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NOTA
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continuam provisoriamente vinculados a Universidade Federal de Goias (UFG), por isso, todos
0s elementos pré-textuais do trabalho apresentado estdo identificados como Universidade
Federal de Goiés/Universidade Federal de Cataldo em implantacdo, em funcdo da migracdo 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 opcéo ao vinho, por sua proveniéncia e em termos de substancias com
potencial antioxidante, ainda podendo ser consumido de forma mais ampla pela populagéo. O
aumento do consumo exige maior capacidade produtiva e, portanto, da melhoria de técnicas de
manejo e extensa utilizacdo de intensivos agricolas, como os agrotoxicos. Uma vez que a
ingestdo destas substancias em alimentos prevé diversos tipos de intoxicacdo, agudas ou
cronicas, as técnicas com potencial de determinacdo e deteccdo 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 Extracdo por Ponto Nuvem (EPN) com Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) acoplada a deteccdo eletroquimica pelo uso de um eletrodo de Diamante Dopado com
Boro (DDB). Em vista disso, utilizou-se as técnicas de Voltametria Ciclica e de Pulso
Diferencial para caracteriza¢do eletroquimica do TBZ e seu comportamento na superficie do
eletrodo de trabalho. A partir destas técnicas foi possivel selecionar a melhor condi¢do de pH
para fase movel (7,0), respeitando-se os limites de uso da coluna cromatografica. As melhores
condicdes para extracao e pré concentracdo do TBZ apontaram para uma EPN realizada em pH
6,0, pela adicdo de 1mL do surfactante Tergitol TMN 6 a 10% (m/m), sem aquecimento (a 27°C)
e agitacdo ultrassénica (20 kHz) por 60 min. O procedimento exibiu um fator de pre-
concentracdo (Fc) igual a 13. A separacdo por CLAE foi realizada em colula C8, em fase movel
com Tampao fosfato (pH 7,0):ACN na proporc¢do 69:31 (V/V), fluxo de 1,2 mL/min e deteccdo
eletroquimica com DDB aplicando 1,40 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L). O processo foi devidamente
validado, apresentando limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de 14,5 pg/L e 36,2
Ma/L, respectivamente. Estes valores sdo aproximadamente 240 vezes menores do que o que foi
encontrado na literatura para determinacdo de TBZ em suco de uva integral. A recuperacdo do
método foi avaliada entre 98,7% e 116,1% com coeficiente de variagdo entre 4,8% e 7,4%. A
aplicacdo do método proposto permitiu detectar e determinar TBZ em uma das amostras de suco
de uva integral branco comercial analisadas.

Palavras-chave: Deteccdo eletroquimica, Eletrodo de Diamante Dopado com Boro, Extracéo
por Ponto Nuvem, Agrotoxicos, 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 pg/L and 36.2 ug/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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27°C e 15 min de agitagédo ultrassonica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/mine E
=1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 21: Relagao entre lpico-lnase X % (M/m) da concentracdo do surfactante Tergitol TMN 6 no
processo de obtencdo das melhores condiges da EPN (pH 6,0, 50 uL de TBZ 2,0 x 107 mol/L,
27°C e 15 min de agitacdo ultrassonica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/min e E
=1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 22: Cronoamperograma da variacdo do tempo de agitacdo no processo de obtencdo das
melhores condicBes do processo de EPN (pH 6, 50 pL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 27°C e adigio
de 10% da solugdo de Tergitol TMN 6). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/mine E
=1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 23: Relacdo entre lpico-lbase X T N0 processo de obtencdo das melhores condi¢bes do
processo de EPN (pH 6,50 pL de TBZ 2,0 x 10" mol/L, 27°C e adi¢do de 10% da solucéo de
Tergitol TMN 6). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/mine E = 1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 24: Cronoamperograma obtido para o LD do método para determinacdo de TBZ em suco
integral de uva verde apds processo de EPN na melhor condigdo. FM = TF (0,01 mol L, pH
7):ACN na proporcao de 69:31 (V/V), volume de inje¢ao de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 25: Curva analitica obtida sob melhor condi¢do do procedimento de EPN. FM = TF (0,01
mol L, pH 7,0):ACN na proporgio 69:31 (V/V), volume de inje¢do de 20 uL e E = 1,40 V X
Ag/AgCl.
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Figura 26: Curva analitica obtida sem procedimento de EPN. FM = TF (0,01 mol/L, pH
7,0):ACN na proporcao 69:31 (V/V), volume de inje¢do de 20 uL e E =1,40 V x Ag/AgCl.

Figura 27: Cronoamperograma obtido por deteccdo eletroquimica do suco da Marca A, apos
processo de EPN na melhor condicdo, adicionando 3,75 pmol/L da solucdo padrdo de TBZ 1,0
pg/mL e seu respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L%, pH 7):ACN na proporcédo de 69:31
(V/V), volume de injegdo de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCI.

Figura 28: Cronoamperograma obtido por deteccdo eletroquimica do suco da Marca B, apos
processo de EPN na melhor condicéo, adicionando 3,75 pmol/L da solucdo padrédo de TBZ 1,0
pg/mL e seu respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L, pH 7):ACN na proporcéo de 69:31
(V/V), volume de injegdo de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCI.

Figura 29: Cronoamperograma obtido por deteccéo eletroquimica do suco da jungdo dos sucos
da Marca A e B, apds processo de EPN na melhor condigdo, adicionando 3,75 pmol/L da
solucdo padrio de TBZ 1,0 pg/mL e seu respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L%, pH 7):ACN
na proporcao de 69:31 (V/V), volume de inje¢do de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

Figura Al: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 2,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A2: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10®° mol/L) em pH 3,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgClI (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A3: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 4,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrélito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A4: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10®° mol/L) em pH 5,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).
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Figura A5: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em pH 6,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A6: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em pH 7,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A7: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em pH 8,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrélito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A8: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 9,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A9: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10™ mol/L) em pH 10,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgClI (3,0 mol/L), v = 100 mV/s, eletrélito suporte TF (0,01
mol/L).

Figura A10: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 2,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A11: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 3,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.
Figura A12: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 4,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A13: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 5,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.
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Figura Al14: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 6,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A15: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 7,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A16: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10™ mol/L) em pH 8,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A17: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em pH 9,0, realizado
na faixa de potencial de 0,75V a 1,5V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =
5mVe v=50mV/s.

Figura A18: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10®° mol/L) em pH 10,0,
realizado na faixa de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de
potencial =5 mV e v =50 mV/s.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

A uva ¢ o fruto da Videira (Vitis sp.), uma planta da familia Vitaceae, de origem asiética,
que € uma trepadeira lenhosa, com gavinhas de fixacdo, apresentando mais de oito mil
variedades (OIV, 2016). E comercializada in natura, utilizada na producdo de sucos, doces,
vinhos e passas.

As principais variedades de uva encontradas no Brasil para mesa, até o ano de 2004
(LEAO, 2004), sdo: com sementes — Italia, Red Globe, Benitaka, Brasil, Patricia; sem sementes —
Superior Seedless, Crimson Seedless, Thompson Seedless, Catalunha; além de outras variedades
como Vénus, Marroo Seedless e Perlette. Na Gltima década, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) desenvolveu um programa para criacdo de novas variedades, tais
como: a BRS Vitoria, BRS Isis, BRS Nubia, BRS Melodia, BRS Taina e BRS Magna (LEAO,
2021).

Do ponto de vista da producdo, a area destinada para o cultivo da cultura da uva, em
contexto mundial, tem enfrentado quedas e desde 2017 atingiu uma provavel estabilidade (Figura
1). Apesar dessas constantes quedas e da relativa estagnacdo, a area destinada ao cultivo da uva
ainda esta acima de 7,3 milhdes de hectares, com paises como Espanha, Franca, China e Italia

ocupando, respectivamente, os lugares de maiores produtores (Ol1V, 2021).

Figura 1: Evolugdo da &rea superficial de uva mundial (Fonte: OIV (2021)).

Segundo a andlise de conjuntura realizada pela Organizacdo Internacional de Vinho
(OlV, 2021), as oscilagBes constantes de consumo de vinho (que em contexto mundial ainda é o

destino principal da uva) e as mudangas climéticas provocadas pelo EI Nifio nos ultimos anos
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(com maior quantidade de chuvas) sdo os principais fatores relacionados a diminuicdo da area
cultivada. Os ultimos dados apresentados, no site da mesma organizacao, em relacéo a producéo
de uva apontam que, em 2016, foi atingido 75,5 milhdes de toneladas de uva fresca destinadas
para todos os usos, com 27,6 milhdes de toneladas para mesa, atingindo 97,77% de consumo.

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020), na analise
mensal de dezembro 2019 a janeiro 2020, os principais produtores de uva destinada para vinho
seguiram as tendéncias externas de reducdo de area cultivada. Os Estados Unidos, Argentina e
Chile (6°, 7° e 8° lugar como produtor mundial de vinho, respectivamente) diminuiram sua area
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 reducéo de 2,7%.

A expansdo territorial da producdo 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 Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Posteriormente, a cultura da uva
expandiu suas fronteiras rumo ao Nordeste e Centro-Oeste do pais, atingindo atualmente regides
da Bahia, Cearé e Goias. Para conseguir tamanha expansao ao longo dos anos, o setor apresentou
elevado grau de aprimoramento de técnicas de plantio, selecdo de clones e novas cultivares
adaptadas para as diferentes regiGes (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 hibridas interespecificas), além de definicdo de diferentes tecnologias de manejo
(CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011).

A producgéo de uva no Brasil, com o passar do tempo e com 0s investimentos no setor,
vem demonstrado consolidacédo, apesar da constante oscilagdo que acompanha as variagdes de
mercado e producdo do exterior. Em 2016, a producdo interna de uva apresentou o menor valor
da década, atingindo um valor 54% menor do que no ano anterior (CONAB, 2019), decorrente
de fatores climaticos e infestagcdes de pragas. No ano de 2017, apresentou a melhor producéo da
década até entdo, 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 Recuperagdo Automatica (SIDRA) apontou que a
producdo de uva atingiu seu patamar de 1,68 milhdes de toneladas (crescimento de 19,1% em
relacdo ao ano anterior), 74,9 mil hectares de area plantada (+0,21%) e 74,2 mil hectares de area

colhida ou a ser colhida (+1,37%). O rendimento, nesse mesmo periodo, aponta um valor de 22,7

27



mil quilogramas por hectare para todo o pais (17,6% maior do que o relativo ao mesmo periodo
do ano anterior). Para atingir tamanha producdo e conseguir cultivar a vitivinicultura em tantas
regides, com clima e solo diferentes, faz-se necessaria a melhoria da técnica de cultivo e manejo,
além da utilizacéo de defensivos agricolas e controle de pragas e doencas.

A cultura da uva tem em si muitas peculiaridades que fazem com que a sua producdo se
restrinja a condi¢cBes mais especificas, como a necessidade de radiacdo solar intensa para
aumento da producdo de teores de aglcares. A temperatura do ar deve estar entre 25°C e 30°C e,
quando relacionado a baixa precipitacdo pluvial, obtém-se maior concentracdo de acUcares e
menor concentracdo de acido malico nos frutos. A umidade do ar também tem sua importancia,
tanto nos aspectos fisioldgicos quanto no favorecimento do surgimento de doencas flngicas
(durante todo o ciclo), necessitando de maior atencdo em regides aridas, onde a umidade do ar é
menor. A velocidade do vento atua tanto negativamente, quando esta alta, na formacéao dos frutos
causando danos mecénicos, como positivamente fazendo com que ocorra uma reposicdo de ar
seco para manutencdo da evapotranspiracdo da cultura. Esta é considerada resistente a seca, pela
sua caracteristica de possuir um sistema de raizes que sdo capazes de atingir grandes
profundidades, facilitando seu cultivo em regiGes aridas e semiaridas com menor precipitacao
pluviométrica, onde ha maior controle da irrigacdo, para que se evite o surgimento de doencas
fangicas e pragas (LEAO, 2004).

A cultura apresenta outras caracteristicas em relagcdo aos nutrientes necessarios para seu
cultivo, tais como os descritos no Informe Técnico da EMBRAPA (LEAO, 2004), sendo eles o
nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio, magnésio, boro, cobre e zinco. A deficiéncia desses
nutrientes retarda ou inibe o desenvolvimento vegetativo e radicular, podendo ser expressos na
ma formacdo dos frutos e diminuicdo 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
toxicos do aluminio e manganés, e elevando os teores de calcio e magnésio. A adubacdo da
Videira € realizada no plantio, no crescimento e na producgdo, abastecendo e reabastecendo a
cultura com os nutrientes necessarios para cada fase.

Durante seu cultivo, a regido e o clima se tornam propensos para 0 surgimento de
doencas e pragas que podem ser combatidas por defensivos agricolas. As técnicas de aplicacéo

desses compostos na uva também envolvem a pulverizacéo 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 Agrotoxicos

Segundo a Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n°
4.074, de 2002, os agrotdxicos sdo definidos como: “Compostos de substancias quimicas
destinadas ao controle, destruicdo ou prevencdo, direta ou indiretamente, de agentes patogénicos
para plantas e animais Uteis e as pessoas” (BRASIL, 1989). O Brasil como pais de grande
extensao territorial estd cada vez mais consolidado no mercado agropecuario, tornando-se um
dos maiores produtores do ramo e 0 segundo maior exportador. Por consequéncia, existe uma
intensiva utilizagdo de agrotoxicos, fertilizantes e sementes transgénicas.

Conforme o documento apresentado pelo Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada —
IPEA (MORAES, 2019), os tltimos dados do setor, até 0 momento, mostram que no ano de 2015
0 pais atingiu um total de 9,2% de utilizacdo de pesticidas referentes a quantidade mundial. Em
outros termos, o Brasil tem média de consumo por area de 4,3 kg por hectare e 1,8 kg per capita
(MORAES, 2019). Até 2018, somente a regido Sul do pais era responsavel pelo consumo de
30% desses agrotdxicos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Os principais dados apontados até o0 momento sdo referentes até o ano de 2015, pois,
como indicado por Pignati et al. (2017) e Lopes e Albuquerque (2018), existe no Brasil uma
insuficiéncia de dados relativa as novas aquisi¢cbes de agrotoxicos por parte dos institutos
governamentais e da bancada ruralista. No ano de 2016, por exemplo, ndo houve realizacdo do
Censo Agropecuario.

