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NOTA 

 

Os Programas de Pós-Graduação stricto sensu em funcionamento na Universidade 

Federal de Catalão (UFCAT), em virtude de procedimentos técnicos relacionados à CAPES, 

continuam provisoriamente vinculados à Universidade Federal de Goiás (UFG), por isso, todos 

os elementos pré-textuais do trabalho apresentado estão identificados como Universidade 

Federal de Goiás/Universidade Federal de Catalão em implantação, em função da migração da 

BDTD ter ocorrido a partir de 16 de agosto de 2021, assim como pelo fato das pesquisas e 

produtos serem realizados na UFCAT.  
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RESUMO 

 

O suco de uva integral, no Brasil e no mundo, vem ganhando destaque ao longo dos anos por 

representar uma excelente opção ao vinho, por sua proveniência e em termos de substâncias com 

potencial antioxidante, ainda podendo ser consumido de forma mais ampla pela população. O 

aumento do consumo exige maior capacidade produtiva e, portanto, da melhoria de técnicas de 

manejo e extensa utilização de intensivos agrícolas, como os agrotóxicos. Uma vez que a 

ingestão destas substâncias em alimentos prevê diversos tipos de intoxicação, agudas ou 

crônicas, as técnicas com potencial de determinação e detecção delas surgem como medida de 

controle de qualidade. Nesse sentido, a metodologia proposta neste trabalho tem como objetivo 

detectar e determinar o fungicida Tiabendazol (TBZ) em suco de uva integral branco, 

combinando a Extração por Ponto Nuvem (EPN) com Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) acoplada à detecção eletroquímica pelo uso de um eletrodo de Diamante Dopado com 

Boro (DDB). Em vista disso, utilizou-se as técnicas de Voltametria Cíclica e de Pulso 

Diferencial para caracterização eletroquímica do TBZ e seu comportamento na superfície do 

eletrodo de trabalho. A partir destas técnicas foi possível selecionar a melhor condição de pH 

para fase móvel (7,0), respeitando-se os limites de uso da coluna cromatográfica. As melhores 

condições para extração e pré concentração do TBZ apontaram para uma EPN realizada em pH 

6,0, pela adição de 1mL do surfactante Tergitol TMN 6 a 10% (m/m), sem aquecimento (a 27°C) 

e agitação ultrassônica (20 kHz) por 60 min. O procedimento exibiu um fator de pré-

concentração (FC) igual a 13. A separação por CLAE foi realizada em colula C8, em fase móvel 

com Tampão fosfato (pH 7,0):ACN na proporção 69:31 (V/V), fluxo de 1,2 mL/min e detecção 

eletroquímica com DDB aplicando 1,40 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). O processo foi devidamente 

validado, apresentando limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) de 14,5 µg/L e 36,2 

µg/L, respectivamente. Estes valores são aproximadamente 240 vezes menores do que o que foi 

encontrado na literatura para determinação de TBZ em suco de uva integral. A recuperação do 

método foi avaliada entre 98,7% e 116,1% com coeficiente de variação entre 4,8% e 7,4%. A 

aplicação do método proposto permitiu detectar e determinar TBZ em uma das amostras de suco 

de uva integral branco comercial analisadas.  

 

Palavras-chave: Detecção eletroquímica, Eletrodo de Diamante Dopado com Boro, Extração 

por Ponto Nuvem, Agrotóxicos, Suco de uva integral.  
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ABSTRACT 

 

Whole grape juice, in Brazil and in the world, has been gaining prominence over the years as it 

represents an excellent option for wine, due to its provenance and in terms of substances with 

antioxidant potential, even though it can be consumed more widely by the population. The 

increase in consumption requires greater production capacity and, therefore, the improvement of 

management techniques and extensive use of intensive agricultural products, such as pesticides. 

Since the ingestion of these substances in food predicts different types of intoxication, acute or 

chronic, techniques with the potential to determine and detect them appear as a quality control 

measure. In this sense, the methodology proposed in this work aims to detect and determine the 

Thiabendazole (TBZ) fungicide in whole white grape juice, combining Cloud Point Extraction 

(CPE) with High Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled with electrochemical 

detection using a Boron-Doped Diamond electrode (DDB). In view of this, Cyclic Voltammetry 

and Differential Pulse techniques were used for the electrochemical characterization of TBZ and 

its behavior on the surface of the working electrode. From these techniques it was possible to 

select the best pH condition for the mobile phase (7.0), respecting the limits of use of the 

chromatographic column. The best conditions for extraction and pre-concentration of TBZ 

pointed to a CPE performed at pH 6.0, by adding 1mL of the surfactant Tergitol TMN 6 at 10% 

(m/m), without heating (at 27°C) and ultrasonic agitation (20 kHz) for 60 min. The procedure 

showed a pre-concentration factor (FC) of 13. The HPLC separation was performed in C8 

column, in mobile phase with Phosphate Buffer (pH 7.0):ACN in the ratio 69:31 (V/V), flow of 

1.2 mL/min and electrochemical detection with DDB by applying 1.40 V x Ag/AgCl (3.0 

mol/L). The process was duly validated, presenting limits of detection (LOD) and quantification 

(LOQ) of 14.5 µg/L and 36.2 µg/L, respectively. These values are approximately 240 times 

lower than what was found in the literature for the determination of TBZ in whole grape juice. 

Method recovery was evaluated between 98.7% and 116.1% with a coefficient of variation 

between 4.8% and 7.4%. The application of the proposed method allowed the detection and 

determination of TBZ in one of the analyzed samples of commercial white whole grape juice. 

 

Keywords: Electrochemical detection, Boron-Doped Diamond Electrode, Cloud Point 

Extraction, Pesticides, Whole Grape Juice.  
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na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 

5 mV e  v = 50 mV/s. 
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Figura A14: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 6,0, realizado 

na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 

5 mV e  v = 50 mV/s. 

Figura A15: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 7,0, realizado 

na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 

5 mV e  v = 50 mV/s. 

Figura A16: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 8,0, realizado 

na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 

5 mV e  v = 50 mV/s. 

Figura A17: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 9,0, realizado 

na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 

5 mV e  v = 50 mV/s. 

Figura A18: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 10,0, 

realizado na faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de 

potencial = 5 mV e  v = 50 mV/s. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais 

 

A uva é o fruto da Videira (Vitis sp.), uma planta da família Vitaceae, de origem asiática, 

que é uma trepadeira lenhosa, com gavinhas de fixação, apresentando mais de oito mil 

variedades (OIV, 2016). É comercializada in natura, utilizada na produção de sucos, doces, 

vinhos e passas.  

As principais variedades de uva encontradas no Brasil para mesa, até o ano de 2004 

(LEÃO, 2004), são: com sementes – Itália, Red Globe, Benitaka, Brasil, Patrícia; sem sementes –

Superior Seedless, Crimson Seedless, Thompson Seedless, Catalunha; além de outras variedades 

como Vênus, Marroo Seedless e Perlette. Na última década, a Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (EMBRAPA) desenvolveu um programa para criação de novas variedades, tais 

como: a BRS Vitória, BRS Isis, BRS Nubia, BRS Melodia, BRS Tainá e BRS Magna (LEÃO, 

2021).  

Do ponto de vista da produção, a área destinada para o cultivo da cultura da uva, em 

contexto mundial, tem enfrentado quedas e desde 2017 atingiu uma provável estabilidade (Figura 

1). Apesar dessas constantes quedas e da relativa estagnação, a área destinada ao cultivo da uva 

ainda está acima de 7,3 milhões de hectares, com países como Espanha, França, China e Itália 

ocupando, respectivamente, os lugares de maiores produtores (OIV, 2021).  

 
Figura 1: Evolução da área superficial de uva mundial (Fonte: OIV (2021)). 

 

Segundo a análise de conjuntura realizada pela Organização Internacional de Vinho 

(OIV, 2021), as oscilações constantes de consumo de vinho (que em contexto mundial ainda é o 

destino principal da uva) e as mudanças climáticas provocadas pelo El Niño nos últimos anos 
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(com maior quantidade de chuvas) são os principais fatores relacionados à diminuição da área 

cultivada. Os últimos dados apresentados, no site da mesma organização, em relação à produção 

de uva apontam que, em 2016, foi atingido 75,5 milhões de toneladas de uva fresca destinadas 

para todos os usos, com 27,6 milhões de toneladas para mesa, atingindo 97,77% de consumo. 

 De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020), na análise 

mensal de dezembro 2019 a janeiro 2020, os principais produtores de uva destinada para vinho 

seguiram as tendências externas de redução de área cultivada. Os Estados Unidos, Argentina e 

Chile (6°, 7° e 8° lugar como produtor mundial de vinho, respectivamente) diminuíram sua área 

em 1,2%, 1,3% e 0,6%, nesta ordem. O Brasil por sua vez, em 2018, foi para o 20° lugar no 

ranking mundial, com redução de 2,7%. 

A expansão territorial da produção de uva no Brasil é recente. Até o final de 1950, a 

viticultura comercial brasileira estava restrita somente ao Sul e Sudeste, sendo representada pelos 

estados de São Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Posteriormente, a cultura da uva 

expandiu suas fronteiras rumo ao Nordeste e Centro-Oeste do país, atingindo atualmente regiões 

da Bahia, Ceará e Goiás. Para conseguir tamanha expansão ao longo dos anos, o setor apresentou 

elevado grau de aprimoramento de técnicas de plantio, seleção de clones e novas cultivares 

adaptadas para as diferentes regiões (contando com mais de 120 cultivares de Vitis vinifera e 

mais de 40 cultivares de uvas americanas, incluindo castas de Vitis labrusca, Vitis bourquina e 

de híbridas interespecíficas), além de definição de diferentes tecnologias de manejo 

(CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011).  

A produção de uva no Brasil, com o passar do tempo e com os investimentos no setor, 

vem demonstrado consolidação, apesar da constante oscilação que acompanha as variações de 

mercado e produção do exterior. Em 2016, a produção interna de uva apresentou o menor valor 

da década, atingindo um valor 54% menor do que no ano anterior (CONAB, 2019), decorrente 

de fatores climáticos e infestações de pragas. No ano de 2017, apresentou a melhor produção da 

década até então, atingindo 752 mil toneladas (recorde nacional) referentes ao estado do Rio 

Grande do Sul, maior produtor nacional da cultura. 

Em agosto de 2021, o Sistema IBGE de Recuperação Automática (SIDRA) apontou que a 

produção de uva atingiu seu patamar de 1,68 milhões de toneladas (crescimento de 19,1% em 

relação ao ano anterior), 74,9 mil hectares de área plantada (+0,21%) e 74,2 mil hectares de área 

colhida ou a ser colhida (+1,37%). O rendimento, nesse mesmo período, aponta um valor de 22,7 
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mil quilogramas por hectare para todo o país (17,6% maior do que o relativo ao mesmo período 

do ano anterior). Para atingir tamanha produção e conseguir cultivar a vitivinicultura em tantas 

regiões, com clima e solo diferentes, faz-se necessária a melhoria da técnica de cultivo e manejo, 

além da utilização de defensivos agrícolas e controle de pragas e doenças.  

A cultura da uva tem em si muitas peculiaridades que fazem com que a sua produção se 

restrinja a condições mais específicas, como a necessidade de radiação solar intensa para 

aumento da produção de teores de açúcares. A temperatura do ar deve estar entre 25°C e 30°C e, 

quando relacionado à baixa precipitação pluvial, obtém-se maior concentração de açúcares e 

menor concentração de ácido málico nos frutos. A umidade do ar também tem sua importância, 

tanto nos aspectos fisiológicos quanto no favorecimento do surgimento de doenças fúngicas 

(durante todo o ciclo), necessitando de maior atenção em regiões áridas, onde a umidade do ar é 

menor. A velocidade do vento atua tanto negativamente, quando está alta, na formação dos frutos 

causando danos mecânicos, como positivamente fazendo com que ocorra uma reposição de ar 

seco para manutenção da evapotranspiração da cultura. Esta é considerada resistente à seca, pela 

sua característica de possuir um sistema de raízes que são capazes de atingir grandes 

profundidades, facilitando seu cultivo em regiões áridas e semiáridas com menor precipitação 

pluviométrica, onde há maior controle da irrigação, para que se evite o surgimento de doenças 

fúngicas e pragas (LEÃO, 2004).  

 A cultura apresenta outras características em relação aos nutrientes necessários para seu 

cultivo, tais como os descritos no Informe Técnico da EMBRAPA (LEÃO, 2004), sendo eles o 

nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, boro, cobre e zinco. A deficiência desses 

nutrientes retarda ou inibe o desenvolvimento vegetativo e radicular, podendo ser expressos na 

má formação dos frutos e diminuição dos cachos, no surgimento de manchas e escurecimento de 

folhas. O solo deve ter seu pH corrigido por meio da técnica de calagem, neutralizando os efeitos 

tóxicos do alumínio e manganês, e elevando os teores de cálcio e magnésio. A adubação da 

Videira é realizada no plantio, no crescimento e na produção, abastecendo e reabastecendo a 

cultura com os nutrientes necessários para cada fase.  

 Durante seu cultivo, a região e o clima se tornam propensos para o surgimento de 

doenças e pragas que podem ser combatidas por defensivos agrícolas. As técnicas de aplicação 

desses compostos na uva também envolvem a pulverização aérea e, quando utilizadas de forma 
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desmedida, deixam contaminantes no solo, nos lagos e nos rios, nos frutos in natura e em toda 

sua cadeia de produtos. 

 

1.2 Agrotóxicos 

 

Segundo a Lei Federal nº 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto nº 

4.074, de 2002, os agrotóxicos são definidos como: “Compostos de substâncias químicas 

destinadas ao controle, destruição ou prevenção, direta ou indiretamente, de agentes patogênicos 

para plantas e animais úteis e às pessoas” (BRASIL, 1989). O Brasil como país de grande 

extensão territorial está cada vez mais consolidado no mercado agropecuário, tornando-se um 

dos maiores produtores do ramo e o segundo maior exportador. Por consequência, existe uma 

intensiva utilização de agrotóxicos, fertilizantes e sementes transgênicas.   

Conforme o documento apresentado pelo Instituto de Pesquisa Econômica Aplicada – 

IPEA (MORAES, 2019), os últimos dados do setor, até o momento, mostram que no ano de 2015 

o país atingiu um total de 9,2% de utilização de pesticidas referentes à quantidade mundial. Em 

outros termos, o Brasil tem média de consumo por área de 4,3 kg por hectare e 1,8 kg per capita 

(MORAES, 2019). Até 2018, somente a região Sul do país era responsável pelo consumo de 

30% desses agrotóxicos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).  

Os principais dados apontados até o momento são referentes até o ano de 2015, pois, 

como indicado por Pignati et al. (2017) e Lopes e Albuquerque (2018), existe no Brasil uma 

insuficiência de dados relativa às novas aquisições de agrotóxicos por parte dos institutos 

governamentais e da bancada ruralista. No ano de 2016, por exemplo, não houve realização do 

Censo Agropecuário. 

