tebuthiuron) from groundwater and surface water samples
with further determination by High Performance Liquid Chromategraphy with Photodiode Array detector
(HPLC-DAD) is proposed. The proposed method involves the use of a supramolecular solvent in which reverse
micelles of 1-decanol are dispersed in tetrahydrofuran/water. The extraction of four herbicides performed at
pH 4.0 requires low sample volume (10.0 mL), low extraction time (30 s of extraction and 10 min of centrifuga-
tion), low amount of organic solvents (50 pL of 1-decanol and 100 pL of THF) and provides high preconcentration
factors (48.5 to diuron, 15.1 to hexazinone, 47.4 to ametryn and 21.0 to tebuthiuron). The limits of detection
(LOD), quantification (LOQ), the precision (RSD) and the accuracy (RE) of the developed method ranged between
0.13and 1.45pgL~1,0.43-4.85pg L, 2.4-6.8% and 0.6-6.2%, respectively. Recovery values obtained by applying
the proposed method in spiked groundwater and surface water samples at pg L~ " levels varied in the range of
95-111%.The quantification of some analyzed herbicides in natural waters showed clearly the importance of in-

Keywords:

Microextraction
Supramolecular based-solvent
1-decanol reverse micelles
Sugarcane herbicides

Water matrices

Liquid chromatography

vestigates herbicides concentrations in regions of sugarcane cultivation predominance.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Diuron, hexazinone, ametryn and tebuthiuron are herbicides widely
utilized worldwide and in Brazil they represent 70% of all herbicides ap-
plied in sugarcane crops [1]. They are highly efficient in electron trans-
port inhibition in photosynthesis and persistent (low degradation
rate) in the environment without undergoing any change [2-5]. Due
to persistence in the environment and mobility, traces are often detect-
ed on water surfaces and, in some cases, groundwater [6-9]. The fre-
quent detection in natural water is a major concern to the public,
authorities and all those involved in production of drinking water,
wastewater treatment and water reuse applications due to the poten-
tially adverse effects to health associated with these compounds even
in slight concentrations [10].

Several regulations and international standards define maximum
concentrations of these herbicides [11]. European Union establishes
the maximum value in drinking water at a concentration of 0.1 pug L~
for any individual pesticide or 0.5 ug L~! for total pesticide levels [12].
Maximum allowed levels in drinking water for ametryn, hexazinone,

* Corresponding author.
E-mail address: tarley@uel.br (CR.T. Tarley).

http://dx.doi.org/10.1016/j.microc2017.03.007
0026-265X/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

diuron and tebuthiuron to nolifetime harm established by United States
Environmental Protection Agency (USEPA) have been 0.06, 0.4, 0.01 and
0.5 mg L™, respectively [13,14]. The maximum acceptable values, ac-
cording to regulation in New Zealand in drinking water are
20.0 pug L™ to diuron and 400 pg L' to hexazinone [15]. Drinking
water guidelines in Australia established health values to ametryn, diu-
ron and hexazinone of 70.0, 20.0 and 4000 ug L™ ', respectively [16]. Ca-
nadian guidelines of tebuthiuron levels in irrigation water, livestock
water and freshwater are limited in 0.27, 130.0 and 1.6 pg L™ !, respec-
tively [17,18]. For drinking water quality, Canadian guidelines maxi-
mum accepted concentration for diuron is 150 pg L~ [19]. According
with those strict regulations, technologies development to analyze
water polluted by herbicides are extremely essential.

Currently, herbicides are mainly determined by chromatographic
methods. High performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (HPLC-MS) and photodiode array detection (HPLC-DAD)
are widely used for herbicides monitoring. Tandem mass spectrometry
(MS/MS) is usually used to confirm identification of selected herbicides,
while photodiode array detection (DAD) can be utilized for simulta-
neous screening by being particularly simple, rapid and specific [20,
21]. However, due to concentration at trace levels and the possible pres-
ence of interfering compounds in water samples, the reliable analysis
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and detection of herbicides became a challenge. Sample pretreatments
efficiently economic and miniaturized have been developed and applied
for extraction and preconcentration of herbicides in aqueous samples to
improve detection [20-24]. Among them, pretreatment with supramo-
lecular solvents (SUPRASs) is distinguished by the capability to extract
analytes such as herbicides, through the formation of mixed aggregates
with the amphiphiles making up ordered aggregates. SUPRASs are also
advantageous due to low consumption of chemical solvents; enable
polar interactions (reverse micelles) and present high solubilization
ability with low solvent volumes [25,26].

SUPRASs are water-immiscible liquids composed by a sequential
self-assembly of amphiphilic molecules at the molecular and
nanoscales. Self-assemble of amphiphilic molecules occurs in the solu-
tion at a critical aggregation concentration. The unique capability of
change polarity at different zones allows SUPRASs to dissolve, concen-
trate, compartmentalize, organize and localize analytes in a very wide
range of polarities, creating a specific media to isolate target compounds
[25-28]. In tetrahydrofuran (THF)/water solution, reverse micelle-
based SUPRASs aggregate of alkanols spontaneously forms aqueous cav-
ities surrounded by the polar groups of alkanols with the hydrocarbon
chains dissolved in THF. Forces driving extraction are hydrogen bonding
and hydrophobic, the former being an extremely effective solubilization
mechanism for polar compounds. This nanostructured liquid provides
an excellent reaction media for extraction process of organic com-
pounds as well as metallic complex [27-30].

In this report, a new method was developed which advances in
extracting efficiency and promotes highly improved sensitivity of
HPLC-DAD for simultaneous determination diuron, hexazinone,
ametryn and tebuthiuron in water samples utilizing a tailored supramo-
lecular solvent. To produce the reverse micelle-based SUPRASs aggre-
gates of alkanols, the solvent 1-decanol was utilized in THF/water
solutions. The main results obtained in optimization studies, analytical
features evaluation and analysis of real water samples are presented
and discussed.