Os agrotoxicos sdo formulados visando combater agentes especificos. Por isso, sdo
categorizados em inseticidas (combate insetos), acaricidas (combatem A&caros), nematicidas
(combatem nematoides), fungicidas (combatem fungos) e herbicidas (combatem plantas
daninhas).

De acordo com os gréaficos apresentados pelo Sistema de Agrotoxico e Fitossanitario do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) — Agrofit (2021), desde 2017
houve um aumento no registro de agrotoxicos no Brasil, registros esses que se mantinham
praticamente constantes ha décadas, atingindo o pico de 319 em 2020. A maioria desses produtos

possui classificagdo ambiental 11 (44,7%, “Produto muito perigoso ao meio ambiente”) e Il
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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 a saide humana esté relacionado a inimeros
fatores, dentre esses a técnica e o periodo de aplicacdo, a distancia de ambientes aquaticos, zonas
urbanas e comunidades, além de fatores atrelados a estrutura do composto quimico utilizado,
como a sua capacidade de foto e biodegradagdo. Os impactos ambientais e a salde humana sédo
variados, tendo a capacidade de atuar no genoma de peixes, degradar a microbiota aquatica,
alterar os estdmatos de plantas, além de levar a intoxicacdo humana, danificar os mecanismos de
defesa, causar transtornos mentais em trabalhadores, entre outros (LOPES; ALBUQUERQUE,
2018).

Em razdo dos potenciais impactos a salde humana decorrentes da exposicao de residuos
de agrotoxicos nos alimentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC n° 295, de 29 de julho de 2019, p. 1;2) estabelece

critérios em relacdo a exposicao dietética aguda e cronica:

Exposicdo dietética aguda: “estimativa da exposicdo maxima de um individuo a residuos de

agrotoxicos em alimentos consumidos em um periodo de 24 horas, expressa em miligrama de

residuo por quilograma de peso corpdreo (mg/kg p.c.)”.

Exposicdo dietética cronica: “estimativa da ingestdo diaria per capita de residuo de agrotoxico

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

corporeo (mg/kg p.c.)”.

Essas substancias quimicas apresentam niveis variados de risco a saide humana, em curto
ou longo prazo, necessitando de avaliacGes em relacdo a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e a

Dose de Referéncia Aguda (DRfA), que estdo relacionadas a:

guantidade estimada de substancia presente nos alimentos que pode ser ingerida
diariamente ao longo da vida, sem oferecer risco apreciavel a salde do
consumidor, expressa em miligrama de substancia por quilograma de peso
corporeo (mg/kg p.c.); da durante um periodo de até 24 horas, sem oferecer
risco apreciavel a saude do consumidor, expressa em miligrama de substancia
por quilograma de peso corpéreo (mg/kg p.c.), respectivamente (ANVISA,
RDC n° 295, 29 jul. 2019, p. 1).
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Os agrotoxicos, portanto, devem ser registrados na ANVISA, no Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) e no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais (IBAMA), com as classifica¢fes toxicoldgicas, incluindo o tempo no qual o trabalhador

pode voltar a &rea aplicada, para evitar qualquer risco a salde.

1.2.1  Agrotoxicos 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 agrotoxicos, 0 que em termos de taxa de consumo por area plantada chega a 12 L por hectare
(PIGNATI et al., 2017). Com isso, aproximadamente 179 novos agrotoxicos foram registrados
para a cultura da uva até agosto de 2021 (somando 964, nos ultimos 5 anos). Destes, a maioria
deles foi registrada na classe de inseticidas, herbicidas e fungicidas, destacando-se 0s
organofosforados da classe dos inseticidas, e piretroides, carbamatos da classe dos fungicidas
(MAPA, 2021).

Os inseticidas sdo substancias utilizadas para matar insetos, ovos e larvas de insetos.
Dentre os inseticidas halogenados, temos 0s organofosforados, que sdo extremamente toxicos
aos seres humanos, mas sdo eficazes no combate a pragas e apresentam pouca persisténcia no
meio ambiente; e os organoclorados, que, por sua estrutura quimica, tem elevada estabilidade
quimica e, consequentemente, alta permanéncia na natureza. Estes foram banidos pela Comissao
de Paris e Unido Europeia em 1992 (FLORES et al., 2004), e o dicofol (C14HCls0) € liberado
por ser solivel em agua e possuir baixa toxicidade relativa aos agrotoxicos (ALVES, 2014).

Os fungicidas, por sua vez, sdo compostos quimicos utilizados para o controle de doencas
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 proliferacéo
(erradicantes) (ALVES, 2014).

Segundo o dltimo relatério realizado pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA, 2019), em 319 amostras de uva, 49 apresentaram
agrotoxicos em concentracdes residual acima do Limite M&ximo de Residuos (LMR) e 48
apresentaram agrotoxicos ndo autorizados para a cultura. De acordo com a ANVISA (RDC n°
295, 29 jul. 2019, p. 2), 0 LMR é definido como:

quantidade maxima de residuo de agrotéxico oficialmente aceita no alimento,
em decorréncia da aplicagdo adequada do agrotoxico numa fase especifica,
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desde sua producdo até o seu consumo, expresso em miligrama de residuo por
quilograma de alimento (mg/kg).

Dentre os agrotoxicos ndo autorizados (LMR = 0) para a cultura da uva, esta 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 quimico do grupo dos benzimidazdis 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, comegou
também a ser utilizado na agricultura, na pos-colheita, no combate a doencas causadas pelos
fungos Aspergillus, Botrytis, Cladosporium e Fusarium. Sua via de acdo inclui o
comprometimento do citoesqueleto através de uma interacdo seletiva com a proteina b-tubulina,
inibindo sua biossintese (EFSA, 2016).
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Nome Comercial TECTO® SC
Ingrediente ativo Tiabendazol
Férmula Molecular C10H7NsS
Registro no MAPA 8396
Composicéo 485 g/L (48,5% m/v)
Tipo de Formulacgéo Suspensao

Concentrada

Classe Fungicida sistémico
Grupo Quimico Benzimidazol

Estado fisico, cor
pH

Densidade
Viscosidade

Solubilidade (a 20°C)

Liquido, branco

4 a 8 (solucéo 1%)
1,17 g/cm® a 20°C
55,4 a 323 mPa.sa
40°C

pH 4: 160 mg/L
pH 7: 30 mg/L
pH 10: 30 mg/L

Figura 2: Estrutura molecular do Tiabendazol (TBZ) e suas caracteristicas fisico-quimicas (Fonte:
ANVISA (2020); Ferreira (2018)).
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De classificacao toxicologica classe IV (“pouco toxico"), com IDA = 0,1 mg/kg p.c. e
classificacdo ambiental 11 (muito perigoso ao meio ambiente), € utilizado em ampla variedade de
culturas, com aplicacdo foliar, em sementes, bulbo, e na pos-colheita (PARA, 2019; ANVISA,
2021). Segundo Ferreira (2018), o TBZ é um composto organico cuja solubilidade depende do
pH do meio, devido a sua caracteristica polar e ionizavel (uma vez ionizada, a molécula que
tinha caracteristica apolar, torna-se polar ao adquirir cargas e, portanto, cria uma interacéo
eletrostatica com a agua, aumentando sua solubilidade). Com isso, diferentes faixas de pH
facilitardo o aparecimento majoritario de uma de suas formas catidnica, anibnica e zwitteridnica
(estrutura quimica com carga positiva e negativa).

As similaridades relacionadas a estrutura quimica dos benzimidazdis com a¢do fungicida
levaram a um historico de avaliagdes sobre seu risco ambiental, animal e a saide humana,
realizados por comissdes nacionais e internacionais. A Comissdo Europeia é um desses 6rgaos
que apresentam revisdes 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 Comissdo Europeia determinou ao EFSA uma nova revisdo, referente a
Regulamentacdo (EU) n° 1141/2010, em relacdo aos LMR permitidos para o fungicida TBZ em
alimentos, provocando a diminuic¢do dos limites ao levarem em conta novos estudos de risco de
intoxicacdo aguda e cronica (EFSA, 2016). A partir dessa avaliagcdo, perceberam que alguns
dados ainda eram inconclusivos e comunicaram a necessidade de mais estudos para a diminuigéo
de risco ao consumidor.

Apesar de o TBZ ser ainda considerado de baixa toxicidade aguda, estudos recentes
revelaram casos de intoxicacdo crénica, uma vez que é um composto estavel, podendo acumular
no organismo e causar sérios danos a saude. 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 acdo do TBZ esta localizada no trato urinario, principalmente nos rins e
na bexiga. Os autores Tada, Fujitani e Yoneyama (1992) e Fujitani, Tada e Yoneyama (1999)
sugerem que o fungicida leva a necrose celular dos tlbulos proximais, por ser capturado por

células presentes no tecido do cortex renal (atraves do sistema de transporte de céations
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organicos), levando a inibicdo da respiragdo mitocondrial e, por consequéncia, a diminuicéo de
ATP (Adenosina Trifosfato).

Os estudos referentes a avaliagdo toxicologica do TBZ no trato urinario apresentaram
resultados muito similares. Fujii, Mikuriya e Sasaki (1991) estudaram a administragéo de TBZ,
em ratos, de até 0,4% do nivel dietético em 104 semanas. Em todas as dosagens, os tecidos
renais sofreram hiperplasia (aumento do numero de células do tecido) e baixa ocorréncia de
mutacdes no sistema urinario. Os ratos, na maior dosagem, apresentaram diminui¢cdo do peso
corporal, incidéncia significativa de adenoma das glandulas prepuciais dos machos. Com até
0,5%, em 78 semanas, os resultados foram similares, destacando-se 0o aumento da massa da
bexiga, atrofia renal e ovariana, e formacdo de célculo nos rins e na bexiga (TADA et al.,
2001a). Até a concentracdo de 0,8%, a taxa de mortalidade dos camundongos e ratos manteve-se
baixa, atingindo 90% na submissao de 1,6% de dosagem por 44 semanas (TADA et al., 2001b).
Em todos os ratos e camundongos tratados, foram encontradas alteracbes macroscopicas nos
tecidos da bexiga e dos rins.

Séide et al. (2016), por sua vez, observaram que no intervalo de 1h a 24h (intoxicacéo
aguda) o TBZ (200-500 pmol/L) intensificou a morte celular dos hepatécitos (células presentes
nos rins, que também sdo responsaveis pelo metabolismo de nutrientes e pela sintese de proteinas
e moléculas) e a reducdo da capacidade mitocondrial.

Nos humanos, o0 TBZ pode apresentar menor toxicidade, com efeitos adversos, tais como:
nausea, vomito, diarréia, sonoléncia, vertigem, cefaléia (dor de cabeca), anorexia e xerostomia
(ressecamento da boca). Na bula do Mintezol, Merk & Co. Inc. (1983) sdo encontradas contra-
indicacdes de seu uso, porgue casos indicaram causas, em menor frequéncia, de febre, exantema
e eritema multiforme (incluindo sindrome de Stevens-Johnson). Em raras vezes sdo encontrados
casos de zumbido, distdrbios visuais, leucopenia, angioedema, cristallria e colestase intra-
hepaética.

E possivel que as principais causas de tais efeitos adversos estejam relacionadas a extensa
metabolizacdo do TBZ no organismo humano, formando compostos como di-hidroxi-
tiabendazol, 4-hidroxi-tiabendazol e 4-acetil-benzimidazol (metabdlitos diretos), além de outros
metabolitos subsequentes (THELINGWANI et al., 2009). Ekman et al. (2014) estudaram a
metabolizacdo do TBZ em amostras de urina humana, a partir de seu metabdlito e biomarcador,

5-hidroxi-tiabendazol, uma vez que consideraram seus efeitos adversos em mamiferos (ratos e
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coelhos), no figado, nos rins, além dos possiveis efeitos teratogénicos e de toxicidade no sistema
reprodutivo.

O TBZ também foi avaliado como tdxico para organismos aquaticos (como peixes e
crustaceos, principalmente Daphnias). Conforme Schmidt e Wonka (2013) e Ferreira (2018), ao
ser ingerido na forma de suspenséo, 0 TBZ apresenta pico de concentracdo no plasma sanguineo
no intervalo de 1h a 2h ap6s ingestdo, com meia-vida de aproximadamente 70 min.

Uma vez apresentando seu comportamento toxico em diversos organismos de mamiferos
como ratos, camundongos e coelhos, cria-se uma alerta ao perigo a salde humana,
principalmente quando este agrotoxico é encontrado em amostras de alimentos nos quais ndo é

permitido, tais como uva e suco de uva.

1.2.2  Suco de uva

A producéo e a comercializacdo do suco de uva tiveram inicio 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 nao), de modo que haja
amolecimento ou dissolucdo parcial das partes solidas das bagas (polpas e
cascas), liberando o suco nelas contido. O aquecimento da uva integra ou
esmagada a temperaturas compreendidas entre 70°C e 90°C para extragdo de
cor, separagdo do mosto e engarrafamento a quente (GUERRA et al., 2016, p.
10).

A producdo do suco integral no Brasil iniciou-se em 1920, nas regifes Sul e Sudeste,
sendo difundida posteriormente, a partir de 1960, com o avango da fronteira viticultora.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Vinhos (lbravin), retirados do relatério de
analise mensal da CONAB (2017) e ilustrados na Figura 3, o aumento da producdo de sucos de
uva, a partir do montante destinado ao setor de derivados, representa por consequéncia,

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

Levando-se em consideracdo somente os anos de 2010 e 2015, a comercializagdo 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 producéo de suco de uva integral no Brasil.