Os agrotóxicos são formulados visando combater agentes específicos. Por isso, são 

categorizados em inseticidas (combate insetos), acaricidas (combatem ácaros), nematicidas 

(combatem nematóides), fungicidas (combatem fungos) e herbicidas (combatem plantas 

daninhas). 

De acordo com os gráficos apresentados pelo Sistema de Agrotóxico e Fitossanitário do 

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) – Agrofit (2021), desde 2017 

houve um aumento no registro de agrotóxicos no Brasil, registros esses que se mantinham 

praticamente constantes há décadas, atingindo o pico de 319 em 2020. A maioria desses produtos 

possui classificação ambiental II (44,7%, “Produto muito perigoso ao meio ambiente”) e III 
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(34,3%, “Produtos perigosos ao meio ambiente”), sendo das classes herbicida, inseticida e 

fungicida. 

O potencial de gerar impactos ambientais e à saúde humana está relacionado a inúmeros 

fatores, dentre esses a técnica e o período de aplicação, a distância de ambientes aquáticos, zonas 

urbanas e comunidades, além de fatores atrelados à estrutura do composto químico utilizado, 

como a sua capacidade de foto e biodegradação. Os impactos ambientais e à saúde humana são 

variados, tendo a capacidade de atuar no genoma de peixes, degradar a microbiota aquática, 

alterar os estômatos de plantas, além de levar à intoxicação humana, danificar os mecanismos de 

defesa, causar transtornos mentais em trabalhadores, entre outros (LOPES; ALBUQUERQUE, 

2018). 

Em razão dos potenciais impactos à saúde humana decorrentes da exposição de resíduos 

de agrotóxicos nos alimentos, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), na 

Resolução de Diretoria Colegiada (RDC nº 295, de 29 de julho de 2019, p. 1;2) estabelece 

critérios em relação à exposição dietética aguda e crônica: 

Exposição dietética aguda: “estimativa da exposição máxima de um indivíduo a resíduos de 

agrotóxicos em alimentos consumidos em um período de 24 horas, expressa em miligrama de 

resíduo por quilograma de peso corpóreo (mg/kg p.c.)”. 

Exposição dietética crônica: “estimativa da ingestão diária per capita de resíduo de agrotóxico 

em alimentos, ao longo da vida, expressa em miligrama de resíduo por quilograma de peso 

corpóreo (mg/kg p.c.)”. 

Essas substâncias químicas apresentam níveis variados de risco à saúde humana, em curto 

ou longo prazo, necessitando de avaliações em relação à Ingestão Diária Aceitável (IDA) e à 

Dose de Referência Aguda (DRfA), que estão relacionadas à: 

quantidade estimada de substância presente nos alimentos que pode ser ingerida 

diariamente ao longo da vida, sem oferecer risco apreciável à saúde do 

consumidor, expressa em miligrama de substância por quilograma de peso 

corpóreo (mg/kg p.c.); da durante um período de até 24 horas, sem oferecer 

risco apreciável à saúde do consumidor, expressa em miligrama de substância 

por quilograma de peso corpóreo (mg/kg p.c.), respectivamente (ANVISA, 

RDC nº 295, 29 jul. 2019, p. 1). 
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Os agrotóxicos, portanto, devem ser registrados na ANVISA, no Ministério da 

Agricultura e Pecuária (MAPA) e no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais (IBAMA), com as classificações toxicológicas, incluindo o tempo no qual o trabalhador 

pode voltar à área aplicada, para evitar qualquer risco à saúde. 

  

1.2.1 Agrotóxicos na cultura da uva e o Tiabendazol 

 

Em 2015, de acordo com o SIDRA, a cultura da uva apresentou consumo de 936312,00 L 

de agrotóxicos, o que em termos de taxa de consumo por área plantada chega a 12 L por hectare 

(PIGNATI et al., 2017). Com isso, aproximadamente 179 novos agrotóxicos foram registrados 

para a cultura da uva até agosto de 2021 (somando 964, nos últimos 5 anos). Destes, a maioria 

deles foi registrada na classe de inseticidas, herbicidas e fungicidas, destacando-se os 

organofosforados da classe dos inseticidas, e piretróides, carbamatos da classe dos fungicidas 

(MAPA, 2021). 

Os inseticidas são substâncias utilizadas para matar insetos, ovos e larvas de insetos. 

Dentre os inseticidas halogenados, temos os organofosforados, que são extremamente tóxicos 

aos seres humanos, mas são eficazes no combate a pragas e apresentam pouca persistência no 

meio ambiente; e os organoclorados, que, por sua estrutura química, tem elevada estabilidade 

química e, consequentemente, alta permanência na natureza. Estes foram banidos pela Comissão 

de Paris e União Europeia em 1992 (FLORES et al., 2004), e o dicofol (C14H9Cl5O) é liberado 

por ser solúvel em água e possuir baixa toxicidade relativa aos agrotóxicos (ALVES, 2014).  

Os fungicidas, por sua vez, são compostos químicos utilizados para o controle de doenças 

causadas por fungos, sendo usados para proteger a cultura antes do fungo se instalar (protetores) 

ou para erradicar o fungo, quando esse estiver presente na planta, inibindo a proliferação 

(erradicantes) (ALVES, 2014).  

Segundo o último relatório realizado pelo Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos em Alimentos (PARA, 2019), em 319 amostras de uva, 49 apresentaram 

agrotóxicos em concentrações residual acima do Limite Máximo de Resíduos (LMR) e 48 

apresentaram agrotóxicos não autorizados para a cultura. De acordo com a ANVISA (RDC nº 

295, 29 jul. 2019, p. 2), o LMR é definido como: 

quantidade máxima de resíduo de agrotóxico oficialmente aceita no alimento, 

em decorrência da aplicação adequada do agrotóxico numa fase específica, 
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desde sua produção até o seu consumo, expresso em miligrama de resíduo por 

quilograma de alimento (mg/kg).  

  

Dentre os agrotóxicos não autorizados (LMR = 0) para a cultura da uva, está o 

Tiabendazol (TBZ), encontrado tanto em amostras de uva (PARA, 2019), quanto em amostras de 

suco de uva integral (ALVES, 2014). 

O TBZ (Figura 2) é um composto químico do grupo dos benzimidazóis e foi 

desenvolvido pela empresa Merck & Co. Inc, em 1962, para tratamento de helmintos (vermes 

multicelulares com sistemas digestivo, excretor, nervoso e reprodutor) em humanos e animais 

(OLIVEIRA; TOLEDO, 1999 apud CAIXETA-NETA, 2019). A partir de 1968, começou 

também a ser utilizado na agricultura, na pós-colheita, no combate a doenças causadas pelos 

fungos Aspergillus, Botrytis, Cladosporium e Fusarium. Sua via de ação inclui o 

comprometimento do citoesqueleto através de uma interação seletiva com a proteína b-tubulina, 

inibindo sua biossíntese (EFSA, 2016). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Estrutura molecular do Tiabendazol (TBZ) e suas características físico-químicas (Fonte: 

ANVISA (2020); Ferreira (2018)). 

Nome Comercial TECTO® SC 

Ingrediente ativo Tiabendazol 

Fórmula Molecular C10H7N3S 

Registro no MAPA 8396 

Composição 485 g/L (48,5% m/v) 

Tipo de Formulação Suspensão 

Concentrada 

Classe Fungicida sistêmico 

Grupo Químico Benzimidazol 

Estado físico, cor Líquido, branco 

pH 4 a 8 (solução 1%) 

Densidade  1,17 g/cm3 a 20°C 

Viscosidade 55,4 a 323 mPa.s a 

40°C 

Solubilidade (a 20°C) pH 4: 160 mg/L 

pH 7:   30 mg/L 

pH 10: 30 mg/L 
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De classificação toxicológica classe IV (“pouco tóxico"), com IDA = 0,1 mg/kg p.c. e 

classificação ambiental II (muito perigoso ao meio ambiente), é utilizado em ampla variedade de 

culturas, com aplicação foliar, em sementes, bulbo, e na pós-colheita (PARA, 2019; ANVISA, 

2021). Segundo Ferreira (2018), o TBZ é um composto orgânico cuja solubilidade depende do 

pH do meio, devido a sua característica polar e ionizável (uma vez ionizada, a molécula que 

tinha caracteristica apolar, torna-se polar ao adquirir cargas e, portanto, cria uma interação 

eletrostática com a água, aumentando sua solubilidade). Com isso, diferentes faixas de pH 

facilitarão o aparecimento majoritário de uma de suas formas catiônica, aniônica e zwitteriônica 

(estrutura química com carga positiva e negativa). 

As similaridades relacionadas à estrutura química dos benzimidazóis com ação fungicida 

levaram a um histórico de avaliações sobre seu risco ambiental, animal e à saúde humana, 

realizados por comissões nacionais e internacionais. A Comissão Europeia é um desses órgãos 

que apresentam revisões e pareceres constantes, sob a diretriz do European Food Safety 

Authority (EFSA) e The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA), 

referentes aos LMR permitidos em alimentos e IDA.  

Em 2016, a Comissão Europeia determinou ao EFSA uma nova revisão, referente à 

Regulamentação (EU) n° 1141/2010, em relação aos LMR permitidos para o fungicida TBZ em 

alimentos, provocando a diminuição dos limites ao levarem em conta novos estudos de risco de 

intoxicação aguda e crônica (EFSA, 2016). A partir dessa avaliação, perceberam que alguns 

dados ainda eram inconclusivos e comunicaram a necessidade de mais estudos para a diminuição 

de risco ao consumidor. 

Apesar de o TBZ ser ainda considerado de baixa toxicidade aguda, estudos recentes 

revelaram casos de intoxicação crônica, uma vez que é um composto estável, podendo acumular 

no organismo e causar sérios danos à saúde. De acordo com os estudos realizados pelo grupo de 

Tada, Fujitani e Yoneyama (1992), Tada et al. (2001a, 2001b) e Fujitani, Tada e Yoneyama 

(1999), a principal via de ação do TBZ está localizada no trato urinário, principalmente nos rins e 

na bexiga. Os autores Tada, Fujitani e Yoneyama (1992) e Fujitani, Tada e Yoneyama (1999) 

sugerem que o fungicida leva à necrose celular dos túbulos proximais, por ser capturado por 

células presentes no tecido do córtex renal (através do sistema de transporte de cátions 



34 

 

orgânicos), levando à inibição da respiração mitocondrial e, por consequência, à diminuição de 

ATP (Adenosina Trifosfato).  

 Os estudos referentes à avaliação toxicológica do TBZ no trato urinário apresentaram 

resultados muito similares. Fujii, Mikuriya e Sasaki (1991) estudaram a administração de TBZ, 

em ratos, de até 0,4% do nível dietético em 104 semanas. Em todas as dosagens, os tecidos 

renais sofreram hiperplasia (aumento do número de células do tecido) e baixa ocorrência de 

mutações no sistema urinário. Os ratos, na maior dosagem, apresentaram diminuição do peso 

corporal, incidência significativa de adenoma das glândulas prepuciais dos machos. Com até 

0,5%, em 78 semanas, os resultados foram similares, destacando-se o aumento da massa da 

bexiga, atrofia renal e ovariana, e formação de cálculo nos rins e na bexiga (TADA et al., 

2001a). Até a concentração de 0,8%, a taxa de mortalidade dos camundongos e ratos manteve-se 

baixa, atingindo 90% na submissão de 1,6% de dosagem por 44 semanas (TADA et al., 2001b). 

Em todos os ratos e camundongos tratados, foram encontradas alterações macroscópicas nos 

tecidos da bexiga e dos rins.  

Séïde et al. (2016), por sua vez, observaram que no intervalo de 1h a 24h (intoxicação 

aguda) o TBZ (200-500 µmol/L) intensificou a morte celular dos hepatócitos (células presentes 

nos rins, que também são responsáveis pelo metabolismo de nutrientes e pela síntese de proteínas 

e moléculas) e a redução da capacidade mitocondrial.  

Nos humanos, o TBZ pode apresentar menor toxicidade, com efeitos adversos, tais como: 

náusea, vômito, diarréia, sonolência, vertigem, cefaléia (dor de cabeça), anorexia e xerostomia 

(ressecamento da boca). Na bula do Mintezol, Merk & Co. Inc. (1983) são encontradas contra-

indicações de seu uso, porque casos indicaram causas, em menor frequência, de febre, exantema 

e eritema multiforme (incluindo síndrome de Stevens-Johnson). Em raras vezes são encontrados 

casos de zumbido, distúrbios visuais, leucopenia, angioedema, cristalúria e colestase intra-

hepática.  

É possível que as principais causas de tais efeitos adversos estejam relacionadas à extensa 

metabolização do TBZ no organismo humano, formando compostos como di-hidroxi-

tiabendazol, 4-hidroxi-tiabendazol e 4-acetil-benzimidazol (metabólitos diretos), além de outros 

metabólitos subsequentes (THELINGWANI et al., 2009). Ekman et al. (2014) estudaram a 

metabolização do TBZ em amostras de urina humana, a partir de seu metabólito e biomarcador, 

5-hidroxi-tiabendazol, uma vez que consideraram seus efeitos adversos em mamíferos (ratos e 
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coelhos), no fígado, nos rins, além dos possíveis efeitos teratogênicos e de toxicidade no sistema 

reprodutivo.  

O TBZ também foi avaliado como tóxico para organismos aquáticos (como peixes e 

crustáceos, principalmente Daphnias). Conforme Schmidt e Wonka (2013) e Ferreira (2018), ao 

ser ingerido na forma de suspensão, o TBZ apresenta pico de concentração no plasma sanguíneo 

no intervalo de 1h a 2h após ingestão, com meia-vida de aproximadamente 70 min. 

Uma vez apresentando seu comportamento tóxico em diversos organismos de mamíferos 

como ratos, camundongos e coelhos, cria-se uma alerta ao perigo à saúde humana, 

principalmente quando este agrotóxico é encontrado em amostras de alimentos nos quais não é 

permitido, tais como uva e suco de uva. 

 

1.2.2 Suco de uva 

 

A produção e a comercialização do suco de uva tiveram início por volta do ano de 1869, 

nos Estados Unidos da América (EUA), sendo Thomas Welch e seu filho os criadores de uma 

técnica, que 

Consiste em aquecer a uva (desgranada, esmagada ou não), de modo que haja 

amolecimento ou dissolução parcial das partes sólidas das bagas (polpas e 

cascas), liberando o suco nelas contido. O aquecimento da uva íntegra ou 

esmagada a temperaturas compreendidas entre 70°C e 90°C para extração de 

cor, separação do mosto e engarrafamento a quente (GUERRA et al., 2016, p. 

10). 

  

A produção do suco integral no Brasil iniciou-se em 1920, nas regiões Sul e Sudeste, 

sendo difundida posteriormente, a partir de 1960, com o avanço da fronteira viticultora. 

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Vinhos (Ibravin), retirados do relatório de 

análise mensal da CONAB (2017) e ilustrados na Figura 3, o aumento da produção de sucos de 

uva, a partir do montante destinado ao setor de derivados, representa por consequência, 

praticamente, uma equivalência entre estes e o destinado ao vinho. 
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Figura 3: Análise de percentual de uvas usadas para vinhos e sucos (Fonte: CONAB (2017)). 

