(’(__7
UFCAT

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CATALAO (UFCAT)
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA -
DOUTORADO EM ASSOCIACAO ENTRE
UFCAT//UFGD//UEG

PRISCILA AFONSO RODRIGUES DE SOUSA

Desenvolvimento de métodos analiticos para determinacéao
de residuos de agrotdxicos em alimentos

Bolsista FAPEG

CATALAO -GO

2022



1
'."
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
UNIDADE ACADEMICA ESPECIAL DE QUIMICA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAA(;AO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES

E DISSERTACOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade
Federal de Goias (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital
de Teses e Dissertacbes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolucao CEPEC n©
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei 9.610/98, o
documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao
e/ou download, a titulo de divulgacao da producao cientifica brasileira, a partir desta
data.

O conteudo das Teses e Dissertacdes disponibilizado na BDTD/UFG é de
responsabilidade exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a)
orientador(a) firmam o compromisso de que o trabalho ndao contém nenhuma
violacao de quaisquer direitos autorais ou outro direito de terceiros.

1. Identificacao do material bibliografico
[ ] Dissertacao [X] Tese [ 1Outro*:

*No caso de mestrado/doutorado profissional, indique o formato do Trabalho de Conclusao de Curso, permitido no
documento de area, correspondente ao programa de pds-graduacdo, orientado pela legislacdo vigente da CAPES.

Exemplos: Estudo de caso ou Revisao sistematica ou outros formatos.
2. Nome completo do autor

Priscila Afonso Rodrigues de Sousa

3. Titulo do trabalho

Desenvolvimento de métodos analiticos para determinacao de residuos de
agrotdxicos em alimentos

4. Informacoes de acesso ao documento (este campo deve ser
preenchido pelo orientador)

Concorda com a liberacao total do documento [ x ] SIM [ 1NAO?

[1] Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de
defesa. Apds esse periodo, a possivel disponibilizacdao ocorrera apenas mediante:

a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);

b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizacao (TECA) assinado e inserido no arquivo da
tese ou dissertacao.

O documento nao sera disponibilizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:

- Solicitacao de registro de patente;

- Submissao de artigo em revista cientifica;

- Publicacdo como capitulo de livro;



- Publicaééo da disseftagéo/tese em livro.

Obs. Este termo devera ser assinado no SEl pelo orientador e pelo
autor.

Documento assinado eletronicamente por Luciana Melo Coelho, Professora
do Magistério Superior, em 29/08/2022, as 09:53, conforme horario oficial
de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n® 10.543, de 13
de novembro de 2020.

1
Sel o
assinatlura

eletronica

-
el
eda

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por PRISCILA AFONSO RODRIGUES
DE SOUSA, Discente, em 21/09/2022, as 14:41, conforme horario oficial de
Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

Referéncia: Processo n?2 23070.045869/2022-79 SEIn2 3147319



PRISCILA AFONSO RODRIGUES DE SOUSA

Desenvolvimento de metodos analiticos para determinacao de residuos de
agrotdxicos em alimentos

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Quimica - Doutorado em Associacdo entre
UFCAT//UFGD//UEG. da Unidade Académica Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Cataldo (UFCAT)
como requisito para obtencdo do titulo de Doutora em
Quimica. Area de concentracdo: Quimica Analitica. Linha

de pesquisa: Quimica Ambiental.

Orientadora: Prof. Dra. Luciana Melo Coelho (UFCAT)

Coorientador: Prof. Dr. Edmar Isaias de Melo (UFU)



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automética do Sistema de Bibliotecas da UFCAT.

Sousa, Priscila Afonso Rodrigues de

Desenvolvimento de métodos analiticos para determinagdo de
residuos de agrotdxicos em alimentos / Priscila Afonso Rodrigues de
Sousa. - 2022.

147, CXLVI f.: il.

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Melo Coelho; co-orientador Prof.
Dr. Edmar Isaias de Melo.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Catalao, Instituto de
Quimica, Cataldo, Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Catalao,
2022.

Bibliografia.

Inclui siglas, abreviaturas, grafico, tabelas, lista de figuras, lista de
tabelas.

1. Deteccéao eletroquimica. 2. Agrotéxicos. 3. CPE. I. Coelho,
Luciana Melo, orient. II. Titulo.

CDU 54




SEI/UFG - 3149656 - Ata de Defesa de Tese https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
UNIDADE ACADEMICA ESPECIAL DE QUIMICA
ATA DE DEFESA DE TESE

Ata N° 08 da sessdao de Defesa de Tese de Priscila Afonso Rodrigues de Sousa que confere o titulo de
Doutor(a) em Quimica, estudante de doutorado no Programa de Pés-graduagdo em Quimica em Associagao
entre UFCAT//UEG//UFGD.

Aos vinte e seis dias do més de agosto de dois mil e vinte e dois, a partir da(s) 14:00 horas, por
videoconferéncia do google meet (https://meet.google.com/ewi-ufdj-tpm), realizou-se a sessdo publica de
Defesa de Tese intitulada “Desenvolvimento de métodos analiticos para determinacio de agrotéxicos em
alimento.” na area de concentragdo em Quimica. Os trabalhos foram instalados pelo(a) Orientador(a),
Professor(a) Doutor(a) Luciana Melo Coelho (IQ-UFCAT) com a participacdo dos demais membros da Banca
Examinadora: Professor(a) Doutor(a) Bruno Elias Dos Santos Costa IQ-UFCAT, membro titular externo;
Professor(a) Doutor(a) Katia Roberta Anacleto Belaz (IQ-UFCAT), membro titular externo; Professor(a)
Doutor(a) Anizio Marcio de Faria (ICENP-UFU), membro titular externo; Professor(a) Doutor(a) Magno
Aparecido Gongalves Trindade (IQ-UFGD), membro titular interno. Durante a argui¢do os membros da
banca fizeram sugestao de alteragao do titulo do trabalho “Desenvolvimento de métodos analiticos para
determinaciio de residuos de agrotéxicos em alimentos.” A Banca Examinadora reuniu-se em sessiao
secreta a fim de concluir o julgamento da Tese tendo sido(a) o(a) candidato(a) aprovado(a) pelos seus
membros. Proclamados os resultados pelo(a) Professor(a) Doutor(a) Luciana Melo Coelho, Presidente da
Banca Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que ¢ assinada
pelos Membros da Banca Examinadora.

TITULO SUGERIDO PELA BANCA

Desenvolvimento de métodos analiticos para determinagao de residuos de agrotoxicos em alimentos

— _—
ei' Documento assinado eletronicamente por Luciana Melo Coelho, Professora do Magistério Superior,
el @ em 29/08/2022, as 16:52, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

assinatura

| eletronica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

I
ei' Documento assinado eletronicamente por Magno Aparecido Gongalves Trindade, Usudrio Externo,
ek @ em 30/08/2022, as 08:50, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

assinatura

| cletrdnica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—
eil Documento assinado eletronicamente por ANIZIO MARCIO DE FARIA, Usudrio Externo, em
9 o @ 30/08/2022, as 08:56, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

assinatura

| eletronica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1 of2 26/10/2022 14:03



SEI/UFG - 3149656 - Ata de Defesa de Tese

-

seil

assinatura
eletrénica

-

&

Documento assinado eletronicamente por Bruno Elias dos Santos Costa, Usuario Externo, em
30/08/2022, as 11:51, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

r

seil

assinatura
eletrénica

-

&

Documento assinado eletronicamente por Katia Roberta Anacleto Belaz, Usuario Externo, em
30/08/2022, as 15:18, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

r

seil

assinatura
eletrénica

-

&

Documento assinado eletronicamente por Edmar Isaias de Melo, Usudrio Externo, em 09/09/2022,
as 09:32, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n®
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n° 23070.045869/2022-79

2 of 2

SEI n°® 3149656

26/10/2022 14:03



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a DEUS pela forca em todos os momentos e pelas oportunidades que
me foram dadas...

A minha m&e e irmdos que em varios momentos compreenderam minha auséncia, mas nunca
deixaram de me apoiar.

A minha avo Coraci, que apesar de ndo estar mais entre nés, foi a minha inspiracdo, forca e
perseveranca.

Aos meus orientadores, Profa. Dra. Luciana Melo Coelho e Prof. Dr. Edmar Isaias de Melo pela
orientacdo, confianca, amizade, oportunidade, apoio, paciéncia, ensinamentos, conselhos, alguns
puxdes de orelha e apoio em todos 0s momentos. Muito obrigada!

Agradeco a todos os professores que participaram de minha formacao.

Agradecer a Universidade Federal de Uberlandia — Campus Monte Carmelo em nome dos
professores Edmar Isaias de Melo e Rodrigo Amorim Bezerra da Silva por ceder o espaco fisico,
materiais e equipamentos para realizacao deste trabalho.

Aos amigos e colegas que ajudaram no desenvolvimento do trabalho, Jodo Luiz, André Luiz, José
Guilherme, Luiz Fernando, Fabiano, Monique os quais possibilitaram trocas de conhecimento e pelo
apoio moral, obrigada por toda ajuda...

Aos membros da banca de qualificacéo e defesa, pelas contribuicdes dadas.

A FAPEG pela ajuda financeira, concedendo a bolsa.

Ao Departamento de Quimica e ao Programa de Pdés-graduacdo em Quimica - Doutorado em
Associacao entre UFCAT//UFGD//UEG.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste trabalho, minha gratidao!!!



"Agradeco a todas as dificuldades que enfrentei; néo fosse por
elas eu ndo teria saido do lugar. As facilidades nos impedem

de caminhar. Mesmo as criticas nos auxiliam muito.”

Chico Xavier



RESUMO

O presente trabalho foi dividido em dois momentos. No primeiro capitulo utilizou-se o
método de extragdo por ponto nuvem (CPE) para a extragdo e pré-
concentracdo dos agrotoxicos 2,4 D, atrazina, malation, metil paration, fipronil, diazinon,
deltametrina e clorpirifés em amostras de milho e mel utilizando os surfactantes Triton X 100
e 114 e posterior deteccdo por HPLC/UV. As variaveis pH, concentracdo de surfactante,
concentragdo de NaCl e tempo de aquecimento foram analisadas de forma univariada.
Limites de detecgdo (LD, S/R = 3) e quantificacio (LQ) variaram de 0,5a 0,8 pg kgte 5,0 a
8,0 ug kg, respectivamente, utilizando o processo CPE. A validagio do método foi feita a
partir de ensaios intra-dia e inter-dia, obtendo-se valores de recuperacao que variaram de 47,0
a 112,3%. O metodo proposto foi aplicado em amostras de milho e mel e os resultados
obtidos mostraram-se promissores. No segundo capitulo estudou-se a extracdo do agrotoxico
metil paration em amostras de mel utilizando CPE e detec¢do eletroquimica por voltametria
de onda quadrada. As variaveis concentracao de surfactante, concentracdo de NaCl e tempo
de aquecimento foram estudadas por meio de Planejamento Fatorial 2% e por Planejamento
Composto Central (PCC). As recuperacdes obtidas variaram de 94 a 104% e os limites de
deteccéo e quantificagdo foram de 0,006 pumol L™ e 0,021 umol L™, respectivamente.

Palavras chave: Deteccgdo eletroquimica, agrotoxicos, CPE.



ABSTRACT

This work was divided into two moments. In the first chapter, the cloud point extraction (CPE)
method was used for the extraction and pre-concentration of pesticides 2,4 D, atrazine,
malathion, methyl parathion, fipronil, diazinon, deltamethrin and chlorpyrifos in samples of
corn and honey. using Triton X 100 and 114 surfactants. The variables pH, surfactant
concentration, NaCl concentration and heating time were analyzed in a univariate manner.
Limits of detection (LD, S/R = 3) and quantification (LQ) ranged from 0.0005 to 0.0008 mg
kg™ and 0.005 to 0.008 mg kg, respectively, using the CPE process. The validation of the
method was carried out from intra-day and inter-day tests, obtaining recovery values ranging
from 47.0 to 112.3%. The proposed method was applied to corn and honey samples and the
results obtained were promising. In the second chapter, the extraction of the pesticide methyl
parathion in honey samples was studied using CPE and electrochemical detection by square
wave voltammetry. The variables surfactant concentration, NaCl concentration and heating
time were studied using 2* Factor Design and central compound analysis (CCD). The
recoveries obtained ranged from 94 to 104% and the limits of detection and quantification
were 0.006 pmol L and 0.021 umol L, respectively.

Keywords: Electrochemical detection, pesticides, CPE.
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INTRODUCAO

1. AGROTOXICOS

O uso de agrotoxicos no combate as pragas e doencgas na agricultura é uma pratica
antiga baseada na utilizacdo de substancias de origem natural como o piretro e a nicotina e
espécies inorganicas contendo mercdrio, enxofre ou cobre (BAIRD, CANN, 2011;
ZANELLA et al., 2011). Apesar de ter como finalidade o combate as pragas, 0s agrotoxicos
foram utilizados durante anos como armas quimicas em diversas guerras como a da Coréia e
do Vietna, por exemplo, sendo denominados nesse caso de “agente laranja” (desfolhante que
dizimou milhares de soldados e civis, além de ter contaminado rios e mares). Com o fim das
guerras e um mercado saturado de agrotoxicos, as lavouras tornaram-se 0 novo mercado
consumidor das substancias quimicas enquadradas nessa classe (LONDRES, 2011).

O uso macico de agrotoxicos se intensificou a partir de 1950 com a chamada
'‘Revolucdo Verde', programa incentivado pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAQO). Nesse periodo
iniciaram-se medidas de expansdo da produtividade agricola com intuito de minimizar os
indices de fome pelo mundo com foco em paises com baixo subsidio industrial, tais como
Brasil e India. Nesse sentido, os paises participantes deveriam adotar medidas de
intensificacdo de uso de agrotdxicos no setor agricola, eliminando qualquer praga que
limitasse o aumento da producéo agricola (GRIGG, 2001; LONDRES, 2011).

No Brasil, esse movimento chega na década de 1960 e, com a implantacdo do
Programa Nacional de Defensivos Agricolas (PNDA), ganha impulso na década de 1970. O
programa vinculava a utilizacdo dessas substancias a concessao de créditos agricolas, sendo o
Estado um dos principais incentivadores dessa pratica (SIQUEIRA, MOURA, CARNEIRO,
2013; SOUZA, MEDEIROS, SOUZA, 2011; JOBIM, NUNES, GIUGLIANI, 2010).

Devido a intensificacdo do uso de agrotoxicos, leis e regras foram criadas em relagdo
ao uso dessas substancias. Neste contexto, o termo agrotoxico passou a ser adotado no Brasil
a partir da Lei Federal n° 7.802, de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 2002, e
traz o seguinte conceito (BRASIL, 2002):

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos destinados ao uso
nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de

ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da flora



ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias de produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento.”

Outros sinénimos utilizados na literatura cientifica para classificar os agrotoxicos sao:
defensivos agricolas, pesticidas ou praguicidas. Sdo considerados produtos naturais ou
sintéticos que atuam sobre pragas, ervas e fungos na producdo agricola (VELASCO;
CAPANEMA, 2006); substancias com acdo bioldgica que tém por finalidade defender as
plantas de algum agente nocivo (EMBRAPA, 2004); substancias quimicas utilizadas para
prevenir, combater ou controlar uma praga, podendo ser denominadas como praguicidas ou
pesticidas (MARTINS et al., 2010); ainda segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA, United States Environmental Protection Agency), agrotoxico €
qualquer substancia ou mistura de substancias que tem por finalidade prevenir, destruir,
desfolhar, dessecar, estimular ou inibir o crescimento, repelir ou mitigar qualquer peste
animal ou vegetal (EPA, 2019).

Em relacdo as classificacGes, 0s agrotoxicos podem ser considerados em relacdo a
forma de atuacdo; persisténcia no ambiente; espécie de organismo que se pretende eliminar ou
controlar; estrutura quimica das substancias ativas; grau de toxicidade, periculosidade, entre
outros (FENINK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

Considerando a acdo especifica os agrotoxicos sdo classificados em: praguicidas
(combatem pragas em geral), fungicidas (destroem ou inibem fungos), herbicidas (agem
impedindo o crescimento de ervas daninhas), raticidas (combatem ratos e outros roedores),
acaricidas (agem sobre acaros), moluscocidas (agem sobre moluscos), algicidas (eliminam
algas), inseticidas (controlam insetos) desfolhantes (eliminam folhas indesejadas), fumigantes
(combatem bactérias do solo), nematicidas (combatem nematoides), escorpionicidas (utilizado
no combate aos escorpides) e vampiricidas (acdo de combate aos morcegos) (PERES et al.,
2007).

Em relacdo aos grupos quimicos presentes nas moléculas considera-se a seguinte
classificagéo:

v Organoclorados: Compostos sintéticos com baixa solubilidade em agua e
elevada solubilidade em solventes organicos. Possui alta estabilidade, apresentando-se por
décadas no ambiente de uso. Por ter afinidade por lipideos se acumula no organismo

ocorrendo a biomagnificacdo. Tém efeito no sistema enddcrino e podem afetar atividade



hormonais causando danos em varios sistemas corporais (SA et al., 2012; CAMPOS et al.,
2015; TREZZI et al. 2001; FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

v Organofosforados: Sdo compostos formados de ésteres do acido fosforico e
apresentam um alto grau de toxicidade, uma vez que, atuam como inibidores da enzima
acetilcolinesterase responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos. Esta
enzima hidrolisa a acetilcolina que quando acumulada, causa um colapso no sistema nervoso
central, ocasionando perda do controle muscular, convulsées, podendo levar a morte por
parada cardiorrespiratoria (DA SILVA et. al, 2008; PETRONILHO et al., 2011; SCHENK et
al., 2016).

v Carbamatos: Também sdo conhecidos como uretanos sdo derivados do acido
carbamico. Sua toxicidade é aguda e também agem no sistema nervoso central, inibindo a
enzima acetilcolinesterase, levando ao acumulo da acetilcolina (HORTELLANI, 2012; MA et
al., 2014).

v Piretroides: E uma classe de agrotoxicos natural, que é encontrada em
crisantemos (Flor) mas também podem ser produzidos sinteticamente através das piretrinas.
Tais compostos sdo fotoestaveis, de facil desintegracdo e pela cadeia alimentar podem
acarretar a bioacumulacdo nos organismos. Sdo utilizados como uma alternativa aos
organoclorados e organofosforados (QUERINO, 2000; SANTOS et al., 2008; ROMANINI, et
al., 2011; AMWEG, WESTON, UREDA, 2005).

v Triazinas: S8o compostos toxicos que contaminam agua e solo, possuem lenta
degradacdo e apresentam efeitos tdxicos, tais como defeitos congénitos, problemas
respiratdrios e potencialmente carcinogénicas (PATUSSI et al., 2013).

v Compostos inorganicos: apresentam em sua estrutura arsénio, talio, bario,
cadmio, ferro, selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinco (CONWAY, 2003; BAIRD, 2002).

Em termos de toxicidade os agrotdxicos sdo classificados no Brasil de acordo com a
dose letal (LDsp), ou seja, a dose de uma substancia quimica que provoca a morte de, pelo
menos, 50% das espécies estudadas, quando administrada pela mesma via, por exemplo, oral.
Os agrotoxicos sdo classificados como téxicos, quando estes produtos comprovarem, por
dados validados, serem teratogénicos, mutagénicos, carcinogénicos ou genotoxico, além de
levarem a corrosdo, ulceracdo ou opacidade na cérnea, dos animais testados pela ANVISA,
(ANVISA, 2016). Na Tabela 1, estd demonstrado como a ANVISA classifica os agrotoxicos,
de acordo com as formulagdes sélidas, que apresentam DLso administrada por via oral em

ratos, sendo representada em mg kg de massa viva.



Tabela 1: Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos em funcdo do DLso. (ANVISA, 2016).

Classe toxicologica Descricéo Faixa indicativa de cor
I Extremamente toxicos Vermelho vivo

(DLso <5 mg/kg de massa viva)

1 Altamente toxicos Amarelo intenso
(5 < DLso < 50 mg/kg de massa viva)

i Moderadamente toxicos Azul intenso
50< DLsp <500 mg/kg de massa viva

v Pouco toxicos Verde intenso

(DLso > 500 mg/kg de massa viva)

Do ponto de vista toxicologico, em 2018 ocorreu uma reclassificacdo dos agrotoxicos.
A ANVISA avaliou 1.942 produtos e desses um total de 1.924 foram reclassificados e
redistribuidos em 5 categorias, diferente da classificacdo anterior em que se observava apenas
4 categorias (ANVISA, 2018):

- Categoria 1: Produto Extremamente Téxico — faixa vermelha.

- Categoria 2: Produto Altamente Téxico — faixa vermelha.

- Categoria 3: Produto Moderadamente Téxico — faixa amarela.

- Categoria 4: Produto Pouco Toxico - faixa azul.

- Categoria 5: Produto Improvavel de Causar Dano Agudo — faixa azul.

- Néo classificado — Produto Nao Classificado — faixa verde.

1.1 AGROTOXICOS ANALISADOS

% ATRAZINA
A atrazina é um herbicida pertencente a familia das triazinas. E um composto polar,
com peso molecular de 215,7 g mol?, formula molecular CsH14CINs e solubilidade moderada
em agua (33,0 mg L) (FAN, SONG, 2014). E um herbicida sistémico amplamente utilizado
nas culturas de milho, sorgo e cana-de-agucar (SENE et al., 2010). Esse agrotoxico pode

causar danos no DNA de organismos aquaticos e interferir no equilibrio de ecossistemas



(CAVAS, 2011). A exposicao a atrazina em longo prazo esta associada ao aumento do risco

de céancer de ovario e mama em humanos (SANDERSON et al., 2000). A atrazina é

considerada um poluente, pois apresenta baixa biodegradabilidade (SENE et al., 2010) e alta

persisténcia (ZHANG et al., 2012). A absorcdo da atrazina em animais e em humanos pode

ocorrer pelas vias dérmica, oral e inalatdria. A estrutura da atrazina é apresentada na Figura 1.
Figura 1: Estrutura quimica da atrazina.
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Fonte: CANEVAROLI et al., 2021.

% MALATION

O malation (O,O-dimetil-ditiofosfato-de-dietil-mercaptosuccinato) é um inseticida
sintético da classe dos organofosforados (Figura 2) amplamente utilizado no mundo (SALER,;
SAGLAM, 2005). Possui massa molar de 330,4 g mol™, formula molecular C1oH1906PS; €
solubilidade em agua de 148,0 mg L* . O malation é utilizado para o controle de pragas
mundialmente e em especifico no Brasil para o controle do mosquito Aedes aegypti,
transmissor da Dengue (COLEONE, 2014; GOMES, 2014). Nos seres humanos atua como
inibidor da acetilcolinesterase, sendo amplamente utilizado nas culturas de algodéo, soja e
tomate (ANVISA).

Figura 2: Estrutura quimica do malation.
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Fonte: FISCHER, 2021.

% FIPRONIL



O fipronil (Figura 3) é um inseticida pertencente a classe quimica fenilpirazol sendo
utilizado em mais de 100 diferentes tipos de culturas. Esse agrotdxico apresenta ampla
aplicacdo que vai do controle de formigas a pragas na raiz do milho (TINGLE et al., 2021). O
fipronil em sua forma pura € um po6 branco de massa molar de 437 g mol, formula molecular
C12H4CloFsN4OS e solubilidade em agua de 2,4 mg L™ (BASF, 2021). E um agrotoxico
utilizado em culturas de milho, soja, algodéo, batata e cana de aglcar (ANVISA), atuando nas

células nervosas dos insetos, que morrem de hiperexcitacao.

Figura 3: Estrutura quimica do fipronil.
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Fonte: CECILIA, 2015.

< DIAZINON

O Diazinon (Figura 4) é um organofosforado considerado inseticida e acaricida. Possui
peso molecular de 304,3 g mol?, solubilidade de 40,0 mg L? e férmula molecular
C12H21N203PS. Usado na agricultura para controle de insetos no solo e folhagens, e pestes
numa variedade de frutas, vegetais e nozes. No uso veterinario é indicado para o controle da
mosca-do-chifre e mosca doméstica em instalagfes rurais. A exposicao ao praguicida provoca
uma série de efeitos tdxicos em animais experimentais como: disfuncédo do figado, mudancas
estruturais de proteinas, alteracdes nas enzimas hepaticas, inchaco das mitocondrias nos
hepatdcitos, producdo de radicais livres, deplecdo de antioxidantes e a inducdo de estresse
oxidativo, além de causar dano celular e alteragdes no sistema neuroldgico, rins e pancreas
(EZZI et al., 2016; NAJI; HEIDARIAN; SAMANI, 2017; HADICHEGENI et al., 2018).

Figura 4: Estrutura quimica do diazinon.
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< CLORPIRIFOS

O clorpirifos é um inseticida organofosforado fabricado e comercializado desde 1965
pela Dow Company nos Estados Unidos (DOW AGROSCIENCE, 2021). Possui peso
molecular de 350,6 g mol?, solubilidade de 1,05 mg L' e férmula molecular
C9H11CI3NO3PS, sendo utilizado frequentemente nas culturas de algoddo, café, feijdo,
milho, citrus, couve e repolho. Na cultura de milho a aplicacdo desse agrotdxico visa
combater lagarta do cartucho e lagarta rosca (DOW AGROSCIENCE, 2021). A estrutura do

cloririfos é apresentada na Figura 5.

Figura 5: Estrutura quimica do clorpirifos.
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Fonte: PINTO, 2017.

« DELTAMETRINA

A deltametrina (Figura 6) € um inseticida piretroide muito comum em repelentes e
inseticidas domésticos. E muito utilizado nas culturas de cereais, gréos, café e feijoes secos
(KATSUDA, 2012; FARGHALY; ZAYED; SOLIMAN, 2013). Possui peso molecular de
505,2 g mol™, solubilidade em &gua de 0,0002 mg L e formula molecular C22H19Br2NOs.
Chargui et al. (2012) avaliaram as alteracfes bioguimicas e histopatoldgicas em ratos Wistar
submetidos a administracdo diaria de deltametrina por via subcutanea observando um
aumento significativo das transaminases, além de alteracGes histopatoldgicas no rim e figado
dos animais tratados e concluiram que a deltametrina pode ser hepatotoxica e nefrotoxica em
ratos.

Figura 6: Estrutura quimica da deltrametrina.
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< PARATIONA METILICA

O metil paration (Figura 7) é um inseticida e acaricida da classe dos organofosforados
utilizado principalmente na cultura da batata, assim como nas culturas de algodéo, cebola,
feijao, milho, soja e trigo (ANVISA). Possui peso molecular de 263,23 g mol?, formula
molecular C10H14NOsPS e solubilidade de 55 mg L. O metil paration pode ser absorvido
pela pele e tratos respiratorios e gastrointestinais, atuando na inibicéo irreversivel da atividade
da acetilcolinerase no sistema nervoso (EDWARDS; TCHOUNWOU, 2005).

Figura 7: Estrutura quimica do metil paration.
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Fonte: OKUMURA; SACZK; OLIVEIRA, 2011.

24D

O herbicida &cido 2,4 diclorofenoxiacético (CgHsCl203) € utilizado no controle de
plantas daninhas em pds-emergéncia e dessecacdo (FU et al., 2009). Este herbicida de carater
sistémico atinge todas as partes da planta provocando distdrbios bioquimicos (HERTWING,
1983). Possui peso molecular de 221,04 g mol™ e solubilidade em agua de 600 mg L. Este
herbicida (Figura 8) é muito usado em plantacbes de trigo, arroz, milho, sorgo e

principalmente cana de acicar (ANVISA).
Figura 8: Estrutura quimica do 2,4 D.
O\)J\
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Fonte: TAYEB et al., 2013.