No ano de 2019, o pais exportou cerca de 3,7 milhdes de vinhos e espumantes (queda de
7,5% em relacdo ao ano anterior). A CONAB (2020) avalia que um dos motivos para essa
reducdo da exportacdo brasileira de vinhos esta na queda da producdo de uva industrial na safra
2018/19. Outro fator apontado é o aumento da demanda do suco de uva, fazendo com que muitas
vinicolas ampliassem sua producdo de suco de uva, tendéncia essa que esta sendo apresentada
desde 2004 (Figura 3). Nessa mesma analise, a partir dos dados do Ibravin, em 2019, o volume
de outros derivados da uva, como 0 suco, superou 0 volume de vinhos no Rio Grande do Sul
(maior produtor de vinho brasileiro) pela primeira vez na série historica.

O suco de uva se diferencia em trés tipos, segundo o0 MAPA:

i. Concentrado - é o suco parcialmente desidratado, obtido por meio de processo
tecnologico adequado, apresentando concentragdo minima equivalente a 65° Brix em sélidos
naturais da fruta (quanto mais alto o °Brix, maior serd a docura e a qualidade do fruto/suco);

ii. Desidratado - é o produto sob a forma sélida, obtido pela desidratacdo do suco da uva,
remocao de 97% de agua;

iii. Reprocessado ou reconstituido - é o produto obtido pela diluicdo do concentrado e/ou

desidratado até a sua concentragdo natural. Tem designagdo “integral” ou “simples”, para suco
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de uva sem adi¢cdo de acUcares e na sua concentracdo natural, e “suco adogado” na dimensdo
minima de ¥4 e maxima de /1, em massa de acticar (GUERRA et al., 2016).

Além disso, sdo comercializados como sucos de uva tinto, rosado e branco, produzidos
por diferentes cultivares de uva e espécies. Para a producéo de suco de uva tinto sdo utilizadas as
variedades Concord, Isabel e Bordd (V. labrusca); para o suco branco sdo utilizadas a Nidgara
(V. labrusca), Italia, Moscato e Chardonnay (V. vinifera); para o rosado, por sua vez, usa-se a
combinacdo das variedades Bordd e Nidgara (ALVES, 2014). Em 2011, a EMBRAPA lan¢ou
novas variedades de uva para producdo de suco, tais como: BRS Ruabea, Concord Clone 30,
Isabel Precoce, BRS Cora, BRS Violeta e BRS Carmem (RITSCHEL et al., 2011).

Estudos tém apontado que a uva apresenta uma grande variedade de acidos fendlicos,
antocianinas, flavonoides e taninos (CHEYNIER, 2005; MALACRIDA; MOTTA, 2005;
MAKRIS; KALLITHRAKAB; KEFALAS, 2006; GOLLUCKE; SOUZA; TAVARES, 2008).
Os polifendis e antocianinas, por sua vez, sdo conhecidos como importantes antioxidantes que
ajudam na prevencdo de doencas cardiovasculares, combate ao cancer, retardamento de doencas
degenerativas neuroldgicas como Alzheimer e reducdo da pressdo arterial (DANI et al., 2009;
DANI et al., 2008).

Uma vez que o suco de uva integral é desenvolvido a partir da trituracdo das partes da
fruta, é possivel encontrar 0s mesmos componentes da uva no suco. Aguiar Jr. et al. (2011)
observaram que 0 suco de uva tem a capacidade de diminuir o dano oxidativo ao DNA
provocado pelo peroxido de hidrogénio em células sanguineas (eritrcitos, leucécitos e
plaquetas). O mesmo foi observado por De Moura et al. (2014) ao administrar suco de uva
concentrado para prevencdo da intoxicacdo com cloreto de cadmio. Segundo trabalho
desenvolvido por Lamas et al. (2017), a administracdo de suco de uva em ratos foi capaz de
reduzir a acumulacdo e intoxicacdo por caddmio, protegendo a estrutura e a contagem dos
espermatozoides.

Os sucos integrais apresentam em sua composicdo, de forma geral, de 81% a 86% de
agua, baixos teores de lipideos, proteinas e fibra alimentar, acucares (predominantemente glicose
e frutose), acidos orgéanicos (tais como o tartarico, malico, citrico e succinico) e alguns minerais,
como potassio, calcio, magnésio, ferro, cobre, zinco, manganés, sodio e litio (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007; RIZZON; MIELE, 2012; RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998;
RI1ZZON; LINK, 2006).
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Troian, Vicenzi e Alves (2016) realizaram um estudo comparativo de polifendis e
resveratrol em suco de uva integral, reconstituido e néctar. Os autores descreveram que 0S
valores encontrados ndo atingiram o que foi observado na literatura, utilizando o mesmo método,
mas serviu como base para confirmar que os valores de polifendis e resveratrol em suco de uva
integral sdo bem maiores, atingindo uma média de 85,75 mg/L e 1,15 mg/L, respectivamente.

Os acucares sdo os principais solidos solUveis no suco e os acidos organicos sao aqueles
que conferem pH caracteristico entre 2,90 e 3,43. A cor e 0 sabor da bebida estdo relacionados
aos seus compostos antioxidantes (antocianinas, fenolicos, taninos e flavonoides) e o aroma do
suco esté relacionado a compostos como acetato de etila, acetato de 2-feniletila, 3-hidroxibutirato
de etila (aroma frutal), (Z)-6xido de linalol (aroma floral), 1-hexanol (aroma herbal) (ALVES,
2014).

Assim, considerando-se 0 aumento anual da producéo e da preferéncia do suco de uva e
levando-se em conta a constante alteracdo dos LMR de agrotéxicos, como o TBZ com
comprovada incidéncia residual (ALVES, 2014; ANVISA, 2020), faz-se necessario o
desenvolvimento e a validacdo de metodologias cada vez mais sensiveis, seletivas e rapidas para

detecc¢do e quantificacdo de agrotdxicos em suco de uva.

1.3 Extragéo por Ponto Nuvem (EPN)

Para que se possa analisar, pré-concentrar e detectar substancias em amostras reais (tais
como as alimenticias) é necessario incluir procedimentos de extracdo e concentracdo 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 agrotdxicos, a histéria ndo é diferente, ainda
mais quando se espera que sejam encontrados em niveis de traco (ug/L ou pg/kg, ppb).

As técnicas de separacdo mais utilizadas sdo a Extracdo Liquido-Liquido (ELL) e a
Extracdo por Fase Sélida (EFS). Estas apresentam muitas vantagens em relacdo a capacidade de
extragdo. Entretanto, segundo Yamini, Feizi e Moradi (2020), as técnicas de ELL e EFS possuem
a desvantagem de ndo serem facilmente integradas com o0s equipamentos analiticos, pois
necessitam de uma grande quantidade de solventes organicos toxicos, além de encontrarem
limitacOes em termos de seletividade, uma vez que coextraem compostos da amostra que podem
interferir na determinacdo dos analitos. Por consequéncia, outras técnicas para extracdo 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 diminuicdo do uso de solventes e 0 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 (I1) da &gua.

Os surfactantes sdo compostos que, por sua caracteristica fisico-quimica (estrutura que
apresenta partes hidrofilica e hidrofébica), tém a habilidade de dissolver compostos organicos,
que eram insollveis ou pouco soltveis em agua (WATANABE; TANAKA, 1978), envolvendo
esses compostos em micelas. Existem quatro tipos de surfactantes, de acordo com Yamini, Feizi
e Moradi (2020):

I. N&o idnicos: sdo aqueles cuja cabeca hidrofilica é neutra, a qual ndo pode ser ionizada
em solugéo aquosa (tais como monolaurato de glicerol, Triton X-100, Tergitol e Tween
80);

I1. Anibnicos: sdo aqueles cuja cabeca hidrofilica apresenta caracteristica anionica e cauda
de baixa polaridade (tais como éter sulfatos aril e alkyl, dodecil sulfato de sodio, lauril
sodio e estearato de sédio);

I11. Catidnicos: sdo aqueles cuja cabeca hidrofilica apresenta caracteristica catiénica e cauda
de baixa polaridade (tais como sais quaternarios de amonio, sais de amina graxo, cloreto
de dimetil-benzil amoénio e brometo de cetiltrimetilamonio);

IV. Zwitteribnicos: sdo aqueles que apresentam cabecas com caracteristica catidnica e

anionica (tais como sulfobetaina, aminoéacidos e fosfolipideos).

A formacdo das micelas acontece por um fenémeno de agregacdo entre os surfactantes,
no seio da fase aquosa. Neste fendmeno, os surfactantes agrupam 0s componentes que tém
caracteristica hidrofébica em um centro, tendo interacdo intermolecular com sua cauda
hidrofébica. Quando isso ocorre, com o passar do tempo e da agregacdo entre surfactantes, sua
cabeca hidrofilica fica organizada para fora desse centro, direcionada para a regido aquosa.
Ocorre, entdo, uma saturacdo superficial resultante da diminuicdo da tensdo superficial,
propiciando a formacdo das micelas. A concentracdo de surfactante necessaria para essa
formacdo é chamada de Concentracdo Micelar Critica (CMC), a qual esta diretamente ligada
com a saturacao 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 hidrofobicas), ele também deve ter a caracteristica
hidrofébica. Nao a tendo, torna-se necessario encontrar formas de proporcionar essa interagao
(MORTADA, 2020).

Com a formacgdo das micelas, nota-se uma disposicdo em duas fases: uma rica em
colbides (componentes com dimensao no intervalo entre 1 nm a 1 um), na qual estdo presentes o
extrato e a fase aquosa. A fase extratora, rica em coldides, é produzida pelo processo de
coacervacdo, que tem por caracteristica dividir o sistema em dois liquidos imisciveis. A fase
extratora vai ser mantida também pela combinacao das interacGes intermoleculares, podendo ser
suprimidas por fatores que atrapalham a interacdo, ou fortalecidas, levando a precipitacdo
(YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020).

Para a formacdo das micelas, além da concentracdo do surfactante (colocado em
excesso), 0 ambiente micelar deve ser alterado. Alteracdes no meio que facilitem as interacGes
eletrostaticas entre os coldides e fortalecam as forcas opostas entre os coldides e a vizinhanca
provocam melhor separagdo de fases e, consequentemente, aumentam a eficiéncia da extracdo
(ROCHA, 2013; YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020; MORTADA, 2020). Os fatores que alteram

0 ambiente sdo:

I. Aumento da temperatura e frequéncia de agitacdo, que favorecem as interacGes entre 0s
col6ides, formados pela agregacdo dos surfactantes;

Il. Alteracdo do pH do meio, fazendo com que as espécies ionizaveis adquiram uma
estrutura capaz de ser incorporada na micela. O pH tem a capacidade de estabilizar essas
estruturas;

I11. Adicdo de desidratantes, como alcoois e sais (efeito salting-out). A adicdo dos sais faz
com que os compostos ndo eletrolitos (que ndo transportam carga) se tornem menos
soluveis, por aumentar as interacbes hidrofobicas entre as micelas, com consequente
remocao de agua;

IV. Etapa adicional de centrifugacéo facilita a separacdo de fases.

A separagdo de fases pode acontecer de duas formas, com densidade inferior a matriz,
ficando na parte de cima (A), ou apresentando densidade superior a matriz, ficando na parte de
baixo (B), como mostrado na Figura 4.
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Figura 4: Formacdo das micelas e separacdo de fases, por meio de extracdo com surfactante (Fonte:
Yamini, Feizi e Moradi (2020)).

O ponsuato nuvem ¢é atingido a uma temperatura suficiente para o qual os compostos
dissolvidos ndo estdo mais completamente sollveis, sendo precipitados pela fase coloidal
(YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020). Quando ndo se atinge este ponto, ndo é formada a fase rica
em coloide.

Segundo Mortada (2020), o efeito salting-out, a depender do surfactante e da matriz, tem
a capacidade de diminuir a temperatura para a formagdo da nuvem (ponto nuvem), podendo
induzi-la em temperatura ambiente, identificado pela turbidez da solucdo. Isso acontece pela
capacidade dos ions dos sais em interagirem com as moléculas de agua da solu¢do, dimunuindo a
forca de interagdo dela com as do analito e entre elas, favorecendo a interagédo surfacante-analito
e surfactante-surfactante. Quando terminada a técnica, o analito, além de separado, estard
extraido na fase extratora da EPN, adicionando mais um fator positivo a técnica, a pré-
concentragao.

Um dos beneficios da tecnica de EPN é a capacidade do método em realizar pré-
concentragdo, por meio da coacervagdo, colocando em pouco volume grande concentracdo do
analito de interesse. Essa capacidade é ampliada com a otimiza¢do do método. Como discutido
por Rocha (2013), De Amorim (2015) e Caixeta-Neta (2019), o fator de pré-concentragéo (Fc) —
ou fator de enriquecimento — pode ser melhor estudado realizando duas curvas analiticas, com e

sem extracdo. A partir delas, é possivel obter duas equacdes de reta e, entdo, seus coeficientes
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angulares. O Fc (Equacéo 1) é o resultado do quociente entre o coeficiente angular da curva com

extracdo (a1) e coeficiente angular da curva sem extracdo (az).

Fc =ai/az Equacédo 1

No presente trabalho, foi utilizado o surfactante ndo-idnico Tergitol TMN 6 (CAS:
60828-78-6), cujas caracteristicas estdo expostas na Tabela 1. Sendo um surfactante ndo ionico,
apresenta cauda hidrofdébica, com cabeca hidrofilica ndo ionizavel. Ja foi utilizado para extracdo
e pré-concentracdo de agrotoxicos (CAIXETA-NETA, 2019), hormbnios (DE AMORIM, 2015),
antioxidantes (CHEN et al., 2012) e metais (SONG et al., 2012; ZOU et al., 2014).

Tabela 1: Caracteristicas do Tergitol TMN-6.