 

Levando-se em consideração somente os anos de 2010 e 2015, a comercialização do suco 

de uva integral apresentou aumento relativo de 239,38% e o concentrado de 18,39% (IBRAVIN, 

2015). Atualmente, o projeto desenvolvido pelo Ibravin conta com 16 empresas no setor, 

apoiando e incentivando a produção de suco de uva integral no Brasil. 

No ano de 2019, o país exportou cerca de 3,7 milhões de vinhos e espumantes (queda de 

7,5% em relação ao ano anterior). A CONAB (2020) avalia que um dos motivos para essa 

redução da exportação brasileira de vinhos está na queda da produção de uva industrial na safra 

2018/19. Outro fator apontado é o aumento da demanda do suco de uva, fazendo com que muitas 

vinícolas ampliassem sua produção de suco de uva, tendência essa que está sendo apresentada 

desde 2004 (Figura 3). Nessa mesma análise, a partir dos dados do Ibravin, em 2019, o volume 

de outros derivados da uva, como o suco, superou o volume de vinhos no Rio Grande do Sul 

(maior produtor de vinho brasileiro) pela primeira vez na série histórica. 

O suco de uva se diferencia em três tipos, segundo o MAPA:  

i. Concentrado - é o suco parcialmente desidratado, obtido por meio de processo 

tecnológico adequado, apresentando concentração mínima equivalente a 65º Brix em sólidos 

naturais da fruta (quanto mais alto o °Brix, maior será a doçura e a qualidade do fruto/suco);  

ii. Desidratado - é o produto sob a forma sólida, obtido pela desidratação do suco da uva, 

remoção de 97% de água;  

iii. Reprocessado ou reconstituído - é o produto obtido pela diluição do concentrado e/ou 

desidratado até a sua concentração natural. Tem designação “integral” ou “simples”, para suco 
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de uva sem adição de açúcares e na sua concentração natural, e “suco adoçado” na dimensão 

mínima de ¼ e máxima de 1/10 em massa de açúcar (GUERRA et al., 2016). 

Além disso, são comercializados como sucos de uva tinto, rosado e branco, produzidos 

por diferentes cultivares de uva e espécies. Para a produção de suco de uva tinto são utilizadas as 

variedades Concord, Isabel e Bordô (V. labrusca); para o suco branco são utilizadas a Niágara 

(V. labrusca), Itália, Moscato e Chardonnay (V. vinifera); para o rosado, por sua vez, usa-se a 

combinação das variedades Bordô e Niágara (ALVES, 2014). Em 2011, a EMBRAPA lançou 

novas variedades de uva para produção de suco, tais como: BRS Rúbea, Concord Clone 30, 

Isabel Precoce, BRS Cora, BRS Violeta e BRS Carmem (RITSCHEL et al., 2011). 

Estudos têm apontado que a uva apresenta uma grande variedade de ácidos fenólicos, 

antocianinas, flavonoides e taninos (CHEYNIER, 2005; MALACRIDA; MOTTA, 2005; 

MAKRIS; KALLITHRAKAB; KEFALAS, 2006; GOLLÜCKE; SOUZA; TAVARES, 2008). 

Os polifenóis e antocianinas, por sua vez, são conhecidos como importantes antioxidantes que 

ajudam na prevenção de doenças cardiovasculares, combate ao câncer, retardamento de doenças 

degenerativas neurológicas como Alzheimer e redução da pressão arterial (DANI et al., 2009; 

DANI et al., 2008).  

Uma vez que o suco de uva integral é desenvolvido a partir da trituração das partes da 

fruta, é possível encontrar os mesmos componentes da uva no suco. Aguiar Jr. et al. (2011) 

observaram que o suco de uva tem a capacidade de diminuir o dano oxidativo ao DNA 

provocado pelo peróxido de hidrogênio em células sanguíneas (eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas). O mesmo foi observado por De Moura et al. (2014) ao administrar suco de uva 

concentrado para prevenção da intoxicação com cloreto de cádmio. Segundo trabalho 

desenvolvido por Lamas et al. (2017), a administração de suco de uva em ratos foi capaz de 

reduzir a acumulação e intoxicação por cádmio, protegendo a estrutura e a contagem dos 

espermatozóides. 

 Os sucos integrais apresentam em sua composição, de forma geral, de 81% a 86% de 

água, baixos teores de lipídeos, proteínas e fibra alimentar, açúcares (predominantemente glicose 

e frutose), ácidos orgânicos (tais como o tartárico, málico, cítrico e succínico) e alguns minerais, 

como potássio, cálcio, magnésio, ferro, cobre, zinco, manganês, sódio e lítio (RIZZON; 

MENEGUZZO, 2007; RIZZON; MIELE, 2012; RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998; 

RIZZON; LINK, 2006).  
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Troian, Vicenzi e Alves (2016) realizaram um estudo comparativo de polifenóis e 

resveratrol em suco de uva integral, reconstituído e néctar. Os autores descreveram que os 

valores encontrados não atingiram o que foi observado na literatura, utilizando o mesmo método, 

mas serviu como base para confirmar que os valores de polifenóis e resveratrol em suco de uva 

integral são bem maiores, atingindo uma média de 85,75 mg/L e 1,15 mg/L, respectivamente.  

Os açúcares são os principais sólidos solúveis no suco e os ácidos orgânicos são aqueles 

que conferem pH característico entre 2,90 e 3,43. A cor e o sabor da bebida estão relacionados 

aos seus compostos antioxidantes (antocianinas, fenólicos, taninos e flavonoides) e o aroma do 

suco está relacionado a compostos como acetato de etila, acetato de 2-feniletila, 3-hidroxibutirato 

de etila (aroma frutal), (Z)-óxido de linalol (aroma floral), 1-hexanol (aroma herbal) (ALVES, 

2014).  

Assim, considerando-se o aumento anual da produção e da preferência do suco de uva e 

levando-se em conta a constante alteração dos LMR de agrotóxicos, como o TBZ com 

comprovada incidência residual (ALVES, 2014; ANVISA, 2020), faz-se necessário o 

desenvolvimento e a validação de metodologias cada vez mais sensíveis, seletivas e rápidas para 

detecção e quantificação de agrotóxicos em suco de uva. 

 

1.3 Extração por Ponto Nuvem (EPN) 

 

Para que se possa analisar, pré-concentrar e detectar substâncias em amostras reais (tais 

como as alimentícias) é necessário incluir procedimentos de extração e concentração dos analitos 

de estudo. Por meio desses métodos, o analito é separado em grande parte da amostra de origem, 

evitando ou diminuindo os interferentes. Para os agrotóxicos, a história não é diferente, ainda 

mais quando se espera que sejam encontrados em níveis de traço (µg/L ou µg/kg, ppb). 

As técnicas de separação mais utilizadas são a Extração Líquido-Líquido (ELL) e a 

Extração por Fase Sólida (EFS). Estas apresentam muitas vantagens em relação à capacidade de 

extração. Entretanto, segundo Yamini, Feizi e Moradi (2020), as técnicas de ELL e EFS possuem 

a desvantagem de não serem facilmente integradas com os equipamentos analíticos, pois 

necessitam de uma grande quantidade de solventes orgânicos tóxicos, além de encontrarem 

limitações em termos de seletividade, uma vez que coextraem compostos da amostra que podem 

interferir na determinação dos analitos. Por consequência, outras técnicas para extração mais 

limpas e “verdes” surgem como alternativa para este fim. 
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A EPN é uma dessas técnicas desenvolvidas com o objetivo de minimizar o custo de 

preparo da amostra, concomitante com a diminuição do uso de solventes e o aumento da 

seletividade. A técnica foi desenvolvida por Hiroto Watanabe e Hiroaki Tanaka em 1978, ao 

testar a capacidade do surfactante 1-(-2-pyrudylazo)-2-naphthol em extrair zinco (II) da água.  

 Os surfactantes são compostos que, por sua característica físico-química (estrutura que 

apresenta partes hidrofílica e hidrofóbica), têm a habilidade de dissolver compostos orgânicos, 

que eram insolúveis ou pouco solúveis em água (WATANABE; TANAKA, 1978), envolvendo 

esses compostos em micelas. Existem quatro tipos de surfactantes, de acordo com Yamini, Feizi 

e Moradi (2020):  

I. Não iônicos: são aqueles cuja cabeça hidrofílica é neutra, a qual não pode ser ionizada 

em solução aquosa (tais como monolaurato de glicerol, Triton X-100, Tergitol e Tween 

80); 

II. Aniônicos: são aqueles cuja cabeça hidrofílica apresenta característica aniônica e cauda 

de baixa polaridade (tais como éter sulfatos aril e alkyl, dodecil sulfato de sódio, lauril 

sódio e estearato de sódio); 

III. Catiônicos: são aqueles cuja cabeça hidrofílica apresenta característica catiônica e cauda 

de baixa polaridade (tais como sais quaternários de amônio, sais de amina graxo, cloreto 

de dimetil-benzil amônio e brometo de cetiltrimetilamônio); 

IV. Zwitteriônicos: são aqueles que apresentam cabeças com característica catiônica e 

aniônica (tais como sulfobetaína, aminoácidos e fosfolipídeos). 

 A formação das micelas acontece por um fenômeno de agregação entre os surfactantes, 

no seio da fase aquosa. Neste fenômeno, os surfactantes agrupam os componentes que têm 

característica hidrofóbica em um centro, tendo interação intermolecular com sua cauda 

hidrofóbica. Quando isso ocorre, com o passar do tempo e da agregação entre surfactantes, sua 

cabeça hidrofílica fica organizada para fora desse centro, direcionada para a região aquosa. 

Ocorre, então, uma saturação superficial resultante da diminuição da tensão superficial, 

propiciando a formação das micelas. A concentração de surfactante necessária para essa 

formação é chamada de Concentração Micelar Crítica (CMC), a qual está diretamente ligada 

com a saturação superficial (YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020).  
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Entende-se que, para que o analito seja incorporado pelo surfactante e, portanto, fique 

dentro do centro da micela (a qual tem caudas hidrofóbicas), ele também deve ter a característica 

hidrofóbica. Não a tendo, torna-se necessário encontrar formas de proporcionar essa interação 

(MORTADA, 2020). 

 Com a formação das micelas, nota-se uma disposição em duas fases: uma rica em 

colóides (componentes com dimensão no intervalo entre 1 nm a 1 µm), na qual estão presentes o 

extrato e a fase aquosa. A fase extratora, rica em colóides, é produzida pelo processo de 

coacervação, que tem por característica dividir o sistema em dois líquidos imiscíveis. A fase 

extratora vai ser mantida também pela combinação das interações intermoleculares, podendo ser 

suprimidas por fatores que atrapalham a interação, ou fortalecidas, levando à precipitação 

(YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020).  

Para a formação das micelas, além da concentração do surfactante (colocado em 

excesso), o ambiente micelar deve ser alterado. Alterações no meio que facilitem as interações 

eletrostáticas entre os colóides e fortaleçam as forças opostas entre os colóides e a vizinhança 

provocam melhor separação de fases e, consequentemente, aumentam a eficiência da extração 

(ROCHA, 2013; YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020; MORTADA, 2020). Os fatores que alteram 

o ambiente são: 

I. Aumento da temperatura e frequência de agitação, que favorecem as interações entre os 

colóides, formados pela agregação dos surfactantes; 

II. Alteração do pH do meio, fazendo com que as espécies ionizáveis adquiram uma 

estrutura capaz de ser incorporada na micela. O pH tem a capacidade de estabilizar essas 

estruturas; 

III. Adição de desidratantes, como álcoois e sais (efeito salting-out). A adição dos sais faz 

com que os compostos não eletrólitos (que não transportam carga) se tornem menos 

solúveis, por aumentar as interações hidrofóbicas entre as micelas, com consequente 

remoção de água;  

IV. Etapa adicional de centrifugação facilita a separação de fases. 

 A separação de fases pode acontecer de duas formas, com densidade inferior à matriz, 

ficando na parte de cima (A), ou apresentando densidade superior à matriz, ficando na parte de 

baixo (B), como mostrado na Figura 4. 
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Figura 4: Formação das micelas e separação de fases, por meio de extração com surfactante (Fonte: 

Yamini, Feizi e Moradi (2020)). 

  

O ponsuato nuvem é atingido a uma temperatura suficiente para o qual os compostos 

dissolvidos não estão mais completamente solúveis, sendo precipitados pela fase coloidal 

(YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020). Quando não se atinge este ponto, não é formada a fase rica 

em colóide.  

Segundo Mortada (2020), o efeito salting-out, a depender do surfactante e da matriz, tem 

a capacidade de diminuir a temperatura para a formação da nuvem (ponto nuvem), podendo 

induzi-la em temperatura ambiente, identificado pela turbidez da solução. Isso acontece pela 

capacidade dos ions dos sais em interagirem com as moléculas de água da solução, dimunuindo a 

força de interação dela com as do analito e entre elas, favorecendo a interação surfacante-analito 

e surfactante-surfactante. Quando terminada a técnica, o analito, além de separado, estará 

extraído na fase extratora da EPN, adicionando mais um fator positivo à técnica, a pré-

concentração. 

Um dos benefícios da técnica de EPN é a capacidade do método em realizar pré-

concentração, por meio da coacervação, colocando em pouco volume grande concentração do 

analito de interesse. Essa capacidade é ampliada com a otimização do método. Como discutido 

por Rocha (2013), De Amorim (2015) e Caixeta-Neta (2019), o fator de pré-concentração (FC) – 

ou fator de enriquecimento – pode ser melhor estudado realizando duas curvas analíticas, com e 

sem extração. A partir delas, é possível obter duas equações de reta e, então, seus coeficientes 
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angulares. O FC (Equação 1) é o resultado do quociente entre o coeficiente angular da curva com 

extração (a1) e coeficiente angular da curva sem extração (a2).   

FC =a1/a2           Equação 1 

 

No presente trabalho, foi utilizado o surfactante não-iônico Tergitol TMN 6 (CAS: 

60828-78-6), cujas características estão expostas na Tabela 1. Sendo um surfactante não iônico, 

apresenta cauda hidrofóbica, com cabeça hidrofílica não ionizável. Já foi utilizado para extração 

e pré-concentração de agrotóxicos (CAIXETA-NETA, 2019), hormônios (DE AMORIM, 2015), 

antioxidantes (CHEN et al., 2012) e metais (SONG et al., 2012; ZOU et al., 2014).  

 
Tabela 1: Características do Tergitol TMN-6. 

 

 

Estrutura Química* 

 

 

Peso molecular 538 g/mol 

Densidade 1,01 g/mL (20°C) 

HLB (Balanço hidrofilico-lipofilico) 13,1 

Temperatura de ponto nuvem 36°C 

CMC 800 ppm 

*TMN-3 (n~3), TMN-5(n~5), TMN-6 (n~8) e TMN-10(n~11). 

Fonte: Adaptado de Sigma-Aldrich e De Amorim (2015). 