2. Experimental
2.1. Reagents and standards

Allreagents utilized were of analytical or HPLC grade and all working
solutions were prepared in ultrapure water (18.2 MQ c¢m) from a
Millipore® purification system (Bedford, MA, USA). HPLC-grade aceto-
nitrile, THF and 1-decanol were acquired from Sigma-Aldrich® (St.
Louis, MO, USA) while methanol (99.9%) from Panreac® (Barcelona,
Spain). The herbicides standards for diuron, hexazinone, ametryn and
tebuthiuron were all acquired from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,
USA). Individual herbicides solutions containing 1000mg L~ were pre-
pared in methanol and stored in dark glass bottles in refrigerator. Under
these conditions, they were stable for at least 1 month. Working solu-
tions containing the herbicides were prepared daily from the stock solu-
tions by dilution with ultrapure water. Analytical grade sodium chloride
was provided by Fmaia® (Cotia, SP, Brazil ).

2.2. Apparatus

Solutions pH values were measured with a Metrohm® pH 827 lab
digital pH meter (Herisau, Switzerland). A vortex oscillator SCILOGEX®
MX-S (Rocky Hill, CT, USA) was utilized to assist the supramolecular sol-
vent-based microextraction procedure and a centrifuge QUIMIS®
022272 (Diadema, SP, Brazil) was used to phase separation process.
The chromatographic measurements were performed on a Shimadzu®
High Performance Liquid Chromatograph LC - 20AD/T LPGE KIT
(Tokyo, Japan) operating in gradient elution equipped with a stationary
phase constituted by a Gemini Cg column (5 pm > 250 mm x 4.6 mm)
from Phenomenex® (Torrance, Califérnia, EUA), a diode array detector
in 254 nm, injection volume of 20 pL and oven temperature of 30 °C.

The flow rate of mobile phase at 1.0 mL min~ 'consisted in a binary lin-
ear gradient of acetonitrile and water (ACN:H20, v/v). The gradient
consisted of: ACN:H,0 (30:70, v/v), 0.00-11.00 min; ACN:H,0 (50:50,
v/v), 11.00-11.01 min; ACN:H,0 (50:50, v/v), 11.01-24.00 min. To sta-
bilize the column for subsequent analysis, the initial gradient was per-
colated by six minutes. The herbicides retention times were 9.56,
10.57, 19.57 and 21.87 min to tebuthiuron, hexazinone, diuron and
ametryn, respectively.

2.3. Supramolecular solvent microextraction procedure

Volumes of 50 uL of 1-decanol and 100 pL of THF were added into
10.0 mL aqueous herbicide solution at pH 4.0 and containing 5% NaCl
(w/v). Afterwards, the mixture was stirred by a vortex oscillator during
30 s, which is sufficient to spontaneously form supramolecular solvent
into the bulk solution. Then, the mixture was centrifuged at 2000 rpm
for 10 min to complete the supramolecular solvent separation due
being less dense than water. With a Hamilton® 50 pL fixed needle sy-
ringe model 1705 N (Reno, NV, USA) the solvent was withdrawn and
transferred to microtubes, diluted in methanol (1:1 v/v) to homogenize
and analyzed.

2.4. Optimization procedures

The effect of experimental variables on the extraction efficiency of
herbicides in water was investigated by changing each variable in turn
while keeping the others previously fixed. The concentration of herbi-
cides and the preconcentration volume were set as 200.0 pg L~ ! and
10.0 mL, respectively. Measurements were made in duplicate. Selection
of the optimal conditions was based on chromatographic areas values.
The influence of pH range (3.00-8.00), salting out effect (1.0-10.0%
NaCl, m/v), salt type (NaCl, NaNO3 and Na»S0.), 1-decanol/THF volume
and vortex stirring time (0.5-5.0 min) were investigated in the respec-
tive order.

2.5. Figures of merit procedure

The figures of merit were determined under optimized condition,
using preconcentration volume of 10.0 mL. The PF ( preconcentration
factor) values were calculated by ratio of slopes of analytical curve
with and without preconcentration step [31]. Linearity, limit of detec-
tion (LOD), limit of quantification (LOQ), inter/intraday precision, accu-
racy and confidence interval were also obtained upon applying the
developed method in accordance with international regulations [32,
33]. LOD and LOQ were determined by using chromatographic area
values of blank solutions. The LOD and LOQ were determined as 3SD/S
and 10SD/S, respectively, where SD is the standard deviation of ten
blank measurements, and S is the slope of the calibration curve with
preconcentration. Inter/intraday precision, accuracy and confidence in-
tervals were calculated with two standard solutions containing 5.0 and
400.0 pg L~ '. The relative standard deviations (RSD, %) were calculated
to determine the precision. Accuracy was determined by the calculation
of relative error percentage (RE, %) [32,33].

2.6. Sample collection and preservation

Surface water samples were taken from three different streams lo-
cated in Assis and Taruma cities from Sdo Paulo State and Arapongas
city from Parana State, Brazil. Groundwater samples were collected in
one well located in Assis city. All samples were collected in dark glass
containers and adjusted to pH 2.00 by the addition of concentrated sul-
furic acid. Then, they were filtered through 0.45 pm Nylon® filters (GVS
Filter Technology, Morecambe, UK) in order to remove suspended par-
ticles and stored in refrigerator under light protection until analysis.
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2.7. Computation programs

All chromatographic area values were processed utilizing the soft-
ware LabSolutions® LC solution version 1.25 (Shimadzu, Tokyo,
Japan). Graphical representation and statistical analysis were made by
the software Origin® Pro 8 SRO v8.0724(B724) (Origin Lab Corporation,
MA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Supramolecular solvent-based microextraction of herbicides

3.1.1. Solvent binding capability and herbicides properties

Understand interactions between solvent and analytes are impor-
tant to assemble an efficient extraction scheme. By being an n-alkanol,
1-decanol does not dissociate (pKa ~ 15) and retains its ordered struc-
ture throughout the pH range. Reverse micelles of 1-decanol may solu-
bilize solutes based on hydrophobic interactions in the hydrocarbons
tails, and hydrogen bonds in the alcohol polar groups [25-27]. These
solvent-analyte associations should permit the development of robust
and efficient microextraction methods. On the other hand, the analyzed
herbicides have their own particularities, which in turn may affect
microextraction, as exemplified in Table 1 and further discussed.