Estrutura Quimica* H;C

H;C
Peso molecular 538 g/mol
Densidade 1,01 g/mL (20°C)
HLB (Balanco 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 Ultimas décadas vem sendo
empregada em muitos trabalhos nos mais variados contextos. As revisdes apresentadas por Kori
(2019), Mortada (2020) e Yamini, Feizi e Moradi (2020) mostram o potencial dela e sua
comprovada utilizagdo para diferentes analitos, matrizes e sua combina¢do com outras técnicas
de separagdo e deteccdo. Destaca-se aqui, pelo propdsito deste trabalho, alguns trabalhos

envolvendo a EPN em matrizes alimentares, com foco na extragdo de agrotdxicos.
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Zhang, Duan e Wang (2011) desenvolveram uma metodologia para determinacdo de
sulfonamidas em amostras de leite, utilizando a EPN e a Cromatografia de Alta Eficiéncia, com
deteccdo UV-VIS. Foi escolhido, dentre os surfactantes estudados (PEG4000, Tween 20, Triton
X-100, Triton X-114), o Triton X-100. A partir das condigdes 6timas (50°C, 30 min de banho
ultrassdnico, concentracdo de 60 g/L, 65 pL de hidroxido de aménio para alteracdo do pH, 0,4
mL de alcool n-butil como desidratante, 0,240g de sulfato anidro de so6dio como eletrdlito),
obteve-se um limite de deteccdo (LD) para os analitos no intervalo entre 2,23ug/L a 9,79 pg/L.
Os resultados mostraram excelente linearidade (>0,9999) e valores de recuperacgédo foram obtidos
no intervalo de 67% a 105,7%.

Santaladchaiyakit e Srijaranai (2012) estudaram a associacdo da agitacdo ultrassdnica
com a EPN para determinar um antihelmintico da classe benzimidazol (incluindo TBZ) em
amostras de agua e leite. A técnica também foi associada com a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Os autores investigaram os parametros que afetam o ambiente micelar para
otimizacdo da técnica. Com isso, obtiveram a melhor condicdo com 0,75% de Triton X-114
(m/v), acetato de sodio 7% (m/V), 2 min de agitacdo ultrassnica e 10 min de centrifugacao.
Obtiveram uma linearidade na faixa de 0,1jpg/L a 100 pg/L, com coeficiente de correlagéo 0,996,
LD na faixa de 0,005-0,1 pg/L, recuperacdo de 81,6%-11,4% (em agua) 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 associag¢do por CLAE-UV. Utilizaram o surfactante Triton X-100. A
condicdo de extracdo foi de pH 5, 60°C, 30 min de banho ultrassénico. O sobrenadante foi
removido e diluido em metanol, centrifugado e filtrado em membrana antes da analise em
CLAE. Com as condicdes 6timas, foi obtida uma média de recuperacdo na faixa de 70,5-96,9%,
com LD entre 6,79 pg/L e 11,19 pg/L, limite de quantificacdo (LQ) entre 50pug/L e 2000 pg/L, e
coeficiente de correlagdo 0,9999.

Mohd et al. (2018) também desenvolveram uma estratégia de extrair pesticidas de
amostras de leite para deteccdo por espectrofotometria (UV-VIS). Para isso, utilizaram a EPN
com surfactante ndo animico 3-(3-hydroxypropyl-heptatrimethylxyloxane). Avaliaram a
alteracdo dos parametros de extracdo (pH, temperatura, sal, concentracdo e volume do
surfactante, tempo de incubacdo). A condigéo 6tima foi obtida com LD de 1,06 pg/L (atrazina) e
1,22 pg/L (propazina), LQ de 3,54 ug/L (atrazina) e 4,07 pg/L (propazina) e recuperagdo no
intervalo de 81%-108%.
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Seebunrueng, Santaladchaiyakit e Srijaranai (2012) testaram a eficiéncia da EPN
utilizando a mistura de surfactante catiénico (de tamanhos de cadeia diferentes) e surfactante
anionico, e separagdo e determinacdo por CLAE-UV. O método foi desenvolvido para extracao
de agrotoxicos organofosforados em amostras de abacaxi, ma¢d e pomelo. Os autores obtiveram
condi¢des Otimas com (i)SDS-DTAB: mistura de surfactantes na proporcdo 15 mmol/L de
dodecil sulfato de sddio (aniénico) com 1,0 mmol/L de brometo de dodeciltrimetilamonio
(cationico), na presenca de NaCl 15% (m/V), e (ii) SDS-CTAB: mistura de10 mmol/L de dodecil
sulfato de sédio (anidnico) com 1,0 mmol/L de cetiltrimetil brometo de amdnio (catiénico), na
presenca de NaCl 10% (m/V). A combinacdo SDS-DTAB apresentou melhor capacidade
extratora (66%-85%) e de recuperacdo (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 a determinacdo por CLAE-UV. A partir das condi¢Bes otimas (surfactante na
concentragédo de 1% V/V, Na;SO4 0,5 mol/L, temperatura de 40°C por 10 min, em pH 5,0), os
autores obtiveram boa linearidade (R? = 0,9984), LD para os inseticidas de 0,003pg/L (carbaril)
e 0,015ug/L (pirimicarbe) e, para os ftalatos, 0,012 pg/L (ftalato de dimetila) e 0,006 pg/L
(ftalato de dietila).

Khammas e Ahmad (2016) estudaram dois métodos de EPN com Triton X-114 para
extracdo do fungicida carbendazim em matrizes ambientais (agua e solo) e alimentares (tomate,
pepino e laranja), sem uma técnica de separacdo. Nos dois métodos, houve a formacdo de
complexos coloridos, para posterior deteccdo em UV-VIS. No primeiro deles, o fungicida foi
oxidado por uma reacdo com ferro (1) em meio &cido, formando um complexo azul (detectado
em 685 nm). No segundo, o mesmo fungicida foi oxidado com ferro (lI) e 2,2-bipiridina
formando complexo alaranjado (detectado em 521 nm). A extracdo avaliada em ambos com
Triton X-114 resultou em diferentes condigdes 6timas. Para o primeiro método, 4 x 10 mol/L de
FeCls (responsavel pela cor), 4 x 10° mol/L de KsFe(CN)s (agente oxidante), 0,1 mol/L de
H3PO4 (solubilizagdo 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 x 10° mol/L de FeCls (responsavel pela
formagdo do complexo), 8 x 10 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 recuperagdo superou 95%. Para o0 primeiro e 0
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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 correlacéo de 0,9995 e 0,9997.

Caixeta-Neta et al. (2020) desenvolveram um método de EPN para extracdo e pré-
concentragéo do fungicida TBZ em amostras de tomate e determinagéo por CLAE com detecgéo
eletroquimica (eletrodo de Diamante Dopado com Boro — DDB). Na extracdo, utilizaram o
surfactante Tergitol TMN 6 e agitacdo ultrassonica, otimizando o método por planejamento
fatorial, com os fatores: tempo de banho sob agitacdo (15 min), temperatura de ponto nuvem
(36°C), concentracdo de surfactante (19% V/V) e quantidade de sal (0,83 g). O pH neste estudo
foi obtido em uma etapa separada. Sob condi¢Ges otimizadas, foram obtidos LD de 5,4 pg/L, LQ

de 11 pg/L, recuperacdo entre 80,7% e 115,1% e coeficiente de variacdo na média de trés 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 extracdo de agrotdxicos:

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

Amostra Analito Surfactante Metp (_jo LD LQ Autor
analitico
Classe das Zhana. Duan e
Leite Sulfonamidas Triton X-100 | CLAE-UV (2,23 29,79 ug/L - 9.
. . Wang (2011)
(antimicrobiano)
Leite e Classe dos Santaladchaiy-
Aqua Benzimidazois | Triton X-114 |CLAE-DAD |0,005a 0,1 ug/L - akit e Srijaranai
g (anti-helminticos) (2012)
Classe das
Leite Triazinas Triton X-100 | CLAE-UV | 50 a 2000 pg/L - Liu et al. (2014)
(herbicidas)
Atrazine e 3-(3- 1,06 pg/L 3,54 ng/L
Lei - hydroxypropyl- (atrazine) e 1,22 | (atrazine) e Mohd et al.
eite Propazine h ‘methvl UV-VIS L 407 ua/L. 2018
(herbicidas) | "ePratrimethylx ng/L 07 ng (2018)
yloxane) (propazine) (propazine)
. Classe dos Seebunrueng,
AbaC?X" Organofosforados SDSTDTLA‘B 0,003 20,01 Santaladchaiy-
maca e . .| (combinacdo de | CLAE-UV - . . .
omelo (combatem varios surfactantes) mg/Kg akit e Srijaranai
P tipos de agentes) (2012)
0,003 ng/L
(carbaril); 0,015
Classe dos bl
Carbamatos e (pirimicarbe);
Vegetais ftalatos Tergitol 15-S-7 | CLAE-UV 0,012 pg/L - Liu et al. (2012)
(inseticidas) (ftalat_o de
dimetila) e
0,006 pg/L
(ftalato de
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dietila)
Agua, solo, .
tomate, Carbedazin C(-)rr::tggni(-ltz%s UV-VIS 0,46 ng/L e0,49| 1,53 ng/L e | Khammas e
pepino e (fungicida) coran?es pg/L 1,65 ug/L | Ahmad (2016)
laranja
- . Caixeta-Neta et
Tomate | TBZ (fungicida) | Tergitol TMN 6 | CLAE-EC 5.4 pg/L 11 pg/L al. (2020)

O TBZ tambem foi extraido em analises de matrizes alimentares por meio de extracdo em
fase sdlida, como visto no trabalho de Feng et al. (2017). Foi estudada a possibilidade de
determinacdo de TBZ em suco de laranja, por meio da técnica de Espectroscopia Raman, com
deteccdo de polimeros impressos molecularmente (sigla MISPE-SERS). Seu estudo apresentou
uma condicdo 6tima de determinacdo, levando apenas 23 min, incluindo preparacdo 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 analise multipla, podendo melhorar ainda mais a analise de produtos

nocivos em alimentos.

1.4 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB) e detec¢éo eletroquimica

Apesar de toda eficacia em extracdo e pré-concentracdo apresentada na técnica da EPN,
trabalhos mais recentes apontam algumas limitacGes para a utilizacdo desta ao acopla-la com
deteccdo UV-VIS. Surfactantes que apresentam grupos croméforos (principalmente na presenca
de anéis aromaticos) tém a tendéncia de serem detectados e, quando associados a CLAE, causam
mascaramento de outros compostos nos primeiros tempos de retencdo. Nesse sentido e
considerando essa possibilidade, detectores eletroquimicos tém sido sugeridos para superacdo do
fendmeno anteriormente descrito (YAMINI; FEIZI; MORADI, 2020; MORTADA, 2020).

Com o constante desenvolvimento dos métodos eletroanaliticos e com o surgimento das
inimeras demandas, cria-se a necessidade da formulacdo de detectores cada vez mais sensiveis,
com a possibilidade de incluir procedimentos de dopagens e modificagcdes de superficies. Os
eletrodos mais utilizados para deteccao eletroquimica sdo a platina, o ouro e os carbonos ligados
em sp? (por exemplo, fibra de carbono, carbono vitreo e grafite pirolitico).

Diferentemente dos eletrodos convencionais de carbono, os carbonos ligados em
estruturas sp*, como os do diamante, apresentam caracteristicas Unicas, destacando-se pela baixa
e estavel corrente de fundo, ampla janela de potencial em meios aquosos e nao-agquosos,

extraordinaria estabilidade morfoldgica e microestrutural a altas densidades de corrente (por
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exemplo, 0,1-10 A/cm?, em H3PO4 85%), boa resposta a alguns analitos aquosos e nd0-agquosos,
apos pré-tratamento convencional, e estabilidade na resposta a longo prazo como, por exemplo,
apos exposicdo ao ar durante meses. Entretanto, para se obter condutividade elétrica suficiente
para medidas eletroquimicas, filmes de diamante devem ser dopados com uma concentracéo
minima de atomos 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 répida transferéncia de elétrons, tornando-o condutor sempre que as
dopagens resultem em concentrages superiores a 102° a&tomos de boro por cm® (MUZYKA et
al., 2019).

O eletrodo de DDB possui boa biocompatibilidade, apresentando respostas com baixa
corrente capacitiva e menor sensibilidade ao oxigénio dissolvido em solugdo, em muitos casos
ndo precisando de desoxigenacdo do eletrdlito suporte (DRAGOE et al., 2006). Outro fator
importante é sua flexibilidade quanto ao uso, por possuir capacidade de modificacdo da
superficie com pré-tratamentos catddico e anddico, os quais normalmente sdo definidos de
acordo com as caracteristicas dos analitos de estudo. Por causa dessas caracteristicas e da
possibilidade de pré-tratamento da superficie do eletrodo de DDB, ele é encontrado na literatura
associado a trabalhos que envolvem tanto detecgdo quanto degradacdo, como mostrado nas
revisdes de Jevti¢ et al. (2019) e destacado por Muzyka et al. (2019), em diversos tipos de
matriz. Pelo intuito deste trabalho, sua utilizacdo para detec¢do de agrotoxicos tem sido
investigada e um resumo dos trabalhos encontrados na literatura é apresentado a seguir.

Dornellas et al. (2013) desenvolveram um método de determinacdo do pesticida
kresoxim-metil em suco de uva, utilizando a Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) e eletrodo
de DDB. Observaram uma caracteristica irreversivel de oxidacdo do analito. Nas condicbes
6timas (pH 4, frequéncia de 30Hz, amplitude de potencial de 50 mV, escada de potencial de 15
mV), obtiveram um coeficiente linear de 0,999, com concentracio na faixa de 8,7 x 107 mol/L -
3,4 x 10 mol/L. A partir da extracdo por fase solida, obtiveram uma recuperacio de 91,6%-
105,3%.

Dornellas, Nogueira e Aucello (2014) investigaram o potencial do eletrodo DDB em
determinar a pyraclostrobin, em agua e suco de uva. Nas condic¢des 6timas (eletrdlito suporte em
pH 4,0 e 0,05 mol/L, amplitude de potencial de 40 mV, degrau de potencial de 30 mV e

frequéncia de 30Hz), obtiveram correlagéo linear de 0,99 em concentracdes acima de 2,0 x 107
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mol/L e LQ de 8,2 x 107" mol/L e LD de 2,5 x 107" mol/L. A partir da técnica de extracio em fase
sdlida, obtiveram recuperacio de 102 + 13,8% (adicdo de 5,4 x 10 mol/L) para suco de uva e
entre 94%-102% para amostra de agua.