 

 A EPN é uma técnica relativamente recente, mas nas últimas décadas vem sendo 

empregada em muitos trabalhos nos mais variados contextos. As revisões apresentadas por Kori 

(2019), Mortada (2020) e Yamini, Feizi e Moradi (2020) mostram o potencial dela e sua 

comprovada utilização para diferentes analitos, matrizes e sua combinação com outras técnicas 

de separação e detecção. Destaca-se aqui, pelo propósito deste trabalho, alguns trabalhos 

envolvendo a EPN em matrizes alimentares, com foco na extração de agrotóxicos. 
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 Zhang, Duan e Wang (2011) desenvolveram uma metodologia para determinação de 

sulfonamidas em amostras de leite, utilizando a EPN e a Cromatografia de Alta Eficiência, com 

detecção UV-VIS. Foi escolhido, dentre os surfactantes estudados (PEG4000, Tween 20, Triton 

X-100, Triton X-114), o Triton X-100. A partir das condições ótimas (50°C, 30 min de banho 

ultrassônico, concentração de 60 g/L, 65 µL de hidróxido de amônio para alteração do pH, 0,4 

mL de álcool n-butil como desidratante, 0,240g de sulfato anidro de sódio como eletrólito), 

obteve-se um limite de detecção (LD) para os analitos no intervalo entre 2,23µg/L a 9,79 µg/L. 

Os resultados mostraram excelente linearidade (>0,9999) e valores de recuperação foram obtidos 

no intervalo de 67% a 105,7%. 

Santaladchaiyakit e Srijaranai (2012) estudaram a associação da agitação ultrassônica 

com a EPN para determinar um antihelmíntico da classe benzimidazol (incluindo TBZ) em 

amostras de água e leite. A técnica também foi associada com a Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). Os autores investigaram os parâmetros que afetam o ambiente micelar para 

otimização da técnica. Com isso, obtiveram a melhor condição com 0,75% de Triton X-114 

(m/v), acetato de sódio 7% (m/V), 2 min de agitação ultrassônica e 10 min de centrifugação. 

Obtiveram uma linearidade na faixa de 0,1µg/L a 100 µg/L, com coeficiente de correlação 0,996, 

LD na faixa de 0,005-0,1 µg/L, recuperação de 81,6%-11,4% (em água) e 75,3%-11,4% (leite).  

Liu et al. (2014) investigaram a capacidade da EPN em extrair quatro herbicidas da 

classe triazina em leite, com associação por CLAE-UV. Utilizaram o surfactante Triton X-100. A 

condição de extração foi de pH 5, 60°C, 30 min de banho ultrassônico. O sobrenadante foi 

removido e diluído em metanol, centrifugado e filtrado em membrana antes da análise em 

CLAE. Com as condições ótimas, foi obtida uma média de recuperação na faixa de 70,5-96,9%, 

com LD entre 6,79 µg/L e 11,19 µg/L, limite de quantificação (LQ) entre 50µg/L e 2000 µg/L, e 

coeficiente de correlação 0,9999.  

Mohd et al. (2018) também desenvolveram uma estratégia de extrair pesticidas de 

amostras de leite para detecção por espectrofotometria (UV-VIS). Para isso, utilizaram a EPN 

com surfactante não anímico 3-(3-hydroxypropyl-heptatrimethylxyloxane). Avaliaram a 

alteração dos parâmetros de extração (pH, temperatura, sal, concentração e volume do 

surfactante, tempo de incubação). A condição ótima foi obtida com LD de 1,06 µg/L (atrazina) e 

1,22 µg/L (propazina), LQ de 3,54 µg/L (atrazina) e 4,07 µg/L (propazina) e recuperação no 

intervalo de 81%-108%. 
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Seebunrueng, Santaladchaiyakit e Srijaranai (2012) testaram a eficiência da EPN 

utilizando a mistura de surfactante catiônico (de tamanhos de cadeia diferentes) e surfactante 

aniônico, e separação e determinação por CLAE-UV. O método foi desenvolvido para extração 

de agrotóxicos organofosforados em amostras de abacaxi, maçã e pomelo. Os autores obtiveram 

condições ótimas com (i)SDS-DTAB: mistura de surfactantes na proporção 15 mmol/L de 

dodecil sulfato de sódio (aniônico) com 1,0 mmol/L de brometo de dodeciltrimetilamônio 

(catiônico), na presença de NaCl 15% (m/V), e (ii) SDS-CTAB: mistura de10 mmol/L de dodecil 

sulfato de sódio (aniônico) com 1,0 mmol/L de cetiltrimetil brometo de amônio (catiônico), na 

presença de NaCl 10% (m/V). A combinação SDS-DTAB apresentou melhor capacidade 

extratora (66%-85%) e de recuperação (77%-106%), atingindo baixos valores de LD 

(0,003mg/kg - 0,01 mg/kg). 

Liu et al. (2012) investigaram a capacidade extratora do Tergitol 15-S-7 por EPN de 

inseticidas da classe carbamato e compostos ftalatos (aditivos) em vegetais. A técnica foi 

associada à determinação por CLAE-UV. A partir das condições ótimas (surfactante na 

concentração de 1% V/V, Na2SO4 0,5 mol/L, temperatura de 40°C por 10 min, em pH 5,0), os 

autores obtiveram boa linearidade (R2 = 0,9984), LD para os inseticidas de 0,003µg/L (carbaril) 

e 0,015µg/L (pirimicarbe) e, para os ftalatos, 0,012 µg/L (ftalato de dimetila) e 0,006 µg/L 

(ftalato de dietila).  

Khammas e Ahmad (2016) estudaram dois métodos de EPN com Triton X-114 para 

extração do fungicida carbendazim em matrizes ambientais (água e solo) e alimentares (tomate, 

pepino e laranja), sem uma técnica de separação. Nos dois métodos, houve a formação de 

complexos coloridos, para posterior detecção em UV-VIS. No primeiro deles, o fungicida foi 

oxidado por uma reação com ferro (II) em meio ácido, formando um complexo azul (detectado 

em 685 nm). No segundo, o mesmo fungicida foi oxidado com ferro (II) e 2,2-bipiridina 

formando complexo alaranjado (detectado em 521 nm). A extração avaliada em ambos com 

Triton X-114 resultou em diferentes condições ótimas. Para o primeiro método, 4 × 10-5 mol/L de 

FeCl3 (responsável pela cor), 4 × 10-5 mol/L de K3Fe(CN)6 (agente oxidante), 0,1 mol/L de 

H3PO4 (solubilização do complexo na fase rica em surfactante), 0,8% de surfactante, banho de 

55°C por 15 min e pH 4,0. Para o segundo método, 8 × 10-5 mol/L de FeCl3 (responsável pela 

formação do complexo), 8 × 10-5 mol/L de 2,2-bipiridina, 0,6% de surfactante, banho de 60°C 

por 30 min e pH 3,0. Para ambos os métodos, a recuperação superou 95%. Para o primeiro e o 
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segundo método, respectivamente, os LD foram de 0,46 ng/mL e 0,49 ng/mL, LQ de 1,53 ng/mL 

e 1,65 ng/mL e coeficiente de correlação de 0,9995 e 0,9997.  

Caixeta-Neta et al. (2020) desenvolveram um método de EPN para extração e pré-

concentração do fungicida TBZ em amostras de tomate e determinação por CLAE com detecção 

eletroquímica (eletrodo de Diamante Dopado com Boro – DDB). Na extração, utilizaram o 

surfactante Tergitol TMN 6 e agitação ultrassônica, otimizando o método por planejamento 

fatorial, com os fatores: tempo de banho sob agitação (15 min), temperatura de ponto nuvem 

(36°C), concentração de surfactante (19% V/V) e quantidade de sal (0,83 g). O pH neste estudo 

foi obtido em uma etapa separada. Sob condições otimizadas, foram obtidos LD de 5,4 µg/L, LQ 

de 11 µg/L, recuperação entre 80,7% e 115,1% e coeficiente de variação na média de três dias, 

menor do que 15%. 

 Para fins comparativos, a Tabela 2 apresenta os resultados obtidos pelos diferentes 

trabalhos que utilizam a EPN em matrizes alimentares, com foco na extração de agrotóxicos: 

 
Tabela 2: Resumo das metodologias de EPN para diferentes amostras e analitos.  

Amostra Analito Surfactante 
Metodo 

analítico 
LD LQ Autor 

Leite 

Classe das 

Sulfonamidas 

(antimicrobiano) 

Triton X-100 CLAE-UV 2,23 a 9,79 μg/L - 
Zhang, Duan e 

Wang (2011) 

Leite e 

água 

Classe dos 

Benzimidazois 

(anti-helmínticos) 

Triton X-114 CLAE-DAD 0,005 a 0,1 μg/L - 

Santaladchaiy-

akit e Srijaranai 

(2012) 

Leite 

Classe das 

Triazinas 

(herbicidas) 

Triton X-100 CLAE-UV 50 a 2000 μg/L - Liu et al. (2014) 

Leite 

Atrazine e 

Propazine 

(herbicidas) 

3-(3-

hydroxypropyl-

heptatrimethylx

yloxane) 

UV-VIS 

1,06 μg/L 

(atrazine) e 1,22 

μg/L 

(propazine) 

3,54 μg/L 

(atrazine) e 

4,07 μg/L 

(propazine) 

Mohd et al. 

(2018) 

Abacaxi, 

maçã e 

pomelo 

Classe dos 

Organofosforados 

(combatem vários 

tipos de agentes) 

SDS-DTAB 

(combinação de 

surfactantes) 

CLAE-UV 
0,003 a 0,01 

mg/kg 
- 

Seebunrueng, 

Santaladchaiy-

akit e Srijaranai 

(2012) 

Vegetais 

Classe dos 

Carbamatos e 

ftalatos 

(inseticidas) 

Tergitol 15-S-7 CLAE-UV 

0,003 μg/L 

(carbaril); 0,015 

μg/L 

(pirimicarbe); 

0,012 μg/L 

(ftalato de 

dimetila) e 

0,006 μg/L 

(ftalato de 

- Liu et al. (2012) 



46 

 

dietila) 

Água, solo, 

tomate, 

pepino e 

laranja 

Carbedazin 

(fungicida) 

Triton X-114 

com complexos 

corantes 

UV-VIS 
0,46 μg/L e 0,49 

μg/L 

1,53 μg/L e 

1,65 μg/L 

Khammas e 

Ahmad (2016) 

Tomate TBZ (fungicida) Tergitol TMN 6 CLAE-EC 5.4 μg/L 11 μg/L 
Caixeta-Neta et 

al. (2020) 

 

O TBZ também foi extraído em análises de matrizes alimentares por meio de extração em 

fase sólida, como visto no trabalho de Feng et al. (2017). Foi estudada a possibilidade de 

determinação de TBZ em suco de laranja, por meio da técnica de Espectroscopia Raman, com 

detecção de polímeros impressos molecularmente (sigla MISPE-SERS). Seu estudo apresentou 

uma condição ótima de determinação, levando apenas 23 min, incluindo preparação de amostra. 

Obteve-se um LD de 4 ppm para o TBZ em suco de laranja. Os autores afirmaram que o sistema 

pode ser modificado para análise múltipla, podendo melhorar ainda mais a análise de produtos 

nocivos em alimentos. 

 

1.4 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB) e detecção eletroquímica 

 

Apesar de toda eficácia em extração e pré-concentração apresentada na técnica da EPN, 

trabalhos mais recentes apontam algumas limitações para a utilização desta ao acoplá-la com 

detecção UV-VIS. Surfactantes que apresentam grupos cromóforos (principalmente na presença 

de anéis aromáticos) têm a tendência de serem detectados e, quando associados à CLAE, causam 

mascaramento de outros compostos nos primeiros tempos de retenção. Nesse sentido e 

considerando essa possibilidade, detectores eletroquímicos têm sido sugeridos para superação do 

fenômeno anteriormente descrito (YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020; MORTADA, 2020). 

Com o constante desenvolvimento dos métodos eletroanalíticos e com o surgimento das 

inúmeras demandas, cria-se a necessidade da formulação de detectores cada vez mais sensíveis, 

com a possibilidade de incluir procedimentos de dopagens e modificações de superfícies. Os 

eletrodos mais utilizados para detecção eletroquímica são a platina, o ouro e os carbonos ligados 

em sp2 (por exemplo, fibra de carbono, carbono vítreo e grafite pirolítico).  

Diferentemente dos eletrodos convencionais de carbono, os carbonos ligados em 

estruturas sp3, como os do diamante, apresentam características únicas, destacando-se pela baixa 

e estável corrente de fundo, ampla janela de potencial em meios aquosos e não-aquosos, 

extraordinária estabilidade morfológica e microestrutural a altas densidades de corrente (por 
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exemplo, 0,1-10 A/cm2, em H3PO4 85%), boa resposta a alguns analitos aquosos e não-aquosos, 

após pré-tratamento convencional, e estabilidade na resposta a longo prazo como, por exemplo, 

após exposição ao ar durante meses. Entretanto, para se obter condutividade elétrica suficiente 

para medidas eletroquímicas, filmes de diamante devem ser dopados com uma concentração 

mínima de átomos de dopante, sendo que o boro atualmente é o dopante mais utilizado. A 

dopagem com boro (facilitada por ter um elétron a menos e raio menor) transforma o material em 

um bom condutor, com rápida transferência de elétrons, tornando-o condutor sempre que as 

dopagens resultem em concentrações superiores a 1020 átomos de boro por cm3 (MUZYKA et 

al., 2019).  

O eletrodo de DDB possui boa biocompatibilidade, apresentando respostas com baixa 

corrente capacitiva e menor sensibilidade ao oxigênio dissolvido em solução, em muitos casos 

não precisando de desoxigenação do eletrólito suporte (DRAGOE et al., 2006). Outro fator 

importante é sua flexibilidade quanto ao uso, por possuir capacidade de modificação da 

superfície com pré-tratamentos catódico e anódico, os quais normalmente são definidos de 

acordo com as características dos analitos de estudo. Por causa dessas características e da 

possibilidade de pré-tratamento da superfície do eletrodo de DDB, ele é encontrado na literatura 

associado a trabalhos que envolvem tanto detecção quanto degradação, como mostrado nas 

revisões de Jevtić et al. (2019) e destacado por Muzyka et al. (2019), em diversos tipos de 

matriz. Pelo intuito deste trabalho, sua utilização para detecção de agrotóxicos tem sido 

investigada e um resumo dos trabalhos encontrados na literatura é apresentado a seguir. 

Dornellas et al. (2013) desenvolveram um método de determinação do pesticida 

kresoxim-metil em suco de uva, utilizando a Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) e eletrodo 

de DDB. Observaram uma característica irreversível de oxidação do analito. Nas condições 

ótimas (pH 4, frequência de 30Hz, amplitude de potencial de 50 mV, escada de potencial de 15 

mV), obtiveram um coeficiente linear de 0,999, com concentração na faixa de 8,7 × 10-7 mol/L - 

3,4 × 10-5 mol/L. A partir da extração por fase sólida, obtiveram uma recuperação de 91,6%-

105,3%.  