The ametryn herbicide has hydrophilic and hydrophobic functional-
ities which confers a double solubility behavior and assists the
microextraction. The nitrogens electron pairs in sp? configuration,
contained in the aromatic ring, readily form hydrogen bonds with
water molecules conferring hydrophilic character and considerable sol-
ubility, while the lateral alkylamino chains present hydrophobic charac-
ter corroborating with the highest Log K, value of all analyzed
herbicides. By being one weak base (pKa = 4.1) and depending on the
pH of the aqueous system, ametryn may exist on its neutral or proton-
ated form. The most basic nitrogen of the aromatic ring located between
the alkyamino chains is the most likely protonation site [1,34,35].
Hexazinone, an asymmetric triazine which belongs to the triazinone
group, is the most soluble of the analyzed herbicides and, consequently,
presents the lowest Log K, value [35]. Bearing in mind these character-
istics, hexazinone exhibits a pronounced hydrophilic character and in-
teracts more with water, hindering interactions with the
supramolecular solvent. Moreover, hexazinone is a weak base (pKa =

2.2) with protonation in the triazine ring and thus above pH 3.0 it main-
ly exists in its molecular form [1].

Despite being of the same group, the substituted urea herbicides di-
uron and tebuthiuron have different behaviors. Diuron is slightly solu-
ble in water and presents higher Log Ko, value, thus suggesting higher
hydrophobic character [34-36]. Such feature is responsible for main-
taining its high persistence in the environment [36] and allows interac-
tions with the supramolecular solvent. Taking into account the pKa
values (pKa; = 13.55, pKa, = — 1.09 and pKas = —2.08), it is possible
to infer that diuron exists only in its molecular form under a wide pH
range [38,39].

Tebuthiuron differs from most of other substituted urea herbicides
by having a thiadiazol group substituted in place of the phenyl group.
Also, tebuthiuron is more water soluble than substituted urea herbi-
cides and presents low Log K, value [34,35,40]. Therefore, due to its
high hydrophilic characteristic, the interaction of tebuthiuron with su-
pramolecular solvent may be less effective. Additionally, by being con-
sidered a weak base (pKa = 1.2), above pH 2.0 this compound exists
mainly in its molecular form [37].

3.1.2. Optimization

The sample pH plays an important role on the supramolecular sol-
vent microextraction because exerts influence on the supramolecular
solvent formation as well as on the dissociation of target analytes with
acid-base character [41,42]. As shown in Fig. 1a the decrease of pH in-
crease the extraction efficiency, except by ametryn in which at pH 3.0
the extraction was decreased, which may be explained most likely due
to its protonated form. Molecular ionic forms created by the weak
base protonation (or weak acid deprotonation) usually interacts weakly
with the micellar aggregate than its neutral form, resulting in a smaller
extracted amount [42]. Regarding the others herbicides and ametryn
until pH 4.00, the continuous increase of analytical signal under acid re-
gion may be justified by stabilization of micellar environment. Reverse
micelles should be thermodynamically stable between the repulsive
forces from the polar head groups and the attractive hydrophobic
force. Hence, acid medium favors the stabilization of the repulsive forces
from the polar head groups, favoring/increasing the reverse micellar
formation and, as consequence, the analytes extraction [43]. Therefore,
pH 4.00 was chosen for further experiments due to satisfactory extrac-
tion efficiency for all herbicides.

Table 1
Physical and chemical properties of analyzed herbicides.
Herbicides Chemical structure Log Kouw™© Solubility in water (mg L~?, 20~ pKa
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Fig. 1. Effect of a) pH and b) NaCl concentration (at pH 4.00) on the supramolecular
microextraction of herbicides. Experimental conditions: herbicides concentration,
200 pg L~ '; amount of 1-decanol, 150 pL; amount of THF, 600 pL; stirring time, 2 min
(n=2).

In most sample pretreatment techniques, the addition of salt often
increases the extraction performance due to the salting out effect [44,
45]. In general, the salting out effect decreases the solubility of herbi-
cides in aqueous medium, thus making them more available to interact
with the supramolecular solvent [46]. The effect of salting out on the
method was investigated over a sodium chloride concentration range
of 1.0-10.0% NaCl (w/v), and the experimental results are shown in
Fig. 1b. It was found that the use of 5.0% NaCl (w/v) provides a slight an-
alytical gain for the most herbicides. However, for ametryn, the salt ad-
dition provided decreases on analytical response due to the interaction
between the protonated molecule with the added anions in solution. A
slight decrease is evidenced to diuron and hexazinone when 1.0% NaCl
(w/v) was added. In general, a small amount of salt can promote the dis-
solving of analytes in aqueous solution and salting out occurs when the
salt amount surpasses a determined limit [47]. Regarding tebuthiuron, it
was observed a slight gradual increase on analytical signal with the salt
addition. For diuron, an interesting behavior was observed whose the
optimum NaCl content was found to be 5.0% (w/v). This behavior may
be attributed most likely due to its intermediate polarity, in which for
a lower salt content, there exist an initial decrease in the solvation,
thus providing a more amenable extraction. However, for higher salt

content (8 and 10%, w/v), the interaction between the salt ions and diu-
ron predominates, thus reducing the capacity of herbicide to interact
with the supramolecular solvent [48]. Bearing in mind these observed
results, 5.0% (w/v) as optimum concentration of NaCl was chosen for
further experiments.