Benbrahim et al. (2016) utilizaram o método de VOQ com eletrodo DDB (pré-tratamento
com VC) para determinacéo do inseticida imidacloprida em suco de ameixa vermelha. Foi obtido
um pico de catodico, em -1,21 V x eletrodo de calomelano saturado (ECS). Nas condicdes
6timas (eletrolito suporte Na.SO4 0,05 mol/L, pH 7,0, amplitude de pulso de 50 mV, degrau de
potencial de 10 mV e frequéncia de 100 Hz), um coeficiente linear de 0,999 foi obtido para uma
faixa de concentracdo de 30 mol/L - 200 x umol/L em agua. Os LD e LQ obtidos foram de 8,6 x
10 mol/L e 28,6 x 10 mol/L, respectivamente. As taxas de recuperacdo da extragdo variaram
de 96,6%-100,9%.

Stankovic e Kalcher (2016) comprovaram a capacidade do DDB em detectar e quantificar
0 pesticida iziran, utilizando a técnica de andlise por injecdo de fluxo com deteccdo
amperométrica (FIA-EC). Na melhor condicdo (pH 4,0, potencial 0,55 V, velocidade de
varredura de 50 mV/s e fluxo de 0,4 mL/min), atingiu-se uma correlagéo linear de 0,9938 para
faixa de concentracéo de 1,0 x 108 mol/L a 1,0 x 10 mol/L. O LD foi de 2,7 x 10° mol/L.

Ribeiro et al. (2018) realizaram um estudo de deteccdo do pesticida formetanato, em
amostras de fruta, com DDB pré-tratado catodicamente. Utilizaram VC para estudo do
comportamento eletroquimico e VOQ para deteccdo e quantificacdo. As condicOes ideais do
método voltamétrico foram: pH 7 (tampdo Britton-Robinson, 0,04 mol/L), frequéncia de
potencial de pulso de 20 s, amplitude de pulso de 25 mV e escada de potencial de 3 mV.
Utilizando as melhores condicdes obtiveram um coeficiente linear de 0,9997 para faixa de
concentragdo entre 4,98 x 107" mol/L - 1,70 x 10° mol/L de formetanato. Além disso, atingiram
uma recuperacao 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 maultiplos residuos de
herbicidas (diuron, 2,4-4cido diclorofenoxiacético e tebuthiuron) utilizando eletrodo de DDB
tratado catodicamente por meio de VPD. A extracao por fase solida foi realizada em amostras de
agua e atingiu 96%-104% de recuperacdo. A partir das condigdes otimizadas de deteccdo
(amplitude de pulso 108 mV, velocidade de varredura 92 mV/s), obtiveram uma curva analitica

com correlagdo linear de 0,99 na faixa de concentragdo de 1,0 x 10 mol/L - 9,0 x 10 mol/L
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para diuron e 2,4-acido diclorofenoxiacético e 2,5 x 10® mol/L - 22,5 x 10® mol/L para
tebuthiuron. O LD atingido foi de 0,035 x 10 mol/L para diuron, 0,12 x 10 mol/L para 2,4
acido diclorofenoxiacético e 0,34 x 10° mol/L para tebuthiuron.

Jevti¢ et al. (2018) investigaram um método para detec¢do do herbicida bentazone por
VPD, com eletrodo DDB (pré-tratado anodicamente em 2V em HySOs 0,5 mol/L e
catodicamente em 2 V, por 180 s) em amostras de agua. Nas melhores condi¢cGes de VPD
(amplitude de pico de 150 mV, tempo de pulso de 10 ms), obtiveram uma correlacdo linear de
0,993, na faixa de concentragio de 2,0 x 10 mol/L - 100 x 10 mol/L e LD de 0,5 x 10 mol/L
para VPD em pH 4.

Como apontado acima e na Tabela 3, o eletrodo de DDB (com pré-tratamento catddico
ou anddico) 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 eletroquimicos bem como promover
seletividade, a associacdo com técnicas de separacdo, como a cromatografia, torna-se muitas

vezes essencial e necessaria.

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

Amostra Analito Metodo analitico LD LQ Autor
Néo
Kresoxim-metil N&o especificado (na | especificado | Dornellas et
Suco de uva (pesticida) voQ ordem de umol/L) (naordem de | al. (2013)
pmol/L)
Dornellas,
Suco de uva e Pyraclostrobin Nogueira e
Agua (fungicida) VOQ 0,25 pmol/L 0,82 umol/L Aucello
(2014)
SaLrJT::;)?: Imidacloprida VOQ 8,6 umol/L 28,6 umol/L | Senbranim
(inseticida) SR DR et al. (2016)
vermelha
) Stankovic e
Agua de rio Iziran (pesticida) FIA-EC 2,7 nmol/L - Kalcher
(2016)
Manga e uva | Formetanato (pesticida) VOQ 0,37 pmol/L 1,2 pmol/L gllb(ezlgig;
0,035 pmol/L (diuron);
) Diuron, 2,4-4cido 0,12 pmol/L (2,4-4cido Duarte et al
Agua diclorofenoxiacético e VPD diclorofenoxiacético) e - (2018) '
tebuthiuron (herbicidas) 0,34 pmol/L
(tebuthiuron)
Agua Bentazone (herbicida) VOQ 0,5 umol/L - Jev(ggleg)al.
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O emprego da CLAE acoplada a deteccao eletroquimica (CLAE-EC), neste trabalho, esta
associado a técnica eletroanalitica, conhecida por amperometria. Ela é empregada, geralmente,
para determinacdes eletroquimicas em fluxo. Nessa técnica, ao contrario das voltamétricas, as
determinac6es sdo feitas com um potencial fixo, gerando um grafico de corrente (i) em funcéo do
tempo (t). Para isso, o potencial utilizado deve ser aquele que proporcione melhor sinal analitico
de corrente.

A combinacdo das duas, portanto, proporciona melhor separacdo do analito da matriz
gue, no caso de agrotoxicos em alimentos, sdo adotadas colunas C8 e C18 por apresentarem fase
estaciondria reversa, com melhor capacidade para separacdo de compostos organicos e uma
deteccdo 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 entdo, estabeleceram dois
principios béasicos para o emprego desse tipo de andlise, a saber: i. as espécies devem ser
eletroativas e ii. 0 eluente (fase mdvel) deve permitir a conducdo elétrica e, por conseguinte,

atuar como um eletrdlito suporte.

1.5. Validacao do método

Para garantir confiabilidade sobre novos métodos analiticos propostos, estes devem
passar por protocolos de validagdo. Institutos, Agéncias e Comissdes sdo algumas das
instituicbes que estabelecem regulamentos relativos a validacdo de métodos, tendo como
exemplo as que sdo utilizadas como referéncia neste trabalho, tais como: o Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), a ANVISA (também a partir do MAPA) e a
Comissao Europeia. O documento DOQ-CGCRE-008 (Jun/2020), do Inmetro, define que:

1.5.1 Limite de Quantificagdo

Abaixo da faixa de concentracdo, existe um fator limitante ao qual ¢ dado o nome de
Limite de Quantificacdo (LQ). Esse diz respeito ao menor valor no qual o método consegue
quantificar a concentracdo do analito na amostra. Os documentos estabelecem que ele pode ser
obtido a partir de diferentes métodos, como Percepcdo visual, Relacdo Sinal/Ruido, Curva
analitica, Desvio padrdo do branco e Curva de desvios padrdo. Quando escolhida a relagdo

Sinal/Ruido, onde se compara os sinais de amostras com baixa concentracdo conhecida e dos

50



ruidos dos brancos da amostra (na mesma regido), constatando a concentragdo minima
determinada com confianca, adota-se a razdo 10:1.
Comumente, a concentracdo do LQ pode ser igual ou maior que o primeiro ponto da

curva analitica, ou como a concentra¢do mais baixa nos casos de analises em nivel de tracos.

1.5.2 Limite de Detecgéo

O Limite de Detec¢do (LD), por sua vez, é a menor quantidade de analito na amostra que
pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob as condicGes estabelecidas para o
ensaio. Isso pode variar em funcdo do tipo de amostra. O limite é obtido por procedimentos
similares ao LQ (Percepcdo visual, Relagdo Sinal/Ruido, Curva analitica, Desvio padrdo do

branco e Curva de desvios padrdo). Para a relacdo Sinal/Ruido adota-se uma razdo de 3:1.

1.5.3 Curvacom EPN e sem EPN

A curva analitica tem como objetivo demonstrar a linearidade do método dentro da faixa
de trabalho, assim como obter concentracdes dos analitos de interesse na matriz de estudo. A
EPN utiliza das duas curvas para determinar o fator de pré-concentracdo (Fc) do método, a partir

da razéo entre os coeficientes angulares.

1.5.4 Exatidao

A exatiddo (ou recuperacdo, R%) de um método é a proximidade do valor por ele
obtido/observado com o valor considerado de referéncia (esperado, relativo ao adicionado na

amostra), como apresentado na Equacao2.

Concentragio observada

R (%) =

x 100% Equacéo 2

Concentracao esperada

1.5.5 Precisao

A precisdo, por sua vez, corresponde ao grau de aproximacao de resultados obtidos por
meio da repetibilidade, precisdo intermedidria e da reprodutibilidade, expressas pelo desvio
padréo (DP) e pelo coeficiente de variacdo (CV, as vezes representado como DPR% — Desvio

Padréo Relativo). Assume-se, entdo:

Desvio padrio

CV (%) =

x 100% Equacédo 3

Concentracio média determinada
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i. A repetibilidade expressa termos de dispersdo entre os resultados, podendo ser
determinada por meio da analise de padrbes, material de referéncia ou até adi¢do do analito ao
branco da amostra em varias concentracfes na faixa de trabalho. Para isso, 0 documento sugere
de seis a 15 repeti¢Oes independentes (com incluséo de todas as etapas no preparo de amostra)
por material de estudo. Nesse tipo de estudo, sdo realizados testes em trés niveis de
concentracdes (baixa, média e alta) na faixa de trabalho. O documento estabelece diferentes

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

ii. Para precisdo intermediaria, as andlises sdo realizadas sob condigBes determinadas,
podendo variar os analistas, 0s equipamentos ou os tempos (geralmente realizando analises em
intradia e interdia). Os célculos utilizados para as diferenciacdes estdo dispostos no documento

do Inmetro.

iii. A reprodutibilidade diz respeito a analises realizadas em diferentes laboratorios,
comparando e verificando os desempenhos. O documento estabelece diferentes critérios para

aceitacéo de reprodutibilidade, dependendo do percentual de analito.

1.5.6 Seletividade

A seletividade se refere a capacidade do método em quantificar o analito na presenca de
outros analitos, outras matrizes ou outros possiveis interferentes. Quando 0 método expressa essa
capacidade, é chamado de seletivo. Para tal, o documento sugere ensaios com padrbes ou
materiais de referéncia, amostras com e sem o analito, além de avaliacdo da capacidade de

identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de método eletroanalitico para deteccdo do fungicida Tiabendazol em
amostras de suco de uva integral (nacional) sobre eletrodo de DDB, a partir da extracdo e da
concentragdo por ponto nuvem, e separacdo com cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

2.2 Objetivos Especificos

i. Caracterizacdo eletroquimica do fungicida Tiabendazol por meio de Voltametria Ciclica e
Voltametria de Pulso Diferencial;

ii. Obtencdo das melhores condi¢des na metodologia de extracdo e pré-concentracdo do
fungicida Tiabendazol, por ponto nuvem em amostras de suco de uva integral;

iii. Obtencdo das melhores condi¢des na metodologia de separacdo e deteccdo do fungicida
Tiabendazol, extraido e pré-concentrado por ponto nuvem em amostras de suco de uva
integral, utilizando CLAE-EC com eletrodo de trabalho de DDB;

iv. Validagdo de metodologia que combina EPN e CLAE-EC, investigando a seletividade, a
sensibilidade, a exatidao, a precisdo, a linearidade e a faixa linear de trabalho, LD e LQ.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pré-tratamento do eletrodo de DDB

Antes de realizar as medidas analiticas, tanto para caracterizagdo eletroquimica do
Tiabendazol (TBZ) como para deteccdo eletroquimica em CLAE-EC, o eletrodo de DDB (area
exposta de 0,32 cm?) foi submetido a um pré-tratamento catodico. Quando utilizado pela
primeira vez, o eletrodo deve passar por tratamento anddico por 60 s e em seguida pelo catddico
por 300 s. Nas demais, realiza-se o pré-tratamento anddico por 30 s (limpeza) e catddico por 150
s. Para isso, foi utilizada uma densidade de corrente de 1,0 A cm, em solucdo de H2SO4 0,5 mol
L e placa de platina como contra eletrodo, para todos os pré-tratamentos.

Uma vez realizado o pré-tratamento do eletrodo, 0 mesmo foi submetido a uma varredura
de 40 ciclos de VC em tampdo fosfato 0,01 mol/L (pH 7,0), com velocidade de varredura de 250
mV/s, na faixa de 0 a 2,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L). Apds esse procedimento, as caracterizacdes
eletroquimicas eram devidamente realizadas. Em seguida, foi realizada uma VC no intervalo de
potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L) com velocidade de varredura 100 mV s*

gerando um voltamograma (branco).
3.2 Caracterizagéo eletroquimica 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 x Ag/AgCI (3,0 mol/L). Para essas medidas, foi utilizado o Potenciostato/
Galvanostato modelo PGSTAT 128N da AUTOLAB acoplado a um computador com software
GPES verséo 4.9.

Como eletrdlito suporte foi utilizado o tampdo fosfato (0,01 mol/L), preparado pela
dissolugdo de KH2PO4(P.A Synth) em &gua desionizada (Milli-Q®). O pH foi ajustado com
NaOH (P.A Synth) e H3PO4 (Synth) na concentracdo de 0,5 mol/L, com auxilio do pHmetro
GEAKA PG1800.