% DIURON

O herbicida Diuron possui férmula molecular CoH10CI2N20 (Figura 9), sendo utilizado
no controle de plantas daninhas em vaérias culturas como cacau, batata, alho, cebola, milho,
cana-de-acucar, algodao, abacaxi, seringueira, café, ch, entre outros (ANVISA; MUSUMECI
et al., 1995). Possui peso molecular de 233,1 g mol™ e solubilidade de 35,6 mg L.

Figura 9: Estrutura quimica do diuron.
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% CIPROCONAZOL

O ciproconazol (Figura 10) é um fungicida do grupo quimico triazol e é utilizado nas
culturas de arroz, algoddo, alho, café, milho, soja, feijdo, goiaba, entre outras (ANVISA).
Possui formula molecular C1sH18CIN3O, peso molecular de e solubilidade em &gua de 93 mg
L (ANDRADE et al., 2011).

Figura 10: Estrutura quimica do ciproconazol.
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Fonte: ANVISA, 2022.
2. MONITORAMENTO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS NO BRASIL
A aprovacédo de agrotdxicos no Brasil tem se intensificado desde 2016. Somente nos

ultimos trés anos, foram feitos 1.529 novos registros, sendo 562 somente em 2021. O

processo de registro e liberacdo de agrotoxicos no Brasil envolve vérios 6rgaos, destacando-se



0 Ministério da Saude que atraves da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece os Limites Ma&ximos de Residuos de agrotéxicos (LMR) que sdo calculados
considerando experimentos de campo para cada cultura, a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA),a
toxicidade do composto para seres humanos e o limite de quantificacio dos métodos
instrumentais de analises (ANVISA, 2016; FERMAM; ANTUNES, 2009).

Além da ANVISA (responsavel por analisar os riscos da substancia e fazer a avaliacao
toxicoldgica do produto), outros dois 6rgdos também sdo responsaveis pelas etapas de registro
de um agrotoxico: o IBAMA (responsavel por fazer a avaliacdo ecotoxicoldgica das novas
substancias) e 0 MAPA (responsavel por analisar a eficiéncia agrondmica da nova substancia,
considerando seu custo beneficio para o setor). Apds a aprovacgao dos trés érgdos envolvidos,
que fazem sua anélise de forma autdnoma, na chamada tripla analise, é emitido pelo Comité
Técnico de Assessoramento de Agrotoxicos (CTA), o registro do agrotoxico bem como sédo
estabelecidos diretrizes e medidas que visam reduzir os efeitos danosos dos produtos a saude
humana e ao meio ambiente.

Neste contexto, a presenca de residuos de agrotoxicos em alimentos necessita de um
acompanhamento adequado, o qual € feito pelo Programa de Analises de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) em 2001, criado pela Anvisa. Esse Programa tem como
objetivo avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura
que sdo destinados a mesa do consumidor, evitando agravos a salde da populacdo e
garantindo a seguranca alimentar. Através dos resultados obtidos, estratégias sdo tracadas
pelos Orgaos responsaveis em conjunto com outras instituicées com intuito de diminuir os
riscos referentes a presenca de residuos ndo autorizados ou acima dos limites maximos
(ANVISA, 2016).

No ano de 2019, o PARA divulgou os resultados do monitoramento realizado entre 0s
anos de 2017 e 2018. Foram monitoradas 4.616 amostras de alimentos de origem vegetal. Os
resultados demonstram que do total de amostras somente 3.544 (77%) foram consideradas
satisfatorias quanto aos agrotdxicos pesquisados, sendo que em 2.254 (49%) amostras ndo
foram detectados residuos, e em 1.290 (28%) apresentaram residuos com concentracdes iguais
ou inferiores ao Limite Méaximo de Residuos (LMR), estabelecido pela Anvisa. Foram
consideradas insatisfatorias 1.072 amostras (23%) em relacdo a conformidade com o LMR
(ANVISA, 2019).
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3. COMPARACAO COM OUTROS PAISES

Assim como no Brasil, outros paises também possuem legislacdo e Orgdos
regulamentadores para tratar assuntos relacionados a liberagéo, uso e presenca de agrotoxicos
no meio ambiente.

A Unido Europeia, com o passar dos anos, tem diminuido o uso de agrotoxicos de
forma gradativa, diferente do Brasil que tem intensificado o uso nos ultimos anos. Na Europa,
0 uso de agrotoxicos tem um controle rigoroso e varias substancias que foram confirmadas
como maléficas a saude humana e ambiental, foram proibidas. A regulacdo do uso de
agrotoxicos da-se pela Diretiva 2009/128/CE, a qual estabelece um quadro para utilizacéo
sustentavel dos agrotoxicos, através da reducdo dos riscos e efeitos da utilizacdo na saude
humana e no meio ambiente. O Regulamento n°396/2005 trata e define os limites maximos de
residuos de agrotoxicos seja na superficie ou no interior de alimentos de origem animal e
vegetal destinado a alimentacdo humana ou animal (COMUNIDADE EUROPEIA, 2005).

Nos Estados Unidos a Agéncia de Protecdo Ambiental (USEPA) tem como
responsabilidade estabelecer os padrdes para prevenir ou limitar a exposi¢do humana aos
contaminantes naturais ou antropogénicos, presentes nos sistemas publicos de abastecimento
(USEPA, 2004). Os agrotoxicos estdo agrupados na classe dos padr@es primarios (objetiva
proteger a satde publica por meio da limitacdo dos niveis de contaminantes na dgua e agrupa
seis categorias, dentre as quais se encontram 0s agrotoxicos) e sdo analisados para garantir o
padrdo de potabilidade da agua destinada a populacdo (USEPA, 2004; USEPA, 2009).

Em relacdo a Comunidade Europeia, os Valores Maximos Permitido (VMP) que
constavam na Diretiva de 1980 foram revisados em 1998, tendo os Guias da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como base. Os parametros e respectivos valores sdo referenciados
na diretiva Drinking Water Directive 98/83/EC (COUNCIL DIRECTIVE, 1998), que é
baseada nos guias da OMS e na opinido de um Comité Cientifico Europeu (European
Commission’s Scientific Advisory Committee). Essa diretiva contempla 26 parametros
guimicos, 20 indicadores e 4 parametros microbiol6gicos. Os Estados Membros, ndo sendo
menos rigorosos, podem seguir os preceitos desta diretiva para estabelecer seus préprios
padrdes de qualidade. No que concerne aos agrotoxicos, a Diretiva 98/83 estabelece os

paradmetros: agrotoxico e agrotoxico total, sendo os VMP, respectivamente, 0,10 e 0,50 ug L.

11



4. AGROTOXICOS E A AGRICULTURA

O Brasil hoje é um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo sendo que
varias culturas fazem uso de agrotdxicos. O Brasil cresce no consumo e na producdo de
agrotoxicos gradativamente, sé no ano de 2017 o Brasil produziu quase 440 mil toneladas de
produtos formulados deste, mais de 8 mil toneladas foram exportadas. Isso indica que 0 uso
de grande parte desses produtos foi utilizado na agricultura brasileira mais de 75% da
producdo ficou no mercado brasileiro, sem levar em consideracdo que o Brasil ainda importou
quase 130 mil toneladas de produtos formulados.

Dentro dos principais agrotoxicos utilizados, destacam-se, de acordo com as
informacgdes da ANVISA (2019): Atrazina (herbicida), o qual é indicado para 0 uso em
plantacdes de milhos, canade-acucar e sorgo; Acefato (inseticida/acaricida), indicado para
plantios de soja e milho, com intervalos de seguranca para contato humano de quatorze (14) a
vinte e um (21) dias, respectivamente; Malationa (inseticida/acaricida), com aplicacdo foliar
(alface, morango, tomate, entre outros) e aplicagdo em produtos armazenados (arroz, milho e
trigo); Carbofurano (inseticida/acaricida), utilizado na producdo principalmente de algodao,
arroz, milho, banana e feijao; 2,4-D (herbicida), com maior utilizacdo em soja, trigo, arroz e
milho; Clorpirifés (inseticida/acaricida), com a mesma aplicacdo do anterior, mais cevada,
citros, tomate e outros; Diuron (herbicida) para cana-de-agUcar, citros, café e algodao;
Mancozebe (fungicida/acaricida), indicado para arroz, feijdo, citros e trigo, além de outros
produtos; Tebuconazol (fungicida) destinado para plantacdes de cevada, soja e trigo
principalmente; Glifosato (herbicida) arroz, cana de acucar, milho, soja e trigo, além de
muitas outras culturas.

Os agrotoxicos utilizados nas diversas monoculturas brasileiras possuem grande
potencial de dispersdo. Isso ndo somente na zona rural, mas também por meio de chuvas em
areas urbanizadas. A auséncia de regulamentacdo de seguranca para a presenca de agrotoxicos
nas aguas pluviais faz com que a mensuracdo dos danos causados no meio ambiente seja
quase impossivel, afetando a biodiversidade e a saide humana (MOREIRA et al., 2012).
Como visto nas se¢des anteriores, boa parte dos alimentos produzidos em grande escala, dada
a necessidade do aumento da produtividade com a Revolugdo Verde, passa por processos de
utilizacdo de agrotoxicos, visto que ha discrepancia entre as quantidades permitidas das
substdncias na legislagdo brasileira em comparagdo com a Unido Europeia

(GRUTZMACHER et al., 2008). A contaminacio das aguas — superficiais ou subterraneas — e
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do solo pelo uso dos agrotdxicos nas monoculturas brasileiras afetam também diretamente a
saide humana.

Nesse caso, a intoxicacao pode se dar por meio do manuseio das substancias quimicas
por parte dos cultivadores, pois boa parte trabalha sem protecdo, além da possibilidade de
intoxicacdo pelo consumo de alimentos e da agua (que possuem grandes quantidades dos
agrotoxicos), afetando ndo somente os produtores, mas todos aqueles que necessitam desses
recursos para sobreviver (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011).

Em suma, sabe-se que a utilizacdo dessas substancias no cultivo de alimentos
evidencia a dependéncia do Brasil como pais agroexportador, sendo sua legislacdo mais
flexivel — frente a da Unido Europeia — ¢ um fator que o torna dependente na participacdo do
comércio internacional. Nesse sentido, o pais sofre diversos impactos negativos, que vao
desde problemas nos recursos naturais como o solo e, principalmente, a agua, até o bem-estar

dos individuos, devido ao atraso no desenvolvimento que o pais é submetido.

5. METODOS DE EXTRACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

A utilizacdo frequente e em larga escala de agrotoxicos na agricultura estad
relacionada ao modelo de producdo agricola convencional garantindo de forma rapida e
eficiente o controle de pragas, bem como o aumento na produtividade agricola. No entanto,
residuos desses compostos geralmente permanecem nos alimentos, nos solos, na agua, etc., 0
que se torna um enorme problema ambiental e, principalmente, de satdde do ser humano,
uma vez que podem ocasionar intoxicagdes agudas e/ou cronicas. Neste sentido, é necessario
0 monitoramento de residuos de agrotdxicos em matrizes alimenticias e ambientais, para
avaliar os riscos de contaminacdo do ambiente e de intoxicacdo do ser humano.

Durante o processo de escolha de um método analitico para determinacdo de niveis
de residuos de agrotoxicos em matrizes alimenticias deve se considerar alguns fatores, tais
como: complexidade da matriz (alimentos apresentam alto teor de lipideos, carboidratos,
proteinas, pigmentos e umidade), quantidades muito pequenas dos analitos de interesse
(residuos de agrotdxicos), o que acarreta no uso de solventes e reagentes com alto grau de
pureza, definicdo do residuo a ser determinado, que pode ser 0 proprio composto ou o
composto e 0s seus metabdlitos; diversidade de propriedades fisico-quimicas dos

agrotoxicos.
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A analise de residuos de agrotoxicos consiste em algumas etapas basicas: preparo da
amostra (extracdo do(s) analito(s) da matriz e remocdo dos co-extrativos (limpeza),
separacdo, identificagdo e quantificacdo do(s) composto(s) (PINHO et al., 2009). O preparo
da amostra tem como objetivo converter uma matriz real em uma amostra disponivel para
analise por técnicas instrumentais. Nessa etapa realiza-se a extracdo do residuo de
agrotdxico que pode ocorrer por diferentes técnicas e metodologias. A extragdo é a etapa
determinante na obtencéo de bons resultados, pois, em se tratando de amostras complexas,
como de alimentos, por exemplo, que apresentam baixas concentracfes dos analitos de
interesse e diversidade de constituintes da propria matriz, necessita-se de etapas prévias de
preparo (RAMOS, 2012). Além da extracdo, a etapa de clean-up (limpeza) do extrato obtido
torna-se necessario, pois € nesta etapa que os interferentes sdo eliminados ou reduzidos,
minimizando o efeito matriz (LANCAS, 2009). Alguns dos principais métodos utilizados na
etapa de preparacdo da amostra para extracdo dos agrotoxicos em matrizes alimenticias sao

destacados a seguir:

v' Extracao liquido-liquido (Liquid liquid extraction - LLE):

E um método conhecido como extragdo por solvente, em que 0s agrotoxicos sio
colocados em contato com dois liquidos imisciveis, geralmente agua e solvente organico, tais
como: diclorometano e acetato de etila (POSE-JUAN, CANCHO-GRANDE, RIAL-OTERO,
& SIMAL-GANDARA, 2006), (LI & YUAN, 2008), (SANNINO, BOLZONI, & BANDINI,
2004) e (CABRAS et al., 2001). Nesse método de extracdo os agrotoxicos geralmente migram
da fase aquosa para fase organica, ocorrendo a separagéao.

Em trabalho recente Timofeeva e colaboradores (2017), aplicaram o método LLE na
determinacdo de quatro agrotoxicos (malation, diazinon, imidaclopride e triamedimefon) em
amostras de suco de frutas. A deteccdo foi realizada por sistema analitico HPLC-MS/MS,
obtendo-se limites de detecgdo (LD) entre 3 x 10™* a 3 x 102 mg L *com coeficiente de
correlagdo (R?) de 0,995. O método desenvolvido apresentou boa detectabilidade e

repetibilidade.

v’ Extracdo em fase sélida (SPE)
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E um método bastante utilizado para extracdo de diferentes poluentes, incluindo os
agrotoxicos. O procedimento se baseia na adsor¢do de analitos em sorventes solidos devido a
processos de interacdo entre os analitos e o0s sitios ativos superficiais dos sorventes.
Recentemente no estudo conduzido por Farina et al. (2017), utilizou-se o método SPE que foi
empregado como uma etapa de limpeza apds a extracdo QUEChERS de 15 agrotdxicos de
diferentes classes em varios vegetais. A mistura de solventes escolhida para etapa de eluigcdo
foi acetona:tolueno (3:1) e a técnica de analise utilizada foi a cromatografia gasosa com
deteccdo por captura de elétrons (GC-ECD, gas chromatography with electron capture
detection). O limite de deteccio observado (0,02— 4,5 ng g) foi inferior ao MRL
estabelecido pela Unido Europeia (UE) e o valor do coeficiente de correlacdo (R?) ficou na
faixa de 0,990-0,995, indicando uma boa linearidade. Em outro trabalho Liu et al. (2017),
utilizou o método SPE para extrair alguns agrotoxicos organoclorados. Nesse método o
material escolhido como adsorvente para extracdo em fase solida foi o carbono poroso
magnético derivado a partir de uma estrutura metal-organica bimetalica. O carbono poroso
sintetizado possui alta area superficial especifica. Para eluicdo o solvente que apresentou 0s
melhores resultados foi o diclorometano usado para diluir os extratos antes da andlise
posterior com espectrébmetro de massas com analisador triploguadrupolo (GC-QqQ). O
método proposto detectou com sucesso os analitos apresentando LD e LQ variando entre 0,39
e 0,70 ng Lt e 1,45 -2,0 ng L%, respectivamente. O método ofereceu excelente eficiéncia de
extracdo, processo de extracdo rapido e facilidade de manuseio devido a alta porosidade e
estabilidade do sorvente de material de carbono poroso derivado de MOF(metal — organic

framework) bimetélico.

v" Dispersdo em fase solida de matriz (MSPD):

O MSPD foi introduzido pela primeira vez por Barker, Long e Short (1989), a
extracdo e a limpeza sdo integradas em uma Unica etapa, tornando a procedimento facil,
rapido, de baixo custo, menor perda de amostra e consumo de solvente. Esta técnica baseia-se
na mistura de uma amostra com um sorvente apropriado, como Florisil, C18, alumina ou
silica, até obter uma mistura homogénea.

Wang, Xiao e Cheng (2011) utilizaram em seu trabalho o método MSPD tendo como

sorvente silica ligada ao C18 e como solvente extrator o diclorometano para extracdo de trés
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herbicidas de fenilureia em arroz. Obteve-se recuperacdo superior a 90%. Ja no trabalho de

Hu (2015) analisou-se a fenilureia em amostras de inhame.

v" Microextracédo em fase sélida (SPME):

E um método rapido e livre de solventes, utilizado em etapas de pré-concentracio da
amostra. Foi introduzido por Arthur e Pawliszyn (1990) e superou muitas limitacOes
enfrentadas por técnicas convencionais. A SPME se baseia na distribui¢cdo dos analitos de
interesse presentes na amostra em uma fase estacionaria ocorrendo a adsorc¢éo.

Em trabalho recente Saraji e colaboradores (2015), desenvolveram o método de SPME
para a analise de alguns agrotoxicos organofosforados em amostras de vegetais, frutas e agua.
Nesse trabalho utilizou-se fibra de SPME revestida com nanotubos de carbono porosos-
dioxido de silicio (CNTs-SiO2) nanohibridos unidos com cromatografia gasosa-

espectrometria de mobilidade idnica por descarga corona (GC/CD/IMS).

v’ Extracao rapida, facil, barata, eficaz, robusta e segura (QUEChERS):

A técnica de preparacdo de amostras QUEChERS é amplamente utilizada para extragdo
de multiresiduos de agrotoxicos principalmente em matrizes alimenticias. Este método foi
descrito pela primeira vez por Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher e Schenck (2003) sendo
adequado para extrair tanto compostos polares quanto apolares simultaneamente.

Uma aplicacdo recente do método QUEChERS foi conduzida por Machado, Piston,
Heinzen e Cesio (2017). Nesse trabalho detectaram 98 residuos de agrotéxicos em amostras
de frutas usando os sistemas analiticos GC-MS e LC-MS/MS. Os valores de LD obtidos
estavam na faixa de 0,005 a 0,025 e 0,003— 0,015 mg kg e as recuperacdes obtidas ficaram
entre 70 a 120%.

Konatu, Breitkreitz e Jardim (2017) utilizaram o método de extracdo QUEChERS
acoplado ao sistema de deteccdo LC-MS/MS para extrair e quantificar agrotdxicos em
amostras de alface. Nesse método utilizou-se solvente extrator, sais de particdo e sais de
limpeza. Os resultados apresentaram boa seletividade, exatiddo e precisdo. Os LQ obtidos
foram de 5 pg kg ! e as recuperacdes ficaram na faixa de 70-120% e RSD <20%.

v Outros métodos de extracgao:
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Outros metodos de extracdo de agrotoxicos sdo abordados na literatura cientifica
destacando-se: microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) (FARAJZADEH &
MOGADDAM, 2016; WANG, YOU, MEI, LIU E HE, 2016), microextracdo em fase liquida
de fibra oca (HF-LPME) (GONZALEZ-CURBELO, HERNANDEZ-BORGES, BORGES-
MIQUEL, & RODRIGUEZDELGADO, 2013), microextracdo de gota Unica (SDME)
(AMDE, TAN, LIU E LIU, 2015; SALEMI, RASOOLZADEH, NEJAD E VOSOUGH,
2013), microextracdo de fluxo continuo (CFME) (WU et al., 2016), combinacdo de SPE e
DLLME (AHMADI et al., 2014; SHAMSIPUR et al., 2016) e extracdo de liquido solido
(SLE) (COSTA, QUEIROZ, NEVES, DE SOUSAA, & ZAMBOLIM, 2015); extracdo solido-
liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT); dispersdo da matriz em fase solida
(MSPD); microextracdo em fase sélida (SPME); extracdo sortiva em barra de agitacdo

(SBSE); microextracao por sorvente empacotado (MEPS).

6. METODOS DE DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

Apds a escolha do método de extracdo mais adequado a proxima etapa é a deteccao
dos analitos de interesse. A escolha da técnica a ser utilizada na deteccdo dos agrotoxicos
nos extratos de alimentos dependera de alguns fatores como, por exemplo, a estrutura
quimica do composto a ser analisado e a finalidade da analise (sensibilidade e
especificidade). As técnicas cromatograficas (CG e HPLC) sdo as preferidas para deteccao
de residuos de agrotoxicos (MIDIO; MARTINS, 1997; SILVA, 2008).

A cromatografia é uma técnica que tem por objetivo realizar a separacdo de
componentes presentes em uma amostra, pela distribuicdo entre fase estacionaria (FE) e uma
fase moével (FM), considerando as propriedades fisico-quimicas dos analitos que serdo
separados (REBELO, 2014). Nas analises multirresiduos de agrotdxicos em alimentos, ou
seja, analises de amostras que possuem uma mistura de varios componentes em uma matriz
complexa, utilizam-se para deteccdo dos residuos de agrotoxicos tradicionalmente a
cromatografia gasosa ou a cromatografia liquida (SOARES, 2011; SILVA, 2008).

v" Cromatografia liquida (LC)

E uma técnica aplicada como método de separagio e determinacéo de agrotoxicos de

alta polaridade e ndo volateis e/ou termicamente labeis, diferentemente da cromatografia
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gasosa, possibilitando que os analitos permanecam solubilizados, favorecendo a
determinagdo dos compostos sintéticos (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é bastante utilizada e viavel para
ser combinado com diferentes detectores. O cromatdgrafo liquido geralmente encontra-se
acoplado aos detectores classicos, como o UV, fluorescéncia e arranjo de diodos (DAD)
(TADEO, SANCHEZBRUNETE, ALBERO, & GARCIA-VALCARCEL, 2010).

Outro detector utilizado em conjunto com a cromatografia liquida € o MS, o qual
apresenta alta sensibilidade e seletividade sem necessidade de derivatizacdo do analito de
interesse.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) tornou-se
uma ferramenta bastante utilizada na deteccdo de pesticidas em alimentos e para superar
algumas desvantagens deste método, foi elaborada a técnica MS/MS, com detectores
acoplados, que apresenta como vantagem maior detectabilidade e sensibilidade do que o
quadrupolo Unico, pois garante que o ion precursor selecionado fragmente nos ions
produtos, o que possibilita a analise de varios tipos de pesticidas simultaneamente e a
deteccdo e confirmacdo desses compostos em concentracdes pequenas (MARTINEZ
VIDAL, PLAZA-BOLANOS, ROMERO-GONZALEZ, & FRENICH, 2009). Embora seja
uma técnica convencional para determinacdo de agrotoxicos em alimentos, muitas vezes,
para uma deteccdo mais adequada seré necessaria uma etapa de concentracao para aumentar
a sensibilidade de deteccéo.

As fases estacionarias encontradas nas colunas utilizadas em cromatografia liquida
variam conforme as interacbes que devem ocorrer com 0S componentes da amostra
(interacdo hidrofilica, hidrofébica e troca ibnica). O C18 (Octadecil), por exemplo, é uma
fase estacionaria apolar (ARAUJO, 1999). A fase mével pode ser composta por agua,
tampdo, acetonitrila, hexano, cloroférmio, propanol, entre outros. A combinacdo de
solventes misciveis é geralmente utilizada. E recomendado o uso de solventes com alto grau
de pureza e deve apresentar caracteristicas como capacidade de dissolver a amostra,
compatibilidade com o detector (ARAUJO, 1999).
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CAPITULO

EXTRACAO POR PONTO NUVEM: DESENVOLVIMENTO DE
METODO PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS
EM ALIMENTOS

1. INTRODUCAO

A determinacéo de residuos de agrotoxicos em matrizes alimentares ainda € um grande
desafio, devido a pequena quantidade dos analitos de interesse presente nas amostras e
grandes quantidades de substancias interferentes que podem ser coextraidas e, na maioria dos
casos, afetar os resultados de uma andlise. Nesse sentido, 0 método de preparo de amostras é
fundamental para obtencdo de resultados eficientes e confidaveis (WILKOWSKA; BIZIUK,
2011).

Apesar da ampla possibilidade de métodos de preparo de amostras que possibilitem
uma eficiente extracdo de agrotoxicos em alimentos, alguns métodos se tornaram oficiais ao
longo dos anos. Um desses métodos € o QUEChERS (acrénimo do inglés para Quick, Easy,
Cheep, Effective, Rugged, and Safe) que além de ser indicado e utilizado por 6rgaos
fiscalizadores e reguladores como o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento), tem sido aplicado na extracdo de residuos de agrotoxicos em diferentes
matrizes (PRESTES et al., 2009; PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; LEHOTAY,
2011; REJCZAK; TUZIMSKI, 2015; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015; REJCZAK;
TUZIMSKI, 2017).

O método QUEChERS foi desenvolvido como procedimento de preparo de amostras
para extracdo de residuos de agrotoxicos em diferentes matrizes e apresenta como vantagens
ser rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro, além de explorar as possibilidades
oferecidas pela instrumentacgéo analitica moderna (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).
O método baseia-se em algumas etapas:

v Inicialmente realiza-se a extracdo dos agrotéxicos de diferentes polaridades utilizando os
solventes acetonitrila, acetona, acetato de etila, entre outros. Geralmente, o solvente mais
utilizado é a acetonitrila por possibilitar a extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos provenientes da amostra (ceras, gorduras e pigmentos) (MASTOVSKA;
LEHOTAY; LIGHTFIELD, 2005). Além disso, a acetonitrila proporciona a extracdo de uma
ampla faixa de agrotoxicos com diferentes polaridades e, quando acidificada, permite
recuperacdes satisfatorias de analitos que geralmente apresentam problemas de estabilidade.
Outra grande vantagem € a facil adequacéo da acetonitrila para LC-MS/MS se comparado a
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acetona e acetato de etila e pode ser utilizada sem problemas em analise por GC-MS/MS
(MASTOVSKA; LEHOTAY; LIGHTFIELD, 2005; PAYA et al., 2007).

v’ Apo6s extracdo inicia-se a particio promovida pela adicdo de sais (ex. sulfato de
magnésio, MgSQs , e cloreto de sddio, NaCl), causando o efeito “salting out” diminuindo a
solubilidade dos analitos na fase aquosa. O sulfato de magnésio (MgSO.) apresenta 0s
melhores resultados quanto a remoc¢édo de agua. Além disso, sua hidratacdo baseia-se em uma
reacdo exotérmica propiciando o aquecimento da amostra e facilitando a extracdo/particdo de
compostos apolares (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

v Na Gltima etapa realiza-se a limpeza do extrato em fase sélida dispersiva (do inglés,
Dispersive Solid Phase Extraction, dSPE). Os principais sorventes utilizados nessa etapa séo o
octadecilsilano (C18), carvao ativado, amina primaria e secundaria (PSA, do inglés primary
secondary amine) e o0 MgSO4 para remocdo de agua residual obtendo um extrato final de
menor polaridade, facilitando assim a precipitacdo de co-extrativos polares. O uso de
sorventes tem como objetivo reter os interferentes presentes na matriz possibilitando a
obtencdo, ao final, de extratos limpidos e prontos para serem injetados em sistema
cromatografico (PRESTES et al., 2009).