The addition of electrolytes is important to induce salting out effect,
however ions-specific effects may also exert an important influence on
the efficiency of analytes extraction [49]. Thus, the study of different so-
dium salts (NaCl, NaNOs and Na,S04) at 5.0% (w/v) concentration on
herbicides extraction was investigated. The results for diuron showed
higher analytical signal using NaCl as compared to the others electro-
lytes (Fig. 2a). From the achieved results for ametryn, the addition of
any type of salt decreases the extraction due to the presence of proton-
ated ametryn. In regards to tebuthiuron and hexazinone, similar analyt-
ical signals were obtained with NaCl and Na,S0,. According to obtained
results and taking into account the application of method for
multiresidue analysis, NaCl at 0.5% (w/v) concentration was chosen for
further experiments.
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Fig. 2. Effect of a) salt type (with 150 pL of 1-decanol) and b) 1-decanol volume (with 5%
(w/v) NaCl) on the supramolecular microextraction of herbicides. Experimental
conditions: herbicides concentration, 200 pg L~"'; pH 4.00; amount of THF, 600 pL;
stirring time, 2 min (n = 2).
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The composition and volume of the supramolecular solvent play
an important role greatly affecting its extraction capability [50].The
supramolecular solvent used was based on 1-decanol reverse mi-
celles dispersed in a THF:water continuous phase. Therefore, the vol-
ume of 1-decanol was studied in the range of 50-300 pL. It is
noticeable in Fig. 2b the high improvement in analytical signal values
to diuron and ametryn when the smallest volume of 1-decanol was
used. Tebuthiuron, at the same condition, had a slightly increase
and hexazinone remained practically with the same value. It is well
known that the greater the volume of extraction solvent the greater
the efficiency of extraction. However, as a collateral effect, the use of
larger volume of extraction solvent makes the rich phase more dilut-
ed, and as consequence, decreasing the chromatographic area values.
Hence, 50 pL of 1-decanol was chosen as the optimum volume to
microextraction of the analyzed herbicides. The influence of THF vol-
ume was investigated in a wide range (50-600 pL). From the results
depicted in Fig. 3a, it was observed only slight changes on the
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Fig. 3. Effect of a) THF volume (2 min of stirring time) and b) vortex agitation (with 100 pL
of THF) on the supramolecular microextraction of herbicides. Experimental conditions:
herbicides concentration, 200 pg L~%; pH 4.00; salt concentration: 5% (w/v) NaCl;
amount of 1-decanol, 50 pL (n = 2).

analytical signal to hexazinone and ametryn; however to
tebuthiuron and diuron, 100 pL of THF has shown better analytical
gain. Therefore, 100 pL of THF was chosen as optimum condition, giv-
ing rise to a ratio of 0.5 of 1-decanol/THF.

Vortex-assisted microextractionaccelerates the spontaneously for-
mation of the supramolecular solvent in the solution. After optimized
the 1-decanol/THF ratio, the influence of time extraction by vortex
mixer was varied from 0.5-5.0 min. As evidenced in Fig. 3b, the results
suggest no significant variation on the analytical signal values, thus
being adopted the minimal stirring time (0.5 min) for the further
experiments.

3.2. Analytical features

Fig. 4a depicts the chromatograms profile of herbicides before and
after preconcentration method under optimized condition, which clear-
ly demonstrates the highly improved detectability of HPLC-DAD for
simultaneous determination diuron, hexazinone, ametryn and
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Fig. 4. HPLC-DAD chromatograms obtained from a) optimized conditions and initial
solutions at pH 4.00 with 200 pg L~* of herbicides and b) non-spiked and spiked
samples of Arapongas’ stream.
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Table 2
Parameters of linear regression equations and one-way ANOVA for each herbicide. (n = 3).
Herbicides Linear regression equation One-way ANOVA
Intercept (AU) Error Slope (ug~' L) Error DF Sum of squares Mean square Fvalue p-value R-adj.
Diuron 3038 44 6846 65 Model 1 11,013.31 11,013.31 1790.78 010 -10°° 0.99
Residual 8 49.17 6.15
Total 9 11,062.48
Hexazinone 55 62 350 5 Model 1 4687.96 4687.96 494.51 094 - 1077 0.99
Residual 7 66.37 948
Total 8 475433
Ametryn 532 154 2737 18 Model 1 23,544.38 23,544.38 1686.56 014 -107° 0.99
Residual 8 111.70 13.96
Total 9 23,656.08
Tebuthiuron 728 80 1542 11 Model 1 20,326.11 20,326.11 1511.23 021-107° 0.99
Residual 8 107.56 1345
Total 9 20,433.67

DF: degrees of freedom; p-value: significant F value; R-adj.: adjusted correlation coefficient.

tebuthiuron using the supramolecular solvent-based microextraction.
The extraction percentages (EP) of diuron, hexazinone, ametryn, and
tebuthiuron, under optimized condition were found to be 80, 9, 80
and 32%, respectively.

The obtained linear regressions to herbicides were statistically eval-
uated by one-way ANOVA, Table 2. At 95% confidence level to all herbi-
cides, the ratio values between the mean square of model and residual
(F values) were higher than the tabulated values, indicating good
model fit to the experimental data. In addition, the values of adjusted
correlation coefficients (R-adj.) were equal to 0.99. The small signifi-
cance F values (p-values) obtained were also satisfactory. These values
indicate the impossibility of the result occurring by chance, indicating
the strong relationship between intensity and concentration values.

The acquired linearity, PF, LOD and LOQ were determined, as shown
in Table 3.The linearity values demonstrated a wide working range for
all herbicides. PF values showed a substantial potential to
preconcentration even for very soluble herbicides, such as hexazinone.
The lower LOD and LOQ obtained also indicate a sensitivity gain by
preconcentration when compared to only HPLC-DAD. Inter/intraday
precision, accuracy and confidence intervals were calculated values
are depicted in Table 4. The results presented RSD and RE lower than
7.00%, showing very low variation between measurements and good
agreement with the nominal concentration, respectively. Confidence in-
tervals showed that the obtained values are presented within the confi-
dence limits in a 95% confidence level.

A comparison of the proposed method with other analytical
methods previously reported in literature for the determination of diu-
ron, hexazinone, ametryn and tebuthiuron by HPLC-DAD is shown in
Table 5. Most of the compared methods involve high values of sample
volume, solvent volume and extraction time while some of them exhibit
high values of LOQ and LOD. The proposed method shows low values of
sample volume, solvent volume and extraction time while shows good
values for linearity, LOQ and LOD which assists on quantification of
those herbicides in small concentrations.

Table 3
Preconcentration factors, limits of detection and quantification of the method for herbi-
cides analysis.