A solucéo estoque (2,0 x 10 mol/L) do fungicida TBZ (Sigma-Aldrich) foi preparada
em acetonitrila (J.T. Baker) grau HPLC. A solucdo foi mantida em abrigo da luz e estocada em
refrigerador acerca de 4°C. Antes de cada dia de analise, a solucdo foi submetida a agitacéo

ultrassdnica (20 kHz) para dissolucéo dos cristais formados pela refrigeracéo.
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3.3 Célula Eletroguimica

Uma célula eletroguimica convencional foi utilizada para as medidas voltamétricas e
apresenta trés componentes: A) Eletrodo de trabalho (DDB), B) Eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI (3,0 mol/L) e C) Contra-eletrodo de platina. A Figura 5 mostra a fotografia da célula

utilizada:

Figura 5: Célula eletroquimica utilizada para<as medidas voltmétrias, com eletrodo de trabalho (A),
eletrodo referéncia (B) e contra-eletrodo (C). Ao lado, o eletrodo de trabalho desmontado, apresentando a
forma de contato elétrico e a alocagédo do DDB (1 cm?).

3.4 Voltametria Ciclica e VVoltametria de Pulso Diferencial

Para VC, foi empregada uma faixa de varredura no intervalo de 0,9 a 1,6 V x Ag/AgCl
(3,0 mol/L) com velocidade de varredura 100 mV s. Em cada medida, 200 uL da solugdo
padrdo de TBZ (2,0 x 10 mol/L) eram adicionados aos 40 mL de eletrdlito suporte (tampao
fosfato 0,01 mol/L) contidos na célula eletroquimica, resultando em uma concentracdo final de
1,0 x 10° mol/L (ou 2,0 mg/L).

Para VPD, o intervalo de potencial foi ajustado de 0,75 V a 1,5 V x Ag/AgCl (3,0
mol/L), com aplicacdo 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 pL da solugdo padréo de TBZ
(2,0 x 10 mol/L) eram adicionados aos 40 mL de eletrélito suporte (tamp&o fosfato 0,01 mol/L)

contidos na célula eletroquimica, resultando em uma concentracgéo final de 1,0 x 10" mol/L (ou
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2,0 mg/L). Apds adicdo do analito a célula eletroquimica, aplicava-se uma agitacdo magnéetica

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 HCI (o pH inicial variava entre 3,10 a 3,20). Aliquotas de 10
mL de cada suco foram separadas e a elas foram adicionados 50 pL do padrdo TBZ (2,0 x 103
mol/L) e 1,0 mL da solucédo de Tergitol TMN 6 20% m/m (Sigma-Aldrich), sendo deixadas sob
agitacdo manual. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento em banho
termostatico a 36°C e agitacdo ultrassénica (20 kHz) por 15 min. Ao final, as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 10 min e a fase rica em surfactante foi, entdo, retirada com auxilio

de micropipeta.
3.6 Obtencéao das melhores condic¢des de analise por CLAE-EC

Para separacdo e analise dos compostos extraidos, utilizou-se um cromatégrafo da marca
Agilent Technologies modelo 1220 Infinity LC (modelo G4288B), composto por um loop de
injecdo de amostra de 20 pL e detector UV-VIS. A coluna cromatogréafica usada foi do tipo C8
(Luna®, 10 um, 120 A) com faixa de trabalho entre pH de 2 a 8. Como eluentes da fase movel
(FM) foram utilizados acetonitrila (J.T. Baker) e tampdo fosfato 0,01 mol/L em pH 7,0
(escolhido a partir do estudo prévio por VPD). As leituras eletroquimicas foram feitas por meio
do potenciostato PGSTAT 128N. A Figura 6 mostra o sistema de CLAE-EC usado neste
trabalho:

Lx»
|

Figura 6: Equipamento de CLAE-EC utilizado para separacéo ' tco etroquimica, A)
Cromatografo/CLAE, B) Saida do detector UV-VIS, C) Detector eletroquimico 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 sdo
encaixados por rosqueamento. No seu interior, € colocado o eletrodo de trabalho DDB, que
possui vedacao por um anel de silicone em sua parte superior e conexao elétrica na parte inferior.
Um tubo de aco inox funciona como canal de saida da célula e contra-eletrodo. O eletrodo de
referéncia 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 eletroquimica acoplada a saida do equipamento de CLAE e sua representacdo
esquematica: a) entrada da célula, b) saida da célula, c) tubo de aco inox, d) ER Ag/AgCl (3,0 mol/L), €)
anel de silicone, f) eletrodo de DDB e g) contato elétrico (Fonte: Adaptado de Andrade et al. (2009)).

As condicdes cromatogréaficas estudadas partiram do trabalho de Caixeta-Neta (2019),
uma vez que a autora realizou o estudo da separacdo do analito TBZ de matriz real (tomate). Os
parametros investigados foram a composicdo da fase movel (TF:ACN), a vazdo e o potencial
aplicado.

Em relacdo a fase mdvel, foram variadas as propor¢cdes de tampdo 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 x Ag/AgCl (3,0 mol/L). A amostra pré-concentrada a partir do
EPN foi diluida na relagdo 1:1 (V:V) com os solventes utilizados na fase mével (50 uL da
amostra: 50 puL fase movel), seguindo a mesma propor¢do dos componentes dela, tal como

apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4: Preparacdo de amostras com eluentes, TF e ACN para injecéo.

Fase Mdvel Diluicdo da Amostra
Tampao ACN Extrato Tampéo ACN
(%) (%) (uL) (uL) (uL)
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 relacdo ao estudo da vazdo, as condicdes empregadas foram 1,0 mL/min, 1,1
mL/min, 1,2 mL/min, 1,3 mL/min e 1,4 mL/min, na proporcdo 69:31 (TF:ACN) e potencial de
1,35V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).

Apbs obtencdo das melhores condi¢Bes cromatogréaficas, realizou-se a determinacdao do
potencial de melhor resposta de corrente (voltamograma hidrodinamico), aplicando-se a técnica
de deteccdo por multiplos pulsos na faixa de 1,15 V - 1, 45 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L), com
variagdo entre pontos de 50 mV, na vazdo de 1,2 mL/min e proporcdo de fase movel 69:31
(TF:ACN). Todos os ensaios realizados para obtencdo das melhores condi¢cdes da CLAE-EC
partiram de adequacdes da condicdo otimizada de EPN apresentada no trabalho de Caixeta-Neta
(2019), como descrito na secdo 3.5. A obtencdo das melhores condi¢bes dessa técnica foi

realizada posteriormente, conforme descrito a seguir.
3.7 Obtencéao das melhores condigdes da EPN

Para obtencdo das melhores condi¢bes da EPN, foram realizados ensaios univariados,
tendo o pH da amostra, a adi¢do de sal NaCl, a temperatura, o tempo de agitacdo ultrassénica e a

concentragéo do surfactante Tergitol TMN 6 (m/m) como fatores investigados.
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Primeiramente, foi avaliado o comportamento da extracdo na presenca (0,4 g) e auséncia
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 alteracdo da temperatura,
do seguinte modo: 1) EPN, com adi¢do de sal (0,6 g) e aquecimento a 36°C e agitacédo
ultrassdnica de 15 min, 2) EPN, com adicdo de sal (0,6 g), sem aguecimento (27°C) e agitacao
ultrassdnica de 15 min, 3) EPN, sem adicdo de sal e com aguecimento a 36°C e agitacao
ultrassonica de 15 min e 4) EPN, sem adicdo de sal e sem aquecimento (27°C) e agitacdo
ultrassonica de 15 min.

Definidos os parametros de adicdo de sal e temperatura de extracdo, foi avaliado o fator
pH. O pH foi variado entre 2,0 e 11,0, adotando-se a temperatura ambiente (27°C), sem adicao
de sal e agitagéo ultrassonica (20kHz) de 15 min.

Posteriormente, foram feitos ensaios variando-se a concentragcdo do surfactante (em
termos percentuais, m/m) na faixa de 5% a 30%, mantendo-se a temperatura ambiente, sem
adicdo de sal, em pH 6,0 e 15 min de agitacdo ultrassénica. Finalizou-se esta etapa mantendo-se
0s mesmos valores anteriormente descritos, mas variando-se o tempo de agitacdo ultrassénica de

1 min a 60 min.
3.8 Validacdo do método
3.8.1 Limite de Quantificacdo e Deteccéo

Para validacdo do método, os LQ e LD foram os primeiros a ser identificados, utilizando-
se, respectivamente, a relacdo Sinal/Ruido 10:1 e 3:1, obtidas a partir da relacdo entre o sinal

obtido no ensaio de extracdo do TBZ e do ruido no branco da amostra.
3.8.2 Curva com EPN e sem EPN: metodologia

A curva com extracdo do TBZ foi feita na faixa de 0,18 umol/L a 7,5 umol/L (36,2 ng/L
a 1,5 mg/L). Ja a curva sem extragdo, foi feita utilizando-se a faixa de 2,0 umol/L a 112,5

umol/L (0,4 mg/L a 22,6 mg/L), sem EPN. O analito foi adicionado a partir da solugéo estoque
de 2,0 x 10 mol/L.
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3.8.3 Exatidao, Precisao e Seletividade

Conforme apresentado na secao 1.5, a exatiddo do metodo foi avaliada em relacdo a
repetibilidade e a precisdo intermediaria, com ensaios de adi¢cdo de Tiabendazol em suco de uva
branco em trés niveis (0,25 mg/L, 0,76 mg/L e 1,26 mg/L), em triplicata, em trés dias diferentes.
A recuperacdo foi obtida a partir da curva analitica. Os parametros de aceitabilidade do método
foram discutidos relativos aos documentos apresentados pela Comissdo Europeia e ANVISA,
SANTE/2017/11813 (01 de janeiro de 2020) e Resolucdo-RE n° 899 (29 de maio de 2003),
respectivamente, uma vez que também estabelecem critérios para agrotoxicos em matrizes
alimentares.

A seletividade foi avaliada a partir da comparagdo entre 0s cronoamperogramas e 0S

cromatogramas da amostra com e sem analito, e do padrdo em solvente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento do TBZ sobre superficie do DDB

A técnica da VC apresenta dados qualitativos para a compreensdo do comportamento do
analito em diferentes condicbes 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):

120

T(pA)

09 1.0 1.1 1.2 13 14 1.3 1.6
E (Vx Ag/AgCl)

Figura 8: Voltamogramas ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em diferentes pH, faixa de potencial de 0,9
Val,6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s e eletrélito suporte TF (0,01 mol/L).

A técnica de VC permite identificar a capacidade do analito em oxidar (com aumento do
potencial — sentido anddico) e reduzir (com diminuicdo do potencial — sentido catddico).
Analisando os voltamogramas de forma isolada, percebe-se que o TBZ apresenta apenas um pico
no intervalo investigado, sendo ele anddico. Ou seja, quando é realizada a varredura no sentido
do aumento de potencial, ele é oxidado na superficie do eletrodo, mas no sentido reverso nao se
reduz na superficie do mesmo, caracterizando, portanto, um processo irreversivel (SKOOG et
al., 2006). Em relacdo a variacdo de pH e sua interferéncia no meio, a medida em que o pH
aumenta o pico referente a oxidacdo do TBZ (potencial de pico anddico — Epa) é deslocado para
regibes menos anodicas. Ou seja, 0 analito se oxida com maior facilidade a medida que o pH
aumenta. Essa caracteristica 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~ mol/L) em diferentes pH, na faixa de
potencial de 0,75 V a 1,5 V x Ag/AgClI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v = 50
mV/s.

A Figura 9 mostra a formacdo de picos de oxidagdo bem definidos na faixa de pH
investigada. As relacGes entre a corrente de pico anddico (lpa) € 0 Epa com 0 pH podem ser

melhor visualizados a partir da Figura 10.
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Figura 10: Relagdo entre os valores de Iy e Epacom 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 solucdo aumenta. Além disso, as
relacbes lineares observadas em especificas faixas de pH indicam haver participagdo de um
nimero de prétons e elétrons que, por sua vez, serd funcdo da inclinacdo da reta obtida
(comportamento Nernstiano). A Figura 11 mostra o diagrama de distribuicdo de espécies em

funcédo do pH, bem como as estruturas quimicas das espécies formadas em diferentes valores de pH.

H
pK, =46 ,|'f
-H' N am
e N N
-H'1l—ll'pl<‘=l2
N
1 >—{\STBZ'
- / _
] 2 4 i B 10 12 14 N N

pH

Composigao percentual / %
8

Figura 11: FracOes das espécies do TBZ em funcdo do pH e mecanismo de protonacdo e desprotonacao
(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 majoritaria é o
TBZ na sua forma neutra e, entdo, em valores de pH acima de 12,0 a forma majoritaria é TBZ"
(JALIL et al., 2014; FERREIRA, 2018). O segundo pKa da molécula de TBZ néo foi detectado,
uma vez que as medidas ndo foram realizadas acima do pH 10.

As reacOes de protonacdo e desprotonacdo implicam no potencial (e nos elétrons
participantes) necessario para oxidacdo das espécies presentes no meio. Os resultados deste
trabalho estdo condizentes com a presenca de pelo menos trés espécies. A mudanca de inclinacdo
de reta (Ep x pH) proxima de pH 5,0, observada na Figura 10, pode ser atribuida ao primeiro
pKa da molécula TBZ (4,6). A partir de pH 8,0 a inclinagdo diminui ainda mais e o potencial de
pico (Ep) parece deixar de ser dependente do pH, indicando que a partir deste pH o Ep nédo é
mais afetado pela concentracdo de ions H, sugerindo a auséncia de qualquer etapa de protonacéo
no mecanismo de oxidagdo, 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 participagdo
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praticamente igual entre numero de protons e elétrons), e de 5,0 a 8,0 é de 33 mV/pH (com maior
participacao de prétons).

A diminuicdo da corrente de pico com o aumento do pH (at¢ ~pH 6 com alguma
oscilacdo) aponta para uma diminuicdo na cinética de transferéncia de carga (RIBEIRO, 2014).
O gréfico da relagdo entre corrente de pico e pH (Ipa X pH), Figura 10, mostra que as espécies que
apresentam maior atividade eletroquimica encontram-se em meio mais acido (onde a espécie
TBZ" é majoritaria — ver Figura 11) e em meio mais alcalino (onde a espécie TBZ é majoritaria —
ver Figura 11).