Apesar da ampla utilizacdo do método QUEChERS na extracdo de agrotdxicos em
diferentes matrizes, alguns estudos mostraram que certos compostos apresentavam problemas
de estabilidade e/ou recuperagdo de acordo com o pH da matriz (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005; ANASTASSIADES et al., 2007). Para solucionar esse
problema Lehotay (2011), propuseram a adicdo de uma etapa de tamponamento com o
objetivo de melhorar os percentuais de recuperacdo (70-120%). O método original foi
modificado e surgiu 0 método “QUEChERS acetato” no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é
promovido pela adi¢do de acetato de sddio. Este método foi adotado em 2007 como método
oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2007) para a determinacdo de
residuos de agrotdxicos em alimentos.

Em relacdo a aplicagdo do método QUEChERS (original e acetato), Hernandez-Borges
et al. (2009) em seu trabalho determinou 11 agrotdxicos em amostras de banana utilizando o
método QUEChERS e deteccdo por GC-NPD — nitrogen — phosphorous detector (detector de
nitrogénio e fosforo). O limite de quantificacdo estava na faixa de 0,01 a 0,14 mg kg2, e a
recuperacdo entre 67 e 118%. Em outro trabalho o método QUEChERS foi utilizado na
extragdo de 36 agrotoxicos em amostras de mel com posterior quantificagdo por GC-ECD e
GC-NPD. Obteve-se recuperacgéo entre 70 e 120% (BARAKAT et al, 2007).
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Os inseticidas diflubenzurona e triflumurona foram extraidos de amostras de tomate
empregando-se 0 método QUEChERS com posterior determinagdo por LC acoplada a sistema
de fotoderivatizagdo pos-coluna com detector de quimioluminescéncia. A recuperacdo ficou
entre 79,7 e 94,2% e os valores de LD na faixa de 0,05 a 0,26 ug kg e valores de LQ entre
10 e 20 pg kg (LEHOTAY, 2007).

Albarnaz (2021), desenvolveram um método analitico eficaz para determinacdo de
multiresiduos de agrotoxicos em amostras de suco de uva integral. Os compostos de interesse
foram extraidos utilizando o0 método QUEChERS, com posterior detec¢do por LC-MS/MS. O
limite de quantificacio do método (LQ) variou de 5 a 10 pug L. e os valores de recuperagio
ficaram acima de 70%.

Apesar de apresentar resultados eficientes na aplicagdo em diferentes matrizes, o
método QUEChERS apresenta limitacdes, tais como: necessidade de utilizacdo de grande
volume de solvente, em sua maioria toxicos, necessidade de varias etapas de extracao,
elevado custo de alguns reagentes e a utilizacdo especifica para técnicas acopladas a
espectrometria de massa. Neste contexto, outros métodos analiticos tem sido desenvolvidos
afim de superar tais limitacGes e propiciar resultados mais satisfatorios que aqueles obtidos
utilizando o método QUEChERS.

Um método que vem ganhando destaque na literatura cientifica para andlise de
compostos organicos em diferentes matrizes é a Extracdo por Ponto Nuvem (do inglés, Cloud
Point Extraction - CPE). Essa técnica foi inserida por Watanabe e Tanaka em 1978, na qual
uma solucdo aquosa contendo o analito é colocada em contato com um surfactante e por
influéncia da temperatura, forca ibnica do meio e pressdo ocorre 0 surgimento da turbidez
(efeito ponto nuvem). A CPE € simples, de baixo custo e ndo utiliza solventes toxicos, se
enquadrando dentro dos requisitos da quimica verde. Uma vantagem € a possibilidade de
extracdo de substancias de carater polar e apolar presentes tanto em amostras de menor
complexidade (&gua, por exemplo), quanto em amostras complexas (alimentos e fluidos
bioldgicos, por exemplo) (BAZEL et al., 2017).

O método de extragdo por ponto nuvem esta fundamentado no fato dos surfactantes
terem uma faixa especifica de concentragdo conhecida como concentracdo micelar critica
(CMC) onde inicia-se a formagdo de micelas. Abaixo da CMC, o surfactante esta
predominantemente na forma de moléculas ndo associadas. Porém quando a CMC ¢
ultrapassada, o processo de formagdo de agregados micelares é favorecido, dentro de uma

dindmica de equilibrio com suas préprias moléculas individuais, indicando que as micelas ndo
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sdo estruturas estaticas e sdo termodinamicamente estaveis. Contudo, podem ser destruidas
pela diluicdo com &gua quando a concentracdo do surfactante estiver abaixo da CMC
(YADZI, 2011).

Na etapa de formacéo das micelas do surfactante ap6s alcancar a temperatura de ponto
nuvem observa-se a separacdo de duas fases, uma hidrofobica (rica em surfactante) contendo
0 analito de interesse extraido e uma fase hidrofilica (pobre em surfactante) (WATANABE;
TANAKA, 1978). Cada surfactante apresenta um valor de concentracdo micelar critica
caracteristico que depende, principalmente, da estrutura do composto e é afetado pelas
propriedades do solvente, temperatura de ponto nuvem e presenca de outras substancias,
como eletrdlitos fortes (KAREL; IRENA, 2006). Na Tabela 1 é observado os valores de CMC

e a temperatura de ponto nuvem de alguns surfactantes.

Tabela 1: Concentracdo Micelar Critica (QUINA, 1999).

Surfactante CMC (mmol L?) Temperatura de ponto
nuvem (°C)
Triton X — 100 0,17 -0,30 64 — 65
Triton X — 114 0,20-0,35 23-25
PONPE 7,5 0,085 5-20
PONPE 10 0,07 — 0,085 62 — 65
Genapol X - 80 0,05 42

Além da concentracdo micelar critica, outro fator determinante na eficiéncia do
processo CPE é a escolha da classe do surfactante. A classificacdo baseia-se na natureza do

surfactante conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo dos surfactantes (MANIASSO, 2001).

Classificacdo Exemplo de surfactante

N&o-idnicos Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol
(Triton X-100)
Catibnicos Brometo de cetiltrimetil amoénio
(CTAB)
Anibnicos Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
Anfoteros 4-(dodecildimetil amonio) butirato
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(DAB)

Entre as classes de surfactantes, em especifico aquelas que podem ser aplicadas na
extracdo e pré-concentracdo de agrotoxicos, destaca-se o0s surfactantes ndo idnicos, os quais
apresentam baixa toxicidade, sendo eficazes mesmo em baixas concentracfes por
apresentarem uma elevada solubilizacio (BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018). Os
surfactantes ndo i6nicos mais utilizados séo o Triton X-114 (TX-114) e o Triton X-100 (TX-
100), ou uma combinacdo destes, apresentando solubilidade em solventes organicos,
compostos polares e apolares, podendo ser aplicados na extracdo e pré-concentracdo de
compostos catiénicos ou anidnicos (GLEMBIN et al., 2014; LOPEZ-MAYAN et al., 2018).

Um surfactante para ser empregado em CPE deve apresentar algumas caracteristicas
desejaveis, tais como baixa temperatura de ponto nuvem e alta densidade, que facilitam a
separacdo das fases. Os surfactantes ndo-iénicos Triton X-100 e Triton X-114 apresentam
essas caracteristicas, além de ser facilmente disponiveis em um custo baixo. Em relagdo a
quantificacdo, as técnicas comumente utilizadas sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (ZHU et al, 2008; CHEN et al., 2009) e a cromatografia em fase gasosa com deteccao
fotométrica de chama (GC —FPD) (ZHAO et al., 2011).

A aplicacdo da CPE é relativamente simples: ap6s obtencdo da amostra aquosa
contendo os analitos a serem extraidos, pré-concentrados e quantificados, alguns mililitros de
uma solucdo concentrada de surfactante sdo adicionados a essa amostra. Em seguida, podem
ser adicionados sais, alcoois, outros surfactantes, bem como algumas substancias organicas ou
inorganicas que provoquem o aumento ou a diminuigdo da solubilidade da fase micelar em
agua. Sabe-se por exemplo, que a adi¢cdo de certos eletrdlitos aumenta ou diminui 0 ponto
nuvem dos surfactantes, principalmente se tratando dos surfactantes ndo i6nicos como o
Triton X-114. Esses efeitos, conhecidos como “salting-in” e “salting-out” podem ser usados
para estimular a inducdo do ponto nuvem (AOAC, 1995) em temperatura ambiente, podendo
eliminar a etapa de aquecimento tornando o procedimento ainda mais simples.

Na ultima etapa a solucdo deve ser aquecida em banho termostatizado acima da
temperatura de ponto nuvem para que ocorra a separagao das fases. Nessa etapa observa-se a
formacéo de duas fases, uma aquosa pobre em surfactante e a outra rica em surfactante, a qual
representa um pequeno volume se comparado ao inicial. A etapa de separacdo de fases deve
ser acelerada por centrifugacdo no caso de fases micelares de surfactantes que tenham

densidade maior que a solugdo da amostra (COSTA, 2013). Apos centrifugacdo, a fase rica
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em surfactante contendo o analito € recolhida e diluida e o extrato encontra-se disponivel para
injecdo no sistema de anélise (MANIASSO, 2001).

Vérios fatores podem interferir na extracdo dos analitos por CPE (forca ibnica do
meio, concentracdo do surfactante e temperatura), sendo o pH um dos fatores mais
importantes para uma eficiente extracdo, uma vez que exerce interferéncia na particdo de
moléculas orgénicas na fase micelar, principalmente daqueles que apresentam um grupo acido
ou basico na estrutura (XIE et al., 2010; PALEOLOGOS et al., 2005).

Quanto a aplicacdo do metodo de extracdo por ponto nuvem na extracdo de
agrotoxicos observa-se o trabalho de Zuhair e Suher (2016), que desenvolveram um método
de extracdo por ponto nuvem para a determinagdo do agrotoxico carbendazim em amostras
de vegetais, laranja e dgua. Utilizou-se o surfactante ndo idnico de Triton X-114 obtendo-se
limites de deteccéo de 0,46 e 0,49 ng mL™?, fatores de enriquecimento de 85,7 e 38,9 vezes e
recuperacao entre 97,86 e 98,66 %.

Em outro trabalho foi utilizada a técnica CPE juntamente com o método de extracdo
QUECHhERS para extrair residuos de quatro agrotoxicos da classe dos neonicotindides de
amostras de mel. O surfactante utilizado na etapa de extracdo foi o Triton X — 114 analisando
as variaveis concentracdo de surfactante, concentracéo de eletrolito, concentracdo do agente
de extracdo, tipo de solvente, temperatura e tempo de extracdo. A deteccdo foi realizada por
UHPLC-MS/MS obtendo-se limites de detecgdo e quantificagdo de 0,13 2 0,18 ugkg e 0,2 a
2,3 pg kg, respectivamente. As recuperages dos compostos de interesse estavam entre
85,3% a 104,5%, e excelente repetibilidade foi alcangada com desvios padrdo relativos (DPR)
variando de 2,0% a 11,5% (BAKAR; JAMIL; ABDULHUSSEIN, 2022).

Zhao et al. (2011), desenvolveram um novo método para a determinacdo de nove
pesticidas organofosforados (diclorvos, metamidofés, acefato, diazinon, dimetoato,
clorpirifés, metil paration, malation e etil paration) em suco de frutas concentrado utilizando
extracdo por ponto nuvem e detec¢do por cromatografia gasosa com andlise de detecgdo
fotométrica de chama (GC-FPD). O surfactante escolhido foi o PEG 6000 obtendo-se fator de
pré-concentracdo de 50 e limites de deteccdo e quantificacdo na faixa de 0,5-3,0 € 1,5-9,0 pg

kg1, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Desenvolver procedimento analitico simples, rapido e confiavel, para a extracdo e
determinacdo dos agrotoxicos 2,4 D, atrazina, clorpirifos, deltametrina, diazinon, fipronil,
malation e metil paration em amostras de milho e mel a partir da extracdo e pré-concentracéo

por ponto nuvem (CPE).

2.2. ESPECIFICO

<> Desenvolver um método analitico baseado na extracdo e pré-concentracdo de
agrotoxicos utilizando a metodologia de extragdo por ponto nuvem;

X Otimizar as varidveis do sistema cromatografico (HPLC) para determinacdo e
quantificacdo dos agrotdxicos de interesse;

<> Validar a metodologia desenvolvida considerando o protocolo de validacdo de
métodos de determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos proposto pela Comunidade
Europeia — Documento SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017);

X Comparar os resultados obtidos pelo método de extracdo por ponto nuvem com o0
método padrdo QUEChERS;

7

<> Aplicar o método desenvolvido em diferentes amostras de mel e milho.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento da metodologia foram:

o Agitador vortex, marca Kasvi, Sdo Paulo;

o Balanca analitica (Bioscale, Sdo Paulo);

o Banho ultrassom, Ultra Cleanner 1400, Unique;
o Centrifuga, Celm;

o pHmetro digital (GEHAKA PG1800, Séo Paulo, Brasil);

o Coluna cromatografica octadecil (C18) (250mm x 4,60 mm d.i., 5 um);
o Micropipeta eletrdnica, marca (Eppendorf);

o Sistema de purificacdo de agua Ultrapure Water (Merck, Millipore);

o HPLC equipado com detector UV (SPD-20A, Shimadzu).
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3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os solventes empregados no trabalho foram de grau HPLC e todos os reagentes
foram de grau analitico. As solucdes foram preparadas com agua deionizada obtida pelo
sistema de purificacdo (Milli-Q). Todas as vidrarias e frascos utilizados para realizacdo dos
experimentos foram previamente lavados e descontaminados em banho de HCI (Synth, Brasil)
10% v/v por 24 horas. Posteriormente, os materiais foram lavados vérias vezes com agua
deionizada e secos a temperatura ambiente. Os solventes e agua ultrapura foram filtrados
individualmente em membranas de poli(tetrafluoretileno) (PTFE) de 0,45 um de poros da
Millipore.

As solucdes de NaCl (99,8% m/m, Synth, Brasil), Triton X -100 (Sigma Aldrich) e
Triton X- 114 (Sigma Aldrich) foram preparadas em baldo de 100 mL utilizando agua
deionizada. Utilizou-se também metanol (99,9% v/v) da JTBaker (San Pedro Xalostoc,
México), acetronitrila (99,9% v/v) da Tedia (Fairfield, EUA) e &cido acético da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). Durante as analises de pH utilizou-se HCI e NaOH da Synth, Brasil.

Padrbes analiticos de alta pureza, > 98%, dos principios ativos 2,4 D, atrazina,
clorpirifés, deltametrina, diazinon, fipronil, malation e metil paration foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solucdes padrio estoque de 50,0 pg mL™ de cada
agrotoxico foram preparadas em acetonitrila. Solucbes padrdo de trabalho em diferentes
concentracdes foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque para realizacdo dos

estudos de otimizacdo e determinacdo das figuras de mérito.

3.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS DE ANALISE

Inicialmente, testou-se diferentes misturas dos solventes de eluicdo em diferentes
proporcoes. Os solventes analisados foram: acetonitrila, &gua, metanol e 4gua acidificada com
acido acético a 1% (v/v). As proporcdes estudadas apds escolha do melhor solvente de
eluicdo foram: 40:60; 45:55; 50:50; 55:45; 60:40; 65:35; 70:30 (V/v).

Os parametros comprimento de onda e vazdo de fase mével também foram avaliados.
O melhor comprimento de onda foi determinado através do estudo de cada agrotdxico na
concentracéo de 1,0 pg mL™* em espectrofotometro UV-VIS, observando o comprimento que
gerava uma banda de maior intensidade. Em relacdo a vazdo de fase movel testou-se 0s
valores 0,8; 0,9; 1,0 e 1,2 mL min™. Todos os testes foram realizados com mistura dos

agrotoxicos em concentracgdo de 1,0 pg mL™* de cada e a escolha das condiges ideais foi feita
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baseando-se em fatores como separacdo das bandas, resolucéo, alargamento das bandas dos

compostos, tempo de analise, entre outros.

3.4. PREPARACAO DAS MATRIZES DAS AMOSTRAS DE ALIMENTO EM
ESTUDO

Os principais agrotdxicos utilizados por produtores rurais na regido da cidade de
Cataldo-GO sdo o 2,4 D, atrazina, clorpirifos, deltametrina, diazinon, fipronil, malation e
metil paration, sendo utilizados em culturas de milho, soja, tomate, feijdo, batata, entre outras.

Afim de obter os extratos para aplicagdo em estudos de otimizacdo e validacéo, 5,0 g
de amostras de mel e milho triturado foram pesadas e transferidas para tubos conicos do tipo
Falcon de 50,0 mL sendo fortificadas com os agrotdxicos em estudo obtendo concentracdao
nominal de 0,5 pug mL™ de cada um ap6s extragdo. As amostras foram deixadas em repouso
por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 5,0 mL do solvente H,O/ACN (25:75) e os tubos
foram submetidos a agitacdo por vértex em diferentes tempos de contato (1 e 3 min).
Posteriormente, os tubos foram levados a centrifuga por 10 min a uma velocidade de rotacéao
de 9000 rpm. O sobrenadante foi removido e aplicou-se o procedimento de extracdo por ponto
nuvem (CPE).

Apos otimizacdo das varidveis de extracao validou-se 0 método proposto considerando
dois documentos que tratam sobre analise de agrotdxicos em alimentos. O documento de
orientacdo da Comunidade Europeia que trata do controle de qualidade analitico e
procedimentos de validacdo de metodologias para determinagdo de residuos de agrotdxicos
em alimentos (SANTE/11813/2017) e o Manual de Garantia da Qualidade Analitica para
Residuos e Contaminantes em Alimentos elaborado pelo MAPA (MAPA, 2011).

3.5. EXTRACAO POR PONTO NUVEM
3.5.1. INFLUENCIA DO pH NA ETAPA DE EXTRACAO

A influéncia do pH na extragdo dos analitos foi estudada na faixa entre 1,0 e 12,0e 0
resultado foi verificado considerando-se a magnitude da area cromatografica de cada

agrotoxico em HPLC-UV. Para adequagdo do pH foi empregada solugdes diluidas de HCI
(0,05 mol L) e NaOH (0,05 mol L1). Nessa etapa, 5,0 mL do extrato de cada amostra
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(obtidos conforme procedimento descrito na secdo 3.4) foram devidamente acertados com
solucBes de HCI e NaOH até obtencdo do pH desejado. As solugdes foram enriquecidas com
solucéo padrdo dos agrotdxicos obtendo concentragdo nominal final igual a 0,5 ug mL™* para
cada agrotoxico.

O procedimento de extracdo por Ponto Nuvem foi aplicado sobre os extratos obtidos
(secdo “Selecdo das variaveis utilizadas no método CPE”) utilizando 2,0 mL de surfactante
TX-100 (1,5% m/v) e 1,0 mL de solucdo do eletrélito NaCl 2,0% m/v, ajustando o volume
final para 10,0 mL com &gua deionizada. Apds extracdo as solucbes foram diluidas com 100

pL de acetonitrila e injetadas em sistema HPLC-UV em condicGes previamente otimizadas.

3.5.2. SELECAO DAS VARIAVEIS UTILIZADAS NO METODO CPE

O método escolhido para extracdo dos residuos de agrotoxicos nas amostras de
alimento em estudo foi a Extragéo por Ponto Nuvem (Figura 1).

Figura 1: Etapas de extracdo dos agrotoxicos por ponto nuvem. Fonte: (Autor).
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A otimizacao ocorreu por analise univariada e dois surfactantes foram escolhidos para
realizacdo das etapas de extracdo e pre-concentra¢do por ponto nuvem (Triton X- 100 e Triton
X -114). As variaveis estudadas e suas condi¢fes de estudos sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Variaveis estudadas na otimizacdo do método CPE.

Variavel Condicéo de estudo
Concentracéo de surfactante (%, m/v) 0,5-5,0
Concentracéo de NaCl (%, m/v) 1,0-5,0
Tempo de aquecimento (min) 5-45

Apdbs obtencdo dos extratos de cada matriz (se¢do 3.4) e posterior correcdo do pH
iniciou-se a otimizacdo das variaveis de extracdo considerando as condi¢des de analise. Nessa
etapa 2,0 mL da solucdo de surfactante (TX- 100 ou TX-114) e 1,0 mL do eletrélito (NaCl),
foram adicionados ao extrato realizando leve agitagdo em vortex. O tubo contendo a solugédo
foi levado para aquecimento a 40°C com TX-114 e 80°C com TX-100 em tempo determinado
e, posteriormente, realizou-se a centrifugacdo a 9000 rpm pelo tempo de 5,0 minutos. Apés
essa etapa, a fase aquosa foi removida e a fase rica em surfactante (aproximadamente, 300
pL) foi diluida com 100 pL de acetonitrila e armazenada na temperatura de 4 °C para
posterior analise em HPLC/UV.

35.3. CURVA DE CALIBRACAO COM E SEM CPE: FATOR DE PRE-
CONCENTRACAO

A técnica de extracdo por Ponto Nuvem tem como principal funcdo extrair e pré-
concentrar o analito de interesse presente na amostra em estudo. Assim, para dimensionar 0
nivel de pré-concentracdo de cada composto, utilizou-se o fator de pré-concentracao (FC), que
¢ obtido a partir da construcdo de duas curvas analiticas (com e sem procedimento de
extracao).

Para a obtencédo da curva de calibracdo sem qualquer processo de extragéo, injecdes da
mistura dos padrBes dos agrotoxicos preparados em solvente acetonitrila nas seguintes faixas
de concentragdo de 0,08 a 2,5 pg mL™ para os agrotoxicos clorpirifds, diazinon, malation,
atrazina, 2,4 D e deltametrina e de 0,1 a 2,5 pg mL™* para o fipronil e metil paration. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata e cada ponto da curva foi obtido pela média aritmética
das areas determinadas em sistema HPLC-UV.
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Para a determinacdo do fator de pré-concentracdo (Fc) construiu-se uma curva de
calibracdo utilizando o procedimento otimizado CPE. As extra¢des de cada ponto da curva
foram realizadas em triplicata e ap6s injecdo em sistema HPLC-UV foi obtido a média
aritmética das areas de cada injecao.

Ap0s obtencdo dos dados aplicou-se a razdo entre os coeficientes angulares das curvas
analiticas obtidas com e sem o procedimento de extracdo para obtencdo do fator de pré-
concentracéo de acordo com a Equacdo 1 (ESCALEIRA, 2005; COSTA, 2013).

F. = ) (Equagao 1)
X2

Em que, Fc é o fator de pré-concentragdo, x1 é o coeficiente angular da curva analitica
obtida com procedimento de extracdo e X» € o coeficiente angular da curva analitica sem

extracéo.

3.5.4. PREPARACAO DAS AMOSTRAS EMPREGANDO O METODO
QUECHERS PADRAO E MODIFICADO (QUECHERS ACETATO)

Afim de comparar o método proposto (CPE) com o método oficial QUEChERS
utilizado por laboratoérios acreditados e Comités Internacionais de Normalizagdo (Comissao
Europeia) para quantificacdo de agrotoxicos em alimento, empregou-se a técnica QUEChERS
original e QUEChERS acetato (modificado) para as mesmas amostras avaliadas pelo método
CPE. A Figura 2 apresenta um fluxograma que estuda as etapas de execu¢do do método
QUEChERS (original e acetato).

Figura 2: Etapas utilizadas nas analises pelo método QUEChERS original e acetato.

QUEChERS original QUEChERS acetato
10,0 g de amostra 15,0 g de amostra
+ +
10,0 mL de acetonitrila 15,0 mL de acetonitrila (1%
HAC)
4,0 g de MgSOg4 6,0 g de MgSOg4
+ +
1,0 g de NaCl 1,0 g de CH3COONa
1,0 mL de sobrenadante 1,0 mL de sobrenadante
+ +
150,0 mg de MgSO4 150,0 mg de MgSO4
+ + 30

25,0 mg de PSA 50,0 mg de PSA



O preparo de amostras envolvendo o método de extracdo QUEChERS consistiu em
pesar em dois tubos conico do tipo Falcon (volume de 50,0 mL) determinada massa de
amostra fortificada com os agrotoxicos de interesse na concentragdo de 0,5 pg mL™? seguida
da adicdo do solvente acetonitrila em cada tubo, sendo agitados em vortex por 1 minuto e
adicionado em seguida 0 MgSO4 em ambos. No tubo utilizado para 0 QUEChERS original
acrescentou-se NaCl e no tubo do QUEChERS acetato foi adicionado CHzCOONa. Agitou-se
a mistura em vortex por 1 minuto, seguido de centrifugagdo a 9000 rpm por 5 minutos.
Retirou-se 1,0 mL do sobrenadante de cada tubo realizando o clean-up final da matriz com
MgSO4 e PSA. As solugdes foram injetadas em HPLC/UV, obtendo a area de cada composto
para posterior quantificagéo.

Durante os estudos de exatidao (recuperacdo) e precisdo, as amostras analisadas pelo
método QUEChERS foram fortificadas em trés niveis de concentragdo (0,1; 0,5 e 1,0 pug mL™?)
e todo o procedimento foi realizado em 6 (seis) replicatas para cada nivel de concentracdo

avaliado.

3.5.6. FIGURAS DE MERITO AVALIADAS

Atualmente os guias internacionais mais utilizados e citados para validacdo de
metodos cromatograficos na anélise de residuos de agrotoxicos em alimentos sdo o0
SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017) e a Decisdo 2002/657/CE (COMISSION DECISION,
2002), ambos elaborados pela Comunidade Europeia. No Brasil outros guias de validagédo
para métodos analiticos sdo utilizados, destacando-se 0 DOQ-CGCRE- 008 — Rev. 07 — Jul/18
( DOQ-CGCRE, 2018) elaborado pelo INMETRO, a RDC N° 166, de 24 de Julho de 2017
desenvolvida pela ANVISA (RDC, 2017) e o Manual de Garantia da Qualidade Analitica para
Residuos e Contaminantes em Alimentos elaborado pelo MAPA (MAPA, 2011).

O método proposto neste trabalho (CPE-HPLC/UV) foi validado considerando dois
guias, o protocolo proposto pela Comunidade Europeia — documento SANTE/11813/2017
(SANTE, 2017), uma vez que é o mais empregado e reconhecido entre aqueles que fazem
referéncia a metodologias analiticas para determinacdo de residuos de agrotoxicos, e o
Manual de Garantia da Qualidade Analitica para Residuos e Contaminantes em Alimentos
elaborado pelo MAPA (MAPA, 2011), que é o guia nacional especifico para as anélises
pretendidas.

As figuras de mérito avaliadas neste trabalho foram: limite de deteccdo (LD), limite de

quantificacdo (LQ), seletividade/especificidade, linearidade, exatiddo (ensaios de
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recuperacao) e a precisao (inter-dia).

Determinou-se o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) dos
agrotoxicos considerando a etapa de extracdo por ponto nuvem e as solu¢Bes dos analitos
apenas em solvente (sem extracao). O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
foi determinado experimentalmente através da analise de amostras fortificadas com o0s
agrotoxicos em concentracdes decrescentes, apos terem sido extraidas pelo procedimento CPE
otimizado. As solugGes obtidas foram analisadas em sistema HPLC/UV e os valores de LD e
LQ foram obtidos pela relacéo razao sinal/ruido maior ou igual a 3 para o LD e maior ou igual
a 10 para o LQ. Considerou-se um desvio padrao inferior a 20% e reprodutibilidade maior ou
igual a 75% (MAPA, 2011; SANTE, 2017). Todas as solugdes foram preparadas em triplicata.