Parameters Herbicides

Diuron Hexazinone Ametryn Tebuthiuron
Linearity (ug L") 0.43-4000  485-4000  086-400.0  0.79-400.0
LOD (ug L™ 1) 0.13 145 026 024
LOQ (ug L") 0.43 485 0.86 0.79
PF 485 151 47.4 21.0

LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantification; PF: preconcentration factor.

3.3. Analysis of natural waters

In order to determine the proposed method feasibility in detection
and quantification of herbicides in natural water, non-spiked and spiked
samples from three streams (located in Assis, Arapongas and Taruma
cities) and one well (located in Assis city) were collected and listed in
Table 6. Tebuthiuron and ametryn were detected and quantified in
Assis’ well with concentrations of 0.81 + 0.02 ug L~ ! and 1.56 +
0.04 pg L~ respectively. In Arapongas' stream, diuron was detected
and quantified in 0.49 4 0.03 pg L~ ". The herbicides were not detected
at Assis and Taruma streams. The recoveries obtained from samples for-
tified with herbicides at two concentrations (8.0 and 16.0 pg L~ !) are
also listed in Table 6. Recovery values ranged from 95 to 111% were ob-
tained, thus indicating the absence of matrix effect and the feasibility of
method for simultaneous interference-free determination of herbicides
at low levels. Fig. 4b shows the chromatograms obtained from spiked
and non-spiked samples from Arapongas' stream.

4. Conclusion

The supramolecular solvent-based extraction method based on the
formation of reverse micelles of 1-decanol dispersed in THF/water
proved to be a good extractant of sugarcane common herbicides from
natural water using HPLC-DAD. Through the validation parameters,
the method proved to be efficient and reliable for determining the

Table 4
Precision, accuracy and confidence intervals of the method for herbicides analysis.
Parameters Herbicides
Diuron Hexazinone Ametryn  Tebuthiuron
Nominal concentration 50 4000 50 4000 50 4000 5.0 4000
(g L™h
Within day (n* = 10)
Analyzed concentration 49 3978 52 3859 49 4040 52 3928
(gl
Precision (RSD, %)” 54 45 46 52 55 33 45 26
Accuracy (RE, %)° 28 06 30 35 14 1.0 38 18
Confidence interval (fo, 95%) 02 128 02 142 02 97 02 74
Between day (n = 3)
Analyzed concentration 49 3872 53 3786 5.1 391.8 53 3767
(gL
Precision (RSD, %)° 62 24 57 49 68 28 68 36
Accuracy (RE, %)¢ 20 32 56 5.4 1.2 21 62 58
Confidence interval (t;, 95%) 08 229 08 465 09 272 09 338

* n: number of determinations.

b RSD (%): precision expressed as RSD percentage.
¢ RE (%): accuracy expressed as relative error percentage.
4" n: number of days.
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Table 5
Comparison of literature methods and the present method for diuron, hexazinone, ametryn and tebuthiuron determination utilizing HPLC-DAD.
Analytes Preconcentration technique Sample Solvent Overall time of Linear range LOQ LOD Sample Reference
volume (mL)  volume (mL)  extraction (min.) (ug LY (gl™) (gl Y type
Ametryn SBSE (polyurethane foams) 25.0 5.0 20.0 0.9-164 02 0.5 Water [51]
matrices
Diuron SPE (Cy5 commercial disks) 500.0 34.0 25.0-50.0 0.2-17.8 - 0.2 Water [52]
0.2-32.0 matrices
Diuron SPME (fyber coated with 5.0 - 65.0 10.0-100.0 30.0 10.0 Water [53]
Tebuthiuron polyacrylate) 50.0-500.0 160.0 50.0 matrices
Diuron SPE (SDVB cartridges) 500.0 11.0 100.0 0.2-10.0 042 0.07 Water [54]
matrices
Ametryn SPE (C;5 commercial cartridges) 50.0 21.0 - 30.0-250.0 70.0 200 Water [55]
Diuron 50.0-500.0 10.0 300 matrices
Diuron DLLME 5.0 ~2.15 4.08 0.2-200.0 - 0.07 Water [56]
Tebuthiuron 1.0-200.0 - 0.2 matrices
Hexazinone SPE (C;5 commercial cartridges) 100.0 26.5 15.0 300.0-5000.0 1500 500 Plant [57]
matrix
Diuron IL-DLLME 10.0 0.16 45.0 5.0-200.0 - 0.66 Water [45]
matrices
Diuron SPE (C;5 commercial cartridges), - - - 100.0-1000.0 65.0 200 Water [22]
Hexazinone LLE and SFE 100.0-1000.0 50.0 150 matrices
Ametryn 100.0-1000.0 100.0 300
Tebuthiuron 100.0-1000.0  35.0 10.0
Hexazinone LLE 250.0 150.0 - -300.0 0.07 0.02 Water [58]
Tebuthiuron 0.09 0.03 matrices
Diuron SUPRASs 10.0 0.15 105 1.0-400.0 043 0.13 Water This work
Hexazinone 5.0-400.0 145 4.85 matrices
Ametryn 1.0-400.0 0.86 0.26
Tebuthiuron 1.0-400.0 0.79 024

LOQ: limit of quantification; LOD: limit of detection; SBSE: stir bar sorptive extraction; SPE: solid-phase extraction; SPME: solid-phase microextraction; SDVB: styrene-divinylbenzene co-
polymer; DLIME: dispersive liquid-liquid microextraction; IL-DLLME: ionic liquid dispersive liquid-liquid microextraction; SFE: supercritical fluid extraction; LLE: liquid-liquid extraction;

SUPRASs: supramolecular solvent-based microextraction.

analyzed herbicides in groundwater and surface water samples. The
proposed method application is quite simple, rapid and environmental-
ly friendly by not require high amounts of organic solvent. It also en-
ables the direct analysis since the extraction solvent does not need to
be evaporated. The presence of some analyzed herbicides in natural wa-
ters shows clearly the importance of investigate herbicides concentra-
tions in regions of sugarcane cultivation predominance.