Dornellas, Nogueira e Aucello (2014) investigaram o potencial do eletrodo DDB em 

determinar a pyraclostrobin, em água e suco de uva. Nas condições ótimas (eletrólito suporte em 

pH 4,0 e 0,05 mol/L, amplitude de potencial de 40 mV, degrau de potencial de 30 mV e 

frequência de 30Hz), obtiveram correlação linear de 0,99 em concentrações acima de 2,0 × 10-5 
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mol/L e LQ de 8,2 × 10-7 mol/L e LD de 2,5 × 10-7 mol/L. A partir da técnica de extração em fase 

sólida, obtiveram recuperação de 102 ± 13,8% (adição de 5,4 × 10-5 mol/L) para suco de uva e 

entre 94%-102% para amostra de água.   

Benbrahim et al. (2016) utilizaram o método de VOQ com eletrodo DDB (pré-tratamento 

com VC) para determinação do inseticida imidacloprida em suco de ameixa vermelha. Foi obtido 

um pico de catódico, em -1,21 V × eletrodo de calomelano saturado (ECS). Nas condições 

ótimas (eletrólito suporte Na2SO4 0,05 mol/L, pH 7,0, amplitude de pulso de 50 mV, degrau de 

potencial de 10 mV e frequência de 100 Hz), um coeficiente linear de 0,999 foi obtido para uma 

faixa de concentração de 30 mol/L - 200 × µmol/L em água. Os LD e LQ obtidos foram de 8,6 × 

10-6 mol/L e 28,6 × 10-6 mol/L, respectivamente. As taxas de recuperação da extração variaram 

de 96,6%-100,9%. 

Stankovic e Kalcher (2016) comprovaram a capacidade do DDB em detectar e quantificar 

o pesticida iziran, utilizando a técnica de análise por injeção de fluxo com detecção 

amperométrica (FIA-EC). Na melhor condição (pH 4,0, potencial 0,55 V, velocidade de 

varredura de 50 mV/s e fluxo de 0,4 mL/min), atingiu-se uma correlação linear de 0,9938 para 

faixa de concentração de 1,0 × 10-8 mol/L a 1,0 × 10-6 mol/L. O LD foi de 2,7 × 10-9 mol/L. 

Ribeiro et al. (2018) realizaram um estudo de detecção do pesticida formetanato, em 

amostras de fruta, com DDB pré-tratado catodicamente. Utilizaram VC para estudo do 

comportamento eletroquímico e VOQ para detecção e quantificação. As condições ideais do 

método voltamétrico foram: pH 7 (tampão Britton-Robinson, 0,04 mol/L), frequência de 

potencial de pulso de 20 s-1, amplitude de pulso de 25 mV e escada de potencial de 3 mV. 

Utilizando as melhores condições obtiveram um coeficiente linear de 0,9997 para faixa de 

concentração entre 4,98 × 10-7 mol/L - 1,70 × 10-5 mol/L de formetanato. Além disso, atingiram 

uma recuperação de 95,2%-104% (manga) e 96,5%-105,2% (uva), provando a boa capacidade do 

método e do eletrodo em identificar e quantificar pesticidas em amostras de fruta.  

Duarte et al. (2018) estudaram a possibilidade de detectar múltiplos resíduos de 

herbicidas (diuron, 2,4-ácido diclorofenoxiacético e tebuthiuron) utilizando eletrodo de DDB 

tratado catodicamente por meio de VPD. A extração por fase sólida foi realizada em amostras de 

água e atingiu 96%-104% de recuperação. A partir das condições otimizadas de detecção 

(amplitude de pulso 108 mV, velocidade de varredura 92 mV/s), obtiveram uma curva analítica 

com correlação linear de 0,99 na faixa de concentração de 1,0 × 10-6 mol/L - 9,0 × 10-6 mol/L 
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para diuron e 2,4-ácido diclorofenoxiacético e 2,5 × 10-6 mol/L - 22,5 × 10-6 mol/L para 

tebuthiuron.  O LD atingido foi de 0,035 × 10-6 mol/L para diuron, 0,12 × 10-6 mol/L para 2,4 

ácido diclorofenoxiacético e 0,34 × 10-6 mol/L para tebuthiuron. 

Jevtić et al. (2018) investigaram um método para detecção do herbicida bentazone por 

VPD, com eletrodo DDB (pré-tratado anodicamente em 2V em H2SO4 0,5 mol/L e 

catodicamente em 2 V, por 180 s) em amostras de água. Nas melhores condições de VPD 

(amplitude de pico de 150 mV, tempo de pulso de 10 ms), obtiveram uma correlação linear de 

0,993, na faixa de concentração de 2,0 × 10-6 mol/L - 100 × 10-6 mol/L e LD de 0,5 × 10-6 mol/L 

para VPD em pH 4.  

Como apontado acima e na Tabela 3, o eletrodo de DDB (com pré-tratamento catódico 

ou anódico) apresentou, em todos os trabalhos destacados, elevada estabilidade, 

reprodutibilidade, sensibilidade, para os métodos descritos e aplicados para diferentes matrizes. 

Entretanto, para melhorar os LD e LQ dos métodos eletroquímicos bem como promover 

seletividade, a associação com técnicas de separação, como a cromatografia, torna-se muitas 

vezes essencial e necessária. 

 
Tabela 3: Resumo das detecções da utilização do eletrodo de DDB para diferentes amostras e analitos. 

Amostra Analito Metodo analítico LD  LQ Autor 

Suco de uva 
Kresoxim-metil 

(pesticida) 
VOQ 

Não especificado (na 

ordem de μmol/L) 

Não 

especificado 

(na ordem de 

μmol/L) 

Dornellas et 

al. (2013) 

Suco de uva e 

água 

Pyraclostrobin 

(fungicida) 
VOQ 0,25 μmol/L 0,82 μmol/L 

Dornellas, 

Nogueira e 

Aucello 

(2014) 

Suco de 

ameixa 

vermelha 

Imidacloprida 

(inseticida) 
VOQ 8,6 μmol/L 28,6 μmol/L 

Benbrahim 

et al. (2016) 

Água de rio Iziran (pesticida) FIA-EC 2,7 nmol/L - 

Stankovic e 

Kalcher 

(2016) 

Manga e uva Formetanato (pesticida) VOQ 0,37 μmol/L 1,2 μmol/L 
Ribeiro et 

al. (2018) 

Água 

Diuron, 2,4-ácido 

diclorofenoxiacético e 

tebuthiuron (herbicidas) 

VPD 

0,035 μmol/L (diuron); 

0,12 μmol/L (2,4-ácido 

diclorofenoxiacético) e 

0,34 μmol/L 

(tebuthiuron) 

- 
Duarte et al. 

(2018) 

Água Bentazone (herbicida) VOQ 0,5 μmol/L - 
Jevtić et al. 

(2018) 
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O emprego da CLAE acoplada à detecção eletroquímica (CLAE-EC), neste trabalho, está 

associado à técnica eletroanalítica, conhecida por amperometria. Ela é empregada, geralmente, 

para determinações eletroquímicas em fluxo. Nessa técnica, ao contrário das voltamétricas, as 

determinações são feitas com um potencial fixo, gerando um gráfico de corrente (i) em função do 

tempo (t). Para isso, o potencial utilizado deve ser aquele que proporcione melhor sinal analítico 

de corrente. 

A combinação das duas, portanto, proporciona melhor separação do analito da matriz 

que, no caso de agrotóxicos em alimentos, são adotadas colunas C8 e C18 por apresentarem fase 

estacionária reversa, com melhor capacidade para separação de compostos orgânicos e uma 

detecção com LD baixos. Os primeiros trabalhos que utilizaram da CLAE-EC foram 

desenvolvidos pelo grupo do Professor Ralph N. Adams, da Universidade do Kansas-EUA 

(KISSINGER; REFSHAUGE; ADAMS, 1973), os quais, desde então, estabeleceram dois 

princípios básicos para o emprego desse tipo de análise, a saber: i. as espécies devem ser 

eletroativas e ii. o eluente (fase móvel) deve permitir a condução elétrica e, por conseguinte, 

atuar como um eletrólito suporte. 

 

1.5. Validação do método 

 

Para garantir confiabilidade sobre novos métodos analíticos propostos, estes devem 

passar por protocolos de validação. Institutos, Agências e Comissões são algumas das 

instituições que estabelecem regulamentos relativos à validação de métodos, tendo como 

exemplo as que são utilizadas como referência neste trabalho, tais como: o Instituto Nacional de 

Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), a ANVISA (também a partir do MAPA) e a 

Comissão Europeia. O documento DOQ-CGCRE-008 (Jun/2020), do Inmetro, define que:  

1.5.1 Limite de Quantificação 

Abaixo da faixa de concentração, existe um fator limitante ao qual é dado o nome de 

Limite de Quantificação (LQ). Esse diz respeito ao menor valor no qual o método consegue 

quantificar a concentração do analito na amostra. Os documentos estabelecem que ele pode ser 

obtido a partir de diferentes métodos, como Percepção visual, Relação Sinal/Ruído, Curva 

analítica, Desvio padrão do branco e Curva de desvios padrão. Quando escolhida a relação 

Sinal/Ruído, onde se compara os sinais de amostras com baixa concentração conhecida e dos 
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ruídos dos brancos da amostra (na mesma região), constatando a concentração mínima 

determinada com confiança, adota-se a razão 10:1. 

Comumente, a concentração do LQ pode ser igual ou maior que o primeiro ponto da 

curva analítica, ou como a concentração mais baixa nos casos de análises em nível de traços. 

1.5.2 Limite de Detecção 

O Limite de Detecção (LD), por sua vez, é a menor quantidade de analito na amostra que 

pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, sob as condições estabelecidas para o 

ensaio. Isso pode variar em função do tipo de amostra. O limite é obtido por procedimentos 

similares ao LQ (Percepção visual, Relação Sinal/Ruído, Curva analítica, Desvio padrão do 

branco e Curva de desvios padrão). Para a relação Sinal/Ruído adota-se uma razão de 3:1. 

1.5.3 Curva com EPN e sem EPN 

 A curva analítica tem como objetivo demonstrar a linearidade do método dentro da faixa 

de trabalho, assim como obter concentrações dos analitos de interesse na matriz de estudo. A 

EPN utiliza das duas curvas para determinar o fator de pré-concentração (FC) do método, a partir 

da razão entre os coeficientes angulares.  

1.5.4 Exatidão 

A exatidão (ou recuperação, R%) de um método é a proximidade do valor por ele 

obtido/observado com o valor considerado de referência (esperado, relativo ao adicionado na 

amostra), como apresentado na Equação2.  

R (%) = 
𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 𝒐𝒃𝒔𝒆𝒓𝒗𝒂𝒅𝒂

𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 𝒆𝒔𝒑𝒆𝒓𝒂𝒅𝒂
 x 100% Equação 2 

1.5.5 Precisão 

A precisão, por sua vez, corresponde ao grau de aproximação de resultados obtidos por 

meio da repetibilidade, precisão intermediária e da reprodutibilidade, expressas pelo desvio 

padrão (DP) e pelo coeficiente de variação (CV, às vezes representado como DPR% – Desvio 

Padrão Relativo). Assume-se, então: 

CV (%) = 
𝑫𝒆𝒔𝒗𝒊𝒐 𝒑𝒂𝒅𝒓ã𝒐

𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 𝒎é𝒅𝒊𝒂 𝒅𝒆𝒕𝒆𝒓𝒎𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂
 x 100% Equação 3 
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i. A repetibilidade expressa termos de dispersão entre os resultados, podendo ser 

determinada por meio da análise de padrões, material de referência ou até adição do analito ao 

branco da amostra em várias concentrações na faixa de trabalho. Para isso, o documento sugere 

de seis a 15 repetições independentes (com inclusão de todas as etapas no preparo de amostra) 

por material de estudo. Nesse tipo de estudo, são realizados testes em três níveis de 

concentrações (baixa, média e alta) na faixa de trabalho. O documento estabelece diferentes 

critérios para aceitação de repetibilidade, dependendo do percentual de analito.   

ii. Para precisão intermediária, as análises são realizadas sob condições determinadas, 

podendo variar os analistas, os equipamentos ou os tempos (geralmente realizando análises em 

intradia e interdia). Os cálculos utilizados para as diferenciações estão dispostos no documento 

do Inmetro. 

iii. A reprodutibilidade diz respeito a análises realizadas em diferentes laboratórios, 

comparando e verificando os desempenhos. O documento estabelece diferentes critérios para 

aceitação de reprodutibilidade, dependendo do percentual de analito. 

1.5.6 Seletividade 

A seletividade se refere à capacidade do método em quantificar o analito na presença de 

outros analitos, outras matrizes ou outros possíveis interferentes. Quando o método expressa essa 

capacidade, é chamado de seletivo. Para tal, o documento sugere ensaios com padrões ou 

materiais de referência, amostras com e sem o analito, além de avaliação da capacidade de 

identificação do analito de interesse na presença de interferentes.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolvimento de método eletroanalítico para detecção do fungicida Tiabendazol em 

amostras de suco de uva integral (nacional) sobre eletrodo de DDB, a partir da extração e da 

concentração por ponto nuvem, e separação com cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). 

2.2 Objetivos Específicos 

i. Caracterização eletroquímica do fungicida Tiabendazol por meio de Voltametria Cíclica e 

Voltametria de Pulso Diferencial; 

ii. Obtenção das melhores condições na metodologia de extração e pré-concentração do 

fungicida Tiabendazol, por ponto nuvem em amostras de suco de uva integral; 

iii. Obtenção das melhores condições na metodologia de separação e detecção do fungicida 

Tiabendazol, extraído e pré-concentrado por ponto nuvem em amostras de suco de uva 

integral, utilizando CLAE-EC com eletrodo de trabalho de DDB; 

iv. Validação de metodologia que combina EPN e CLAE-EC, investigando a seletividade, a 

sensibilidade, a exatidão, a precisão, a linearidade e a faixa linear de trabalho, LD e LQ. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Pré-tratamento do eletrodo de DDB 

Antes de realizar as medidas analíticas, tanto para caracterização eletroquímica do 

Tiabendazol (TBZ) como para detecção eletroquímica em CLAE-EC, o eletrodo de DDB (área 

exposta de 0,32 cm2) foi submetido a um pré-tratamento catódico. Quando utilizado pela 

primeira vez, o eletrodo deve passar por tratamento anódico por 60 s e em seguida pelo catódico 

por 300 s. Nas demais, realiza-se o pré-tratamento anódico por 30 s (limpeza) e catódico por 150 

s. Para isso, foi utilizada uma densidade de corrente de 1,0 A cm-2, em solução de H2SO4 0,5 mol 

L-1 e placa de platina como contra eletrodo, para todos os pré-tratamentos.  

Uma vez realizado o pré-tratamento do eletrodo, o mesmo foi submetido a uma varredura 

de 40 ciclos de VC em tampão fosfato 0,01 mol/L (pH 7,0), com velocidade de varredura de 250 

mV/s, na faixa de 0 a 2,0 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). Após esse procedimento, as caracterizações 

eletroquímicas eram devidamente realizadas. Em seguida, foi realizada uma VC no intervalo de 

potencial de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L) com velocidade de varredura 100 mV s-1 

gerando um voltamograma (branco). 