A fim de verificar se 0s componentes presentes na matriz e os surfactantes utilizados
poderiam atuar como interferentes durante as analises avaliou-se a seletividade do método
(SANTE, 2017): (1) obteve-se a matriz de cada alimento, aplicando em seguida o método
CPE otimizado a fim de avaliar possiveis interferentes advindos do método e que estivessem
no mesmo tempo de retencdo de cada agrotdxico em estudo; (2) analise da matriz de cada
alimento sem aplicacdo do método CPE. Comparou-se 0s cromatogramas nas situacdes
indicadas 1 e 2 observando possiveis interferentes gerados tanto pela matriz quanto pelos
reagentes utilizados no método proposto. De acordo com os critérios destacados no guia do
MAPA (MAPA, 2011), o sinal do interferente deve ser < 30% do sinal na concentragdo do
Menor Nivel Calibrado.

A linearidade do método de extracdo por ponto nuvem foi avaliada pela superposicdo
de matriz (“matrix-matched”) a partir da inje¢do em quintuplicata de solugcdes padrbes dos
agrotoxicos preparadas em solvente (acetonitrila) e pela fortificagdo das amostras branco com
0s agrotdxicos em sete niveis de concentracdo com posterior extracdo por ponto nuvem e
analise por HPLC/UV. A partir da area obtida para de cada analito, nos diferentes niveis de
concentracdo, foram construidas curvas analiticas. Determinou-se o coeficiente de
determinacéo (R?) e a linearidade foi considerada aceitavel quando o R? obtido foi maior que
0,99 (SANTE, 2017).

A exatiddo do método foi determinada a partir de resultados de recuperagdo. Nessa
etapa as matrizes extraidas foram fortificadas com os agrotoxicos em 3 (trés) diferentes niveis
de concentragéo (0,03; 0,5 e 1,0 ug mL™) e, posteriormente, seguiu-se 0 processo de extragio
por CPE. Todo o procedimento foi realizado em 6 (seis) replicatas para cada nivel de

concentragéo avaliado. A recuperacdo foi calculada segundo a Equacgéo 2.
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concentracio do analito extraida)

Recuperacéo (%): ( - ———
(concentragio do analito adicionade]

x 100 (Equacdo 2)

O método foi considerado exato quando a recuperacgdo obtida ficou na faixa de 70 a
120 % da concentracdo inicial com uma precisao menor que 20% (MAPA, 2011; SANTE,
2017).

A precisdo intermediaria foi avaliada através de analises inter-dia (extracdo dos
residuos de agrotdxicos em 3 dias distintos). O método é considerado reprodutivel quando o
coeficiente de variacdo para os extratos for inferior a 20% (SANTE, 2017). Para cada
concentragdo foram realizados 6 ensaios. Os resultados obtidos nos ensaios de precisdo
intermediaria (inter-dia) foram avaliados por meio do teste de significancia, utilizando o teste
de Student mostrado na Equacdo 3 (OLIVEIRA, 2012).

t = [(R%m — 100) /DPrec]/n 12 (Equacdo 3)

onde, t € o valor do teste de Student, R%m é a porcentagem de recuperagdo média obtida para
n repeticdes, 100 é a recuperacdo percentual desejada, n € o niumero de determinacdes € DPrec
€ 0 desvio padrdo das recuperacdes. Se o valor obtido de t for menor ou igual ao valor
tabelado (tcritico), para (n — 1) graus de liberdade em um dado nivel de significancia (0,05), o
método é considerado exato, ou seja, ndo ha diferencas significativas entre a porcentagem de
recuperacdo obtida e o valor desejavel (100%).

A avaliacdo do efeito de matriz (EM), foi realizada conforme o documento
SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017) e o guia do MAPA (MAPA, 2011) que recomenda a
construcdo de curvas analiticas preparadas em solvente e nos extratos da matriz de cada
alimento obtidos ap6s aplicacdo do método CPE. Injetou-se em sistema HPLC as solucGes
obtidas e a area de cada analito foi registrada para a construcdo das curvas analiticas. A
avaliacdo do efeito de matriz foi realizada por comparacdo das inclinagcbes das curvas

analiticas preparadas em solvente e nos extratos de cada alimento utilizando a Equagéo 4.

Efeito de matriz (94) = I:K;x:j .100 (Equacdo 4)

Onde: x1 = inclinacdo da curva analitica preparada na matriz de cada alimento para cada

agrotoxico; x2 = inclinacdo da curva analitica preparada em solvente para cada agrotoxico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A otimizacdo das condicBes cromatogréficas é essencial para gerar confiabilidade nos
resultados obtidos facilitando a etapa de identificagdo e quantificacdo dos analitos de
interesse. Neste sentido a primeira etapa realizada foi a otimizagdo das condigdes
cromatograficas de analise (vazdo dos solventes, comprimento de onda, solventes da fase
movel, proporc¢édo dos solventes de eluicdo, volume de injecéo).

Ap0s avaliacdo das varidveis supracitadas verificou-se que a mistura ACN/H-0 foi a
que melhor se adequava para separar 0s analitos em estudo, minimizando efeitos como
alargamento de banda ou coeluicdo dos compostos. Além disso, ao testar as diferentes
proporcdes da mistura ACN/H20, foi observada uma boa separagdo para 0os compostos de
interesse e um menor tempo de analise quando se utiliza a proporcéo 60:40 v/iv ACN/H20. As
condicGes cromatograficas otimizadas sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢bes cromatograficas otimizadas em HPLC/UV.

CARACTERISTICA DESCRIGAO DAS
CONDICOES
Fase Movel ACN/H20
Proporcéo da fase movel (v/v) 60:40
Coluna Cromatogréfica ODS (4,6 x 250 mm, 5 pm)
Comprimento de onda para detec¢do (nm) 210 e 226
Vazdo (mL min?) 1,0
Temperatura do forno (°C) 28
Volume de injecédo (uL) 20
Solucéo de limpeza da seringa de injecéao ACN (100 %)
Tipo de eluicéo Isocratica

Ap0s definicdo e otimizacdo dos parametros no sistema HPLC-UV foi preparada uma
solugdo analitica na concentracdo de 1,0 pg mL™ contendo a mistura dos agrotoxicos em
estudo em solvente acetonitrila, e a solugdo foi injetada no HPLC-UV nas condic¢oes

otimizadas (Figura 3).
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Figura 3: Cromatograma dos padrfes dos agrotdxicos em solvente acetonitrila nas condigdes
otimizadas em HPLC/UV: 1- 2,4D; 2- atrazina; 3- metil paration; 4- malation; 5- fipronil; 6-
diazinon; 7- deltametrina; 8- clorpirifos.
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Os tempos de retencdo para cada agrotoxico estudado neste capitulo sdo apresentados
na Tabela 5.

Tabela 5: Tempo de retencdo (tr) para 0s agrotoxicos em estudo.

Analito tr (Min)
2,4D 3,0
Atrazina 3,9
Metil paration 4,8
Malation 54
Fipronil 5,8
Diazinon 6,3
Deltametrina 13,2
Clorpirifos 16,2

Como pode ser observado na Figura 3 e Tabela 5, os picos dos agrotdxicos
apresentaram boa separacdo e resolucdo confirmando a otimizagdo dos pardmetros no sistema
HPLC-UV.
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4.2. PREPARACAO DAS MATRIZES DAS AMOSTRAS DE ALIMENTO EM
ESTUDO

Para que a extracdo por ponto nuvem (CPE) fosse realizada era necessario que a
amostra ou matriz extraida da amostra esteja em condi¢Ges adequadas para aplicagdo do
método. A CPE tem como caracteristica a extracdo dos analitos de interesse para uma fase
rica em surfactante, sendo a fase aquosa descartada. A maioria dos surfactantes apresentam a
fase rica na parte inferior do frasco de extragdo, dificultando o uso direto da amostra na etapa
de CPE. Alguns surfactantes, pelo contrario, como os da familia do Tergitol, apresentam a
fase rica na parte superior do frasco de extracdo, fato que facilitaria o uso da amostra de forma
direta.

Os surfactantes utilizados nesse capitulo (TX 100 e TX 114) apresentam a fase rica em
surfactante na parte inferior do frasco necessitando, entdo, que se obtenha inicialmente a
matriz extraida da amostra para posterior aplicacdo da extragdo por ponto nuvem.

Para obter as matrizes dos alimentos em estudo as amostras em analise foram
colocadas em contato com solvente extrator (ACN/H20) e testou-se diferentes tempos de

extracao (Figura 4).

Figura 4. Estudo do tempo de agitacdo para obtencdo da matriz de cada alimento: matriz
milho com TX-100 (A) e TX-114 (B); matriz mel com TX-100 (C) e TX-114 (D). CLP:
clorpirifés; DELT: deltametrina; MP: metil paration; MALT: malation; DIZ: diazinon; ATZ:
atrazina; FIPR: fipronil.
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Nota-se nos graficos da Figura 4 que no tempo de contato de 1 minuto a area obtida
para cada agrotoxico nas diferentes matrizes é pequena se comparada as areas obtidas em 3
minutos. Maiores valores de area indicam melhor eficiéncia de extracdo, portanto, optou-se
pelo tempo de contato de 3 minutos para a extragdo dos agrotoxicos em estudo.

E importante salientar que além do tempo de contato, outro fator de extrema

importancia no processo de extracao é a escolha do solvente extrator. Neste capitulo optou-se
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pela mistura agua/acetonitrila que auxiliou na extracdo dos agrotoxicos que apresentam
diferentes valores de coeficiente de parti¢cdo octanol/agua - log Kow (clorpirifés — 4,96; 2,4 D
— 2,58; atrazina — 2,61; malation — 2,36; diazinon — 3,81; metil paration — 3,01; deltametrina —
6,20; fipronil — 4,0) (PUBCHEM, 2021; BARCELO, HENNION, 1997) facilitando,
conjuntamente com um tempo de extracdo adequado, uma melhor interagcdo solvente/analito e

consequentemente, melhores resultados de recuperagéo.

4.3. INFLUENCIA DA VARIAVEL pH NO PROCESSO DE EXTRACAO

Considerando que o pH exerce influéncia na eficiéncia de extracdo dos agrotoxicos
pela técnica de ponto nuvem, sendo considerado variavel principal, realizou-se, entdo, um
estudo univariado para verificar a influéncia do pH no processo de extracdo. A faixa estudada
variou de 1 a 12. A Figura 5 apresenta os resultados obtidos durante o estudo de pH para a
matriz de milho e mel utilizando o TX 100 e TX 114.

Os resultados obtidos (Figuras 5) ndo apontam para uma linearidade de extragao entre
os analitos em estudo. Tal situacdo se deve a diversos fatores, destacando a competividade
entre as moléculas de interesse e entre compostos presentes no extrato da matriz durante a
formacdo das micelas. Outro fator a ser considerado em processos de CPE ¢é a forma
molecular do analito. FERRERA et al. (2004), demonstrou que, quando o analito de interesse
se encontra em sua forma neutra, ocorre maior afinidade com agregados micelares de
surfactantes ndo ionicos (TX-100 e TX-114). Neste contexto, observa-se a necessidade de
estudar o comportamento i6nico das moléculas de agrotdxicos em fungdo do pH do meio em
que se encontram.

Os compostos clorpirifés, malation, metil paration e fipronil ndo apresentam variacao
de estrutura em funcdo do pH. O agrotoxico 2,4 D encontra-se em estado ionizado acima de
pH 3,0, enquanto a atrazina e o diazinon apresentam-se em sua forma neutra acima de pH 4,5.
A deltametrina, por sua vez, apresenta comportamento i6nico apenas em pH acima de 9,0.
Maiores eficiéncias de extracdo por CPE utilizando TX 100 e TX 114 deveriam ser, de fato,
esperadas, quando o pH das amostras em estudo estivessem em um intervalo no qual as
moléculas se apresentassem na forma neutra, fato observado nos resultados em que as
matrizes apresentaram pH entre 5,0 e 6,0. Neste intervalo de pH a maioria das moléculas em
estudo encontram-se em estado neutro, com excecdo do 2,4 D que estara ionizado, uma vez

que o valor de pH ideal para esse analito destoa-se da faixa ideal para 0s outros sete
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compostos, minimizando a extragdo do 2,4 D em relacdo aos demais agrotoxicos. Contudo,

este fator ndo impossibilitou a eficiéncia de extragéo e quantificacdo do mesmo.

Figura 5. Estudo da influéncia da variacdo do pH na etapa de extragcdo: matriz milho com
TX-100 (A) e TX-114 (B); matriz mel com TX-100 (C) e TX-114 (D). CLP: clorpirifés;
DELT: deltametrina; MP: metil paration; MALT: malation; DIZ: diazinon; ATZ: atrazina;
FIPR: fipronil.
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Outra caracteristica observada na Figura 5 € que a maioria dos agrotoxicos apresentam
os melhores resultados de extracdo quando as matrizes encontram-se em pH &cido ao neutro,
ocorrendo uma diminuicdo em solucdes com carater basico. Esse fendmeno pode estar
relacionado a tendéncia que os agrotdxicos possuem, principalmente os organofosforados e
organoclorados, em sofrerem reacdes de hidrdlise interferindo na interacdo do analito com os
surfactantes em estudo. Os piretréides como a deltametrina, por exemplo, tendem a ser mais
estaveis em meio acido e neutro, diferente das triazinas como a atrazina, por exemplo, que se
tornam mais estaveis em valores de pH acima de 5,0 (LASKOWSKI, 2002).

O pH da solucdo ndo possui efeito significativo sobre as moléculas de surfactantes
ndo-ibnicos. Logo a variacdo da eficiéncia de extracdo dos agrotdxicos em estudo esta
relacionada a variacdo do estado idnico das moléculas a serem extraidas e sua interagdo com
as moléculas de surfactante. Assim, acredita-se que o efeito do pH sobre as amostras
analisadas representem um balanco entre a eficiéncia do mecanismo de formacdo de micelas
em diferentes pH e a afinidade dos analitos por elas. Portanto, o valor de pH selecionado para
estudos posteriores utilizando a matriz de mel foi 5,0 e para a matriz de milho foi 6,0.

4.4. OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO EXTRACAO POR PONTO NUVEM

4.4.1 CONCENTRACAO DE SURFACTANTE (TX-100 E TX-114)
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A concentracdo de surfactante utilizado no procedimento CPE é fundamental para
garantir a extragdo e a reprodutibilidade dos resultados. A formacéo dos agregados micelares
se inicia a partir da concentragdo micelar critica (CMC), ocasionando uma mudanca brusca
nas propriedades fisicas e quimicas da solucdo (SANTQOS, 2014). O estudo da concentracao
do surfactante & necessario, porque esta precisa estar acima da CMC e em quantidade
suficiente para extragdo do composto de interesse.

E necessario salientar que se o surfactante estiver em altas concentragdes pode haver
um decréscimo do sinal analitico devido ao aumento do volume da fase rica ocorrendo,
consequentemente, uma diluicdo do analito no surfactante. Por outro lado, se a concentracdo
do surfactante for muito baixa a quantidade de micelas formadas podem ser insuficientes para
extracdo quantitativa do analito o que acarreta em uma baixa eficiéncia de pré-concentracdo
(REZENDE, 2010).

As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados obtidos durante o estudo da influéncia da
concentracdo dos surfactantes TX 100 e TX 114 na extragcdo dos analitos de interesse nas

matrizes de mel e milho.
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Tabela 6: Estudo da influéncia da concentracdo do surfactante na etapa de extracdo: matriz mel com TX-100 e TX-114.

TX 114 - MEL
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
0,5% (%) 1,0% (%) 2,0% (%)  3,0% (%) 4,0% (%) 5,0% (%)
m/v m/v m/v m/v m/v m/v
Clorpirifés 71691,67 15,38  206943,33 4,09 423535,01 3,58 37728567 3,21  317763,02 5,36 257708,66 5,44
24D 78396,67 16,29  137366,33 8,27 335585,00 3,44 297870,62 2,72  231541,36 6,42 207406,27 5,58
Atrazina 107368,08 9,10 221242,33 8,06 401252,23 3,89 294736,18 3,43  204025,66 4,18 128656,18 6,08
Malation 96582,01 12,73  216119,34 6,44 408289,96 2,85 319640,32 4,19 228563,18 4,15 198145,26 6,77
Diazinon 117225,33 10,25 219718,00 4,50 326847,21 2,15 417813,20 4,23 315799,35 4,46 255308,17 5,43
Metil paration 85425,56 8,79 167859,03 12,30 358819,67 2,81 282584,32 5,13 205306,11 571 134791,45 10,94
Deltametrina 110738,66 15,39 202598,64 7,80 407159,21 2,86 316132,87 4,18 184718,56 5,82 125871,36 8,63
Fipronil 111152,00 15,64 167360,33 7,45 401693,85 5,10 271336,08 4,35 313118,64 4,01 241856,34 6,81
TX 100 - MEL
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
0,5% (%) 1,0% (%) 20% (%)  30% (%) 4,0% (%) 5,0% (%)
m/v m/v m/v m/v m/v m/v
Clorpirifés 110863,32 14,38 173706,21 10,17 318476,28 4,15 413917,06 3,14  315842,39 4,09 266585,24 4,96
24D 80049,25 15,66 204701,64 8,18 308056,12 3,65 338293,18 3,15 256785,67 5,18 215159,08 6,55
Atrazina 111456,89 7,94 212137,76 6,16 317605,33 4,38 398267,55 2,81 299530,32 5,34 214920,42 6,77
Malation 106299,32 12,01  231072,94 4,22 309162,54 3,22 356814,66 3,30 274832,33 3,93 186991,75 6,69
Diazinon 114983,26 10,56  181864,36 9,49 250473,26 594 376704,13 5,04  285820,64 6,20 207240,56 571
Metil paration 85443,21 11,62  202947,67 8,67 278558,33 3,71 414853,21 2,15 318374,41 4,45 278,862,14 5,13
Deltametrina 109116,32 10,39  186160,23 4,57 285712,22 3,63 428737,33 3,23  326256,84 2,25 230563,11 7,66
Fipronil 118967,00 11,90 226133,34 5,56 277708,15 4,18 408873,21 2,49 300708,32 6,06 197111,56 6,10
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Tabela 7: Estudo da influéncia da concentracdo do surfactante na etapa de extragcdo: matriz milho com TX-100 e TX-114.

TX 114 - MILHO

Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
05% (%) 1,0% (%) 20% (%) 30% (%) 40% (%) 50% (%)
m/v m/v m/v m/v m/v m/v
Clorpirifés 99047,32 14,14 197322,71 3,92 341498,26 4,42 41723256 3,46 319873,14 3,61 273846,17 6,30
24D 62191,33 16,88 179620,03 8,47 322500,18 3,06 306915,42 4,07 164333,09 8,73 134546,62 9,11
Atrazina 80166,23 17,81 196171,24 5,22 397463,18 2,17 312226,87 4,77 215325,31 6,31 177952,64 4,97
Malation 107888,22 10,39 211643,05 6,91 415996,30 4,50 314986,88 3,01 367338,31 2,73 305471,16 4,51
Diazinon 77672,67 16,84 157313,20 6,01 406195,29 2,65 23998554 7,21 216323,74 555 157392,25 9,36
Metil paration 86060,96 10,19 207064,02 4,22 41474764 3,27 327423,66 352 342850,74 15,6 135602,41 7,84
Deltametrina 75431,98 11,88 154315,22 9,01 409767,42 3,24 299580,65 4,28 325108,26 4,56 235507,19 6,57
Fipronil 95326,02 15,20 160091,72 8,26 405793,64 4,63 315825,07 2,79 257110,33 3,71 196731,48 6,33
TX 100 - MILHO
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
05% (%) 1,0% (%) 20% (%) 30% (%) 40% (%) 50% (%)
m/v m/v m/v m/v m/v m/v
Clorpirifés 85869,67 15,23 146970,23 7,75 286527,31 3,30 437303,12 4,86 414977,14 3,40 318441,02 5,18
24D 92341,26 8,16 219614,85 6,56 295873,23 6,42 327197,01 3,73 299609,47 5,32 195677,82 5,91
Atrazina 10672256 9,43 140403,29 9,55 30607155 4,23 363790,26 4,10 318528,21 4,18 226517,41 5,14
Malation 102533,33 11,09 202493,44 7,87 326509,62 4,71 377307,18 5,77 245406,24 6,01 162989,36 10,25
Diazinon 12284464 1158 219840,47 6,18 314759,66 4,26 408740,78 1,73 326894,32 3,40 217799,61 3,77
Metil paration 98632,33 16,22 232682,21 6,34 408956,06 2,44 342823,10 3,11 30821555 3,33 212193,64 8,01
Deltametrina 82293,13 16,13 211189,25 9,16 271392,01 5,07 379823,14 4,20 307793,48 3,44 158351,09 9,19
Fipronil 96725,31 17,95 241300,97 6,08 326390,05 2,89 333369,78 4,01 25417864 5,66 162021,44 6,58
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Pdde-se observar que a area das bandas dos agrotoxicos aumentou em funcdo do
aumento da concentracdo do surfactante até atingir um méaximo de extracdo na concentragdo
de 3,0 e 2,0 % (m/v) para o TX-100 e TX-114, respectivamente. Em concentragdes superiores
de surfactante, ocorreu um decréscimo nos valores de area dos analitos, fato que pode ter
ocorrido pelo aumento do volume de surfactante e consequentemente a diluicdo dos analitos
de interesse. Concentracbes menores de surfactante sdo insuficientes para interagir
completamente com as moléculas dos analitos em estudo, resultando em baixos valores de

extragéo.

4.4.2 CONCENTRACAO DO ELETROLITO (NaCl) NA ETAPA DE EXTRACAO

Entre as varidveis que interferem na eficiéncia do procedimento de extracdo por ponto
nuvem esta a adicdo de eletrolitos ao meio reacional. Além de facilitar a separacdo de fases, a
presenca de eletrolitos pode eliminar a etapa de aquecimento, devido a diminuicdo da
temperatura de ponto nuvem (efeito “salting-out”), e possivel separacdo em temperatura
ambiente. Os sais mais utilizados para o efeito “salting-out” sdo os sais de sodio e de potassio
(BAl et al., 2001; LIANG; PENG; YAN, 2009; MUKHERJEE et al., 2011).

De acordo com Mortada, Hassanien e EI-Asmy (2014), a adi¢do do eletrolito na etapa
de extragéo propicia a desidratacdo das cadeias hidrocarbdnicas do surfactante, resultantes de
interacdes eletrostaticas mais fortes entre sais e moléculas de agua em comparacdo com as
ligacGes de hidrogénio entre a parte polar do surfactante e as moléculas de agua.

Nesse caso, as moléculas de agua destinam-se principalmente a solvatacdo de ions
salinos e deixam espaco para as interagcbes de Van der Waals entre as moléculas de
surfactantes durante a formacéo das micelas. Tal fato propicia uma diminui¢do na temperatura
do ponto nuvem, possibilitando a separacdo de fases, em alguns casos, sem aguecimento.

Ressalta-se que altas concentracfes de sal podem aumentar a densidade da fase aquosa
que possui a concentracdo de surfactante proxima a concentracdo micelar critica perturbando
a separacao de fases. Por outro lado, a auséncia de sal diminui a eficiéncia da extracdo devido
a um aumento na temperatura do ponto nuvem, fato que pode ocasionar uma separacdo de
fase incompleta a temperatura ambiente (MORTADA; HASSANIEN; EL-ASMY, 2014).

A influéncia da forga ionica foi avaliada atraves da eficiéncia de extragcdo dos
agrotoxicos em estudo na concentragdo de 0,5 pg mL? de cada agrotoxico na presenca de

diferentes concentracdes de NaCl (Figura 6).
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Os resultados demonstram que a presenca do eletr6lito NaCl, nas etapas de
extracdo, influencia positivamente na extracdo por ponto nuvem, uma vez que as areas obtidas
aumentaram em fungdo do aumento da forca idnica (aumento da concentragdo) atingindo um
maximo de extracdo na concentracao de 2,0 % m/v para o TX-100 e de 2,5 % m/v para o TX-
114.

Figura 6: Estudo da influéncia da concentracéo do eletrélito (NaCl) na etapa de extragdo dos
agrotoxicos: matriz milho com TX-100 (A) e TX-114 (B); matriz mel com TX-100 (C) e TX-
114 (D). CLP: clorpirifés; DELT: deltametrina; MP: metil paration; MALT: malation; DIZ:
diazinon; ATZ: atrazina; FIPR: fipronil.
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443 ESTUDO DO TEMPO DE AQUECIMENTO NA CPE

O aquecimento é uma variavel importante na extracdo por ponto nuvem, uma vez que
solugdes micelares de surfactantes quando estdo acima da temperatura do ponto nuvem
separam-se em duas fases. Ao serem separadas, a fase rica em surfactante pode carregar

consigo as moléculas apolares que estavam presentes na amostra aquosa. O fenbmeno de
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ponto nuvem € reversivel e pode voltar a uma unica fase quando a solucédo é resfriada para
temperatura abaixo do ponto nuvem.

O fornecimento de energia promove, atraves de processos que envolvem entropia e
entalpia, a competicdo das moléculas do analito entre a fase aquosa e a micela formada, assim
como auxilia na separacdo das micelas da agua. De acordo com Hinze e Pramauro (1993), a
variacao de entropia e entalpia proporcionada pela alteracdo da temperatura pode resultar num
ponto consoluto, no qual os dois processos (competicdo e separagdo) atuam com a mesma
amplitude. As Tabelas 8 e 9 mostram o estudo do efeito do tempo de aquecimento na extracdo
dos agrotoxicos em estudo.

O aquecimento tem a capacidade de desidratar a camada externa de micelas de
surfactantes ndo-idnicos, modificando a constante dielétrica da agua, que decresce com
elevacdo da temperatura, formando um solvente com menor interacdo em relagdo a porcéo
hidrofilica do surfactante (HINZE; PRAMAURO, 1993). Outro fator a ser pontuado é que
alguns agrotdoxicos podem sofrer hidrélise com o aumento da temperatura, modificando o

estado da molécula e, consequentemente, minimizando a interagdo analito/surfactante.
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Tabela 8: Estudo da influéncia do tempo de aquecimento na etapa de extracao dos agrotoxicos: matriz mel com TX-100 e TX-114.