Acknowledgements

This work was financially supported by the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) [Project No.
481669/2013-2, 305552/2013-9, 472670/2012-3], PRO-FORENSES
(CAPES) [25/2014] Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), Fundacdo Araucdria do Parand [163/2014] and
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Bioanalitica (INCT) [Pro-
ject No. 573672/2008-3].

Table 6
Addition/recoveries test for environmental water samples. (n = 3).

References

[1] H.M.Lebaron, ] E. Mcfarland, O.C. Burnside, The Triazine Herbicides, first ed. Elsevier,
Amsterdam, 2008.

[2] A.Trebst, Inhibitors in electron flow: tools for the functional and structural localization

of carriers and energy conservation sites, Methods Enzymol. 69 (1980) 675-715.

A.H. Cobb, J.P.H. Reade, Herbicides that inhibit photosynthesis, in: AH. Cobb, J.P.H.

Reade (Eds.), Herbicides and Plant Physiology, Wiley-Blackwell, Shropshire 2010,

pp. 87-114.

[4] C.A. Spadotto, Screening method for assesing pesticide leaching potential,
Pesticidas: R.Ecotoxicol. e MeioAmbiente 12 (2002) 69-78.

[5] C.A. Spadotto, M.A.F. Gomes, Pesticide leaching potential assessment in multi-lay-

ered soils, Pesticidas: R.Ecotoxicol. e MeioAmbiente 12 (2002) 1-12.

PJ. Phillips, RW. Bode, Pesticides in surface water runoff in south-eastern New York

State, USA: seasonal and stormflow effects on concentrations, Pest Manag. Sci. 60

(2004) 531-543.

E.A. Santos, N.M. Correia, ].RM. Silva, E.D. Velini, A.BR]. Passos, ].C. Durigan, Herbi-

cide detection in groundwater in Cérrego Rico-SP watershed, Planta Daninha 33

(2015) 147-155.

AD.B.Dantas, CF.R. Paschoalato, M.S. Martinez, R.R. Ballejo, L. Di Bernardo, Removal

of diuron and hexazinone from guarany aquifer groundwater, Braz. J. Chem. Eng. 28

(2011) 415-424.

[3

6

(7

8

Sample location Concentration added (ug L™')

Concentration found + s (pgL™")

Recovery + s (%)

Diuron Hexazinone Ametryn Tebuthiuron Diuron

Hexazinone Ametryn

Tebuthiuron Diuron  Hexazinone Ametryn Tebuthiuron

Groundwater
Assis 0.0 0.0 0.0 0.0 ND ND 16 + 00 08 + 0.0
8.0 8.0 8.0 8.0 77401 84402 95 + 00 87+ 01 97+ 1 105 £ 2 99 £ 1 99 £ 1
16.0 16.0 16.0 16.0 161 +£01 154+03 167+ 01 158400 100+1 9642 95+1 9440
Surface water
Assis 0.0 0.0 0.0 0.0 ND ND ND ND
8.0 8.0 8.0 8.0 76 +£03 81403 89 + 01 84 + 02 95+3 1013 1M1 +£1 105+£2
16.0 16.0 16.0 16.0 159+ 04 160+02 1634+02 158+07 99+2 100+1 101 +1 99+4
Taruma 0.0 0.0 0.0 0.0 ND ND ND ND
8.0 8.0 8.0 8.0 79401 834+03 859+ 011 7.7 4+ 00 9 +1 104+ 4 107+1 96+0
16.0 16.0 16.0 16.0 162 £ 0.1 164+ 04 165+ 0.2 158 £ 0.2 101 £1 102£3 103 £1 99+2
Arapongas 0.0 0.0 0.0 0.0 05+ 00 ND ND ND
8.0 8.0 8.0 8.0 88+ 05 82402 79+03 85+ 01 104+5 103 +2 9 +3 107+1
16.0 16.0 16.0 16.0 167 +03 164+ 05 1584+ 06 161 +07 1014+2 10243 9+4 10145

ND: not detected (below of limit of detection).



111

G.L Scheel, CRT. Tarley / Microchemical Journal 133 (2017) 650-657 657

[9] WJ. Hunter, DL. Shaner, Removing hexazinone from groundwater with microbial,
Curr. Microbiol. 64 (2012 ) 405-411.

[10] P.M. Dellamatrice, RT.R. Monteiro, Principais aspectos da poluicao de rios brasileiros
por pesticidas, Rev. Bras. Eng. Agric. Ambient. 18 (2014) 1296-1301.

[11] D.J. Hamilton, A. Ambruns, R.M. Dieterle, A.S, Felsot, CA. Harris, P.T. Holland, A,
Katayama, N, Kurihara, . Linders, . Unsworth, S.-S. Wong, Regulatory limits for pes-
ticide residues in water (IUPAC technical report), Pure Appl. Chem. 75 (2003)
1123-1155.

[12] EU, Council Directive 98/83/EC of 3 November 1998 on the Quality of Water
Intended for Human Consumption O] L 330, 5.12.1998, European Commission,
2015.

[13] EPA, Drinking water standards and health advisories, US. Environment Protection
Agency Office of Water 4304, 2000 (EPA 822-B-00-001).

[14] EPA, Drinking water standards and health advisories, US. Environment Protection
Agency Office of Water2012 (EPA 822-5-12-001).

[15] Ministry of Health, Drinking-water standards for New Zealand 2005Revised 2008
http://www.health.govt.nz/water/ 2008 (accessed 02.08.16).

[16] National Health and Medical Research Council, Australian drinking water guidelines
6: version 3.2 updated February 2016, https://www.nhmrc.gov.au/guidelines-publi-
cations/eh52 2016 (accessed 02.08.16).

[17] Canadian Council of Ministers of the Environment, Canadian Environmental Quality
Guidelines. Water Quality Guidelines for the Protection of Agriculture, http://st-ts.
ccme.ca/en/index.html 2016 (accessed 02.08.16).

[18] Canadian Council of Ministers of the Environment, Canadian environmental quality
guidelines. Water Quality Guidelines for the Protection of Aquatic Life, http://st-ts.
ccme.ca/en/index.html 2016 (accessed 02.08.16).