A escolha da melhor condicao para se trabalhar com o TBZ por CLAE-EC deve ser feita
considerando-se ndo somente o melhor sinal de corrente, mas também a faixa segura de trabalho
na coluna cromatogréfica C8 (que é de pH 2,0 a 8,0). A condicdo mais adequada selecionada
para se trabalhar com a associagdo das duas técnicas € em pH 7,0, pois nessa condicao evita-se
qualquer risco a integridade do sistema cromatografico, além do sinal eletroquimico de oxidagéo
do TBZ ser maior na faixa de trabalho possivel. Ainda que as condi¢6es de pH 2,0 e 8,0 estejam
dentro da faixa de trabalho, elas foram consideradas extremas para o sistema cromatografico e,

portanto, descartadas.
4.2 CLAE-EC

O emprego da técnica de CLAE em associacao a deteccdo eletroquimica (CLAE-EC) tem
por objetivo permitir a analise individual do analito a partir da separacdo dos possiveis
interferentes presentes na matriz de analise. Assim, a condicdo mais adequada é aquela que
apresenta o maior sinal de corrente do analito obtida a partir de picos com boa definicdo e linha
de base. A Figura 12 mostra o primeiro estudo relativo & composicéo da fase mével (secéo 3.6),
no qual sdo investigadas diferentes proporcdes de fase mével, TF:ACN.
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Figura 12: Cronoamperograma referente ao estudo da composicéo da fase movel apds EPN (pH 7,0, 50
uL de TBZ 2,0 x 102 mol/L, 36°C, Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitacdo ultrassonica). FM =
TF (pH 7,0):ACN (V/V), vazéo de 1,0 mL/min. E = 1,35 V x Ag/AgCI.

Por meio dos resultados da Figura 12 € possivel observar que o0 aumento da proporcao de
tampdo promoveu melhor separacdo entre 0s componentes da matriz e o TBZ, com sinal de
corrente relativamente estavel entre as proporcées TF:ACN 65:35 e 70:30. A composicao da fase
movel na qual a proporcdo de ACN é atenuada proporciona reducdo da forca da fase movel
perante coluna reversa C8, que, neste caso, resulta na melhor separacdo entre os interferentes da
matriz e o analito TBZ. Desse modo, foi escolhida a composi¢do de fase movel 69:31, por ja
garantir uma boa separacgéo entre analito e matriz, com melhor sinal de corrente.

Em seguida, a vazdo da fase mdvel (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 funcdo do aumento do transporte de massa do analito em direcdo a superficie do eletrodo
proporcionado pelo aumento deste parametro. Como esperado, 0 aumento da vazdo proporcionou
tanto aproximacao entre interferentes da matriz e analito, quanto melhor definicdo e aumento nos
sinais de corrente. Foi observada também a formacdo de bolhas na superficie do eletrodo com
aumento da vazdo a partir de 1,3 mL/min, causando instabilidade nos sinais eletroquimicos
registrados. Portanto, a vazao de 1,2 mL foi a condicdo que proporcionou melhor combinacéo de

sinal, separacdo de componentes e estabilidade.
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Figura 13: Cronoamperograma do estudo da vazao da fase movel apos EPN (pH 7,0, 50 uL de TBZ 2,0 x
10 mol/L, 36°C, Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitagéo ultrassonica). FM = TF (pH 7,0):ACN
de 69:31 (V/V), eletrodo de trabalho DDB, E = 1,35 V x Ag/AgCI.

4.3 Voltamograma Hidrodinamico

Uma vez obtidas as melhores condi¢Ges cromatograficas, foi realizado o estudo do
melhor potencial aplicado para deteccdo a partir da obtencdo de um voltamograma
hidrodindmico com aplicacdo do método de mdltiplos pulsos. Para isso, foram aplicados
potenciais na faixa de 1,15 V a 1,45 V x Ag/AgCl. Os resultados dessas medidas estdo
mostrados na Figura 14:
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Figura 14: Voltamograma hidrodinamico apds EPN (pH 7,0, 50 puL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 36°C,
Tergitol TMN 6 20% m/m e 15 min de agitagdo ultrassbnica) e relacdo entre lpico-loasex E (Figura
inserida). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN) e vazdo = 1,2 mL/min.

Os dados obtidos pelo voltamograma hidrodinamico mostrado na Figura 14 e os da
relacdo entre lpico-lnase E (Figura inserida) permitem observar uma tendéncia crescente entre 0s
dois fatores, atingindo um patamar de sinal de corrente em 1,40 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).
Quanto maior o potencial aplicado, maior € a taxa de oxidacdo das espécies de TBZ sobre a
superficie do eletrodo. Também, em potenciais mais elevados, a reacdo de desprendimento de
oxigénio (RDO) proveniente da oxidacdo eletroquimica da agua passa a ser mais presente,
resultando na ocupacdo dos sitios ativos da superficie do eletrodo. O uso de eletrodos com
grandes janelas de potencial, tal como o DDB, minimiza o efeito de competicdo entre a oxidagéo
do analito e da agua. No potencial de 1,40 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L) observa-se que o sinal de
oxidacdo do TBZ atinge um patamar, com um ligeiro decréscimo acima deste valor. Assim, o
potencial 1,40 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L) foi selecionado para deteccdo do TBZ sobre eletro do
DDB.

A distincdo entre os picos relacionados aos interferentes da matriz e do TBZ foram
ilustrados nas Figuras 15 e 16, para deteccdo eletroquimica e UV-VIS, respectivamente, nas
melhores condi¢gdes cromatograficas. 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 detec¢do do TBZ extraido 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, esta o sinal dos picos do TBZ. Todos na proporcéo 50 pL extrato: 50 pL eluente, e 0
que adiciou-se +10 pL da solucdo TBZ padrédo (2,0 x 10 mol/L). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo
de 1,2 mL/mine E=1,40 V x Ag/AgCI.
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Figura 16: Cromatograma da detec¢do TBZ extraido 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, esta o sinal dos picos do TBZ. Todos na proporc¢do 50 pL extrato: 50 uL eluente, e o que
adiciou-se +10 pL da solucdo TBZ padrdo (2,0 x 10 mol/L). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazéo de
1,2 mL/min, deteccdo por UV-VIS (A =274 nm).
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4.4 Obtencéo das melhores condic6es para EPN

Conforme apresentado na revisao bibliografica, alguns fatores interferem no processo de
Extracdo por Ponto Nuvem, promovendo melhor interacdo surfactante-analito e surfactante-
surfactantes, sendo eles: temperatura de extracdo (referente ao ponto nuvem), pH do meio,
adicdo de dessecantes (sais ou alcoois) e concentracdo do surfactante (concentracdo micelar
critica).

De modo geral, a primeira etapa em uma EPN ¢ a obtencdo do melhor pH para extracéo,
ja que diz respeito a ionizacdo do analito. Isso também é feito para processos nos quais o
surfactante utilizado é do tipo ndo ioniz&vel. Aqui, esse processo ndo foi o primeiro a ser
avaliado, uma vez que, durante o0s processos de obtencdo das melhores condicGes
cromatograficas, a etapa de adicdo de sal provocava algum efeito negativo na extracao.

Portanto, tomou-se como prioridade identificar o efeito da adi¢cdo de sal no processo de
EPN. A extracdo prevé a utilizacdo de aquecimento, para provocar maior interacdo entre
surfactante-analito e surfactante-surfactante, até que se atinja o que se chama de ponto nuvem
(temperatura ideal, para cada surfactante, relacionada a formacdo da fase rica em surfactante).
Como exposto na revisdo bibliogréfica, o sal é utilizado na Extracéo por Ponto Nuvem como um
dessecante, retirando moléculas de adgua entre as micelas do surfactante, favorecendo a formacéo
da fase rica em surfactante e, assim, a temperatura de ponto nuvem.

Por meio de testes univariados foram avaliados: 1) EPN, com adicdo de sal (0,6 g) e
aquecimento 36°C (agitacdo ultrassonica de 15 mins), 2) EPN, com adicdo de sal (0,6 g), sem
aquecimento, 27°C (agitacdo ultrassonica de 15 min), 3) EPN, sem adicdo de sal e com
aquecimento 36°C (agitacdo ultrassbnica de 15 min), 4) EPN, sem adicdo de sal e sem
aquecimento, 27°C (agitacdo ultrassonica de 15 min). Nos testes que envolveram adi¢do de sal (1
e 2), houve rompimento de micelas, sem possibilidade de injecdo no cromatografo, restando as
analises sem sal (3 e 4). Nessas, foi observada uma diferenca minima (Figura 17), favorecendo a
utilizacdo da EPN sem aquecimento.

69



2,0
——EPN TBZ pH 7 SS Tamb

1’8’_ ——EPN TBZ pH 7 SS T36

1,6 Interferentes da matriz
1,4 4
1,2

1,0 H

1(uA)

0,8
0,6

0.4 TBZ
0,2 -

0,0
X T % T L T
0 2 4 6
t (min)

Figura 17: Cronoamperograma das variagdes 3 e 4, relativas a adi¢do de sal e a alteragdo de temperatura,
no processo de obtencédo das melhores condigdes da EPN (pH 7,0, 50 uL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 15 min
de agitagdo ultrassénica, 20% de solugdo Tergitol TMN 6 m/m). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), eletrodo
de trabalho DDB, vazéo = 1,2 mL/mine E = 1,40 V x Ag/AgCl.

A explicacdo obtida para esse efeito estd na matriz. Como discutido previamente (secdo
1.2.2), a uva é rica em sais minerais, principalmente quando se leva em conta as suas sementes.
O processo de producdo do suco de uva integral consiste na trituracdo e no aquecimento das
uvas, sem passar por um processo prévio de separacao por partes, o que elevaria o teor de sais
minerais neste produto. Portanto, ja que a matriz é rica em sais minerais, a acdo 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 adicdo de sal e sem aquecimento (feito
em temperatura ambiente, 27°C).

Como visto, o pH na Extracdo por Ponto Nuvem é utilizado para facilitar a interacao
entre analito e surfactante e dificultar a interacdo entre analito e matriz. Uma vez que o suco de
uva tem grande quantidade de dgua em sua matriz, o pH que proporciona maior propor¢do de
TBZ neutro (caracteristica apolar) provoca um aumento da interacdo entre este e o surfactante.
Esse efeito pode ser observado na Figura 18 e confirmado na Figura 19 indicando um patamar no
grafico de Ip-lp (LA) x pH para pH 6,0, demonstrando maior extracdo nesse meio (que esta em

conformidade com o diagrama de espécies destacado anteriormente, na Figura 11).
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Figura 18: Cronoamperograma da variagdo de pH no processo de obtencdo das melhores condicGes da
EPN (50 pL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 27°C, adicdo de solucdo de Tergitol TMN 6 20% m/m em 15 min
de agitacdo). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/mine E = 1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 19: Relagdo entre Ipico-Ibase x pH, no processo de obtengdo das melhores condi¢bes da EPN (50
uL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 27°C, adicdo de solugdo de Tergitol TMN 6 20% m/m em 15 min de
agitacdo ultrassbnica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/min e E = 1,40 V x Ag/AgCl.
Excluidos os interferentes para EPN na amostra e obtendo-se o melhor pH para
determinacdo do TBZ, ha ainda a concentracdo de surfactante, que também tem efeito direto na
extracdo e pré-concentracdo do analito. Na Figura 20 sdo apresentados 0s cronoamperogramas de
todos os ensaios testados para variacdo do percentual de surfactante adicionado, destacando-se

em vermelho aquele em 10%. Para essa confirmacdo, foi construido um gréfico do tipo lp-1b X %

71



de surfactante (Figura 21). Entende-se que, quanto maior é o sinal de deteccdo (pico de I) do
TBZ nesse tipo de grafico, maior serd sua pré-concentracdo. E, segundo a analise realizada, a
extracdo utilizando solugdo de 10% de surfactante, dentre a faixa estudada (5% a 30%), foi a que

apresentou maior eficiéncia.
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Figura 20: Cronoamperograma da variacdo concentragdo do surfactante Tergitol TMN 6 no processo de
obtencdo das melhores condi¢des da EPN (pH 6,0, 50 uL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 27°C e 15 min de
agitacdo ultrassonica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/min e E = 1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 21: Relacdo entre lpico-lpase X % (m/m) da concentracdo do surfactante Tergitol TMN 6 no
processo de obtencéo das melhores condigdes da EPN (pH 6,0, 50 uL de TBZ 2,0 x 10 mol/L, 27°C e 15
min de agitacdo ultrassénica). FM = 69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/min e E = 1,40 V x
Ag/AgCI.
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Em seguida, foi avaliado o tempo da amostra sob agitagcdo ultrassonica. A agitacdo

ultrassbnica, assim como a elevacdo da temperatura, provoca maior colisdo entre moléculas

facilitando a formacdo de micelas ao redor do analito. A Figura 22 demonstra um

comportamento de aumento da extracdo a medida que 0s ensaios sdo submetidos a maiores

tempos de agitacdo. Ao relacionar a corrente de pico (I, — Ib) com tempo de agitagéo (Figura 23),

é possivel perceber que o tempo de agitacdo é fundamental para o processo de EPN, uma vez que

0 sinal de deteccdo do TBZ ndo atinge um patamar e segue com tendéncia crescente ainda no

maior tempo de agitacdo ultrassénica investigado (60 min).
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Figura 22: Cronoamperograma da variacdo do tempo de agitacdo no processo de obtencdo das melhores
condicdes do processo de EPN (pH 6, 50 puL de TBZ 2,0 x 10°mol/L, 27°C e adicdo de 10% da solugdo

de Tergitol TMN 6). FM =69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/mine E = 1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 23: Relagdo entre lpico-lbase X T N0 processo de obtengdo das melhores condigdes do processo de

EPN (pH 6,50 pL de TBZ 2,0 x 10°mol/L, 27°C e adicdo de 10% da solucdo de Tergitol TMN 6). FM =

69:31 (TF pH 7,0:ACN), vazdo = 1,2 mL/min e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

Os resultados obtidos no estudo da EPN, referentes a busca pelas melhores condi¢des
para tal, apontam para a melhor condi¢do com: temperatura ambiente (27°C) sem adic¢do de sal,
adicdo de 1 mL de Tergitol a 10% (m/m), 60 min de agitacdo ultrassénica e pH 6,0.