TX 114 - MEL
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
5 min (%) 10 min (%0) 20 min (%) 30 min (%) 45 min (%)
Clorpirifds 108361,72 8,84 268346,21 6,41  309001,23 3,28 709418,33 2,37 394125,12 2,27
2,4D 118318,21 6,95 164744,32 5,88  212670,14 5,52 389328,14 3,95 269401,22 5,46
Atrazina 153764,12 8,73 230467,65 6,54 309577,68 4,77 630434,85 1,81 406399,55 3,31
Malation 136149,56 9,28 308792,36 465 377966,75 2,79 769129,66 1,54 563934,18 3,05
Diazinon 106910,03 9,96 194509,32 3,23 3100952,47 2,67 671529,85 2,46 457270,86 2,49
Metil paration 195840,01 4,37 255175,26 517  376382,05 2,54 497174422 2,01 714959,23 2,66
Deltametrina 105879,23 7,73 235206,45 517  328261,48 3,18 730302,33 3,50 696386,46 1,35
Fipronil 116242,09 8,28 167924,66 6,92  317396,55 3,06 736449,78 2,06 611743,33 2,37
TX 100 - MEL
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
5min (%) 10 min (%) 20 min (%) 30 min (%) 45 min (%)
Clorpirifés 107357,20 10,76 169861,55 9,10  240559,65 6,63 409388,41 4,72 486177,66 2,50
2,4D 67161,67 15,55 155767,95 7,78 208317,44 4,62 240491,36 6,53 287540,36 3,64
Atrazina 126115,22 6,11 217562,39 3,65  305637,15 4,03 346859,08 3,57 556421,18 2,04
Malation 116307,06 10,11 216115,41 6,87  225910,67 2,68 445062,87 3,63 451056,62 3,06
Diazinon 85220,32 10,40 200268,12 7,72  216787,06 4,25 344933,08 4,73 628373,26 1,53
Metil paration 37043,33 16,41 67789,21 14,05 208290,02 4,73 39689154 2,68 575742,34 1,85
Deltametrina 86709,24 8,15 12556,24 7,51 11932,45 4,31 398319,77 2,67 517377,02 1,92
Fipronil 118116,57 9,12 170857,65 585  231590,24 6,51 437847,35 4,34 583762,86 2,87
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Tabela 9: Estudo da influéncia do tempo de aquecimento na etapa de extracdo dos agrotoxicos: matriz milho com TX-100 e TX-114.

TX 114 - MILHO

Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
5 min (%) 10 min (%) 20 min (%) 30 min (%) 45 min (%)
Clorpirifés 108899,32 8,29 166833,21 7,52 226246,15 3,36 316084,44 4,83 519115,78 3,85
24D 87171,05 11,48 196675,02 5,89 278524,14 514 397859,22 3,87 330630,65 2,78
Atrazina 201982,54 7,43 279971,26 4,73 384286,66 3,41 729050,77 2,39 517956,83 3,42
Malation 218016,02 5,39 330313,35 4,44 420390,14 2,83 520304,12 3,21  5057075,95 1,93
Diazinon 194691,22 4,41 280850,26 4,37 368066,18 3,77 719448,86 2,71 439392,60 3,08
metil paration 197827,36 511 276139,06 3,86 371391,87 4,13  409448,06 2,32 478582,33 2,77
deltametrina 97179,05 9,87 196865,05 511 314470,02 4,57 516190,63 2,61 376784,42 2,56
Fipronil 196185,63 4,91 236563,09 5,07 408626,77 2,61 720491,33 2,14 639010,04 2,29
TX 100 - MILHO
Compostos Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR Area DPR
5 min (%) 10 min (%) 20 min (%) 30 min (%) 45 min (%0)
Clorpirifés 84290,23 18,75 151583,10 10,11 217848,69 4,89 385956,63 4,68 512603,33 2,61
24D 112787,06 12,35 179718,35 7,10 238028,96 7,52 281213,23 5,15 330662,05 5,86
Atrazina 144897,32 14,03 202544,42 4,17 271067,09 5,47 347233,01 3,08 685967,89 1,91
Malation 175692,03 11,07 229538,10 5,28 358902,64 3,58 412092,63 5,01 436185,07 4,77
Diazinon 102014,25 15,18 221219,65 7,92 244554,12 7,08 417529,09 5,30 600064,33 1,68
metil paration 63220,02 16,08 113483,74 13,85 215811,33 7,87 399539,56 3,01 576811,06 2,96
deltametrina 68674,23 15,92 113235,95 12,86 251538,08 6,78 334739,01 4,74 589350,42 1,81
Fipronil 88121,23 11,01 117118,56 18,79 201935,04 8,18 281234,26 9,02 326187,65 6,87
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Os resultados observados nas Tabelas 8 e 9 indicam que a area das bandas dos
agrotoxicos aumentam em funcdo do aumento do tempo de contato durante o aquecimento
entre analito e surfactante atingindo um méximo de extragdo no tempo de 45 min para o TX-
100 e de 30 min para o TX-114.

4.5. VALIDACAO DA METODOLOGIA CPE DESENVOLVIDA

O método CPE otimizado utilizando os surfactantes Triton X — 100 e Triton X — 114
foram aplicados em amostras de mel e milho nas quais ndo foram detectados os agrotoxicos
investigados (amostra testemunha ou amostra branco). ApoOs observar que as amostras
analisadas ndo apresentavam interferentes ou contaminagdo pelos reagentes utilizados nas
etapas de extracdo e analise cromatografica iniciou-se a validacdo da metodologia CPE para
determinacdo dos agrotoxicos em estudo por HPLC-UV. As figuras de mérito analisadas
foram limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), seletividade, linearidade, faixa

de trabalho, efeito de matriz, exatidao e preciséo.
45.1 SELETIVIDADE

A seletividade do método foi avaliada afim de identificar a presenca de possiveis
interferentes presentes na matriz das amostras analisadas e que estivessem Nnos mesmos

tempos de retencdo que os agrotoxicos em estudo.

De acordo com os guias utilizados para validacdo deste capitulo quando se compara
cromatogramas de analitos preparados em solvente e em extratos das amostras analisadas as
bandas cromatograficos devem apresentar pequena variacdo no tempo de retencdo e formato
semelhantes. Caso um desses parametros apresente divergéncia, a quantificacdo do analito
torna-se ndo confiavel devido as interferéncias analiticas. Neste caso € necessario rever o0s
parametros cromatograficos, reagentes e solventes utilizados, além do preparo de amostras a

fim de identificar a fonte de interferéncia e erradica-la (SANTE, 2017).

A Figura 7 apresenta os cromatogramas obtidos por HPLC-UV dos extratos das
amostras (isentas dos agrotoxicos), obtidos apos aplicacdo do método CPE otimizado.
Percebe-se a inexisténcia de bandas cromatograficas nos mesmos tempos de retencdo dos

compostos de interesse que ocorre entre 3,0 e 16,8 min.
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Intensidade (mV)

Figura 7: Cromatogramas obtidos por HPLC-UV dos extratos das amostras para estudos de
seletividade: Matriz milho sem extragcdo por CPE (A); Matriz mel sem extracdo por CPE (B);
Matriz milho com extracéo por CPE (C); Matriz mel com extracdo por CPE (D).
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4.5.2 FAIXA DE TRABALHO E LINEARIDADE

Para avaliar a faixa de trabalho e linearidade do método proposto foram construidas

duas curvas analiticas: uma com 0s agrotoxicos extraidos pelo método CPE (curva com pré-
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concentracdo) e outra com as solucdes dos agrotoxicos preparadas em solvente (acetonitrila)

(curva sem pré-concentracdo). Determinou-se alguns parametros analiticos, tais como

linearidade e faixa dindmica de trabalho (range) para cada composto. Os parametros

estudados séo apresentados nas Tabelas 10 e 11 considerando as respostas obtidas nas curvas

com e sem extra(;éo.

Tabela 10: Parametros obtidos para as curvas analiticas dos agrotoxicos preparadas em

solvente.
Faixa de trabalho Padrao externo (solvente)
Analitos (ug mLY) Linearidade Sensibilidade
(R?) (mL *pg)

2,4D 0,08-2,5 0,9992 114814
Atrazina 0,08-2,5 0,9929 129341
Clorpirifés 0,08-2,5 0,9983 107502
Deltametrina 0,08-2,5 0,9969 83670
Diazinon 0,08-2,5 0,9905 81260
Fipronil 0,1-2,5 0,9953 72271
Malation 0,08-2,5 0,9977 105238
Metil Paration 0,1-2,5 0,9996 75139

Tabela 11: Parametros obtidos para as curvas analiticas dos agrotoxicos preparadas na matriz
de cada amostra empregando o método CPE (TX-100 e TX-114).

Triton X-114 Triton X-100

Analito Faixa de trabalho Linearidade Sensibilidade Linearidade Sensibilidade

(ug mL™Y) (R?) (ug mL™Y) (R% (ug mL™Y)
MILHO
24D 0,010-1,0 0,9908 242108 0,9918 332981
Atrazina 0,010-1,0 0,9907 879319 0,9904 918432
Clorpirifos 0,010-1,0 0,9926 806066 0,9900 645012
Deltametrina 0,010-1,0 0,9980 443361 0,9909 317996
Diazinon 0,010-1,0 0,9904 349619 0,9908 300863
Fipronil 0,010-1,0 0,9919 346909 0,9903 375907
Malation 0,010-1,0 0,9904 610481 0,9930 515867
Metil Paratior 0,010-1,0 0,9901 315784 0,9919 270626
MEL

24D 0,010-1,0 0,9962 401850 0,9956 321580
Atrazina 0,010-1,0 0,9907 995990 0,9905 1086485
Clorpirifos 0,010-1,0 0,9906 860017 0,9907 688113
Deltametrina 0,010-1,0 0,9903 460286 0,9902 301319
Diazinon 0,010-1,0 0,9906 455097 0,9905 365881
Fipronil 0,010-1,0 0,9934 440870 0,9927 318009
Malation 0,010-1,0 0,9992 663004 0,9908 399987
Metil Paratior 0,010-1,0 0,9901 510999 0,9948 465913
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As faixas de trabalho para os residuos de agrotoxicos empregando o método CPE com
ambos surfactantes foi escolhida considerando o LMR (limite méaximo de residuos), o qual
estd entre os valores analisados para obtencdo de cada curva. Para todos os agrotoxicos
avaliados, empregando o método de extracdo CPE, os coeficientes de determinacao obtidos a
partir das equacbes das curvas foram todos maiores que 0,99, demonstrando a excelente
linearidade do método, além de estar em acordo com os protocolos de validagdo de métodos
de determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos utilizados neste capitulo (MAPA,
2011; SANTE, 2017).

Os fatores de pré-concentracao (Tabela 12) foram calculados por meio da razdo
entre os coeficientes angulares das curvas analiticas de calibragdo preparadas em solvente
(Tabela 10) e obtidas com processo de extracdo CPE (Tabela 11).

Tabela 12: Fatores de pré-concentracdo obtidos com método CPE otimizado utilizando os
surfactantes TX-100 e TX-114.

MILHO | MEL

Analito TX-114 TX-100 TX-114 TX-100
24D 2,1 2,9 3,5 2,8
Atrazina 6,8 7,1 7,7 8,4
Clorpirifés 7,5 6,0 8,0 6,4
Deltametrina 53 3,8 55 3,6
Diazinon 4,3 3,7 5,6 4,5
Fipronil 4,8 5,2 6,1 4,4
Malation 5,8 49 6,3 3,8
Metil Paration 4,2 3,6 6,8 6,2

Ao observar os resultados dos fatores de pré-concentracdo (Tabela 12) de cada
agrotéxico nas matrizes estudadas, nota-se que o composto 2,4 D apresentou 0S menores
valores de pré-concentracdo. Tal situacdo ocorre pelo fato desse composto estar ionizado
durante o processo de extracdo, ndo interagindo de maneira adequada com os surfactantes ndo
ibnicos utilizados.

Os fatores de pré-concentracdo dos agrotoxicos em analise foram considerados
satisfatorios, uma vez que aléem das matrizes analisadas possuirem varios elementos
constituintes complexos que poderiam interferir na etapa de extragdo e consequentemente
resultado final, também possibilitam analisar amostras complexas com baixas concentracoes
de analito, as quais ndo poderiam ser analisadas por técnicas de extracdo convencional,

auxiliando na comparacéo dos resultados obtidos com as concentragdes baixas exigidas pela
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legislacdo atraves do limite maximo de residuos de cada agrotdxico (LMR) (ALVES et al.,
2010; VIEIRA, 2004).

453 EFEITO MATRIZ

O efeito de matriz deve ser considerado e estimado em andlises quantitativas evitando
ou minimizando possiveis resultados errdneos, visto que 0s componentes da matriz podem
melhorar ou suprimir o sinal dos analitos. No caso da cromatografia liquida, os componentes
da matriz podem interagir com a coluna cromatografica e modificar o tempo de retencdo dos

analitos, assim como ocasionar o alargamento de banda ou sobreposi¢do de picos.

Para reduzir os efeitos da matriz é importante preparar a amostra adequadamente e
otimizar a metodologia para que haja uma eficiente separacdo cromatografica. A Figura 8
mostra os resultados do efeito de matriz na recuperacao dos agrotdxicos a partir da relacdo de
solugbes preparadas em solvente (acetonitrila) e nos extratos das matrizes obtidos pelo
método CPE com Triton X — 100 e Triton X — 144.

Figura 8: Efeito de matriz observado na relagdo entre solugbes preparadas em solvente e no
extrato das matrizes empregando o método CPE com TX-100 (A) e TX-114 (B). CLP:
clorpirifés; DELT: deltametrina; MP: metil paration; MALT: malation; DIZ: diazinon; ATZ:

atrazina; FIPR: firponil.
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Ao aplicar o método CPE utilizando o TX-114 observa-se que o efeito de matriz
variou de -11,6 com o agrotdxico atrazina a 26,8 com o clorpirifds na matriz de milho. Ja com
a matriz de mel variou-se de -10,3 com o agrotoxico diazinon a 19,5 com o malation. Em
relacdo ao uso do TX-100 observou-se uma variacdo de -5,6 com o 2,4 D a 28,7 com
malation na matriz de milho. Na matriz de mel observou-se variacdo de -10,8 com a
deltametrina a 21,3 com o diazinon.

Por meio da Figura 8 pode-se observar que apesar da técnica CPE promover um clean-
up das matrizes analisadas, removendo com eficiéncia os componentes interferentes, em
algumas matrizes ainda é perceptivel o efeito de matriz nos resultados de recuperacéo,
principalmente para os agrotoxicos malation e clorpirifés. De acordo com Walorczyk (2014),
o0 efeito de matriz pode ser considerado significante quando o valor obtido estiver na faixa
superior de -20% a +20%. Tal situacdo pode ser solucionada preparando as solugdes dos
agrotoxicos nas amostras analisadas e construindo as curvas analiticas pelo método da

calibracdo na matriz afim de minimizar o efeito de matriz.

4.5.4 LIMITES DE QUANTIFICACAO E DE DETECCAO APOS CPE

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos através da relacdo sinal/ruido
para cada um dos agrotdxicos estudados. Os valores de LD obtidos empregando o método
CPE com Triton X 100 e Triton X 114 foram de 0,0005 mg kg para deltametrina, clorpirifos,

malation e metil paration e 0,0008 mg kg para 0 2,4 D, diazinon, fipronil e atrazina.

A Tabela 13 mostra os valores de LQ obtidos para cada agrotoxico apds a etapa de
extracdo por Ponto Nuvem com Triton X-100 e Triton X-114, assim como os limites maximos
de residuos de agrotéxicos (LRM) padronizados por 6rgdos internacionais responsaveis por

limitar o nivel de agrotdxico de cada matriz analisada.
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Tabela 13: Valores de limite de quantificacdo (LQ) e limite maximo de residuos (LMR)
segundo 0 MAPA?, EU? e CODEX ALIMENTARIUS? para os agrotdxicos em estudo nas
matrizes analisadas.

TX-100 TX-114
Analito LQ LQ LMR?! LMR? LMR?
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
MILHO
24D 0,008 0,005 0,2 0,05 0,05
Atrazina 0,005 0,005 0,25 0,05 NA
Clorpirifés 0,008 0,005 0,1 0,01 NA
Deltametrina 0,008 0,008 1,0 0,02 0,02
Diazinon 0,006 0,006 NA 0,02 NA
Fipronil 0,006 0,005 0,01 0,05 0,01
Malation 0,006 0,005 8,0 0,02 0,05
Metil Paration 0,005 0,007 NA 0,02 NA
MEL

24D 0,006 0,008 NA 0,05 NA
Atrazina 0,008 0,005 NA 0,05 NA
Clorpirifés 0,007 0,007 0,02 0,05 NA
Deltametrina 0,008 0,008 0,034 0,05 NA
Diazinon 0,008 0,008 NA 0,01 NA
Fipronil 0,008 0,005 NA 0,005 NA
Malation 0,006 0,004 0,01 0,05 NA
Metil Paration 0,005 0,006 0,037 0,01 NA

Os valores obtidos para o LQ (Tabela 13) s@o bem inferiores aos estabelecidos por 6rgéos

orientadores e fiscalizadores brasileiros e internacionais através do limite maximo de residuos
(LMR) para os agrotoxicos estudados. No Brasil a orientacdo sobre o LMR ¢é de
responsabilidade do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2000). Comparagdes com 0Orgdos internacionais sdo realizadas considerando o Codex
Alimentarius, que é um programa conjunto da Organizacdo das NacBGes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da Organizacdao Mundial da Saude (OMS) e a Comissédo

Europeia (EU Pesticides), os quais estabelecem limites seguidos por inimeros paises.

Os valores de LQ para os residuos de agrotoxicos obtidos pelo método CPE sdo inferiores
também a outras metodologias propostas para determinacdo de residuos de agrotdxicos nas
matrizes analisadas, empregando diferentes métodos de preparacdo de amostras e técnicas
analiticas na literatura (Tabela 14). Essa alta detectabilidade do método proposto esta
associada a capacidade de pré-concentracdo que o uso de surfactante proporciona

possibilitando a obtencdo de resultados satisfatorios em analises de matrizes complexas.
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4.5.5 EXATIDAO E PRECISAO (RECUPERACAO)

Para avaliar a exatiddo da metodologia de determinacdo dos residuos de agrotoxicos
por CPE ensaios de recuperacdo foram realizados. Para tanto, cada amostra foi fortificada em
trés niveis de concentracdo (0,03 pug mL?; 0,5 pg mLt; 1,0 ug mLY), aplicou-se o método
CPE otimizado com posterior deteccdo e quantificagdo por HPLC-UV. Cada nivel de
concentracdo foi analisado atraves de 6 réplicas para cada amostra. A precisdo do método nos
ensaios de recuperacdo foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR). Os resultados de

recuperacdo obtidos pelo método CPE sdo apresentados na Tabela 14, 15 e 16.
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Tabela 14: Taxas de recuperacdo dos residuos de agrotdxicos empregando o método CPE, n=6 (1° dia).

MILHO
TX-100 TX-114 TX-100 TX-114 TX-100 TX-114
0,03 ug mL™* 0,5 ug mL? 1,0 ug mL?
Analito R(%) DPR T R(%) DPR t R(%) DPR t R(%) DPR t R(%) DPR t R(%) DPR t
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
24D 58,3 6,4 -2,7 59,7 51 -3,23 60,0 5,2 -3,12 77,5 8,6 -1,08 73,1 4,1 -2,7 71,1 6,1 -1,92
Atrazina 60,9 4,2 -3,83 67,5 8,6 -1,55 71,3 3,6 -3,25 77,2 9,0 -1,03 77,8 5,8 -1,57 76,8 7,2 -1,31
Clorpirifés 83,4 10,5 -0,64 91,8 6,5 -0,52 94,6 7,6 -0,29 91,0 6,6 -0,60 95,9 8,4 -0,20 98,5 59 -0,11
Deltametrina 90,4 58 -0,68 94,8 8,4 -0,25 99,3 8,0 -0,03 101,3 7,8 0,07 93,2 6,1 -0,46 97,0 100 -0,13
Diazinon 87,3 9,9 -0,52 94,1 8,0 -0,30 93,3 5,0 -0,05 92,2 10,1  -0,32 90,1 6,7 -0,61 92,6 5,8 -0,53
Fipronil 91,3 6,3 -0,57 98,2 59 -0,13 101,1 8,3 0,05 101,3 7,1 0,07 98,1 4,5 -0,17 97,3 7,0 -0,16
Malation 71,2 6,3 -1,87 76,3 10,3 -0,94 78,5 8,1 -1,08 79,0 10,0 -0,90 81,7 7,5 -0,99 84,6 115 -054
Metil Paration 79,3 5,6 -1,52 75,6 12,1 -0,83 86,0 5,2 -1,11 87,3 100 -0,53 88,7 4,9 -0,95 88,7 8,9 -0,52
MEL

24D 48,3 8,9 -2,39 61,6 9,7 -1,61 68,9 143 -0,89 82,7 8,8 -0,81 85,0 11,0 -0,56 93,2 140 -0,20
Atrazina 95,7 7,3 -0,24 102,7 11,0 0,10 100,1 6,8 0,003 97,8 10,2 -0,09 112,3 45 1,12 102,8 10,7 0,11
Clorpirifés 88,0 8,6 -0,57 106,6 6,2 0,43 97,6 8,5 -0,11 95,7 11,8 -0,15 99,1 8,7 -0,04 105,2 8,8 0,24
Deltametrina 978 95  -010 | 1085 80 044 | 101,7 78 009 | 1037 66 023 | 1048 60 032 | 1047 52 037
Diazinon 103,5 7,1 0,20 103,8 8,6 0,18 100,4 6,7 0,03 94,0 104 -0,24 | 103,7 53 0,28 95,7 12,3 -0,14
Fipronil 98,3 9,7 -0,07 95,5 10,0 -0,19 88,9 49 -0,93 89,1 7,7 -0,58 97,3 10,1 -0,11 97,6 9,4 -0,11
Malation 66,1 9,7 -1,43 80,0 111 -0,73 81,6 8,5 -0,88 87,0 6,8 -0,78 86,6 8,3 -0,67 85,8 10,2 -0,57
Metil Paration 77,4 8,5 -1,09 86,7 9,2 -0,60 102,3 7,0 0,13 102,5 8,9 0,11 100,9 7,5 0,05 96,6 9,2 -0,15
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Tabela 15: Recuperacgéo dos residuos de agrotoxicos empregando o método CPE, n=6 (2° dia).

MILHO
TX-100 TX-114 TX-100 TX-114 TX-100 TX-114
0,03 pg mL™* 0,5 ug mL* 1,0 uyg mL*?
Analito R (%) DPR t R DPR t R (%) DPR t R(%) DPR t R(%) DPR t R(%) DPR t
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
24D 61,0 7,0 -2,31 62,1 7,6 -2,05 63,3 87 -1,72 78,6 91 -0,96 75,6 6,3 -1,59 75,6 1,7 -1,31
Atrazina 63,8 5,0 -2,96 68,5 11,9 -1,08 74,3 78 -1,35 81,1 128 -0,60 81,5 7,0 -1,09 78,2 8,2 -1,10
Clorpirifés 940 9,6 -0,26 96,4 52 -0,28 98,9 6,9 -0,07 96,4 6,1 -0,24 98,3 8,0 -0,09 103,9 58 0,30
Deltametrina 940 9.1 -0,27 1054 79 0,28 103,5 54 0,27 104,5 9,9 0,19 95,9 6,0 -0,28 95,8 146 -0,118
Diazinon 936 8,0 -0,32 100,0 9,3 -0,007 93,2 53 -0,52 95,0 11,4 -0,18 95,7 13,2  -0,13 90,0 8,0 -0,51
Fipronil 940 9,6 -0,26 103,3 7,9 0,17 95,6 14,8 -0,13 103,2 8,2 0,16 103,2 7,9 0,16 99,6 4,4 -0,04
Malation 736 75 -1,44 804 12,7 -0,63 81,9 12,0 -0,61 814 11,0 -0,70 83,6 9,5 -0,71 82,9 13,7 -0,51
Metil Paration 82,1 50 -1,46 67,1 14,9 -0,91 90,2 8,7 -0,46 89,3 11,2  -0,39 92,6 6,2 -0,49 91,1 14,2 -0,26
MEL

24D 48,3 8,9 -2,40 66,3 8,0 -1,71 65,4 12,3 -1,12 84,6 7,3 -0,86 88,0 10,9 -0,45 78,4 9,8 -0,90

Atrazina 97,4 55 -0,20 1052 7,0 0,30 105,4 49 0,46 106,0 4,8 0,51 110,7 4,0 1,08 107,5 5,2 0,60

Clorpirifés 89,5 6,7 -0,63 1076 5,1 0,61 105,6 10,6 0,22 88,2 6,6 -0,74 103,4 8,6 0,16 94,5 13,2 -0,17

Deltametrina 103,5 9,5 0,16 110,3 6,5 0,65 106,9 4,4 0,64 106,9 3,2 0,90 98,8 8,7 -0,06 93,7 6,7 -0,38

Diazinon 108,3 2,8 1,23 1085 4,8 0,73 97,1 10,8 -0,11 96,3 7,7 -0,20 99,1 9,4 -0,04 100,8 13,1 0,02

Fipronil 101,8 7,7 0,10 88,0 6,6 -0,75 93,4 7,35 -0,36 92,4 7,4 -0,42 102,4 5,2 0,19 89,0 7,5 -0,60

Malation 70,2 10,6 -1,15 77,8 9,2 -0,99 76,3 9,2 -1,06 90,6 6,1 -0,63 84,7 9,0 -0,70 91,5 11,3 -0,31

Metil Paration 75,6 9,0 -1,11 80,4 10,7 -0,75 105,5 6,9 0,33 108,2 3,4 0,98 106,0 4,6 0,53 102,6 11,4 0,09
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Tabela 16: Taxas de recuperagdo dos residuos de agrotdxicos empregando o método CPE, n=6 (3° dia).

MILHO
TX-100 TX-114 TX-100 TX-114 TX-100 TX-114
0,03 ug mL* 0,5ug mL* 1,0 ug mL?
Analito R (%) DPR T R(%) DPR t R(%) DPR t R(% DPR t | R(%) DPR t R (%) DPR t
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
24D 54,3 4,2 -4,44 56,4 4,1 -4,35 60,0 5,2 -3,20 74,2 51 -2,06 68,1 7,6 -1,71 66,2 11,8 -1,18
Atrazina 65,2 41 -3,45 64,4 9,3 -1,60 76,4 7,6 -1,26 75,2 81 -126 | 80,7 3,8 -2,06 79,5 6,2 -1,36
Clorpirifés 86,0 9,3 -0,62 94,5 3,8 -0,59 99,7 8,6 -0,02 97,5 6,6 -0,16 | 98,3 9,4 -0,07 1028 4,2 0,27
Deltametrina 94,9 8,8 -0,24 1024 7,8 0,12 105,1 6,5 0,32 1065 29 0,92 94,6 7,1 -0,31 99,6 9,1 -0,02
Diazinon 89,3 11,1 -0,40 96,4 7,7 -0,19 94,0 11,0 -0,22 980 11,2 -0,07 94,7 11,4 -0,19 94,7 5.2 0,42
Fipronil 94,3 7,9 -0,30 103,7 47 0,33 103,8 5,2 0,30 1029 481 0,24 | 103,7 7,2 0,21 99,6 7,1 -0,025
Malation 74,2 41 -2,60 78,1 10,6 -0,84 90,5 13,6 -0,29 81,3 122 -0,63 | 827 7,8 -0,91 88,5 9,4 -0,50
Metil Paration 82,3 6,11 -1,20 90,3 145 -0,27 95,8 12,0 -0,14 92,3 152 -0,21 | 90,0 53 -0,77 90,6 7,0 -0,56
MEL

24D 47,0 9,0 -2,43 58,4 10,1 -1,70 64,0 12,8 -1,15 80,0 100 -0,81 | 83,0 12,0 -0,58 77,6 11,0 -0,83
Atrazina 100,0 6,2 0,002 97,1 8,3 -0,14 104,2 6,1 0,28 1040 113 0,14 99,9 11,2 -0,004 109,4 52 0,74
Clorpirifés 89,8 9,4 -0,45 98,8 7,3 -0,07 88,4 8,4 -0,57 99,7 88 -0,02 | 933 6,5 -0,42 107,2 57 0,52
Deltametrina 100,2 9,2 0,01 98,5 8,9 -0,07 95,2 7,3 -0,27 108,1 3,6 091 | 1076 46 0,67 1053 45 0,48
Diazinon 106,3 6,5 0,40 107,9 5,3 0,61 104,8 7,7 0,26 96,3 92 -0,16 | 100,6 5,0 0,045 102,1 9,8 0,09
Fipronil 103,0 9,2 0,13 102,0 7,0 0,12 87,0 5,3 -1,01 90,6 80 -0,49 | 102,0 8,7 0,09 99,7 7,4 -0,014
Malation 69,5 9,8 -1,28 82,3 12,0 -0,61 86,0 8,1 -0,71 92,7 78 -0,39 | 910 14,3 -0,26 90,8 6,8 -0,55
Metil Paration 79,0 7,2 -1,21 88,2 8,0 -0,60 106,1 8,3 0,30 1076 340 0,78 | 1094 9,0 0,43 104,4 6,2 0,30
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De acordo com as Tabelas 14, 15 e 16 ao aplicar o método de extragdo por ponto
nuvem, as taxas de recuperagdo variaram na faixa de 47,0 a 112,3%. Com excecédo do 2,4 D,
0s demais agrotoxicos apresentaram resultados dentro do critério estabelecido pelos
documentos oficiais considerados neste trabalho que € de 70 a 120% (MAPA, 2011; SANTE,
2017). O composto 2,4 D apresentou 0os menores valores de recuperacdo em todos os niveis de
concentragdo e matrizes estudadas. Isso ocorre pelo fato desse analito encontrar-se em estado
ionizado durante o processo de extracao dificultando a interacdo entre o analito e o surfactante
ndo idnico, o qual interage melhor com analitos eletricamente neutros.