[19] Health Canada, Guidelines for Canadian Drinking Water Quality—Summary
TablePrepared by Federal-provincial-territorial Committee on Drinking Water of
the Federal-provincial-territorial Committee on Health and the Environment
www.healthcanada.gc.ca/waterquality 2014 (accessed 02.08.16).

[20] K. Pyrzynska, Solid-Phase Extraction for enrichment and separation of herbicides,
in: S. Soloneski, M.L. Larramendy (Eds.), Herbicides, Theory and Applications,
InTech, Rijeka 2011, pp. 325-344.

[21] P. Parrilla, J.L. Martinez Vidal, M. Martinez Galera, A.G. Frenieh, Simple and rapid
screening procedure for pesticides in water using SPE and HPLC/DAD detection,
Fresenius J. Anal. Chem, 350 (1994) 633-637.

[22] SH.G. Brondi, FM. Langas, Development and validation of a multi-residue analytical
methodology to determine the presence of selected pesticides in water through lig-
uid chromatography, . Braz. Chem. Soc. 16 (2005) 650-653.

[23] C. Federico, M. Pappalardo, G. Leotta, Z. Minniti, V. Librando, S. Saccone, Phenylurea
herbicides: chemical properties and genotoxic effects, in: D. Kobayashi, E. Watanabe
(Eds.), Handbook on Herbicides: Biologica Activity, Nova Publishers, New York, Clas-
sification and Health and Environmental [mplications 2014, pp. 111-132.

[24] SS. Caldas, FF. Gongalves, E.G. Primel, 0.D. Prestes, M.L. Martins, R. Zanella,
Principais técnicas de preparo de amostra para a determinacao de residuos de
agrotoxicos em dgua por cromatografica liquida com deteccao por arranjo de diodos
€ por espectrometria de massas, Quim. Nova 34 (2011) 1604-1617.

[25] A. Ballesteros-Gomez, M.D. Sicilia, S. Rubio, Supramolecular solvents in the extrac-
tion of organic compounds. A review, Anal. Chim. Acta 677 (2010) 108-130.

[26] A.Ballesteros-Gomez, S. Rubio, Environment-responsive alkanol-based supramolec-
ular solvents: characterization and potential as restricted access property and
mixed-mode extractants, Anal. Chem. 84 (2012) 342-349.

[27] EM. Costi, M.D. Sicilia, S. Rubio, Multiresidue analysis of sulfonamides in meat by su-
pramolecular solvent microextraction liquid chromatography and fluorescence de-
tection and method validation according to the 2002/657/EC decision, ].
Chromatogr. A 1217 (2010) 6250-6257.

[28] H. Qin, X. Qiu, J. Zhao, M. Liu, Y. Yang, Supramolecular solvent-based vortex-mixed
microextraction: determination of glucocorticoids in water samples, J. Chromatogr.
A 1311 (2013) 11-20.

[29] F.Aydin, E.Yilmaz, M. Soylak, Supramolecular solvent-based dispersive liquid-liquid
microextraction of copper from water and hair samples, RSC Adv. (2015)
40422-40428.

[30] Z.Li,]. Chen, M. Liu, Y. Yang, Supramolecular solvent-based microextraction of cop-
per and lead in water samples prior to reacting with synthesized Schiff base by
flame atomic absorption spectrometry determination, Anal. Methods 6 (2014)
2294-2298.

[31] JM.0. Souza, C.R.T. Tarley, Sorbent separation and enrichment method for cobalt
ions determination by graphite furnace atomic absorption spectrometry in water
and urine samples using multiwall carbon nanotubes, Int. J. Environ. Anal. Chem.
89 (2009) 489-502.

[32] LA Currie, Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection
and quantification capabilities (IUPAC recommendations 1995), Anal. Chim. Acta
391 (1999) 105-126.

[33] ICH, ICH Harmonised Tripartite Guideline - Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology Q2 (R1), International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, 2005.

[34] KN. Reddy, M.A. Locke, Molecular properties as descriptors of octanol-water parti-
tion Coefficiens of herbicides, Water Air Soil Pollut. 86 (1996) 389-405.

[35] AG. Hornsby, R.D. Wauchope, AE. Herner, Pesticide Properties in the Environment,
first ed. Springer-Verlag, New York, 1996.

[36] F. Prata, A. Lavorenti, Comportamento de herbicidas no solo: influéncia da matéria
orgdnica, RevistaBiociéncias 6 (2000) 17-22.

[37] RJ.DaFonseca, M.G. Segatelli, K.B. Borges, C.R.T. Tarley, Synthesis and evaluation of
different adsorbents based on poly (methacrylic acid-trimethylolpropane
trimethacrylate) and poly (vinylimidazole-trimethylolpropane trimethacrylate) for
the adsorption of tebuthiuron from aqueous medium, React. Funct, Polym. 03
(2015) 1-9.

[38] A. Wong, F.M. De Oliveira, CR.T. Tarley, M.D.P.T. Sotomayor, Study on the cross-
linked molecularly imprinted poly(methacrylic acid) and poly(acrylic acid) towards
selective adsorption of diuron, React. Funct. Polym. 100 (2016) 6-36.

[39] Environment and Climate Change Canada, Screening assessment for the challenge
urea, N'-(3,4-dichlorophenyl )-N,N-dimethyl-(Diuron), https: //www.ec.gc.ca/ese-
ees/default.asp?lang=En&n=6BC4E5D3-1 2011 (accessed 17.01.17).

[40] S.S.Chang, | F. Stritzke, Sorption, movement, and dissipation of Tebuthiuron in soil,
Weed Sci. 25 (1977) 184-187.

[41] A.Shokrollahi, H.B. Pili, Supramolecular based-ligandless ultrasonic assisted-disper-
sion solidification liquid-liquid microextraction of uranyl ion prior to spectrophoto-
metric determination with dibenzoylmethane, RSC Adv. 6 (2016) 2394-2401.

[42] M.A. Bezerra, S.L.C. Ferreira, Extragdo em ponto nuvem: principios e aplicacdes em
quimica analitica, first ed. Edigdes UESB, Vitéria da Conquista, 2006.