3.2 Caracterização eletroquímica do Tiabendazol 

O estudo do comportamento do TBZ sobre eletrodo de DDB foi realizado a partir do 

emprego das técnicas de VC e VPD: na faixa de pH de 2,0 a 11,0 e em um intervalo de potencial 

de 0,90 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). Para essas medidas, foi utilizado o Potenciostato/ 

Galvanostato modelo PGSTAT 128N da AUTOLAB acoplado a um computador com software 

GPES versão 4.9.  

Como eletrólito suporte foi utilizado o tampão fosfato (0,01 mol/L), preparado pela 

dissolução de KH2PO4(P.A Synth) em água desionizada (Milli-Q®). O pH foi ajustado com 

NaOH (P.A Synth) e H3PO4 (Synth) na concentração de 0,5 mol/L, com auxílio do pHmetro 

GEAKA PG1800.  

A solução estoque (2,0 x 10-3 mol/L) do fungicida TBZ (Sigma-Aldrich) foi preparada 

em acetonitrila (J.T. Baker) grau HPLC. A solução foi mantida em abrigo da luz e estocada em 

refrigerador acerca de 4oC. Antes de cada dia de análise, a solução foi submetida à agitação 

ultrassônica (20 kHz) para dissolução dos cristais formados pela refrigeração. 
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3.3 Célula Eletroquímica 

Uma célula eletroquímica convencional foi utilizada para as medidas voltamétricas e 

apresenta três componentes: A) Eletrodo de trabalho (DDB), B) Eletrodo de referência de 

Ag/AgCl (3,0 mol/L) e C) Contra-eletrodo de platina. A Figura 5 mostra a fotografia da célula 

utilizada: 

 
Figura 5: Célula eletroquímica utilizada para as medidas voltamétricas, com eletrodo de trabalho (A), 

eletrodo referência (B) e contra-eletrodo (C). Ao lado, o eletrodo de trabalho desmontado, apresentando a 

forma de contato elétrico e a alocação do DDB (1 cm2). 

 

3.4 Voltametria Cíclica e Voltametria de Pulso Diferencial 

Para VC, foi empregada uma faixa de varredura no intervalo de 0,9 a 1,6 V × Ag/AgCl 

(3,0 mol/L) com velocidade de varredura 100 mV s-1. Em cada medida, 200 μL da solução 

padrão de TBZ (2,0 × 10-3 mol/L) eram adicionados aos 40 mL de eletrólito suporte (tampão 

fosfato 0,01 mol/L) contidos na célula eletroquímica, resultando em uma concentração final de 

1,0 x 10-5 mol/L (ou 2,0 mg/L). 

 Para VPD, o intervalo de potencial foi ajustado de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 

mol/L), com aplicação de amplitude de 50 mV, escada de potencial 5 mV e velocidade de 

varredura de 50 mV/s (5 mV a cada 0,1 s). Em cada medida, 200 μL da solução padrão de TBZ 

(2,0 × 10-3 mol/L) eram adicionados aos 40 mL de eletrólito suporte (tampão fosfato 0,01 mol/L) 

contidos na célula eletroquímica, resultando em uma concentração final de 1,0 × 10-5 mol/L (ou 
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2,0 mg/L). Após adição do analito à célula eletroquímica, aplicava-se uma agitação magnética 

por 120 s, e aguardava-se 40 s entre as medidas em triplicata. 

3.5 EPN 

Amostras de suco de uva integral branco (produzidas por variedades da uva verde) foram 

ajustadas para pH 7,0 com NaOH e HCl (o pH inicial variava entre 3,10 a 3,20). Alíquotas de 10 

mL de cada suco foram separadas e a elas foram adicionados 50 μL do padrão TBZ (2,0 × 10-3 

mol/L) e 1,0 mL da solução de Tergitol TMN 6 20% m/m (Sigma-Aldrich), sendo deixadas sob 

agitação manual. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento em banho 

termostático a 36°C e agitação ultrassônica (20 kHz) por 15 min. Ao final, as amostras foram 

centrifugadas a 4000 rpm por 10 min e a fase rica em surfactante foi, então, retirada com auxílio 

de micropipeta. 

3.6 Obtenção das melhores condições de análise por CLAE-EC 

Para separação e análise dos compostos extraídos, utilizou-se um cromatógrafo da marca 

Agilent Technologies modelo 1220 Infinity LC (modelo G4288B), composto por um loop de 

injeção de amostra de 20 μL e detector UV-VIS. A coluna cromatográfica usada foi do tipo C8 

(Luna®, 10 μm, 120 Å) com faixa de trabalho entre pH de 2 a 8. Como eluentes da fase móvel 

(FM) foram utilizados acetonitrila (J.T. Baker) e tampão fosfato 0,01 mol/L em pH 7,0 

(escolhido a partir do estudo prévio por VPD). As leituras eletroquímicas foram feitas por meio 

do potenciostato PGSTAT 128N. A Figura 6 mostra o sistema de CLAE-EC usado neste 

trabalho:  

 
Figura 6: Equipamento de CLAE-EC utilizado para separação e detecção eletroquímica, A) 

Cromatografo/CLAE, B) Saída do detector UV-VIS, C) Detector eletroquímico e D) Potenciostato. 
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As medidas amperométricas foram realizadas em uma célula de fluxo especialmente 

projetada para este fim (Figura 7). Ela é composta por dois blocos de Teflon®, os quais são 

encaixados por rosqueamento. No seu interior, é colocado o eletrodo de trabalho DDB, que 

possui vedação por um anel de silicone em sua parte superior e conexão elétrica na parte inferior. 

Um tubo de aço inox funciona como canal de saída da célula e contra-eletrodo. O eletrodo de 

referência Ag/AgCl (3,0 mol/L) é conectado na célula por meio de uma fenda, a qual fica 

posicionada logo acima do eletrodo de DDB.  

 
Figura 7: Célula eletroquímica acoplada à saída do equipamento de CLAE e sua representação 

esquemática: a) entrada da célula, b) saída da célula, c) tubo de aço inox, d) ER Ag/AgCl (3,0 mol/L), e) 

anel de silicone, f) eletrodo de DDB e g) contato elétrico (Fonte: Adaptado de Andrade et al. (2009)). 

 

As condições cromatográficas estudadas partiram do trabalho de Caixeta-Neta (2019), 

uma vez que a autora realizou o estudo da separação do analito TBZ de matriz real (tomate). Os 

parâmetros investigados foram a composição da fase móvel (TF:ACN), a vazão e o potencial 

aplicado.  

 Em relação à fase móvel, foram variadas as proporções de tampão fosfato (TF) e 

acetonitrila (ACN) da seguinte forma: 57:43, 59:41, 61:39, 63:37, 65:35, 67:37, 69:31 e 70:30. O 

potencial aplicado foi de 1,35 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). A amostra pré-concentrada a partir do 

EPN foi diluída na relação 1:1 (V:V) com os solventes utilizados na fase móvel (50 L da 

amostra: 50 L fase móvel), seguindo a mesma proporção dos componentes dela, tal como 

apresentado na Tabela 4.  
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Tabela 4: Preparação de amostras com eluentes, TF e ACN para injeção. 

Fase Móvel Diluição da Amostra 

Tampão 

(%) 

ACN 

(%) 

Extrato 

(L) 

Tampão  

(L) 

ACN  

(L) 

57 43 50 28,5 21,5 

59 41 50 29,5 20,5 

61 39 50 30,5 19,5 

63 37 50 31,5 18,5 

65 35 50 32,5 17,5 

67 33 50 33,5 16,5 

69 31 50 34,5 15,5 

70 30 50 35 15 

 

Em relação ao estudo da vazão, as condições empregadas foram 1,0 mL/min, 1,1 

mL/min, 1,2 mL/min, 1,3 mL/min e 1,4 mL/min, na proporção 69:31 (TF:ACN) e potencial de 

1,35 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). 

Após obtenção das melhores condições cromatográficas, realizou-se a determinação do 

potencial de melhor resposta de corrente (voltamograma hidrodinâmico), aplicando-se a técnica 

de detecção por múltiplos pulsos na faixa de 1,15 V - 1, 45 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), com 

variação entre pontos de 50 mV, na vazão de 1,2 mL/min e proporção de fase móvel 69:31 

(TF:ACN). Todos os ensaios realizados para obtenção das melhores condições da CLAE-EC 

partiram de adequações da condição otimizada de EPN apresentada no trabalho de Caixeta-Neta 

(2019), como descrito na seção 3.5. A obtenção das melhores condições dessa técnica foi 

realizada posteriormente, conforme descrito a seguir.  

3.7 Obtenção das melhores condições da EPN 

Para obtenção das melhores condições da EPN, foram realizados ensaios univariados, 

tendo o pH da amostra, a adição de sal NaCl, a temperatura, o tempo de agitação ultrassônica e a 

concentração do surfactante Tergitol TMN 6 (m/m) como fatores investigados. 
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Primeiramente, foi avaliado o comportamento da extração na presença (0,4 g) e ausência 

de NaCl, uma vez que este parecia ser o fator determinante nos ensaios realizados com suco de 

uva integral branco. Esses ensaios foram realizados em paralelo com alteração da temperatura, 

do seguinte modo: 1) EPN, com adição de sal (0,6 g) e aquecimento a 36°C e agitação 

ultrassônica de 15 min, 2) EPN, com adição de sal (0,6 g), sem aquecimento (27°C) e agitação 

ultrassônica de 15 min, 3) EPN, sem adição de sal e com aquecimento a 36°C e agitação 

ultrassônica de 15 min e 4) EPN, sem adição de sal e sem aquecimento (27°C) e agitação 

ultrassônica de 15 min.  

Definidos os parâmetros de adição de sal e temperatura de extração, foi avaliado o fator 

pH. O pH foi variado entre 2,0 e 11,0, adotando-se a temperatura ambiente (27°C), sem adição 

de sal e agitação ultrassônica (20kHz) de 15 min. 

 Posteriormente, foram feitos ensaios variando-se a concentração do surfactante (em 

termos percentuais, m/m) na faixa de 5% a 30%, mantendo-se a temperatura ambiente, sem 

adição de sal, em pH 6,0 e 15 min de agitação ultrassônica. Finalizou-se esta etapa mantendo-se 

os mesmos valores anteriormente descritos, mas variando-se o tempo de agitação ultrassônica de 

1 min a 60 min.  

3.8 Validação do método 

3.8.1 Limite de Quantificação e Detecção 

Para validação do método, os LQ e LD foram os primeiros a ser identificados, utilizando-

se, respectivamente, a relação Sinal/Ruído 10:1 e 3:1, obtidas a partir da relação entre o sinal 

obtido no ensaio de extração do TBZ e do ruído no branco da amostra. 

3.8.2 Curva com EPN e sem EPN: metodologia 

A curva com extração do TBZ foi feita na faixa de 0,18 mol/L a 7,5 mol/L (36,2 g/L 

a 1,5 mg/L). Já a curva sem extração, foi feita utilizando-se a faixa de 2,0 mol/L a 112,5 

mol/L (0,4 mg/L a 22,6 mg/L), sem EPN. O analito foi adicionado a partir da solução estoque 

de 2,0 × 10-3 mol/L. 
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3.8.3 Exatidão, Precisão e Seletividade 

Conforme apresentado na seção 1.5, a exatidão do método foi avaliada em relação à 

repetibilidade e à precisão intermediária, com ensaios de adição de Tiabendazol em suco de uva 

branco em três níveis (0,25 mg/L, 0,76 mg/L e 1,26 mg/L), em triplicata, em três dias diferentes. 

A recuperação foi obtida a partir da curva analítica. Os parâmetros de aceitabilidade do método 

foram discutidos relativos aos documentos apresentados pela Comissão Europeia e ANVISA, 

SANTE/2017/11813 (01 de janeiro de 2020) e Resolução-RE n° 899 (29 de maio de 2003), 

respectivamente, uma vez que também estabelecem critérios para agrotóxicos em matrizes 

alimentares. 

A seletividade foi avaliada a partir da comparação entre os cronoamperogramas e os 

cromatogramas da amostra com e sem analito, e do padrão em solvente. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Comportamento do TBZ sobre superfície do DDB 

A técnica da VC apresenta dados qualitativos para a compreensão do comportamento do 

analito em diferentes condições e sua resposta perante o eletrodo. A Figura 8 apresenta o 

comportamento do TBZ na faixa de pH de 2,0 a 10,0 (TF 0,01 mol/L):   

 

Figura 8: Voltamogramas cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em diferentes pH, faixa de potencial de 0,9 

V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s e eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

A técnica de VC permite identificar a capacidade do analito em oxidar (com aumento do 

potencial – sentido anódico) e reduzir (com diminuição do potencial – sentido catódico). 

Analisando os voltamogramas de forma isolada, percebe-se que o TBZ apresenta apenas um pico 

no intervalo investigado, sendo ele anódico. Ou seja, quando é realizada a varredura no sentido 

do aumento de potencial, ele é oxidado na superfície do eletrodo, mas no sentido reverso não se 

reduz na superfície do mesmo, caracterizando, portanto, um processo irreversível (SKOOG et 

al., 2006). Em relação à variação de pH e sua interferência no meio, a medida em que o pH 

aumenta o pico referente à oxidação do TBZ (potencial de pico anódico – Epa) é deslocado para 

regiões menos anódicas. Ou seja, o analito se oxida com maior facilidade à medida que o pH 

aumenta. Essa característica pode ser confirmada pelos voltamogramas de pulso diferencial 

obtidos em diferentes pH, mostrados na Figura 9.  
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Figura 9: Voltamogramas de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10-5 mol/L) em diferentes pH, na faixa de 

potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e v = 50 

mV/s. 

 

A Figura 9 mostra a formação de picos de oxidação bem definidos na faixa de pH 

investigada. As relações entre a corrente de pico anódico (Ipa) e o Epa com o pH podem ser 

melhor visualizados a partir da Figura 10. 

 

Figura 10: Relação entre os valores de Ipa e Epa com o pH (faixa de 2,0 a 10), obtidos a partir do VPD da 

Figura 9. 
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 10, verifica-se que o Epa se desloca 

para valores menos positivos na medida em que o pH da solução aumenta. Além disso, as 

relações lineares observadas em específicas faixas de pH indicam haver participação de um 

número de prótons e elétrons que, por sua vez, será função da inclinação da reta obtida 

(comportamento Nernstiano). A Figura 11 mostra o diagrama de distribuição de espécies em 

função do pH, bem como as estruturas químicas das espécies formadas em diferentes valores de pH.  

 

Figura 11: Frações das espécies do TBZ em função do pH e mecanismo de protonação e desprotonação 

(Fonte: Adaptado de Caixeta-Neta (2019)). 