O composto que apresentou 0s melhores valores de recuperacdo em todos 0s niveis de
concentragdo foi a deltametrina nas matrizes de mel e o fipronil na matriz de milho. Em
relacdo ao desvio padréo relativo, os valores variaram na faixa de 2,8 e 14,9%, estando dentro
da faixa aceitavel de acordo com o protocolo de validacdo de métodos de determinacdo de
residuos de agrotoxicos em alimentos proposto pela Comunidade Europeia — documento
SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017).

Com relacdo ao teste de Student (Teste t), com 95% de confianca, os valores de t
calculados apresentaram valores menores que o valor critico tabelado (tesy% = 2,57), para todos
0s niveis de concentracdo e nos trés dias investigados, garantindo a exatiddo do método.

Considerando a complexidade das matrizes analisadas, os bons resultados de exatiddo
e precisdo alcangados nas analises dos agrotdxicos nas concentragdes definidas como LQ
(menor concentracdo de analise), assim como nas demais concentracdes pode-se definir o
método CPE-HPLC/UV como satisfatorio e com boa detectabilidade em diferentes
concentracfes. A Tabela 17 apresenta o comparativo das caracteristicas do método proposto
com outros métodos desenvolvidos para a determinacdo de agrotoxicos em diferentes

amostras.
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Tabela 17: Limites de deteccdo e quantificacdo e resultados de recuperacdo em variadas matrizes para os agrotoxicos analisados neste trabalho e
utilizando diferentes métodos de extracéo e andlise.

Matriz Agrotoxicos Meétodo de Técnica Solvente de LD LQ Recuperacao (%) Referéncia
extracdo analitica extracdo
clorpirifés, deltametrina,
fipronil, metil paration, QUEChERS LCMS/MS Acetonitrila . 0,001 -0,01 63-128% GAWEL etal., 2019
Mel diazinon, malation e mais acetato e mg kg?
201 agrotdxicos. GCMS/MS
RAFIQUE et al., 2018
clorpirifos, fipronil, SPE GCMS Acetonitrila . 0,001 -0,05 70,5-127,5%
Mel malation, deltametrina e mg kg
mais 31 pesticidas.
QUEChERS-
dispersivo acetonitrila e
Frutas e clorpirifos, diazinon e mais modificado solugdo aquosa 0,00001 — 0,00003 — 89-138% LAWAL etal., 2019
vegetais 6 pesticidas. seguido de LC-MS/MS de NaCl 10% 0,00054 0,00179
DLLME a base de mg kg? mg kg
liquido ibnico
clorpirifos, deltametrina, QUEChERS LC-MS/MS e Acetonitrila 0,0007-0,214 mg  0,0029-0,4521 79-106% JALLOW etal., 2017
Frutas e diazinon, malation e mais 31 CG-MS kg™t mg kg
vegetais pesticidas.
Leite atrazina e mais 5 pesticidas. EPN HPLC-UV Triton X 100 6,79-11,19 50-2000 70,5-96,9% LIU etal., 2014
ngL™ ng L™
Extracéo aquosa
Leite atrazina e mais 4 pesticidas. em duas fases HPLC-UV acetonitrila- 2,1-2,6 6,9-9,4 86,3-120,6% YANG etal., 2014
K2HPO,4 pug Lt pug Lt
Milho clorpirifos, malation, QUEChERS GC-MS/MS Acetonitrila 12-30 40-100 70-120% FACCO et al.,
deltametrina e mais 11 modificado mg kg mg kg 2015
pesticidas.
Tomate clorpirifos, diazinon e mais GC-MS Acetonitrila 0,0025 - 0,0067 0,0075 - 0,02 72-116% SALAMZADEH,;
79 pesticidas. QUEChERS mg kg* mg kg SHAKOORI;
original MORADI, 2018.
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Amostras clorpirifos, diazinon, LC-UV POLE e Genapol 0,88-3,54 0,03-2,81 62,6-84,5 %
aguosas malation, metil paration e Extracéo por X-080 ng ml? ng ml? SANZ et al., 2018
mais 4 pesticidas. Ponto Nuvem
Suco de clorpirifés, diazinon, GC-FPD PEG 6000 0,0005 -0,003  0,0015 - 0,0090 71,6-94,6%
frutas malation, metil paration e Extracgdo por mg kg™? mg kg? ZHAO etal., 2011
mais 5 pesticidas. Ponto Nuvem
Tomate clorpirifés, diazinon, e mais GC-MS acetona,
7 pesticidas. Extracdo liquido- diclorometano e 0,0002- 0,005 0,012-0,025 90,61-103.36% SAIDI;
liquido seguido de éter de petréleo mg kg mg kg™ MOUHOUCHE:;
SPE ABRI, 2017
Frutas FREITAS;
tropicais diazinon, metil paration e MSPD GC-ECD e acetato de etila 0,005 - 0,025 0,05 mg kg* 76-105% SERAFIM; LANCAS,
mais 3 agrotéxicos. GC-MS mg kg 2018
atrazina, clorpirifos, QUEChERS
deltametrina, diazinon, modificado e GC-MS/MS acetato de etila . 0,01-0,05 70-120% DAS etal., 2017
Abacaxi malation, metil paration e dSPE mg kg
mais 80 agrotoxicos.
QUEChERS GC-MS _ PARAMASIVAM,;
Vegetais, Fipronil modificado e acetato de etila 0,01 mg kg 86-112% CHANDRASEKARAN,
frutas e solo dSPE 2013
clorpirifos, fipronil, GC-MS/MS
Feijéo deltametrina, malation, QUEChERS acetonitrila com . 0,02-0,1 31-190% REICHERT et al.,
metil paration e mais 134 acido acético mg kg 2020
agrotoxicos. (1%)
atrazina, diazinon, GC/MS-SIM 0,01-0,1
Feijédo clorpirifos, deltametrina e DPX Acetonitrila mg kg? 69,0-120,8%, Ll etal., 2012
mais 54 agrotdxicos. _
metil paration, clorpirifos, GC-TSD
Batata malation e mais 8 SBSE Acetona 0,0012- 0,098 30ngL? 93-105% LIU etal., 2005
agrotoxicos. ng L*
Milho e mel 2,4 D, atrazina, metil CPE HPLC/UV Triton X 100 e 0,0005-0,0008 0,005, 32,6 —112,9% ESTE CAPITULO
paration, malation, fipronil, Triton X 114 mg kg* - 0,008
diazinon, deltametrina e mg kg

clorpirifos
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4.6. METODO QUECHERS ORIGINAL E ACETATO

Estudos utilizando o método QUEChERS original estdo sendo realizados em larga
escala para extracdo de residuos de agrotoxicos em alimentos desde sua criagdo em 2003.
Contudo, com o surgimento de novas classes de agrotoxicos o0 método original apresentou
alguns problemas, tais como perda de estabilidade ou recuperacdo minimizada devido ao pH
da amostra. Desde entdo, surgiram modificacdes no método, entre as quais, a adicdo de
tampdo citrato (PAVA et al., 2007) e tampdo acetato (LEHOTAY, MASTOVSKA,
LIGHTFIELD, 2005), o que regula o pH da solucdo entre 4 e 5. Isso aumenta a taxa de
recuperacdo dos agrotoxicos mais sensiveis as variacoes de pH.

Afim de comparar o método CPE-HPLC/UV proposto com o método QUEChERS
original oficializado pela AOAC (Associacdo de Métodos Oficiais de Analise Quimica) e 0
método QUEChERS acetato oficializado pela Unido Europeia através do Comité Europeu de
Normalizacdo (CEN), realizou-se ensaios de LD, LQ, recuperacdo e precisdo com 0S mesmos
agrotoxicos e matrizes utilizadas anteriormente.

Os valores de LD considerando o método QUEChERS original e 0 QUEChERS acetato
para os agrotoxicos clorpirifés, deltametrina, diazinon e malation foi de 0,006 pug/mL; para o
2,4 D e atrazina foi de 0,008 pug/mL e para o fipronil e o metil paration foi de 0,01 pg/mL. Os
limites de quantificacdo foram de 0,02 pg/mL para clorpirifos, deltametrina, diazinon e
malation; 0,05 pug/mL para o fipronil e metil paration e de 0,03 pg/mL para o 2,4 D e atrazina.

Em termos de recuperacdo obteve-se valores entre 32,7% e 110,6% para 0 QUEChERS
original e entre 23,6% e 119,4% para 0 QUEChERS acetato considerando as matrizes milho e
mel. Esses valores, em sua maioria, encontram-se dentro do critério estabelecido pelos
documentos oficiais utilizados para validacdo do método, os quais consideram uma
recuperacdo ideal para as concentracdes analisadas variando entre 70 e 120 % (MAPA, 2017).
Os valores de desvio padrdo ficaram entre 1,1% e 8,6%, variando de acordo com a
concentracdo e a matriz analisada. Tais valores ficaram dentro do critério estabelecido que
considera um desvio padréo relativo menor que 20% (MAPA, 2017). A Tabela 18 apresenta

todos os valores de recuperagdo obtidos com o método QUEChERS original e acetato.
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Tabela 18. Taxas de recuperacdo dos residuos de agrotoxicos empregando o método
QUECHERS original, n=6.

MILHO

ANALITO 0,1 pg mL? 0,5 ug mL* 1,0 ug mL™?
R(%) DPR(%)| R(%) DPR(%) | R(%) DPR (%)

24D 57,3 8,6 66,7 48 71,8 2,6
ATRAZINA 109,9 75 76,1 5,6 78,5 2,4
CLORPIRIFOS 40,0 5,4 84,6 1,4 88,2 1,9
DELTAMETRINA 69,3 6,6 95,2 2,6 102,3 3,4
DIAZINON 54,8 45 76,5 2,7 90,7 5,2
FIPRONIL 54,6 7,0 69,2 2,6 97,3 2,9
MALATION 69,0 8,1 72,4 5,3 73,9 48
METIL PARATION 425 5,3 55,8 4,7 59,6 3,8

MEL |
24D 76,7 3,8 89,4 25 92,7 3,1
ATRAZINA 72,9 5,6 88,4 3,4 99,3 4,2
CLORPIRIFOS 107,9 6,6 110,6 5,6 108,7 2,1
DELTAMETRINA 59,6 35 76,8 41 92,6 2,0
DIAZINON 105,6 6,4 102,4 5,2 108,4 3,4
FIPRONIL 82,4 5,5 92,5 2,6 99,6 5,2
MALATION 54,1 7,2 61,1 1,5 65,7 3,3
METIL PARATION 32,7 6,1 66,7 2,7 67,9 2,6

Tabela 19. Taxas de recuperacdo dos residuos de agrotdxicos empregando o método
QUEChERS modificado (acetato), n=6.

MILHO
ANALITO 0,1 pg mL* 0,5 pg mL? 1,0 ug mL*?
R(%) DPR(%)| R(%) DPR (%) | R(%) DPR (%)
24D 97,6 7,6 101,9 5,3 106,7 4,3
ATRAZINA 108,9 6,2 109,4 3,5 105,2 3,4
CLORPIRIFOS 23,6 5,1 66,3 4,7 72,4 5,2
DELTAMETRINA 80,7 6,7 88,5 3,5 104,6 2,6
DIAZINON 91,9 54 107,9 2,9 104,5 3,7
FIPRONIL 61,8 4.4 74,6 5,1 96,4 1,9
MALATION 74,7 3,2 105,7 6,7 92,4 3,8
METIL PARATION 60,5 5,8 66,3 4,9 81,2 2,9
MEL
24D 78,2 6,4 79,3 5,4 93,4 2,3
ATRAZINA 80,5 51 95,6 3,6 104.,9 2,1
CLORPIRIFOS 69,8 6,9 75,5 3,3 79,1 11
DELTAMETRINA 41,1 5,7 61,7 2,6 78,3 5,4
DIAZINON 102,7 3,2 107,6 1,7 109,4 6,0
FIPRONIL 107,2 2,8 102,6 4,3 106,7 3,9
MALATION 86,6 5,4 99,7 4,9 105,2 4,7
METIL PARATION 69,4 319 87,1 5,6 92,6 4,2
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Ao comparar os resultados de recuperagéo obtidos pelo método QUEChERS, observa-
se um melhor desempenho do método QUEChERS-acetato nos critérios de exatiddo e precisdo
em relacdo ao método original. Os agrotéxicos atrazina, malation e metil paration
apresentaram resultados de recuperacdo abaixo da faixa estabelecida nas diferentes
concentracdes (MAPA, 2017). Isso pode ocorrer por inimeros fatores, destacando-se a
competicdo entre os analitos e outros compostos presentes na matriz, assim como pelo
coeficiente de particdo octanol/agua de alguns agrotdxicos serem menores em relagdo aos
outros. O malation, por exemplo, apresenta 0 menor valor de coeficiente entre todos (2,36)
enquanto a deltametrina apresenta o maior valor (6,2) (PUBCHEM, 2019). Baixos valores de
coeficiente de particdo octanol/dgua indicam maior polaridade de alguns agrotdxicos e maior
tendéncia desse analito permanecer na fase aquosa ndo sendo particionado para a fase
organica (acetonitrila). Apesar da adicdo de sais durante a etapa de extracdo e limpeza
utilizando o método QUEChERS reduzir a fase aquosa, pouco favoreceu a recuperacdo de
alguns agrotoxicos (PRESTES et. al, 2009). Os demais agrotoxicos apresentaram resultados
de extracdo satisfatorios estando dentro da faixa estabelecida que é de 70 a 120% (MAPA,
2017).

4.7. COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS PELO METODO
QUECHERS ORIGINAL E ACETATO E O METODO CPE-HPLC/UV PROPOSTO.

A busca por métodos eficientes, baratos e de facil execucdo para analises de
agrotoxicos em alimentos tem se intensificado nos Gltimos anos. Quando se comprara 0
método CPE-HPLC/UV proposto neste trabalho com os métodos oficiais QUEChERS original
e acetato observa-se que os resultados de recuperacdo, em sua maioria, apresentaram valores
dentro da faixa estabelecida entre 70 e 120 %. Esses valores estdo em acordo com 0s
protocolos de validacdo de métodos de determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos
utilizados durante as analises. Outra observacdao importante esta nos valores de LD e LQ para
0s métodos utilizados, sendo que o método CPE-HPLC/UV apresentou valores menores em
relacdo aos apresentados pelo QUEChERS, mostrando ser um método passivel de utilizag&o.

Em comparagdo com o método QUEChERS, a extragdo por Ponto Nuvem mostrou ser
um procedimento mais simples, com baixo consumo de reagentes de alta periculosidade e
menor custo. O uso de surfactante no método CPE proporcionou uma limpeza da matriz téo

boa quanto aquela proporcionada pelo uso do PSA no método QUEChERS minimizando 0s
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ruidos ocasionados pela presenca de interferentes na linha de base nas analises por HPLC/UV.
Outro ponto fundamental é em relacdo a pré-concentracdo proporcionada pelo método CPE,
fato ndo observado no método QUEChERS, gerando maior sensibilidade possibilitando a
analise de residuos de agrotdxicos em matrizes alimenticias por HPLC acoplado a um detector

menos sensivel como o UV.

4.8. APLICACAO DO METODO CPE-HPLC/UV PARA A DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AMOSTRAS DE MILHO E MEL.

Ap06s validacdo do método proposto, duas amostras de cada alimento (milho e mel)
foram analisadas em triplicata seguindo os métodos propostos. As amostras foram obtidas em
comeércios e feiras locais da cidade de Cataldo-GO. As amostras de milho foram trituradas
(2,0 kg) e armazenadas em recipientes com temperatura inferior a 4°C para posterior analise.
As amostras de mel foram mantidas em recipientes de plastico em temperatura ambiente.

Para andlise das amostras curvas analiticas foram construidas em matriz e nas
amostras de cada alimento fortificada com os agrotdxicos na concentragdo 0,05 pug mL™, para
verificar a conformidade da curva analitica. As amostras fortificadas apresentaram valores de
recuperacdo entre 72,9 e 103,5 % para todos 0s agrotoxicos, empregando o método CPE-
HPLC/UV, exceto para o 2,4 D que apresentou recuperacdo de 59,2%. A Tabela 20 apresenta

os resultados das andalises das amostras submetidas ao método CPE-HPLC/UV.

Tabela 20: Amostras analisadas pelo método proposto quanto a presenca e concentragdo de
oito agrotoxicos normalmente empregados na regido de Cataldo-GO.

MILHO MEL
COMPOSTO Amostra 01 Amostra 02 Amostra 01 Amostra 02
TX-100 TX-114 TX-100 TX-114 | TX-100 TX-114 TX-100 TX-114

24D <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

ATRAZINA <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

CLORPIRIFOS <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
DELTAMETRINA <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,01mg kg* 0,008 mg kg™

DIAZINON <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
FIPRONIL <LQ <LQ <LQ <LQ <LD <LD 0,008 mg kg* 0,006 mg kg*

MALATION <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

METIL PARATION <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

LQ — Menor que o limite de quantificacdo do método proposto; < LD — Menor que o limite de detec¢do do método proposto.
Ao submeter as amostras estudadas ao método CPE-HPLC/UV detectou-se residuos

dos agrotdxicos deltametrina e fipronil apenas em uma das amostras de mel. As demais
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amostras ndo apresentaram resultados referentes a residuos dos agrotoxicos estudados acima
do LD ou os valores de concentragdo observados encontravam-se abaixo do valor de LQ néo
sendo considerado para quantificacdo. Em relagdo aos residuos observados apenas o fipronil,
quando se utiliza o surfactante TX-114, apresentou resultado acima do limite maximo residual
permitido pela Unido Europeia, porém a legislacdo brasileira ndo apresenta LRM para fipronil
em mel. E importante mencionar que o fipronil e a deltametrina sdo agrotoxicos amplamente
utilizados em plantagdes da regido. O fipronil tem larga aplicacdo em culturas de soja e
tratamento do solo na cultura de milho e a deltametrina é utilizada em culturas de milho,
tomate e verduras folhosas. Todos esses alimentos sdo cultivados na regido e comercializados

em feiras e comércios da cidade.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste capitulo demonstram que a metodologia proposta
utilizando o método de extracdo por ponto nuvem (CPE) é simples, rapido e de baixo custo.
Além disso, 0 método proposto necessita de poucas etapas analiticas, reduzindo, entdo, o
tempo de execucdo. Ao comparar os resultados obtidos utilizando o método de extracdo por
ponto nuvem com o método padrdo QUEChERS ambos demonstram ser eficientes, com
recuperacdes na faixa de 70 a 120 % e desvio padrdo relativo menor que 20% para 0S
agrotoxicos em estudo, estando, portanto, de acordo com os critérios de validacdo de
metodologia analitica proposta no protocolo de validacdo de métodos de determinacdo de
residuos de agrotdxicos em alimentos definido pela Comunidade Europeia — documento
SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017). Além disso, o método CPE apresentou aumento na
sensibilidade com limite de deteccdo e quantificacdo suficientes para determinar o0s
agrotoxicos em alimentos, assim como valores de precisdo e exatidao aceitaveis.

As vantagens do método CPE otimizado neste capitulo frente ao método de extracdo
oficial QUEChERS s&o menor consumo de reagentes e consequentemente menor producao de
residuos, baixo custo e facil execucdo. Logo, conclui-se que os métodos de extragdo propostos
nesse capitulo sdo adequados para a determinagdo dos residuos dos agrotoxicos em estudo nas
amostras de alimentos, apresentando pardmetros analiticos de validacdo da metodologia
proposta dentro dos limites exigidos nos principais protocolos recomendados pelas agéncias

internacionais e nacionais de regulamentacéo.
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CAPITULO

DETECCAO DE RESIDUOS DE METIL PARATION EM MEL
UTILIZANDO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM
BORO APOS EXTRAGCAO POR PONTO NUVEM

1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas € perceptivel o aumento do consumo de mel para diferentes
finalidades. Além de ser apreciado pelo sabor e valor nutricional, 0 mel possui propriedades
antissépticas e antimicrobianas, podendo ser utilizado como conservante de frutas e graos. No
entanto, pesticidas e acaricidas podem ser usados para controlar pragas de colmeias e doencas
das abelhas, o que leva a contaminacdo direta do mel por esses produtos quimicos.

Em uma determinacdo tipica de compostos organicos ou inorganicos em matrizes
complexas, como amostras de mel, o pré-tratamento da amostra € uma etapa crucial dentro
dos procedimentos analiticos para que a extracdo dos analitos de interesse seja realizada de
forma eficiente com uma interferéncia minima da matriz (YU et al., 2018; ZHANG et al.,
2020).

Portanto, diferentes técnicas de extracdo aplicadas a agrotdxicos tém sido utilizadas na
preparacdo de amostras de alimentos, entre as quais destaca-se a extracdo em fase solida
(SPE), extracao liquido-liquido (LLE), extracdo assistida por ultrassom (UAE), extracdo em
fase solida dispersiva (dSPE ) (ZHANG et al., 2014; ZENG et al., 2016; VASILESCU;
MARTY, 2016; AZZOUZ et al., 2019; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2017) e a extra¢do por
ponto de nuvem (CPE), a qual tem sido utilizada para extrair uma variedade de compostos
organicos ou inorganicos em diferentes matrizes através da adicdo de surfactantes (KASA et
al., 2019).

Em relacdo a deteccdo de agrotdxicos as técnicas eletroanaliticas oferecem vantagens
importantes como baixos limites de deteccdo, andlise rapida, seletividade adequada,
instrumentacdo de baixo custo, possibilidade de automacéo e uso de dispositivos portateis
para analise (ZENG et al., 2016; BEITOLLAHI et al.,, 2020). Diversas técnicas
eletroquimicas tem sido utilizadas na quantificacdo do metil paration (analito de interesse
nesse capitulo) em amostras variadas, destacando-se a amperometria (AMP)
(GOVINDASAMY et al., 2017; XUE et al., 2012; TUNESI et al., 2018; STOYTCHEVA et
al., 2014), voltametria ciclica (CV) (XUE et al., 2014; GONG, WANG, ZHANG, 2009;
WANG et al., 2018; KUMAR, D’SOUZA, 2011), voltametria de pulso diferencial (DPV)
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(WANG et al, 2019; SINGH et al., 2019; GAO et al., 2019; JIN, LIU, WEI, 2013;
MANAVALAN et al.,, 2020; TSIAFOULIS, NANOS, 2010), voltametria adsortiva de
redissolucdo por pulso diferencial (DPAdSV) (ZENG et al., 2012), voltametria de decapagem
catddica de pulso diferencial (DPCSV) (OLIVEIRA et al., 2017) e voltametria de onda
quadrada (SWV) (KUMAR, SUNDRAMOORTHY, 2019; PARHAM, RAHBAR, 2010).
Além disso, diferentes tipos de amostras, como frutas (WANG et al., 2018; MANAVALAN
et al., 2020), amostras de &gua (XUE et al., 2014; STOYTCHEVA et al., 2014; GAO et al.,
2019; ZENG et al., 2012; OLIVEIRA et al.,, 2017; PARHAM, RAHBAR, 2010), sucos
(KHAIRY, AYOUB, BANKS, 2018; JIN, LIU, WEI, 2013), vegetais (GOVINDASAMY et
al., 2017; XUE et al., 2012; TUNESI et al., 2018; WANG et al., 2019; MANAVALAN et al.,
2020), solo (SINGH et al., 2019) e urina (KHAIRY, AYOUB, BANKS, 2018) tém sido
utilizados na determinacéo de metil paration por meio de técnicas eletroquimicas.

Jin et al. (2013), relataram o uso de eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)
modificado com fibra de Au/quitosana para a deteccdo de metil paration em amostras de suco
de maca utilizando a voltametria de pulso diferencial em solucdo tampdo fosfato (PBS, pH
5,9). Os autores obtiveram um limite de detecgdo (LD) de 800 nmol L™ com recuperacdes de
93,3 a2 97,5%.

Considerando métodos eletroquimicos, até o0 momento, um Unico trabalho na literatura
abordou a determinacdo de metil paration em amostras de mel usando detecgdo eletroquimica
(TSIAFOULIS, NANOS, 2010). Os autores extrairam amostras de mel fortificadas com metil
paration usando uma mistura de acetona e solucdo tampéo Britton-Robinson (BR) (pH = 7),
em seguida, a eletroanalise dos extratos foi realizada por voltametria de redissolucdo adsortiva
por pulso diferencial (AdsDPV) em um eletrodo de trabalho de mercurio suspenso (HME). O
LD obtido foi de 196 nmol L™t com recuperagdo de 101,3%. No entanto, devido a toxicidade
do mercurio, os eletrodos de trabalho & base de carbono sdo mais recomendados. Entre estes,
eletrodos de diamante dopados com boro (BDD) tém sido amplamente utilizados para a
determinacdo de muitos compostos eletroativos.

Em relacdo ao uso de técnicas eletroquimicas associadas a extracdo por ponto nuvem
observou-se apenas um trabalho que apresenta a extracdo e pré-concentracdo de caddmio em
amostras de gua da torneira e do rio por CPE para posterior determinacdo de metal (cadmio)
por voltametria de redissolu¢do anodica (ASV) usando um eletrodo de carbono vitreo
revestido de mercurio (Hg-GC) (RUSINEK et al., 2015).

72



Este capitulo apresenta uma metodologia ecologicamente correta para determinacéo
sensivel e seletiva de metil paration em amostras de mel, combinando a técnica de extracdo
por ponto de nuvem (CPE) com deteccdo voltamétrica de onda quadrada (SWV) em uma pré-

concentracdo catodica utilizando eletrodo dopado com boro (H-BDD).