[43] YS. Lee, Self-Assembly and Nanotechnology - A Force Balance Approach, first ed.
John Wiley & Sons Inc., New Jersey, 2008,

[44] N.V. Godoy, B.F. Somera, WJ. Barreto, S.R.C. Barreto, C.R.T. Tarley, Evaluation of
DMIT [4,5-dimercapto-1,3-dithyol-2-thionate| as chelating agent in a cloud point
extraction procedure for Pb** determination in water samples, Acta Sci.-Technol.
35(2013) 379-385.

[45] S.Wang, L. Ren, C. Liu, J. Ge, F. Liu, Determination of five polar herbicides in water
samples by ionic dispersive liquid-phase microextraction, Anal. Bioanal. Chem.
397 (2010) 3089-3095.

[46] KB. Hurle, V.H. Freed, Effect of electrolytes on the solubility of some 1,3 5-triazines
and substituted ureas and their adsorption on soil, Weed Res. 12 (1972) 1-10.

[47] Q. Zhou, H. Bai, G. Xie, J. Xiao, Temperature-controlled ionic liquid dispersive liquid
phase micro-extraction, J. Chromatogr. A 1177 (2008) 43-49.

[48] R.Carabias-Martinez, C. Garcia-Hermida, E. Rodriguez-Gonzalo, F.E. Soriano-Bravo, J.
Hernandez-Méndez, Determination of herbicides, including thermally labile
phenylureas by solid-phase microextraction and gas chromatography-mass spec-
trometry, |. Chromatogr. A 1002 (2003) 1-12.

[49] LMS. Noronha, AA. Neves, ME.LR. Queiroz, AF. Oliveira, Evaluation of the effects of
Hofmeister series on salting out in the determination of organophosphorous pesti-
cides and pyrethroids by LDS/DLLME, J. Braz. Chem. Soc. 26 (2015) 1897-1901.

[50] M. Soylak, E. YImaz, Development a novel supramolecular solvent microextraction
procedure for copper in environmental samples and its determination by
microsampling flame atomic absorption spectrometry, Talanta 126 (2014) 191-195.

[51] F.CM. Portugal, M.L. Pinto, ] M.F. Nogueira, Optimization of polyurethane foams for
enhanced stir bar sorptive extraction of triazinic herbicides in water matrices,
Talanta 77 (2008) 765-773.

[52] ATK. Tran, RV. Hyne, P. Doble, Determination of commonly used polar herbicides
in agricultural drainage water in Australia by HPLC, Chemosphere 67 (2007)
944-953,

[53] SHG. Brondi, J.C. Rodrigues da Silva, FM. Langas, Development and validation of a
methodology for the determination of pesticides in water by SPME-LC/DAD, |. Lig.
Chromatogr. RelatedTechnol, 28 (2005) 2909-2919.

[54] L. Carbo, V. Souza, EF.G.C. Dores, M.L. Ribeiro, Determination of pesticides
multiresidues on shallow groundwater in a cotton-growing region of Mato Grosso,
Brazil. ]. Braz. Chem. Soc. 00 (2008) 1111-1117.

[55] LTD. Cappelini, D. Cordeiro, S.H.G. Brondi, K.R. Prieto, E.M. Vieira, Development of
methodology for determination of pesticides residue in water by SPE/HPLC/DAD,
Environ. Technol. 33 (2012) 2299-2304.

[56] M. Saraji, N. Tansazan, Application of dispersive liquid-liquid microextraction for the
determination of phenylurea herbicides in water samples by HPLC-diode array de-
tection, J. Sep. Sci. 32 (2009) 4186-4192.

[57] T. Tuzimski, Determination of analytes in medical herbs extracts by SPE coupled
with two-dimensional planar chromatography in combination with diode array
scanning densitometry and HPLC-diode array detector, . Sep. Sci. 34 (2010) 27-36.

[58] VL. Ferracini, S.CN. Queiroz, M.AF. Gomes, G.L. Santos, Método para a determinacio
de hexazinone e tebuthiuron em dgua, Quim Nova 28 (2005) 380-382.



112

ANEXO B — EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS

Figura B1 - Cromatogramas do efeito do pH na microextragdo supramolecular de
herbicidas. Condigdes experimentais: concentracdo de herbicidas, 200 ug L7;
quantidade de 1-decanol, 150 uL; quantidade de THF, 600 uL; tempo de agitagéo, 2

min.
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Figura B2 — Cromatogramas do efeito da concentracdo de NaCl na microextracao
supramolecular de herbicidas. Condi¢cdes experimentais: concentragcdo de
herbicidas, 200 ug L*; pH 4,00; quantidade de 1-decanol, 150 uL; quantidade de

THF, 600 pL; tempo de agitagédo, 2 min.
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Figura B3 - Cromatogramas do efeito do tipo de sal na microextracao
supramolecular de herbicidas. Condicdes experimentais: concentracdo de
herbicidas, 200 pug L*; pH 4,00; concentracdo de sal, 5% (m/v); quantidade de 1-
decanol, 150 pL; quantidade de THF, 600 pL; Tempo de agitagdo, 2 min.
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Figura B4 - Cromatogramas do efeito de volume 1-decanol na microextragao
Condicbes experimentais: concentracdo de

supramolecular de herbicidas.
herbicidas, 200 ug L; pH 4,00; concentracdo de sal: NaCl a 5% (m/ v); quantidade

de THF, 600 L.
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Figura B5 - Cromatogramas do efeito de volume THF na microextragdo
supramolecular de herbicidas. Condicdes experimentais: concentracdo de
herbicidas, 200 ug L; pH 4,00; concentracdo de sal: NaCl a 5% (m/ v); quantidade
de 1-decanol, 50 pL.
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Condicdes experimentais:

Figura B6 - Cromatogramas do efeito da agitacdo por vértice na microextracdo
de herbicidas. concentracdo de
herbicidas, 200 ug L-1; pH 4,00; concentracdo de sal: NaCl a 5% (m/v); quantidade

supramolecular
de 1-decanol, 50 yL; quantidade de THF, 100 L.