 

De acordo com a Figura 11, o TBZ se encontra, majoritariamente, na forma protonada 

TBZ+ até as proximidades do pH 4,0. No intervalo de 5,0 < pH < 12 a espécie majoritária é o 

TBZ na sua forma neutra e, então, em valores de pH acima de 12,0 a forma majoritária é TBZ- 

(JALIL et al., 2014; FERREIRA, 2018). O segundo pKa da molécula de TBZ não foi detectado, 

uma vez que as medidas não foram realizadas acima do pH 10. 

As reações de protonação e desprotonação implicam no potencial (e nos elétrons 

participantes) necessário para oxidação das espécies presentes no meio. Os resultados deste 

trabalho estão condizentes com a presença de pelo menos três espécies. A mudança de inclinação 

de reta (Ep x pH) próxima de pH 5,0, observada na Figura 10, pode ser atribuída ao primeiro 

pKa da molécula TBZ (4,6). A partir de pH 8,0 a inclinação diminui ainda mais e o potencial de 

pico (Ep) parece deixar de ser dependente do pH, indicando que a partir deste pH o Ep não é 

mais afetado pela concentração de íons H+, sugerindo a ausência de qualquer etapa de protonação 

no mecanismo de oxidação, como também observado por Caixeta-Neta et al. (2020) e Ribeiro 

(2014). De pH 2,0 a 5,0 o coeficiente angular é de 50 mV/pH (indicando uma participação 
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praticamente igual entre número de prótons e elétrons), e de 5,0 a 8,0 é de 33 mV/pH (com maior 

participação de prótons).  

A diminuição da corrente de pico com o aumento do pH (até ~pH 6 com alguma 

oscilação) aponta para uma diminuição na cinética de transferência de carga (RIBEIRO, 2014). 

O gráfico da relação entre corrente de pico e pH (Ipa x pH), Figura 10, mostra que as espécies que 

apresentam maior atividade eletroquímica encontram-se em meio mais ácido (onde a espécie 

TBZ+ é majoritária – ver Figura 11) e em meio mais alcalino (onde a espécie TBZ é majoritária – 

ver Figura 11).  

A escolha da melhor condição para se trabalhar com o TBZ por CLAE-EC deve ser feita 

considerando-se não somente o melhor sinal de corrente, mas também a faixa segura de trabalho 

na coluna cromatográfica C8 (que é de pH 2,0 a 8,0). A condição mais adequada selecionada 

para se trabalhar com a associação das duas técnicas é em pH 7,0, pois nessa condição evita-se 

qualquer risco à integridade do sistema cromatográfico, além do sinal eletroquímico de oxidação 

do TBZ ser maior na faixa de trabalho possível. Ainda que as condições de pH 2,0 e 8,0 estejam 

dentro da faixa de trabalho, elas foram consideradas extremas para o sistema cromatográfico e, 

portanto, descartadas. 

4.2  CLAE-EC 

O emprego da técnica de CLAE em associação à detecção eletroquímica (CLAE-EC) tem 

por objetivo permitir a análise individual do analito a partir da separação dos possíveis 

interferentes presentes na matriz de análise. Assim, a condição mais adequada é aquela que 

apresenta o maior sinal de corrente do analito obtida a partir de picos com boa definição e linha 

de base. A Figura 12 mostra o primeiro estudo relativo à composição da fase móvel (seção 3.6), 

no qual são investigadas diferentes proporções de fase móvel, TF:ACN. 
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Figura 12: Cronoamperograma referente ao estudo da composição da fase móvel após EPN (pH 7,0, 50 

μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 36°C, Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitação ultrassônica). FM = 

TF (pH 7,0):ACN (V/V), vazão de 1,0 mL/min. E = 1,35 V × Ag/AgCl. 

 

Por meio dos resultados da Figura 12 é possível observar que o aumento da proporção de 

tampão promoveu melhor separação entre os componentes da matriz e o TBZ, com sinal de 

corrente relativamente estável entre as proporções TF:ACN 65:35 e 70:30. A composição da fase 

móvel na qual a proporção de ACN é atenuada proporciona redução da força da fase móvel 

perante coluna reversa C8, que, neste caso, resulta na melhor separação entre os interferentes da 

matriz e o analito TBZ. Desse modo, foi escolhida a composição de fase móvel 69:31, por já 

garantir uma boa separação entre analito e matriz, com melhor sinal de corrente. 

Em seguida, a vazão da fase móvel (Figura 13) foi variada para maiores valores (1,0 

mL/min, 1,2 mL/min, 1,3 mL/min e 1,4 mL/min) com o objetivo de melhorar o sinal de corrente 

em função do aumento do transporte de massa do analito em direção à superfície do eletrodo 

proporcionado pelo aumento deste parâmetro. Como esperado, o aumento da vazão proporcionou 

tanto aproximação entre interferentes da matriz e analito, quanto melhor definição e aumento nos 

sinais de corrente. Foi observada também a formação de bolhas na superfície do eletrodo com 

aumento da vazão a partir de 1,3 mL/min, causando instabilidade nos sinais eletroquímicos 

registrados. Portanto, a vazão de 1,2 mL foi a condição que proporcionou melhor combinação de 

sinal, separação de componentes e estabilidade. 
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Figura 13: Cronoamperograma do estudo da vazão da fase móvel após EPN (pH 7,0, 50 μL de TBZ 2,0 x 

10-3 mol/L, 36°C, Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitação ultrassônica).  FM = TF (pH 7,0):ACN 

de 69:31 (V/V), eletrodo de trabalho DDB, E = 1,35 V × Ag/AgCl. 

 

4.3 Voltamograma Hidrodinâmico 

Uma vez obtidas as melhores condições cromatográficas, foi realizado o estudo do 

melhor potencial aplicado para detecção a partir da obtenção de um voltamograma 

hidrodinâmico com aplicação do método de múltiplos pulsos. Para isso, foram aplicados 

potenciais na faixa de 1,15 V a 1,45 V × Ag/AgCl. Os resultados dessas medidas estão 

mostrados na Figura 14: 
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Figura 14: Voltamograma hidrodinâmico após EPN (pH 7,0, 50 μL de TBZ 2,0 x 10-3 mol/L, 36°C, 

Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitação ultrassônica) e relação entre Ipico-Ibase× E (Figura 

inserida). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN) e vazão = 1,2 mL/min. 

 

 Os dados obtidos pelo voltamograma hidrodinâmico mostrado na Figura 14 e os da 

relação entre Ipico-Ibase× E (Figura inserida) permitem observar uma tendência crescente entre os 

dois fatores, atingindo um patamar de sinal de corrente em 1,40 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L). 

Quanto maior o potencial aplicado, maior é a taxa de oxidação das espécies de TBZ sobre a 

superfície do eletrodo. Também, em potenciais mais elevados, a reação de desprendimento de 

oxigênio (RDO) proveniente da oxidação eletroquímica da água passa a ser mais presente, 

resultando na ocupação dos sítios ativos da superfície do eletrodo. O uso de eletrodos com 

grandes janelas de potencial, tal como o DDB, minimiza o efeito de competição entre a oxidação 

do analito e da água. No potencial de 1,40 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L) observa-se que o sinal de 

oxidação do TBZ atinge um patamar, com um ligeiro decréscimo acima deste valor. Assim, o 

potencial 1,40 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L) foi selecionado para detecção do TBZ sobre eletro do 

DDB.  

A distinção entre os picos relacionados aos interferentes da matriz e do TBZ foram 

ilustrados nas Figuras 15 e 16, para detecção eletroquímica e UV-VIS, respectivamente, nas 

melhores condições cromatográficas. Esses resultados mostram, portanto, parte da capacidade 

seletiva do método, uma vez que a outra depende da EPN. 
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Figura 15: Cronoamperograma da detecção do TBZ extraído por EPN da matriz de suco de uva integral 

branco, sem TBZ (curva em vermelho), com TBZ (curva em azul), e mais concentrado (curva em verde). 

Na figura inserida, está o sinal dos picos do TBZ. Todos na proporção 50 µL extrato: 50 µL eluente, e o 

que adiciou-se +10 µL da solução TBZ padrão (2,0 × 10-3 mol/L). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão 

de 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

 

Figura 16: Cromatograma da detecção TBZ extraído por EPN da matriz de suco de uva integral branco, 

sem TBZ (curva em vermelho), com TBZ (curva em azul), e mais concentrado (curva em verde). Na 

figura inserida, está o sinal dos picos do TBZ. Todos na proporção 50 µL extrato: 50 µL eluente, e o que 

adiciou-se +10 µL da solução TBZ padrão (2,0 × 10-3 mol/L). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão de 

1,2 mL/min, detecção por UV-VIS (λ = 274 nm). 
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4.4 Obtenção das melhores condições para EPN 

Conforme apresentado na revisão bibliográfica, alguns fatores interferem no processo de 

Extração por Ponto Nuvem, promovendo melhor interação surfactante-analito e surfactante-

surfactantes, sendo eles: temperatura de extração (referente ao ponto nuvem), pH do meio, 

adição de dessecantes (sais ou álcoois) e concentração do surfactante (concentração micelar 

crítica).  

De modo geral, a primeira etapa em uma EPN é a obtenção do melhor pH para extração, 

já que diz respeito à ionização do analito. Isso também é feito para processos nos quais o 

surfactante utilizado é do tipo não ionizável. Aqui, esse processo não foi o primeiro a ser 

avaliado, uma vez que, durante os processos de obtenção das melhores condições 

cromatográficas, a etapa de adição de sal provocava algum efeito negativo na extração.  

Portanto, tomou-se como prioridade identificar o efeito da adição de sal no processo de 

EPN. A extração prevê a utilização de aquecimento, para provocar maior interação entre 

surfactante-analito e surfactante-surfactante, até que se atinja o que se chama de ponto nuvem 

(temperatura ideal, para cada surfactante, relacionada à formação da fase rica em surfactante). 

Como exposto na revisão bibliográfica, o sal é utilizado na Extração por Ponto Nuvem como um 

dessecante, retirando moléculas de água entre as micelas do surfactante, favorecendo a formação 

da fase rica em surfactante e, assim, a temperatura de ponto nuvem.  

Por meio de testes univariados foram avaliados: 1) EPN, com adição de sal (0,6 g) e 

aquecimento 36°C (agitação ultrassônica de 15 mins), 2) EPN, com adição de sal (0,6 g), sem 

aquecimento, 27°C (agitação ultrassônica de 15 min), 3) EPN, sem adição de sal e com 

aquecimento 36°C (agitação ultrassônica de 15 min), 4) EPN, sem adição de sal e sem 

aquecimento, 27°C (agitação ultrassônica de 15 min). Nos testes que envolveram adição de sal (1 

e 2), houve rompimento de micelas, sem possibilidade de injeção no cromatógrafo, restando as 

análises sem sal (3 e 4). Nessas, foi observada uma diferença mínima (Figura 17), favorecendo a 

utilização da EPN sem aquecimento. 
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Figura 17: Cronoamperograma das variações 3 e 4, relativas à adição de sal e à alteração de temperatura, 

no processo de obtenção das melhores condições da EPN (pH 7,0, 50 μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 15 min 

de agitação ultrassônica, 20% de solução Tergitol TMN 6 m/m). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), eletrodo 

de trabalho DDB, vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

A explicação obtida para esse efeito está na matriz. Como discutido previamente (seção 

1.2.2), a uva é rica em sais minerais, principalmente quando se leva em conta as suas sementes. 

O processo de produção do suco de uva integral consiste na trituração e no aquecimento das 

uvas, sem passar por um processo prévio de separação por partes, o que elevaria o teor de sais 

minerais neste produto. Portanto, já que a matriz é rica em sais minerais, a ação de adicionar 

mais sal faz com que a temperatura de ponto nuvem (36°C para o Tergitol TMN 6) caia a ponto 

de romper as micelas. Assim, definiu-se uma EPN sem adição de sal e sem aquecimento (feito 

em temperatura ambiente, 27°C). 

Como visto, o pH na Extração por Ponto Nuvem é utilizado para facilitar a interação 

entre analito e surfactante e dificultar a interação entre analito e matriz. Uma vez que o suco de 

uva tem grande quantidade de água em sua matriz, o pH que proporciona maior proporção de 

TBZ neutro (característica apolar) provoca um aumento da interação entre este e o surfactante. 

Esse efeito pode ser observado na Figura 18 e confirmado na Figura 19 indicando um patamar no 

gráfico de Ip-Ib (µA) x pH para pH 6,0, demonstrando maior extração nesse meio (que está em 

conformidade com o diagrama de espécies destacado anteriormente, na Figura 11). 
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Figura 18: Cronoamperograma da variação de pH no processo de obtenção das melhores condições da 

EPN (50 μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 27°C, adição de solução de Tergitol TMN 6 20% m/m em 15 min 

de agitação). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

 

Figura 19: Relação entre Ipico-Ibase × pH, no processo de obtenção das melhores condições da EPN (50 

μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 27°C, adição de solução de Tergitol TMN 6 20% m/m em 15 min de 

agitação ultrassônica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

Excluídos os interferentes para EPN na amostra e obtendo-se o melhor pH para 

determinação do TBZ, há ainda a concentração de surfactante, que também tem efeito direto na 

extração e pré-concentração do analito. Na Figura 20 são apresentados os cronoamperogramas de 

todos os ensaios testados para variação do percentual de surfactante adicionado, destacando-se 

em vermelho aquele em 10%. Para essa confirmação, foi construído um gráfico do tipo Ip-Ib x % 



72 

 

de surfactante (Figura 21). Entende-se que, quanto maior é o sinal de detecção (pico de I) do 

TBZ nesse tipo de gráfico, maior será sua pré-concentração. E, segundo a análise realizada, a 

extração utilizando solução de 10% de surfactante, dentre a faixa estudada (5% a 30%), foi a que 

apresentou maior eficiência. 

,  

Figura 20: Cronoamperograma da variação concentração do surfactante Tergitol TMN 6 no processo de 

obtenção das melhores condições da EPN (pH 6,0, 50 μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 27°C e 15 min de 

agitação ultrassônica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

 

Figura 21: Relação entre Ipico-Ibase × % (m/m) da concentração do surfactante Tergitol TMN 6 no 

processo de obtenção das melhores condições da EPN (pH 6,0, 50 μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 27°C e 15 

min de agitação ultrassônica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × 

Ag/AgCl. 
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Em seguida, foi avaliado o tempo da amostra sob agitação ultrassônica. A agitação 

ultrassônica, assim como a elevação da temperatura, provoca maior colisão entre moléculas 

facilitando a formação de micelas ao redor do analito. A Figura 22 demonstra um 

comportamento de aumento da extração à medida que os ensaios são submetidos a maiores 

tempos de agitação. Ao relacionar a corrente de pico (Ip – Ib) com tempo de agitação (Figura 23), 

é possível perceber que o tempo de agitação é fundamental para o processo de EPN, uma vez que 

o sinal de detecção do TBZ não atinge um patamar e segue com tendência crescente ainda no 

maior tempo de agitação ultrassônica investigado (60 min).  