2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Desenvolver um método eletroanalitico para determinacdo de metil paration em
amostras de mel, consistindo na combinacéo da técnica de extracdo por ponto nuvem na etapa
de preparacdo de amostras em conjunto com deteccdo por voltametria de onda quadrada
utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro (H-DDB) como eletrodo de trabalho.

2.2. ESPECIFICO

<> Otimizar os parametros que influenciam na extragdo por ponto nuvem através de
planejamento fatorial;

X Realizar medicdes eletroquimicas utilizando voltametria de onda quadrada (potencial
de ativacdo, frequéncia, amplitude e o incremento de potencial) para quantificacdo de metil
paration em amostras de mel;

X Validar a metodologia desenvolvida;

<> Aplicar o método desenvolvido em amostras de mel comercializadas na cidade de
Cataldo-GO.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1. INSTRUMENTACAO, CELULA ELETROQUIMICA E ELETRODOS

As medidas de voltametria ciclica (CV) e voltametria de onda quadrada (SWV) foram
realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato  portatil  pocketSTAT™  (Ivium,
Eindhoven, Paises Baixos) acoplado a um laptop via conexdo USB. O software lviumSoft
para Windows 10® foi utilizado para o controle do instrumento.

Um fio de platina, um eletrodo de Ag/AgCI/KClsat € um eletrodo de diamante dopado
com boro (DDB) foram utilizados como eletrodos auxiliares, de referéncia e de trabalho,
respectivamente. Uma pequena placa (7 x 7 mm com uma espessura de 1,0 mm) de um filme

fino de diamante dopado com boro com nivel de dopagem de boro de aproximadamente 8000
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ppm depositado em uma pastilha de silicone condutora, adquirido da NeoCoat SA (La Chaux-
de-Fonds, Suica).

O DDB foi submetido a uma ativagio eletroquimica em meio acido (0,5 mol L*
H>SO4) apenas uma vez antes do inicio dos experimentos, conforme descrito em trabalhos
anteriores (KUZMANOVIC et al, 2016; STANKOVIC, KALCHER, 2016), sendo utilizado
durante o desenvolvimento de todo o trabalho: primeiro, + 2,0 V foi aplicado no DDB por 300
s (tratamento anddico) seguido pela aplicacdo de -2,0 V por 300 s (ativagdo catodica). A
sequéncia (anddica seguida de catodica) tem sido recomendada por gerar melhores respostas e
auxiliar na reprodutibilidade das medidas eletroquimicas (SUFFREDINI et. al, 2004;
SALAZAR-BANDA et al., 2006).

As medicBes eletroquimicas foram realizadas utilizando uma célula de polipropileno
com volume interno de aproximadamente 10,0 mL. O eletrodo DDB foi acoplado ao fundo da
célula em uma placa de aco inoxidavel (para contato elétrico). Um O-ring de borracha
delimitou a area do eletrodo DDB (0,2 cm?) evitando possiveis vazamentos. A fixagdo do
eletrodo, O-ring e placa na célula foi realizada através de parafusos que pressionavam a placa
de metal contra o eletrodo. Os eletrodos auxiliares e de referéncia foram fixados na parte
superior da célula (KUZMANOVIC et al., 2016). Todas as medidas eletroquimicas foram
realizadas a temperatura ambiente e apds uma purga de nitrogénio por 5 minutos para a

remocao do oxigénio dissolvido.

3.2. REAGENTES E AMOSTRAS

Todas as solucBes aquosas utilizadas foram preparadas com &agua desionizada
(resistividade maior que 18 MQ cm) obtida de um sistema de purificacdo de dgua Millipore
Direct-Q3 (Bedford, MA, EUA). As solugbes tampdo Britton-Robinson (BR) foram
preparadas utilizando acido acético (99,7% m/v) obtido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil),
acido fosforico (85,0 % m/v) e &cido borico obtidos da AppliChem (Darmstadt, Alemanha) e
hidréxido de sodio (98,0 % m/m) da Synth (Séo Paulo, Brasil). As solucdes tampdo BR (pH
2,0 - 10,0) foram preparadas com uma mistura de 0,04 mol L de solucdes de acido acético,
borico e fosférico, com ajuste de pH com solucdo de hidroxido de sodio 1,0 mol L. O
tampao acetato 0,1 mol L (pH = 4,7) foi preparado com solucéo de &cido acético e o pH

ajustado com soluc&o de hidroxido de sédio 1,0 mol L.
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As solucdes de Triton X-110 (TX-110) (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) utilizadas no
trabalho foram preparadas em agua desionizada. Utilizou-se também metanol (99,9% v/v) da
JTBaker (San Pedro Xalostoc, México), acetronitrila (99,9% v/v) da Tedia (Fairfield, EUA) e
cloreto de sodio (99,8% m/m) da Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil). Foi adquirido o padréo
de grau analitico de metil paration (> 98% m/m) da Sigma Aldrich (St Louis, EUA). A
solugdo estoque de MP foi preparada em acetonitrila a uma concentragdo de 1 mmol L?,
sendo diluida, posteriormente, para 100 umol L™ em solucdo tampdo BR para medicoes

eletroquimicas.

3.3. MEDICOES ELETROQUIMICAS

A técnica de voltametria ciclica (CV) foi utilizada para a investigacdo do
comportamento eletroquimico do metil paration no eletrodo de trabalho BDD para posterior
determinacdo do metil paration em amostras de mel. A otimizacdo dos parametros de
voltametria de onda quadrada foi realizada por experimentos univariados na presenca de 5,0
umol Lt de metil paration em tampdo Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L™ com pH 6,0. Os
parametros avaliados foram: frequéncia (10 a 100 Hz), degrau de potencial (1 a 10 mV) e
amplitude de potencial (10 a 100 mV). Antes de cada varredura SWV (de — 0,5a—0,9 V), um
potencial de limpeza (+2,0 V por 15 s) seguido de um potencial de reativagédo (-2,0 V por 15
s) foi aplicado ao DDB com o eletrélito sob agitacdo, para a remocdo de produtos de adsorcao

da superficie do eletrodo e para executar uma nova ativacgdo catddica in situ.

3.4. PREPARACAO DE AMOSTRA

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto, duas amostras de mel foram obtidas
diretamente de produtores da regido de Cataldo - Goias (Brasil). As colmeias das quais 0 mel
foi retirado estavam localizadas perto de areas de cultivo de soja e milho que sdo
frequentemente pulverizadas com metil paration. As amostras foram armazenadas em
recipientes de plastico de 1,0 L, mantidas em temperatura ambiente e analisadas
anteriormente a 30 dias. A Figura 1 mostra um esquema de extracdo de metil paration em

amostras de mel com e sem fortificacdo.
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Figura 1. Esquema de preparacdo das amostras de mel fortificadas e ndo fortificadas com

metil paration.
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5 g de amostra de mel fase organica
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e =
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e nao fortificada com metil
paration
Ressuspensdo com
5,0 mL de agua

deionizada
—

A Outras substancias

@ WMetil paration

Para aplicacdo da técnica de CPE € necessario que a amostra se encontre no estado
liquido. Portanto aplicou-se uma técnica de extracdo do metil paration presente no mel
utilizando um solvente e, posteriormente, aplicou-se a etapa de CPE. O procedimento para a
preparacdo da amostra consistiu em pesar 5,0 g de uma amostra de mel (com ou sem metil
paration) em tubo conico do tipo Falcon com volume de 50 mL. A amostra foi aquecida em
banho-maria a 40°C por 1 minuto para melhor homogeneizacdo. Em seguida, foram
adicionados 5,0 mL de acetonitrila e o tubo foi agitado por 1 minuto em vortéx. A mistura foi
deixada em repouso por 15 minutos e o sobrenadante foi removido e secado em um fluxo de

nitrogénio com ressuspensdo em 5,0 mL de &gua desionizada.
3.5. OTIMIZACAO DA EXTRACAO POR PONTO NUVEM

Ap0s otimizacdo das condi¢des necessarias para identificagdo do metil paration no
sistema eletroquimico, iniciou-se a avaliacdo dos fatores que influenciam no processo de

extracdo por ponto nuvem: concentracdo do surfactante (Triton X-100), concentracdo de

eletrolito (NaCl) e tempo de aquecimento. Para realizar a otimizagdo optou-se pela aplicacédo
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do planejamento fatorial completo de composto central com dois niveis e trés variaveis, 2°
(com dois pontos centrais). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Analise de
variancia (ANOVA) e o nivel de significancia dos valores, (p> 0,05), foram utilizados para
analise dos efeitos obtidos. O desvio padréo, o coeficiente e outros parametros estatisticos
foram observados para 0s modelos ajustados.

Para cada experimento de otimizacdo do meétodo de extragdo por ponto nuvem,
utilizou-se um tubo cénico graduado do tipo Falcon com volume de 15,0 mL contendo: 5,0
mL de matriz extraida fortificada com 1,9 pumol L™ de metil paration, 2,0 mL de solucdo de
surfactante Triton X-100 (concentracdo nominal de 0,25 - 0,5% m/v) e 1,0 mL de solucédo de
NaCl (concentragédo nominal de 1,0 - 2,0%, m/v). O volume do tubo foi completado para 10,0
mL com agua desionizada.

A mistura foi aquecida em banho-maria a 70°C por um tempo especificado (30 - 60
min) para obtencdo do ponto nuvem e consequente extracdo. Duas fases foram formadas, uma
fase organica contendo surfactante e o0 metil paration extraido e uma fase aquosa. Em seguida,
0 tubo foi centrifugado a 8000 rpm por 10 minutos para acelerar a separacédo de fases.

Apds remocdo da fase aquosa, 200 pL de acetonitrila foram adicionados a fase rica em
surfactante contendo o metil paration (Figura 2). Essa adicdo visa ajudar a diminuir a
viscosidade da mistura, dissolver as moléculas de Triton X-100 e quebrar as micelas formadas
durante o procedimento de extracdo do ponto de nuvem (RUSINEK et al, 2015; SARIDAL,
ULUSOY, 2019). Dessa forma, o metil paration é removido do interior das micelas, onde fica
livre para interagir com a superficie do eletrodo durante as leituras de SWV, proporcionando
uma melhor sensibilidade (RUSINEK et al., 2015). O uso direto da fase organica na célula
eletroquimica sem a adi¢do de um solvente proporciona o isolamento do metil paration dentro
da micela e, o que poderia gerar correntes de pico mais baixas e potenciais de pico deslocados
(RUSINEK et al., 2015). Etanol e metanol também foram avaliados, mas a solubilidade da
fase orgéanica foi comprometida e apresentou aspecto turvo e viscoso, improprio para leituras
eletroquimicas. Assim, a acetonitrila foi escolhida como solvente a ser adicionado. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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Solugio tampido Britton-

Figura 2: Esquema de Extracdo por Ponto Nuvem e determinacéo eletroquimica.
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Ap0s otimizacdo do método de extracdo realizou-se estudo de recuperagcdo em que se
aplicou a matriz extraida do mel fortificada em trés niveis de concentracdo (0,25, 0,5 e 1,0
umol L) o procedimento de extragdo por ponto nuvem. A fase organica extraida por CPE foi
adicionada no eletrolito contido na célula eletroquimica ocorrendo uma diluicdo de 25 vezes
(0,2 mL de fase organica em 4,8 mL de solucdo tampdo BR). A analise ocorreu pelo método

de adigéo padrao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO ELETROANALITICO PARA A
ANALISE DE METIL PARATION

O comportamento eletroquimico do metil paration foi investigado através de

voltametria ciclica em solucdo tampédo BR (pH de 2,0 a 10,0) na faixa de potencial entre -1,0
e +1,0 V (Figura 3).
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Figura 3: (A)Voltamogramas ciclicos do metil paration (100 pmol L) em solugdes tampao
BR (faixa de pH 2,0 a 10,0). (B) Gréafico da dependéncia de E (V) vs. pH e inclina¢do da

equacao de regresséo linear. (C) Grafico da dependéncia de i(uA) vs. pH. Taxa de varredura =
50 mVs ™.
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Observa-se que o tampao Britton-Robinson pH 6,0 proporcionou a maior resposta
eletroquimica na reducdo de metil paration e, portanto, este eletrolito foi selecionado para a
continuacdo dos experimentos. Outros eletrdlitos de suporte (tampédo acetato e fosfato) néo
forneceram respostas satisfatorias (sinais de baixa corrente) e foram descartados.

A Figura 4 mostra o primeiro e o segundo voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de
100 pmol L de metil paration em tampdo BR pH 6. Na primeira varredura (comegando em
0,0 V na direcdo catddica) foi observado um grande pico de redugdo (R1) em torno de -0,70
V, correspondendo a reducdo do grupo nitro (MP-NO2) em hidroxilamina (MP-NHOH) em
uma transferéncia envolvendo 4 elétrons e 4 prétons (reacdo 1 do esquema 1) (GAO et al,
2019).

Durante a varredura reversa (anodica), foi observado um pico de oxidacdo menor em
torno de + 0,3 V (O1), atribuido a converséao do grupo hidroxilamina (MP — NHOH) em outro
grupo nitroso (MP — NO), envolvendo dois prétons e dois elétrons (reagdo 2 do esquema 1).
Essa reagéo gera um pico de reducdo (um par redox) em - 0,2 V (R2) na segunda varredura,
envolvendo também dois protons e dois elétrons (reacdo 2 do esquema 1) (GAO et al, 2019).

As reacOes eletroquimicas envolvidas neste mecanismo sdo mostradas no Esquema 1. Apenas
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0 primeiro pico catédico (R1) foi investigado nos estudos posteriores, uma vez que apresentou
a maior corrente de pico em comparagdo com outros processos faradaicos.

Figura 4. Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (linha preta) e na presenca de 100
umol L de metil paration com a primeira varredura (linha vermelha sélida) e a segunda
varredura (linha vermelha tracejada). Taxa de varredura: 50 mV s*. Eletrdlito de suporte:
tampéo Britton-Robinson (BR) pH 6,0.
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Esquema 1: Reacdo eletroquimica do metil paration na superficie do eletrodo DDB (YUE et
al., 2016).

S S
I l
H3CO—T—OONOZ + 46 + 4H' —— H3CO—F|’—O NHOH + H,0 )

OCH; OCH;
I i
[
H300—T—OONHOH H300—T—0@N0 + 26 + 2H* (2)
OCH;3 OCH;,3

De acordo com a Figura 3B, o potencial de pico de R1 (Figura 4) mudou negativamente
com o aumento do pH, mostrando uma dependéncia linear de pH 2,0 a 6,0 (proximo ao pKa
do metil paration = 6,8). A inclinagdo da equacéo de regressdo linear foi de — 0,056 V pH *,
um valor proximo quando comparado ao nernstiano (— 0,059 V pH ). Assim, 0 mesmo
numero de elétrons e prétons envolvido nesse processo de reducdo, estd de acordo com a
literatura (4 prétons e 4 elétrons) (GAO et al, 2019; GOVINDASAMY et al., 2017; FU et al.,
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2016; SONG, CAO, WANG, 2016; SINGH et al., 2019; GAO et al, 2019; GARBELLINI et
al., 2009; PEDROSA et al. 2006; TCHEUMI et al., 2010; CARDOSO, VALLE,
CODOGNOTO, 2018; GERENT; SPINELLI, 2016). A partir deste estudo, o tamp&o BR pH
6,0 foi escolhido devido as correntes de pico mais altas para metil paration (Fig. 3C). Além
disso, apenas o pico de reducdo de metil paration em -0,73 V (R1) foi monitorado nos
experimentos subsequentes devido ao pico mais alto em comparagdo com outros processos
faradaicos.

O efeito da velocidade de varredura nas respostas voltamétricas ciclicas também foi
estudado na faixa de 10 - 200 mV s (Fig. 5). O pico de reducdo (R1) tornou-se mais intenso
com o aumento da velocidade de varredura e ligeiramente alterado para valores mais
negativos, uma caracteristica tipica de uma reacdo eletroquimica irreversivel (Figura 5A)
(PEDROSA et al., 2006; GERENT, SPINELLI, 2016).

Figura 5: (A) Voltamogramas ciclicos de metil parathion (50 pmol L) em H-BDDE em
diferentes velocidades de varredura (10 a 200 mV s). (B) Grafico da dependéncia de log i

vs. log v e respectiva equacdo de regressao linear. Eletrolito de suporte: tampédo BR pH 6.
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Para os estudos analiticos, foi escolhida a voltametria de onda quadrada (SWV), pois
apresenta maior sensibilidade e velocidades de varredura mais rapidas que a técnica de
voltametria ciclica. As primeiras medices por SWV foram realizadas com 5,0 pmol L de
metil paration em tamp&o BR pH 6. No entanto, foram notados sinais de corrente crescentes
entre as medicdes da mesma solucdo, sugerindo um efeito de memdoria entre as varreduras

sucessivas.
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Um trabalho anterior mostrou o efeito de adsorcdo de metil paration na superficie do
eletrodo, causando perda de reprodutibilidade do sinal analitico durante medicGes
subsequentes (GARBELLINI, SALAZAR-BANDA, AVACA, 2009). Assim, investigou-se a
aplicacdo de um potencial prévio de condicionamento anodico (limpeza) para oxidacdo de
metil paration residual (e renovacédo da superficie do DDB), mantendo a solucdo sob agitacédo
(2000 rpm).

A Figura 6A mostra os registros SWV de uma solugdo em branco medida apds a
varredura de uma solucdo de 5,0 umol L de metil paration sem e com um potencial de
condicionamento (+1,0, +1,5 e +2,0 V) durante 15 s. Se nenhum potencial de
condicionamento for aplicado ao DDB, observa-se, entdo picos catddicos residuais do metil
paration adsorvido (Fig. 6A). Entretanto, os picos de metil paration residual diminuem
proporcionalmente em funcdo do potencial aplicado, sem sinais residuais utilizando um valor
de +2,0 V. Assim, o potencial de condicionamento de +2,0 V (por 30 s) tem um efeito de

limpeza eficaz, sendo utilizado nas medigdes posteriores.

Figura 6: (A) Figura do branco de SWV em tampdo BR pH 6 (apds varredura de metil
paration na concentragdo de 5,0 pmol L) sem e apds aplicar potenciais de condicionamento
(+1,0 a +2,0 V) em BDDE. (B) Curvas SWV na presenca de 5,0 umol L™ de metil paration e
tampdo BR pH 6 apos aplicagdo do potencial de ativacdo (-0,5 V a -2,0 V) em BDDE.
Condi¢bes SWV: Frequéncia: 30 Hz; Amplitude: 50 mV; Incremento de potencial: 7 mV;
Potencial de condicionamento (B): +2,0 V (por 15 s); Taxa de agitacao: 2000 rpm.
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No entanto, além do efeito de limpeza, o potencial aplicado de +2,0 V pode regenerar

uma superficie DDB oxigenada (ativagdo anodica), o que diminuiu consideravelmente o0s
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picos de metil paration. Assim, foi investigada a aplicacdo de um segundo potencial (de
ativacdo catodica), a fim de regenerar a superficie do H-DDB entre cada medic¢do. Conforme
apresentado na Figura 6B, quando o potencial de ativagao foi alterado de — 0,5 para—2,0 V, a
corrente de pico aumentou e o potencial de pico do MP mudou para potenciais proximos de —
0,7 V (valor esperado para metil paration no H-DDB (Figura 3). O tempo de ativacéo foi
avaliado de 0 a 180 s, no qual a melhor corrente e precisdo foram obtidas com 15 s. Assim,
essa etapa de condicionamento (potencial de limpeza de +2,0 /15 s, seguida de potencial de
ativacdo de -2,0 V/15 s) foi utilizada nos demais experimentos. De fato, a reprodutibilidade
foi consideravelmente melhorada quando comparamos o DPR com e sem essa etapa de
condicionamento (4%, vs 12% respectivamente, n = 4).

Os parametros de voltametria de onda quadrada também foram investigados (Figura 7).
Como observado na Figura 7 uma frequéncia de 30 Hz, um incremento de potencial de 7 mV
e amplitude de 50 mV apresentaram a melhor relagéo entre resolucdo, intensidade de corrente

e precisdo, sendo escolhidos para 0s proximos experimentos.

Figura 7:Variacdo das correntes de pico (x SD, n= 3) das curvas de SWV medidas na
presenca de 5 umol L™ de metil paration e tampdo BR pH 6 em funcdo da frequéncia (A),
passo (B) e amplitude (C). Potencial de limpeza: +2,0 V (por 15 s), Potencial de ativacao: -2,0
V (por 15 s); Tempo de equilibrio: 15 s; Velocidade de agitacdo: 2000 rpm.
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Todos os intervalos estudados e os valores otimizados obtidos para os parametros

SWYV estdo resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1: Otimizacéo dos pardmetros SWV para a determinacdo de metil paration utilizando

eletrodo dopado com boro pré-tratado catodicamente.

PARAMETROS FAIXA ESTUDADA VALORES OTIMIZADOS
Taxa de agitacdo (rpm) 250 a 2500 2000
Potencial de condicionamento +1,0a+20 +2,0
(limpeza) (V)
Tempo(s) de Condicionamento 5a30 15
(Limpeza)
Potencial de ativacéo (V) -05a-20 -2,0
Tempo de ativagao (S) 15a180 15
Tempo de equilibrio (s) 15a30 15
Etapa (mV) 1a10 7
Amplitude (mV) 10 a 100 50
Frequéncia (Hz) 10a 100 30

Sob condi¢bes otimizadas, uma correlacdo linear entre a concentracdo de metil
paration e a corrente de pico foi observada na faixa entre 0,5 e 16,0 pmol L (R = 0,998). Os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram de 0,03 umol L e 0,1 pmol L%,
respectivamente, calculados como: LD =3 x SD/Se LQ =10 x SD /S, onde SD é o desvio
padrdo do sinal em branco (n = 10) e S é a inclinacdo (sensibilidade) da curva analitica (S =
0,154 pA / pmol LY. Dois niveis de concentracdo de metil paration (0,5 e 5,0 umol L)
foram utilizados para o estudo de repetibilidade. Os valores de DPR obtidos para 15 medicgdes
consecutivas foram de 3,9 e 1,4% para 0,5 e 50 upmol L?, respectivamente. A
reprodutibilidade intereletrodos (n = 2) foi avaliada comparando o sinal entre dois eletrodos
DDB diferentes submetidos a mesma ativacéo eletroquimica, na qual foi obtido um DPR de
5,0%.

As andlises intra-dia e inter-dia foram avaliadas pela comparacdo entre trés medidas
realizadas no mesmo dia e em dias diferentes (utilizando o0 mesmo eletrodo H-DDB), em que
foram obtidos DPRs de 3,6 e 5,2% (n = 3), respectivamente. Como afirmado anteriormente, 0

metil paration pode adsorver em superficies de carbono causando baixa reprodutibilidade
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entre as medi¢cdes (GARBELLINI, SALAZAR-BANDA, AVACA, 2009). Esses resultados de
reprodutibilidade mostram a eficiéncia da etapa de limpeza otimizada na superficie do DDB
para evitar a contaminac&o do eletrodo durante medicBes sucessivas. E importante mencionar
que essa etapa de limpeza também auxilia na remocao de possiveis contaminantes da extracdo
por Ponto Nuvem de amostras complexas como o mel, que podem ser adsorvidos na
superficie do eletrodo. A Tabela 2 resume todas as caracteristicas analiticas do método

proposto.

Tabela 2: Caracteristicas analiticas do método para determinacdo de metil paration usando

eletrodo dopado com boro pré-tratado catodicamente.

Paradmetros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade (LA L/umol) 0,154
Limite de detecgdo (umol L™1) 0,03
Limite de quantificacdo (umol L™ 1) 0,1
Faixa linear (umol L™ 1) 0,5a16
Coeficiente de Correlcdo (R) 0,998
Repetibilidade (n = 15 para 0,5 pmol L™ 1) 3,9 %
Repetibilidade (n = 15 para 5 umol L™ 1) 1,4 %
Inter-dia (n = 3) 52 %
Intra-dia (n = 3) 3,6 %
Intereletrodo (n = 2) 5,0 %

4.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO POR PONTO NUVEM

Na extragdo por ponto nuvem, a otimizagdo dos parametros deve ser realizada para
maximizar o fator de pré-concentracdo e a extracdo do analito na amostra. A escolha de um
surfactante eletroinativo é crucial, para evitar interferéncias nos resultados eletroquimicos.
Triton X-100 e X-114 sdo os mais amplamente aplicados para extracdo de metil paration em
diferentes amostras. O Triton X - 100 foi utilizado neste trabalho, visto que a temperatura de
formacgéo do ponto de nuvem é de cerca de 65 °C (SATO, MORI, ITABASHI, 2013). Por
outro lado, a temperatura de formacdo do ponto de nuvem usando Triton X-114 (surfactante
da mesma familia que o TX 100) estd préxima da temperatura ambiente (22 — 25 °C), o que

pode afetar a estabilidade da micela quando a temperatura do local onde a preparacdo da
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amostra esta sendo realizada varia e assim interferir na eficiéncia do processo de pré-
concentragcdo (SATO, MORI, ITABASHI, 2013).

O desenvolvimento de CPE para uso em SWV consistiu em otimizar a concentragdo de
cada componente de extracdo (NaCl e Triton X-100) e o tempo de aquecimento, analisando a
significancia de cada parametro operacional selecionado neste estudo, assim como suas
interacbes nas etapas de extracdo. O fator de pré-concentracdo foi determinado através de
estudo por planejamento fatorial completo 23. Os niveis de cada parametro e seus sinais de

corrente sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Condicdes do estudo de extragdo do metil paration utilizando planejamento fatorial
completo (23) e os respectivos sinais analiticos obtidos pelo método CPE-SWV.

Experimento Triton X-100 NaCl Tempo de I (LA)
(% m/iv) (% m/v) aquecimento
(min)

1 0,5(+) 2,0 (+) 60 0,0639

2 0,25 (-) 2,0 (+) 60 0,0141

3 0,5(+) 1,0 (-) 60 0,0690

4 0,25 (-) 1,0 (-) 60 0,0155

5 0,5 (+) 2,0 (+) 30 0,0580

6 0,25 (-) 2,0 (+) 30 0,0132

7 0,5 (+) 1,0 (-) 30 0,0608

8 0,25 (-) 1,0 (-) 30 0,0174
9(C) 0,375 (0) 1,5 (0) 45 0,0515
10 (C) 0,375 (0) 1,5 (0) 45 0,0395

As principais variaveis e suas interacdes sdo apresentadas no Gréafico de Pareto (Figura
8). Examinou-se os resultados por anélise de variancia (ANOVA), com um nivel de confianca
de 95% (p = 0,05). Um efeito € considerado significativo quando encontra-se acima do nivel
de confianca indicado pela linha vertical no Gréafico de Pareto. Ao analisar os resultados
fornecidos pela tabela ANOVA, verificou-se um valor de R? = 0,98432 e MS residual =
0,00003760.
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Figura 8: Gréfico de Pareto com base nos dados
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Pode-se observar no grafico de Pareto (Figura 8) que apenas a variavel concentragdo

de Triton X-100 foi considerada significativa para o processo de extracdo e pré-concentracéo,

apresentando efeito padronizado positivo (11,05), indicando que o0 aumento da concentracdo

de surfactante na fase inicial causa um aumento no sinal analitico, exigindo um estudo mais

amplo dessa variavel. Ressalta-se que as concentracbes de Triton X-100 utilizadas neste

trabalho estdo acima do CMC (0,021% m/v) garantindo a formacdo da micela que contém o

metil paration. O tempo de aquecimento é outro parametro importante, pois esta diretamente

relacionado a taxa de formacdo de micelas e a facilidade de separacdo das fases aquosa e

organica. Por outro lado, um longo tempo de aquecimento durante a extracdo pode se

decompor ou volatilizar o analito (XIE et al., 2010).
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A adicdo de sal pode alterar a densidade da fase aquosa, além de influenciar o
processo de extragdo por gerar incompatibilidade entre as fases orgénica e aquosa, facilitando
notavelmente a separagédo das fases (XIE et al., 2010). No entanto, a concentra¢do de NaCl e o
tempo de aquecimento ndo tiveram efeito significativo no nivel de confianca de 95%. Assim,
seus valores foram definidos com base no menor consumo de reagente e menor tempo de
aquecimento, tornando a preparacdo da amostra mais rapida e minimizando os efeitos de
decomposic¢do ou volatilizacdo do analito. Assim, as variaveis concentracdo de NaCl e tempo
de aquecimento foram mantidas em seus niveis mais baixos, 1,0% m/v e 30 min,
respectivamente.