Para avaliacdo dos resultados obtidos, foi feito um procedimento de validagéo,
identificando os limites de deteccdo e quantificacdo, obtencdo do fator de pré-concentracao,
precisdo, exatiddo intradia e interdia, e aplicacdo do método em outras marcas de suco de uva

branco. Os resultados encontram-se na se¢do a segulir.
4.5 Validacdo do método
4.5.1 Limite de deteccdo e quantificacdo

Os LD e LQ foram obtidos com a adicdo do TBZ na amostra e em &gua, e expostos,
respectivamente, aos processos com e sem EPN. Os LD obtidos com e sem EPN foram de
0,0072 pumol/L (ou 14,5 ug/L) e 0,8 umol/L (ou 0,161 mg/L), respectivamente. Os LQ foram de
0,18 umol/L (ou 36,2 ng/L) e 2,0 umol/L (0,402 mg/L), na mesma ordem anteriomente citada. A
Figura 24 mostra um cronoamperograma obtido na condicéo de obtengdo do LQ apds o processo
de EPN:
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Figura 24: Cronoamperograma obtido para o LD do método para determinacdo de TBZ em suco integral
de uva verde apds processo de EPN na melhor condigdo. FM = TF (0,01 mol L?, pH 7):ACN na
propor¢do de 69:31 (V/V), volume de injeg¢do de 20 ul e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

4.5.2 Fator de pré-concentracao

Apo6s determinacdo do LQ, duas curvas analiticas (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 umol/L (LQ) a 7,5 umol/L (ou 36,2 pg/L a 1,5 mg/L), utilizando
o procedimento de EPN sob as melhores condicBes. Ja a curva sem EPN (Figura 26) foi feita
utilizando a faixa de 2,0 umol/L (LQ) a 112,5 umol/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 analiticas com extragéo (al)
e sem extracdo (a2), atingiu um valor de 12,8 (al de 0,01608 uA/molL™? e a2 de 0,00125
uA/molL™). Tal fator representa uma extracio e uma pré-concentragdo da amostra de
aproximadamente 13 vezes. A linearidade atingida no método de EPN, avaliada a partir do
coeficiente de correlacdo da curva, foi de 0,99 e, portanto, dentro do limite estipulado (acima de
0,99) pela ANVISA (2003) e pela Comisséo Europeia (2020).
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Figura 25: Curva analitica obtida sob melhor condigdo do procedimento de EPN. FM = TF (0,01 mol L,
pH 7,0):ACN na proporg¢do 69:31 (V/V), volume de injecao de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 26: Curva analitica obtida sem procedimento de EPN. FM = TF (0,01 mol/L, pH 7,0):ACN na
propor¢ao 69:31 (V/V), volume de injecdo de 20 pL e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

45.3 Exatiddo e Precisdo intradia e interdia

A confiabilidade do método também ¢ verificada por meio de ensaios que determinam

sua exatid&o e precisdo. Para a exatidao, foi medida a recuperagao (R%, Equacéo 2) da adigéo de

TBZ em suco de uva branco em trés niveis (0,25 mg/L, 0,76 mg/L e 1,26 mg/L), em triplicata. A
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precisdo, por sua vez, foi expressa por meio do coeficiente de variacdo (CV%), pela média entre
as replicatas (replicabilidade ou precisdo intradia) e a média entre os dias (precisdo intermediaria

ou precisdo interdia). Os valores estéo ilustrados na Tabela 5, a seguir:

Tabela 5: Exatiddo (%) e precisdo (%) intradia e interdia, obtidas na determinacéo eletroquimica do TBZ
apos processo de EPN. FM = TF (0,01 mol/L, pH 7,0):ACN na propor¢do 69:31 (V/V), volume e injecdo
de 20 uL. E=1,40 V x Ag/AgCl.

Intradia Interdia
(ﬁﬂﬂ?t[?* Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dias1,2¢e3
R% | CV% |[R% | CV% |R% | CV% R% Médio | CV% Médio
1,25 120 99 |119,3] 7,2 |109,1 5,2 119,3 74
3,75 1145 | 11,5 |104,2| 0,8 97,2 2 105,32 4,8
6,25 96,3 45 1993 6,8 |100,6 7 98,72 6,1
* 1,25 umol/L = 0,25 mg/L; 3,75 pmol/L = 0,76 mg/L; 6,25umol/L = 1,26 mg/L

A Comissdo Europeia, assim como a ANVISA, estipula que um método confidvel tem
sua recuperacgéo entre 70% e 120%, com CV < 20%. Os resultados apresentados na Tabela 5
indicam que o método é confidvel, uma vez que se apresenta dentro da faixa de confiabilidade de

recuperacdo e coeficiente de variacdo de 98,7% a 116,1% e 4,8% a 7,1%, respectivamente.
4.5.4 Aplicacdo do método EPN/CLAE-EC

Apbs verificacdo da confiabilidade do método (seletividade, linearidade, LD, LQ,
exatidao e precisdo), ele foi aplicado, em suas melhores condic¢des, em outras marcas de suco de
uva branco. Tais sucos foram adquiridos em comércios locais da cidade de Cataldao(GO),
distribuidos como sucos integrais (sem adicdo de aguUcares ou agua) e sem adicdo de outros
aditivos. Esse processo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade do método em
realizar tanto a extracdo e a pré-concentracdo quanto a quantificacdo do analito, em uma mesma
matriz, mas de outras procedéncias. Para isso, foi preparado um ensaio no nivel intermediario
(0,76 mg/L), em triplicata, analisando a recuperacdo do método e o coeficiente de variacdo a
partir da curva analitica apresentada na Figura 26 (curva sem EPN). A seguir, estdo expostos 0s
resultados obtidos na aplicacdo do método para duas marcas de suco distintas da que foi adotada
para obtencdo das melhores condigdes, com adi¢cdo do TBZ e do branco das respectivas matrizes.
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Figura 27: Cronoamperograma obtido por deteccédo eletroquimica do suco da Marca A, apds processo de
EPN na melhor condicdo, adicionando 3,75 pumol/L da solugdo padrio de TBZ 1,0 pug/mL e seu
respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L, pH 7):ACN na proporgédo de 69:31 (V/V), volume de injecéo
de 20 uL e E=1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 28: Cronoamperograma obtido por deteccéo eletroquimica do suco da Marca B, ap6s processo de
EPN na melhor condi¢do, adicionando 3,75 pumol/L da solugdo padrio de TBZ 1,0 pug/mL e seu
respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L, pH 7):ACN na proporcédo de 69:31 (V/V), volume de injecdo
de20 nL e E=1,40 V x Ag/AgCl.
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Figura 29: Cronoamperograma obtido por deteccdo eletroquimica do suco da jungdo dos sucos da Marca
A e B, ap6s processo de EPN na melhor condicéo, adicionando 3,75 pmol/L da solucdo padrdo de TBZ
1,0 pg/mL e seu respectivo branco. FM = TF (0,01 mol L%, pH 7):ACN na proporcédo de 69:31 (V/V),
volume de injecdo de 20 uL e E = 1,40 V x Ag/AgCl.

As Figuras 27, 28 e 29, acima apresentadas, comprovam que o0 método conseguiu
distinguir os sinais dos picos da matriz e do TBZ (seletividade) e, além disso, foi capaz de
detectar a presenca do TBZ no branco da amostra do suco B (Figura 28) e na mistura das marcas
(Figura 29). As concentracOes de TBZ nessas amostras foram de 84,4 ug/L e 78,8 pg/L para as
marcas B e AB, respectivamente. Tais valores sdo superiores ao LQ estimado no método (36,2
Ma/L) e, portanto, validos. Conforme relatorio apresentado pelo PARA (ANVISA, 2019), o TBZ
ndo pode ser encontrado como residuo em amostras de uva e derivados. Desse modo, 0s
resultados identificaram contaminacgdo em relacdo a amostra da marca B.

Levando-se em consideracdo o que foi exposto em relacdo a seletividade do método e aos
estudos de recuperacdo e coeficiente de variagdo, 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 recuperacdo e exatiddo, na concentracdo de 0,76
mg/L (ponto médio), em triplicata, com as trés amostras estipuladas anteriormente. Os resultados
expostos (Tabela 6) enquadram-se dentro da faixa adequada (70%-120%, CV < 20%) e, portanto,

complementam os resultados relativos a validacdo do método de EPN/CLAE-EC.
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Tabela 6: Recuperacdo (R%) e exatiddo (CV%), obtidas na determinacdo eletroquimica do TBZ em
outras amostras de suco de uva integral branco. FM = TF (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN na proporcéo 69:31
(V/V), volume de injecdo de 20 uL.. 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 15,1 945 2,6 98,4 5

3,5 umol/L (0,76 mg/L)

Por efeito de comparacédo, a Tabela7 (ver mais a frente) mostra os dados encontrados de
outros estudos envolvendo a deteccdo do TBZ em diversas matrizes, diversos equipamentos e
métodos de extracdo. 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 pg/L, utilizando a
combinacdo de EFS (extracdo em fase solida) com CLAE/Fluorescéncia, para matriz de agua
(leito de rio, residuais e de po¢o). O maior LD foi de 6,19 mg/L, combinando ELL/EFS com
deteccdo por CG-EM, para suco de uva integral. Como visto durante o trabalho, a matriz de suco
de uva integral € complexa, e muitos dos dados relativos a composicdo dessa matriz foram
descritos por Alves (2014). Essa complexidade exige uma combinacdo bem alinhada entre
extracdo e deteccdo. A utilizacdo da EPN cumpre o papel de, além de promover a reducdo do
consumo de substancias prejudiciais ao meio ambiente (como os solventes organicos), atentar a
seguranca laboral e promover uma extracdo e uma pré-concentracdo adequadas do analito para
matrizes complexas.

A deteccdo, quando avaliada na perspectiva de ressaltar o analito em detrimento aos
demais sinais da amostra, tem também papel fundamental. O analito em questdo apresenta
grupos cromdforos e, em determinadas faixas de pH, tem maior atividade eletroquimica. As
técnicas que exploraram essas caracteristicas apresentaram os menores LD expressos na tabela.

Como discutido na secdo anterior, 0 TBZ em amostras de uva e derivados ndo pode ser
encontrado (ANVISA, 2019). Portanto, um estudo que apresente um LD e um LQ na ordem de
grandeza de mg/L (14,5 ng/L e 36,2 pg/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, entdo, ¢ 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 a determinacao de TBZ
em vérias matrizes, utilizando diferentes métodos de extragdo e analise (ver na proxima pégina).
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados consolidam a capacidade de acoplamento entre as técnicas de
CLAE e a deteccdo eletroquimica de TBZ extraido por EPN de amostras de suco de uva integral
branco.

Os métodos de VC e VPD permitiram avaliar o comportamento do TBZ na superficie do
eletrodo DDB e o pH do eletrélito suporte utilizado como eluente (TF pH 7,0). O processo de
obtencdo das melhores condigdes, eletroquimicas (1,4 V x Ag/AgCl, 3,0 mol/L) e
cromatograficas (Fase Movel = TF pH 7,0:ACN em 69:31 (V/V), 1,2 mL/min, Coluna C8),
resultou na separacdo do analito dos interferentes da matriz, com o maior sinal de corrente,
tornando o método mais seletivo.

As melhores condi¢bes de EPN (27°C, adicdo de 10% de Tergitol TMNG6, agitacéo
ultrassénica por 60 min e pH 6,0) possibilitaram a extracdo e a pré-concentracdo do analito em
aproximadamente 13 vezes (Fc = 12,8), a partir do calculo entre o coeficiente angular das curvas
analiticas com e sem EPN. O método apresentou 6tima linearidade (R?= 0,99).

Os valores de recuperacdo e de coeficiente de variacdo obtidos estiveram dentro do
estipulado pela ANVISA e pela Comissdo 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 possivel detectar e quantificar a presenca de TBZ. Ao comparar com o Unico estudo
encontrado na literatura que faz determinacdo de TBZ em amostras de suco de uva integral, o
trabalho que combina CLAE, com detec¢do por EC e Extracdo por Ponto Nuvem, atingiu um LD

e um LQ 240 vezes menor.
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VOLTAMETRIAS CICLICAS E DE PULSO DIFERENCIAL DOS DIFERENTES PHS
ANALISADOS
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Figura Al: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em diferentes pH 2,0, realizado na faixa de
potencial de 0,9V a 1,6 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A2: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10-° mol/L) em pH 3,0, realizado na faixa de potencial
de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A3: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10~ mol/L) em pH 4,0, realizado na faixa de potencial

de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v= 100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A4: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10-° mol/L) em pH 5,0, realizado na faixa de potencial

de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A5: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10 mol/L) em pH 6,0, realizado na faixa de potencial
de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A6: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 7,0, realizado na faixa de potencial
de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A7: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 8,0, realizado na faixa de potencial
de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A8: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10-° mol/L) em pH 9,0, realizado na faixa de potencial
de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A9: Voltamograma ciclico do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 10,0, realizado na faixa de potencial

de 0,9V al6V xAg/AgCl (3,0 mol/L), v =100 mV/s, eletrolito suporte TF (0,01 mol/L).
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Figura A10: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 2,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v =50

mV/s.
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Figura Al1: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 3,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v =50

mV/s.
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Figura A12: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 4,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (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 x 10° mol/L) em pH 5,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v =50

mV/s.
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Figura Al14: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 6,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (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 x 10° mol/L) em pH 7,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v =50

mV/s.
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Figura A16: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 8,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (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 x 10° mol/L) em pH 9,0, realizado na faixa
de potencial de 0,75V a 1,5 V x Ag/AgCI (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5 mV e v =50
mV/s.

5,0
1——pH 10
451 - -branco

4,04
35 §
3,0:
255 ]

I(pA)

2,0-
1,5-
10]
0s]

r T . T .
1,1 12 1;3 1,4 155
E (V x Ag/AgCl)

Figura A18: Voltamograma de pulso diferencial do TBZ (1,0 x 10° mol/L) em pH 10,0, realizado na
faixa de potencial de 0,75 V a 1,5 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).a = 50 mV, escada de potencial =5mV e v
=50 mVI/s.
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