 

Figura 22: Cronoamperograma da variação do tempo de agitação no processo de obtenção das melhores 

condições do processo de EPN (pH 6, 50 μL de TBZ 2,0 × 10-3mol/L, 27°C e adição de 10% da solução 

de Tergitol TMN 6). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 
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Figura 23: Relação entre Ipico-Ibase × T no processo de obtenção das melhores condições do processo de 

EPN (pH 6,50 μL de TBZ 2,0 × 10-3 mol/L, 27°C e adição de 10% da solução de Tergitol TMN 6). FM = 

69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazão = 1,2 mL/min e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

Os resultados obtidos no estudo da EPN, referentes à busca pelas melhores condições 

para tal, apontam para a melhor condição com: temperatura ambiente (27°C) sem adição de sal, 

adição de 1 mL de Tergitol a 10% (m/m), 60 min de agitação ultrassônica e pH 6,0.  

Para avaliação dos resultados obtidos, foi feito um procedimento de validação, 

identificando os limites de detecção e quantificação, obtenção do fator de pré-concentração, 

precisão, exatidão intradia e interdia, e aplicação do método em outras marcas de suco de uva 

branco. Os resultados encontram-se na seção a seguir. 

4.5 Validação do método 

4.5.1 Limite de detecção e quantificação 

Os LD e LQ foram obtidos com a adição do TBZ na amostra e em água, e expostos, 

respectivamente, aos processos com e sem EPN. Os LD obtidos com e sem EPN foram de 

0,0072 mol/L (ou 14,5 g/L) e 0,8 mol/L (ou 0,161 mg/L), respectivamente. Os LQ foram de 

0,18 mol/L (ou 36,2 g/L) e 2,0 mol/L (0,402 mg/L), na mesma ordem anteriomente citada. A 

Figura 24 mostra um cronoamperograma obtido na condição de obtenção do LQ após o processo 

de EPN: 
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Figura 24: Cronoamperograma obtido para o LD do método para determinação de TBZ em suco integral 

de uva verde após processo de EPN na melhor condição. FM = TF (0,01 mol L-1, pH 7):ACN na 

proporção de 69:31 (V/V), volume de injeção de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

4.5.2 Fator de pré-concentração 

Após determinação do LQ, duas curvas analíticas (com e sem EPN) foram obtidas no 

intuito de avaliar a linearidade e determinar o FC do método. A curva com EPN do TBZ (Figura 

25) foi obtida na faixa de 0,18 mol/L (LQ) a 7,5 mol/L (ou 36,2 g/L a 1,5 mg/L), utilizando 

o procedimento de EPN sob as melhores condições. Já a curva sem EPN (Figura 26) foi feita 

utilizando a faixa de 2,0 mol/L (LQ) a 112,5 mol/L (ou 0,4 mg/L a 22,6 mg/L), sem EPN. O 

FC, calculado a partir do quociente do coeficiente angular das curvas analíticas com extração (a1) 

e sem extração (a2), atingiu um valor de 12,8 (a1 de 0,01608 uA/molL-1 e a2 de 0,00125 

uA/molL-1). Tal fator representa uma extração e uma pré-concentração da amostra de 

aproximadamente 13 vezes. A linearidade atingida no método de EPN, avaliada a partir do 

coeficiente de correlação da curva, foi de 0,99 e, portanto, dentro do limite estipulado (acima de 

0,99) pela ANVISA (2003) e pela Comissão Europeia (2020).  
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Figura 25: Curva analítica obtida sob melhor condição do procedimento de EPN. FM = TF (0,01 mol L-1, 

pH 7,0):ACN na proporção 69:31 (V/V), volume de injeção de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

 

Figura 26: Curva analítica obtida sem procedimento de EPN. FM = TF (0,01 mol/L, pH 7,0):ACN na 

proporção 69:31 (V/V), volume de injeção de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

4.5.3 Exatidão e Precisão intradia e interdia 

 A confiabilidade do método também é verificada por meio de ensaios que determinam 

sua exatidão e precisão. Para a exatidão, foi medida a recuperação (R%, Equação 2) da adição de 

TBZ em suco de uva branco em três níveis (0,25 mg/L, 0,76 mg/L e 1,26 mg/L), em triplicata. A 
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precisão, por sua vez, foi expressa por meio do coeficiente de variação (CV%), pela média entre 

as replicatas (replicabilidade ou precisão intradia) e a média entre os dias (precisão intermediária 

ou precisão interdia). Os valores estão ilustrados na Tabela 5, a seguir: 

 
Tabela 5: Exatidão (%) e precisão (%) intradia e interdia, obtidas na determinação eletroquímica do TBZ 

após processo de EPN. FM = TF (0,01 mol/L, pH 7,0):ACN na proporção 69:31 (V/V), volume e injeção 

de 20 μL. E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

Amostra 

(µmol/L)* 

Intradia Interdia 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dias 1, 2 e 3 

R% CV% R% CV% R% CV% R% Médio CV% Médio 

1,25 120 9,9 119,3 7,2 109,1 5,2 119,3 7,4 

3,75 114,5 11,5 104,2 0,8 97,2 2 105,32 4,8 

6,25 96,3 4,5 99,3 6,8 100,6 7 98,72 6,1 

* 1,25 µmol/L = 0,25 mg/L; 3,75 µmol/L = 0,76 mg/L; 6,25µmol/L = 1,26 mg/L 

  

A Comissão Europeia, assim como a ANVISA, estipula que um método confiável tem 

sua recuperação entre 70% e 120%, com CV ≤ 20%. Os resultados apresentados na Tabela 5 

indicam que o método é confiável, uma vez que se apresenta dentro da faixa de confiabilidade de 

recuperação e coeficiente de variação de 98,7% a 116,1% e 4,8% a 7,1%, respectivamente.  

4.5.4 Aplicação do método EPN/CLAE-EC 

 Após verificação da confiabilidade do método (seletividade, linearidade, LD, LQ, 

exatidão e precisão), ele foi aplicado, em suas melhores condições, em outras marcas de suco de 

uva branco. Tais sucos foram adquiridos em comércios locais da cidade de Catalão(GO), 

distribuídos como sucos integrais (sem adição de açúcares ou água) e sem adição de outros 

aditivos. Esse processo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade do método em 

realizar tanto a extração e a pré-concentração quanto a quantificação do analito, em uma mesma 

matriz, mas de outras procedências. Para isso, foi preparado um ensaio no nível intermediário 

(0,76 mg/L), em triplicata, analisando a recuperação do método e o coeficiente de variação a 

partir da curva analítica apresentada na Figura 26 (curva sem EPN). A seguir, estão expostos os 

resultados obtidos na aplicação do método para duas marcas de suco distintas da que foi adotada 

para obtenção das melhores condições, com adição do TBZ e do branco das respectivas matrizes. 
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Figura 27: Cronoamperograma obtido por detecção eletroquímica do suco da Marca A, após processo de 

EPN na melhor condição, adicionando 3,75 µmol/L da solução padrão de TBZ 1,0 μg/mL e seu 

respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L-1, pH 7):ACN na proporção de 69:31 (V/V), volume de injeção 

de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

 

Figura 28: Cronoamperograma obtido por detecção eletroquímica do suco da Marca B, após processo de 

EPN na melhor condição, adicionando 3,75 µmol/L da solução padrão de TBZ 1,0 μg/mL e seu 

respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L-1, pH 7):ACN na proporção de 69:31 (V/V), volume de injeção 

de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 
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Figura 29: Cronoamperograma obtido por detecção eletroquímica do suco da junção dos sucos da Marca 

A e B, após processo de EPN na melhor condição, adicionando 3,75 µmol/L da solução padrão de TBZ 

1,0 μg/mL e seu respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L-1, pH 7):ACN na proporção de 69:31 (V/V), 

volume de injeção de 20 μL e E = 1,40 V × Ag/AgCl. 

 

As Figuras 27, 28 e 29, acima apresentadas, comprovam que o método conseguiu 

distinguir os sinais dos picos da matriz e do TBZ (seletividade) e, além disso, foi capaz de 

detectar a presença do TBZ no branco da amostra do suco B (Figura 28) e na mistura das marcas 

(Figura 29). As concentrações de TBZ nessas amostras foram de 84,4 µg/L e 78,8 µg/L para as 

marcas B e AB, respectivamente. Tais valores são superiores ao LQ estimado no método (36,2 

µg/L) e, portanto, válidos. Conforme relatório apresentado pelo PARA (ANVISA, 2019), o TBZ 

não pode ser encontrado como resíduo em amostras de uva e derivados. Desse modo, os 

resultados identificaram contaminação em relação à amostra da marca B. 

Levando-se em consideração o que foi exposto em relação à seletividade do método e aos 

estudos de recuperação e coeficiente de variação, os resultados obtidos em outras marcas de suco 

bem como da mistura entre elas podem também ser utilizados para determinar a robustez do 

método. Para isso, foi realizado um ensaio de recuperação e exatidão, na concentração de 0,76 

mg/L (ponto médio), em triplicata, com as três amostras estipuladas anteriormente. Os resultados 

expostos (Tabela 6) enquadram-se dentro da faixa adequada (70%-120%, CV ≤ 20%) e, portanto, 

complementam os resultados relativos à validação do método de EPN/CLAE-EC. 
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Tabela 6: Recuperação (R%) e exatidão (CV%), obtidas na determinação eletroquímica do TBZ em 

outras amostras de suco de uva integral branco. FM = TF (0,01 mol L-1, pH 7,0):ACN na proporção 69:31 

(V/V), volume de injeção de 20 μL. E = 1,40 V x Ag/AgCl. 

Suco A Suco B Mistura de sucos Suco Tinto 

R (%) C (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%) 

80,9 7,3 95,6 15,1 94,5 2,6 98,4 5 

3,5 µmol/L (0,76 mg/L) 

 

Por efeito de comparação, a Tabela7 (ver mais à frente) mostra os dados encontrados de 

outros estudos envolvendo a detecção do TBZ em diversas matrizes, diversos equipamentos e 

métodos de extração. De acordo com essa tabela, fica clara a grande variedade de métodos 

existentes. 

Utilizando os LD como comparativos dos resultados obtidos, identifica-se uma faixa 

superior a quatro ordens de grandeza. O menor LD apresentado foi de 0,1 µg/L, utilizando a 

combinação de EFS (extração em fase sólida) com CLAE/Fluorescência, para matriz de água 

(leito de rio, residuais e de poço). O maior LD foi de 6,19 mg/L, combinando ELL/EFS com 

detecção por CG-EM, para suco de uva integral. Como visto durante o trabalho, a matriz de suco 

de uva integral é complexa, e muitos dos dados relativos à composição dessa matriz foram 

descritos por Alves (2014). Essa complexidade exige uma combinação bem alinhada entre 

extração e detecção. A utilização da EPN cumpre o papel de, além de promover a redução do 

consumo de substâncias prejudiciais ao meio ambiente (como os solventes orgânicos), atentar à 

segurança laboral e promover uma extração e uma pré-concentração adequadas do analito para 

matrizes complexas.  

A detecção, quando avaliada na perspectiva de ressaltar o analito em detrimento aos 

demais sinais da amostra, tem também papel fundamental. O analito em questão apresenta 

grupos cromóforos e, em determinadas faixas de pH, tem maior atividade eletroquímica. As 

técnicas que exploraram essas características apresentaram os menores LD expressos na tabela.  

Como discutido na seção anterior, o TBZ em amostras de uva e derivados não pode ser 

encontrado (ANVISA, 2019). Portanto, um estudo que apresente um LD e um LQ na ordem de 

grandeza de mg/L (14,5 g/L e 36,2 µg/L, respectivamente) pode ser considerado muito bom. 

Esses valores ficam ainda melhores ao serem incorporados na Tabela7, confrontando outros 

valores para a mesma matriz (suco de uva). O LQ, então, é 250 vezes menor do que o 

apresentado por Alves (2014), 9,0 mg/L. Os valores de R% e CV% (ou DPR%) contribuem para 
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comprovar a qualidade do método desenvolvido neste estudo, que combinou EPN e CLAE-EC 

com eletrodo de DDB. 

 
Tabela 7: LD, LQ, R% e DPR% de estudos apresentados na literatura, referentes à determinação de TBZ 

em várias matrizes, utilizando diferentes métodos de extração e análise (ver na próxima página). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados consolidam a capacidade de acoplamento entre as técnicas de 

CLAE e a detecção eletroquímica de TBZ extraído por EPN de amostras de suco de uva integral 

branco.  

Os métodos de VC e VPD permitiram avaliar o comportamento do TBZ na superfície do 

eletrodo DDB e o pH do eletrólito suporte utilizado como eluente (TF pH 7,0). O processo de 

obtenção das melhores condições, eletroquímicas (1,4 V × Ag/AgCl, 3,0 mol/L) e 

cromatográficas (Fase Móvel = TF pH 7,0:ACN em 69:31 (V/V), 1,2 mL/min, Coluna C8), 

resultou na separação do analito dos interferentes da matriz, com o maior sinal de corrente, 

tornando o método mais seletivo.  

As melhores condições de EPN (27°C, adição de 10% de Tergitol TMN6, agitação 

ultrassônica por 60 min e pH 6,0) possibilitaram a extração e a pré-concentração do analito em 

aproximadamente 13 vezes (FC = 12,8), a partir do cálculo entre o coeficiente angular das curvas 

analíticas com e sem EPN. O método apresentou ótima linearidade (R2 = 0,99). 

Os valores de recuperação e de coeficiente de variação obtidos estiveram dentro do 

estipulado pela ANVISA e pela Comissão Europeia (R% intradia = 95% e 120 % e R% interdia 

= 98,7% e 116,1%, CV% intradia = 0,8% e 11% e CV% interdia = 4,8% e 7,4%). O método foi 

aplicado em outras marcas de suco encontradas em mercados comerciais, nas quais em uma 

delas foi possível detectar e quantificar a presença de TBZ. Ao comparar com o único estudo 

encontrado na literatura que faz determinação de TBZ em amostras de suco de uva integral, o 

trabalho que combina CLAE, com detecção por EC e Extração por Ponto Nuvem, atingiu um LD 

e um LQ 240 vezes menor. 
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VOLTAMETRIAS CÍCLICAS E DE PULSO DIFERENCIAL DOS DIFERENTES PHS 

ANALISADOS 

 

Figura A1: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em diferentes pH 2,0, realizado na faixa de 

potencial de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

Figura A2: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 3,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 
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Figura A3: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 4,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v= 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

Figura A4: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 5,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 
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Figura A5: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 6,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

Figura A6: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 7,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 
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Figura A7: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 8,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

 

Figura A8: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 9,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 
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Figura A9: Voltamograma cíclico do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 10,0, realizado na faixa de potencial 

de 0,9 V a 1,6 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrólito suporte TF (0,01 mol/L). 

 

 

Figura A10: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 2,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 
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Figura A11: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 3,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 

 

Figura A12: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 4,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 
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Figura A13: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 5,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 

 

Figura A14: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 6,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 
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Figura A15: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 7,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 

 

Figura A16: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 8,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 
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Figura A17: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 9,0, realizado na faixa 

de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v = 50 

mV/s. 

 

Figura A18: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 × 10-5 mol/L) em pH 10,0, realizado na 

faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V × Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e  v 

= 50 mV/s. 

 