Por ser a Unica varidvel que apresentou significancia, a concentracdo do surfactante
Triton X-100 foi avaliada por estudo univariado na faixa de 0,1 - 1,5% m/v e os resultados sao
ilustrados na Figura 9. Salienta-se que a concentracdo de surfactante € um dos parametros
mais importantes que afetam a eficiéncia da CPE, uma vez que se a concentracdo de
surfactante for baixa, a formacéo de micelas é prejudicada e a eficiéncia da extragdo diminui
(SARIDAL, ULUSOQY, 2019).

Conforme indicado na Figura 9, a resposta analitica aumenta até atingir a concentracao
de surfactante de 0,75% (m/v) e entdo a corrente diminui nas concentracdes 1,0 e 1,5% m/v.
Uma elevada concentracdo de Triton X-100 pode causar uma diminui¢do no fator de pré-
concentragdo uma vez que uma maior quantidade de surfactante na fase micelar aumenta a
viscosidade das solucdes de analise causando uma diminuicdo no sinal de corrente devido a
reducdo no transporte de massa (coeficiente de difusdo) do metil paration para a superficie do
eletrodo (GAO et al, 2019). Esse fato foi observado no uso de concentragcfes de surfactantes
acima de 0,75% (m/v), onde as correntes obtidas foram diminuidas. Portanto, selecionou-se o

TX-100 na concentracédo de 0,75% (m/v) para as etapas sequenciais.

Figura 9: Otimizacdo da concentragdo de Triton X-100 e a resposta analitica do MP no DDB.
Condigdes otimizadas: tampdo Britton-Robinson (BR) a 0,1 mol L pH 6,0; Frequéncia: 30
Hz; Amplitude: 50 mV; incremento de potencial: 7 mV; Potencial de condicionamento: +2,0
V (por 15 s), Potencial de deposicdo: -2,0 V (por 15 s); Tempo de equilibrio: 15 s e
Velocidade de agitacdo: 2000 rpm.
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Em resumo, as condi¢fes otimizadas para extracdo e pré-concentracdo de muetil
paration obtidas com o planejamento fatorial completo foram: Triton X — 100 0,75% (m/v);

NaCl 1,0% (m/v) e tempo de aquecimento de 30 min.

4.3. CALIBRACAO E COMPARACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS COM E
SEM EXTRACAO POR PONTO NUVEM

E importante mencionar que antes do procedimento de extragdo por ponto nuvem, um
experimento foi feito para verificar a presenca de metil paration no mel utilizado, realizando
uma simples diluicdo da amostra no eletrélito. Para isso, diferentes volumes de amostras de
mel foram diretamente diluidas em tampdo BR pH 6 e medidos pelo método SWV proposto.
No entanto, mesmo utilizando grandes fatores de dilui¢cdo (0,2 mL de mel por 5,0 mL de
eletrdlito), ndo foi possivel obter resultados satisfatorios. Como pode ser visto na Fig. 10(A),
a linha de base obtida em tal condic¢do € ruidosa, instavel e ampla. Como consequéncia,
nenhum pico satisfatorio foi obtido apds a adi¢do de 1,0 umol L™ de metil paration neste
meio (Fig. 10A).

A matriz do mel é um complexo que contém macromoléculas (carboidratos, proteinas,
vitaminas) que podem ser eletroativas ou causar a inibigdo de alguns sitios eletroativos na
superficie do eletrodo. Além disso, a adicdo de mel torna o eletrolito mais viscoso o que
provoca uma redugdo no transporte de massa de metil paration para a superficie do eletrodo e

consequentemente diminui a resposta analitica.
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Figura 10: Voltamogramas de SWV para amostra de mel diluida diretamente em eletrélito,
sem CPE (linha vermelha em A) e apds tratamento otimizado da amostra de mel com CPE
(linha vermelha em B). Os respectivos voltamogramas registrados para o branco séo as linhas
pretas. Condicgdes estudadas na otimizacao (Tabela 11). Eletrélito de suporte: tampéo BR pH
6. [MP] em A: 10 umol L; [MP] em B: 1 umol L.
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Por outro lado, na Figura 10 (B), a melhora do sinal SWV é perceptivel apds o uso do
procedimento de CPE otimizado para a amostra de mel com 1,0 pmol L™ de metil paration.
Esse procedimento de extracdo e pré-concentracdo ajudou a contornar os efeitos da matriz da
amostra, eliminando algumas interferéncias responsaveis pela perturbacdo do sinal, como
visto em (A). Além disso, pode-se observar que o pico de reducdo do metil paration
apresentou boa resolucéo no potencial de - 0,68V e linha de base estavel.

O efeito absoluto da matriz (MEa), o qual foi calculado conforme descrito na literatura
usando a férmula (1) (KOJRO et al., 2019):

MEa = "altura do pico do analito em uma matriz apés CPE" x 100%
"altura do pico do analito em um eletrolito de suporte” 1)

O célculo € baseado na relacdo entre a altura do pico na redugdo do metil paration
presente na matriz do mel apés o CPE otimizado e a altura do pico do metil paration presente
apenas no eletrolito suporte composto por tampdo BR pH 6. E importante ressaltar que a
matriz utilizada neste experimento foi obtida através da amostra de mel apds aplicagdo da
extracdo por ponto nuvem com Triton X-100 e diluicdo no eletrolito suporte presente na
célula eletroquimica. Para este estudo, a concentracdo de metil paration utilizada foi de 1,0
umol L1, Um trabalho anterior relatou que um valor de MEa abaixo de 85% indica supressdo
do sinal durante a leitura, enguanto valores acima de 115% indicam um aumento no sinal

(KOJRO et al., 2019). Para valores entre 85 e 115% o efeito de matriz é desprezivel. O valor
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obtido neste trabalho foi de 75% indicando que houve uma pequena diminui¢do nas correntes
de pico para o metil paration. Essa diminuicdo de corrente esta relacionada a presenca do
tensoativo Triton X — 100 durante a extragdo por ponto nuvem, que, como mencionado
anteriormente, quando adicionado na fase micelar, aumenta a viscosidade da solugéo de célula
eletroquimica, o que diminui o transporte de massa de metil paration para a superficie do
eletrodo.

Segundo Krojo et al. (2019), o efeito da matriz sobre a CPE esta diretamente relacionado
a presenca e aumento da concentracdo de surfactante. Este efeito é semelhante ao encontrado
em outros trabalhos publicados na literatura, onde a presenca de Triton X — 100 causou
diminuicdo dos sinais de corrente na determinacdo de alguns metais, como Cd, Pb
(GOUVEIA-CARIDADE, BRETT, 2006) e Ni (HRASTNIK, JOVANOVSKI, HOCEVAR,
2020) e tujona (substancia ativa de origem vegetal) (KOWALCZE, JAKUBOWSKA, 2018).
No entanto, a diminui¢cdo nos valores atuais de MP causada pela presenca de Triton X — 100
foi pequena e a melhora na resolucéo do sinal apds o uso de CPE foi significativa e vantajosa
quando comparada as medicGes feitas diretamente no mel. Assim, a CPE diminuiu
notavelmente os efeitos dos interferentes presentes no mel na reducdo eletrogquimica de MP,
permitindo analises mais confiaveis e reprodutiveis. Apos otimizacdes de CPE e SWV, as
caracteristicas analiticas de CPE-SWV foram investigadas e comparadas com 0S mesmos
parametros obtidos sem a etapa de CPE. Os parametros obtidos pelo método SWV com e sem

uma etapa de CPE anterior estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas analiticas para determinacdo de metil paration com e sem CPE.

Parémetros analiticos Sem CPE (SWV) Com CPE (CPE-SWV)
Sensibilidade (LA L/umol) 0,154 0,937
Limite de detecgdo (umol L) 0,03 0,006
Limite de quantificacdo (umol L™) 0,1 0,021
Faixa linear (umol L™) 0,5-16,0 0,125-2,0
Coeficiente de Correlagéo (R) 0,998 0,998
Fator de pre-concentragdo |  ---—-- 6,1
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A faixa linear foi obtida entre 0,125 e 2,0 umol L™ com excelente coeficiente de
correlacgéo linear (R? = 0,998) ap6s uso da CPE. Essa faixa linear foi menor em relagdo ao
resultado obtido antes da CPE. Essa mudanca pode estar relacionada a presencga de Triton X-
100 no metodo usando CPE, que, como discutido anteriormente, aumenta a viscosidade da
solucdo e diminui a taxa de transferéncia de massa de metil paration para o eletrodo
(RUSINEK et al., 2015). Mesmo aumentando a concentracdo do analito na célula
eletroquimica, o eletrodo ndo pdde responder linearmente conforme o esperado e o intervalo
diminui.

Apesar da menor faixa linear, a concentracdo de agrotoxicos comumente encontrados
no mel é baixa e o método apds a CPE foi mais sensivel e apresentou menor limite de
deteccdo quando comparado sem a etapa de extracdo por ponto nuvem. Além disso, para
amostras que contém concentra¢fes acima da faixa linear, o aumento da diluicdo da amostra
no eletrdlito apés a CPE contorna o problema. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
calculados conforme descrito na secdo 3.1. Os valores de LD e LQ obtidos pelo método CPE-
SWV foram de 0,006 e 0,021 umol L, respectivamente. Considerando a densidade do mel, o
valor LD foi de 1,16 ug kg™! e 0 LQ foi de 4,06 pg kg™!. Esses resultados confirmam que a
CPE proporcionou uma melhoria de 5 vezes no LD quando comparado ao valor obtido com a
deteccdo direta de metil paration (apenas diluicdo de metil paration no eletrélito).

O fator de pré-concentragdo foi calculado pela razéo entre a inclinagdo da curva obtida
com CPE e a inclinacdo obtida sem CPE (diluicdo direta do padrdo metil paration no eletrélito
de suporte) (RUSINEK et al., 2015), conforme mostrado na literatura (RUSINEK et al., 2015;
SARIDAL, ULUSOY, 2019; LUO et al., 2019; MARIN et al., 2020). Assim, a etapa CPE
promoveu um aumento na sensibilidade de 6,1 vezes. Além disso, como apresentado na
Figura 10, o metil paration ndo pdde ser medido diretamente em amostras de mel (logo apds a
diluicdo no eletrdlito). Assim, o método CPE-SWV desenvolvido foi empregado na

determinacédo de metil paration em amostras de mel.

4.4. APLICACAO DO METODO CPE-SWV PARA DETERMINACAO DE METIL
PARATION EM AMOSTRAS DE MEL

A preparacdo da amostra foi realizada ap0s a otimizagdo da CPE. Exatamente 200 uL

da fase organica extraida das amostras de mel foram diluidos em 4,8 mL de eletrdlito de

suporte contido na célula eletroquimica. Nao foi detectado metil paration em nenhuma das
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amostras de mel analisadas pelo CPE-SWV usando o eletrodo DDB. A precisdo do método
foi avaliada por testes de adicdo e recuperacdo utilizando quantidades conhecidas de metil
paration (0,25, 0,5 e 1,0 umol L equivalente a 48,4, 96,8 e 193,5 ug kg1, respectivamente)
que foram adicionadas as amostras de mel.

A Tabela 5 mostra os valores de recuperacdo para o metil paration no mel obtidos apds
a analise CPE-SWV. De acordo com os resultados, o0 método proposto foi preciso e exato,
com valores aceitaveis de recuperagdo entre 94 - 106%. Além disso, foram encontrados
baixos desvios-padrdo (entre + 0,02 e + 0,06 umol L), demonstrando a confiabilidade do

método proposto.

Tabela 5: Valores de recuperacdo encontrados pelo método CPE-SWV em duas amostras de

mel (A e B) fortificadas com concentracdo conhecida de metil paration.

Encontrado antes  Metil paration Encontrado apoés

Amostras da CPE fortificado fortificacao Recugeragao
(umol L) (umol L) (umol L) (%)
<LD 0,25 0,25+ 0,02 99 +8
A <LD 0,5 0,47 £ 0,02 94 £3
<LD 1,0 1,06 + 0,04 106 + 4
B <LD 0,5 0,53 +0,03 104 +6
<LD 1,0 0,99 + 0,06 98 £ 6

O tempo total de analise do método CPE — SWV foi calculado através do tempo
necessario para o tratamento das amostras de mel e aplicacdo de CPE (1 h para 8 amostras)
somado ao tempo de cada leitura eletroquimica por SWV (45 s). Considerando que o tempo
necessario para o tratamento das amostras por CPE é o mesmo, o tempo para a determinacéo
eletroquimica de metil paration pelo método proposto (45 s) foi sensivelmente menor quando
comparado ao tempo de retencdo das leituras cromatograficas que também utilizam CPE em
preparacdo de amostras, por exemplo, por GC-FPD (11 min) (ZHAO et al., 2011) ou HPLC
(7,5 min) (SEEBUNRUENG et al., 2011). Além disso, o LD do método proposto neste
trabalho (1,16 pg kg') é menor ou préximo quando comparado com trabalhos que
empregaram HPLC (30 ug kg') (SEEBUNRUENG et al., 2011) ou GC-FPD (1,5 pg kg?)
(ZHAO et al., 2011). Por outro lado, a determinacdo simultanea realizada por técnicas
eletroquimicas é dificultada a medida que aumenta 0 nimero de compostos estruturalmente

semelhantes (contendo 0 mesmo centro eletroativo) a serem analisados na mesma amostra, o
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que ¢ facilitado pelos métodos cromatogréaficos constituindo uma vantagem.

Tabela 6: Valores de recuperagédo obtidos pelo método CPE-SWYV em duas amostras de mel

enriquecidas com gquantidades conhecidas de metil paration (n=3).

Metil paration  Concentracdo encontrada

Encontrado - ) o Recuperacgéao
Amostras o fortificado apos fortificagdo
(g kg™?) B . (%)
(Hg kg™) (Hg kg™)
<LD 48,4 48 + 4 99+8
A <LD 96,8 91+2 94 +3
<LD 193,5 205+ 6 106 + 4
<LD 48,4 50+2 102 +5
B <LD 96,8 102+5 104 +5
<LD 193,5 193+ 12 99+7

Os resultados de SWV ap6s aplicacdo da extracdo por ponto nuvem para amostras de
mel enriquecidas e as respectivas curvas de adicdo padrdo para a determinacdo de metil
paration em amostras de mel sdo mostradas na Fig. 11. Os sinais representam as amostras de
mel fortificadas com metil paration em diferentes niveis de concentragdo ap6s CPE e 25 vezes
diluidas em solugdo tamp&o BR pH 6. Todos os coeficientes de correlagdo linear (R?) foram
maiores que 0,988. A quantificacdo de metil paration foi realizada pelo método de adicao
padrdo. Pode-se observar que nenhum sinal indesejado da matriz organica do mel foi obtido
nas condicdes otimizadas. Isso infere que o procedimento de otimizacdo de CPE foi bem
sucedido e ndo houve interferéncia na quantificacdo de metil paration em diferentes amostras
de mel. Picos bem definidos de reducdo de metil paration foram obtidos em -0,68V. Além
disso, ndo foram observados desvios de potencial de pico dentro da janela de potencial. E
importante mencionar que ap6s o uso do CPE as amostras de mel apresentaram aspecto

limpido (transparente).
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Figura 11: Esquerda: (A, C e E) voltamogramas (fundo corrigido) para determinacdo de metil

paration em amostras de mel enriquecidas com solugfes padréo para resultar nas seguintes

concentragdes finais na célula: (A) 0,25 pmol L™t (48,4 ug kg*), (C) 0,5 umol L™ (96,8 ug

kg™ e (E) 1,0 umol L™ (193,5 pg kg ™). 1° varredura refere-se ao eletrdlito; 22 varredura para

amostras com mel; 3% a 5% varreduras apo6s adicdo de solucGes padrdo de metil paration.
Direita: (B, D e F) respectivas curvas analiticas (R?>=0,988 em B, R?=0,999 em D, R?=0,990

em F).
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O regulamento europeu 396/2005 e do Conselho sobre os niveis maximos de

residuos (LMRs) de pesticidas em alimentos e ra¢des de origem vegetal e animal e alterando a
Diretiva do Conselho 91/414/EEC (EUROPEAN REGULATION, 2005) relata que o nivel
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maximo permitido de metil paration no mel deve ser 10 mg kg™. No Brasil, a Instrucdo
Normativa n° 5 de 2019 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
(NORMATIVE INSTRUCTION, 2019) estabelece o limite maximo de 20 mg kg de metil
paration no mel. O LD do método proposto (1,16 mg kg™) é baixo o suficiente para atender

aos limites maximos estabelecidos de metil paration em mel aprovado para consumo humano.

4.5. SELETIVIDADE (ESTUDO DE INTERFERENCIA)

O estudo de possiveis interferentes presentes em amostras de mel foi realizado por
medidas voltamétricas de metil paration utilizando o DDB nas mesmas condicdes
experimentais otimizadas. Foi considerado um limite de tolerancia de £10% para a variagéo
na corrente de pico de 0,5 pmol L de metil paration na presenca e auséncia de interferentes
conforme descrito na literatura recente (PINAR et al., 2020; SQUISSATO, RICHTER,
MUNOZ, 2019). A razdo de concentracdo entre interferentes e metil paration (interferentes:
metil paration) foi estudado em dois niveis, 1:1 e 5:1. Verificou-se que a presenca de 1:1 ou
5:1 dos fons coexistentes Na*, K*, Ca?*, Mg®", Cu?*, Fe?*, CI-, SO, POs*, NO3™ nio
apresentou nenhum efeito de interferéncia no sinal intensidade ou deslocamento do potencial
de reducdo de metil paration. Além disso, avaliou-se a influéncia dos agrotdxicos fipronil
(comumente utilizado na apicultura), diazinon, deltametrina, clorpirifés, malation, bem como
dos herbicidas atrazina e 2,4 D.

Os resultados mostraram que a intensidade do sinal de metil paration ndo se alterou
dentro da faixa toleravel (£10%) nas propor¢des 1:1 e 5:1 na presenca de fipronil, diazinon,
deltametrina, malathion, atrazina e 2,4D. N&o foi observado deslocamento do potencial de
pico ou qualquer sinal indesejavel dentro da janela de potencial estudada (-0,5 a —0,9V) que
pudesse comprometer a determinacdo do metil paration. Por outro lado, a presenca de
clorpirifés causou diminuicdo do sinal de metil paration em 16,3% e 22,7% quando a relacdo
interferente: metil paration foi de 1:1 e 5:1, respectivamente. Apesar da diminui¢do do sinal,
ndo foram observados outros sinais voltamétricos além do metil paration e o método de
adicdo padrdo pode solucionar possiveis efeitos de interferéncia causados pela presenca de
clorpirifés. Ressalta-se que o método proposto aplicado a amostras reais de mel ndo
apresentou efeitos de interferéncia de outros compostos, pois os valores de recuperagédo
ficaram na faixa entre 94 e 100%.

A Tabela 7 apresenta uma comparacdo entre os parametros analiticos obtidos com a

metodologia desenvolvida neste capitulo com os das publicacdes reportadas na literatura.
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Tabela 7: Comparacdo entre as caracteristicas analiticas do método proposto e outros métodos eletroanaliticos relatados na literatura
para determinacdo de MP em diferentes amostras.

Amostra Técnica Eletrodo Técnica de Faixa linear LQ T leitura Referéncia
extracio mol L™ S
¢ (1 ) (nmol LY (s)
Vegetais DPV BCL@MOF Extracdo com 0,1-38,0 67 nr, WANG et al., 2019
nanofibers/chitosan/GCE metanol
Vegetais AMP AChE-SF/MWNTSs/GCE Extracdo com 3,5-20,0 500 50 XUE et al., 2012
éter
Agua de torneira AMP OPH-based sensor Diluigdo no 5-82 2 n,r, STOYTCHEVA et
eletrélito al., 2014
Solo, suco de DPV GNBG immobilized in n,r, 0,02 -0,153 6 n,r, SINGH et al., 2019
batata e agua Naf/GCE
Solucéo aquosa Ccv AChE-Au-PPy/GCE Diluicéo no 0,018 - 0,45 7,5 40 GONG, WANG,
eletrélito ZHANG, 2009
Vegetal AMP ITO-CuO Extracdo com 0,01-0,16 6,7 n,r, TUNESI et al.,
tampdo fosfato 2018
Urina e suco de DPV NiO-SPE Diluigdo no 0,1-30 24 80 KHAIRY, AYOUB,
tomate eletrélito BANKS, 2018
Vegetais AMP Ag@GNRSs/SPCE Extracdo com 0,005 - 2780 5 50 GOVINDASAMY
tampado fosfato etal., 2017
Agua residual e DPV NPG/GCE Diluigdo no 0,5-150 20 n,r, GAO et al., 2019
&gua do mar eletrolito
Agua potavel DPCSV CPME Diluicdo no 0,1-50 39 300 OLIVEIRA et al.,
eletrolito 2017
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Tangerina cVv MIP/AuNPs/GCE Extracdo com 0,050 - 15 10 12 WANG et al., 2018
éter dietilico
Agua do rio cVv MIP/N-GS/Au Diluicdo no 0,37 -37 37 24 XUE et al., 2014
eletrolito
Suco de maca DPV Au/chitosan fiber- Diluicdo no 10 - 200 800 nr, JIN, LIU WEI,
modified BDD eletrolito 2013
Amostras de 4gua SWV CPE-ZrO; Diluicéo no 0,02-12,7 8 600 PARHAM,
eletrélito RAHBAR, 2010
Nd (0AV Escherichia coli-SPCE n, 2-80 500 24 KUMAR,
D’SOUZA, 2011
Amostras de dgua DPAd MWCNTs-PAAM/GCE Diluicéo no 0,005 -10 2 300 ZENG et al., 2012
eletrélito
5\
Frutas e vegetais DPV GO-SPCE Extracdo com 0,03 -670 1,2 32 MANAVALAN et
tampado fosfato al., 2020
Amostras de mel DPV Hanging Hg working Extragdo com n,d, 196 30 TSIAFOULIS,
electrode cloroférmio NANOS, 2010
Amostras de mel SWV BDD CPE 0,125-2,0 6 45 ESTE TRABALHO

n.r.: Nao reportado; BCL.: lipase de Burkholderia cepacia; MOF: Estruturas metal-organicas; GCE: Eletrodos de carbono vitreo; AChE: Acetilcolinesterase; SF:
fibroina de seda; MWNTSs: nanotubo de carbono multiwall; ITO: Oxido de indio-estanho; CuO: Oxido de cobre; NiO: dxido de niquel; SPE: eletrodos serigrafados;
Sensor baseado em OPH: Biossensor amperométrico de organofosforado hidrolase; Ag@GNRs: nanofitas de grafeno suportadas por particulas de prata; SPCE:
eletrodo de carbono serigrafado; NPG: ouro nanoporoso; CPME: eletrodo de pasta de carbono modificado com biochar; DPCSV: voltametria de stripping catodico
de pulso diferencial; CPE-ZrO2: eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ZrO2; MWCNTs-PAAM: nanotubos de carbono de paredes
multiplas — poli(acrilamida); GO: nanofolhas de 6xido de grafeno MIP: polimero de impressdo molecular; AuNPs: Nanoparticulas de Ouro, N-GS: folhas de
grafeno dopadas com nitrogénio; Au: ouro; GNBG: nanoparticula de ouro/vermelho neutro-BSA (albumina de soro bovino)-grafeno; Naf: Nafion; BDD: Diamante
dopado com boro; PPy: Polipirrol; Glu: glutaraldeido; s-SWCNTs: nanotubos de carbono de parede simples; AMP: Amperometria; DPV: Voltametria de Pulso

Diferencial; CV: Voltametria ciclica; SWV: Voltametria de onda quadrada;

98



Pode-se observar que o trabalho proposto apresentou limite de deteccdo inferior a
alguns artigos e proximo a outros que utilizaram biossensores (XUE et al,, 2012; TUNESI et
al,, 2018; STOYTCHEVA et al,, 2014; GONG, WANG; ZHANG, 2009; KUMAR, SOUZA,
2011; WANG et al,, 2019; SINGH et al,, 2019; KUMAR, SUNDRAMOORTHY, 2019), Um
dos estudos utilizando biossensores apresentou valores de LD inferiores ao método proposto
(KUMAR, SUNDRAMOORTHY, 2019). No entanto, a amostra investigada neste trabalho
foi uma solucdo padréo contendo eletrdlito suporte e adi¢des de concentracdes conhecidas de
MP, Assim, a influéncia da matriz das amostras reais ndo foi considerada. Em outros
trabalhos citados na Tabela 7, a determinacdo de metil paration utilizando eletrodos
serigrafados modificados é mostrada (GOVINDASAMY et al, 2017; KHAIRY, AYOUB,
BANKS, 2018; MANAVALAN et al,, 2020), Em um desses trabalhos, o LD do método
proposto foi menor ( KHAIRY, AYOUB, BANKS, 2018), enquanto em um segundo trabalho,
0 LD encontrado foi maior (GOVINDASAMY et al,, 2017), Comparando o método proposto
neste capitulo com alguns estudos utilizando eletrodos modificados com um polimero de
impressdo molecular (MIP) (XUE, et al., 2014; WANG et al., 2018), o CPE-SWV apresentou
LD menor.

Um dos Unicos estudos que analisou metil paration em mel apresentou LD maior em
relacdo a este capitulo (TSIAFOULIS, NANOS, 2010). Além disso, os autores utilizaram 0
eletrodo de mercurio que apresenta algumas vantagens na determinacdo de agrotéxicos em
mel, como boa reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade, ampla faixa de potencial
catodico e processos adsortivos irreversiveis minimos na superficie do eletrodo de Hg, No
entanto, seu uso vem decaindo devido & alta toxicidade ao analista e/ou a0 meio ambiente,
além do acumulo de residuos gerados apés cada analise (GONCALVES-FILHO, SILVA,
SOUZA, 2020; WAHEED, MANSHA, ULLAH, 2018; LU et al, 2018; ARINO et al, 2017).

Em relacdo ao eletrodo de DDB utilizado neste capitulo, nenhuma modificacdo da
superficie do eletrodo de trabalho se tornou necessario, Os trabalhos citados na Tabela 7 para
a determinacdo de MP propuseram o uso de eletrodos modificados quimicamente e/ou
eletroquimicamente ou por imobilizacdo de enzimas sobre a superficie do eletrodo. As etapas
de modificacdo de um eletrodo requerem atencdo sendo uma tarefa muito desafiadora e o
sucesso desta etapa reflete diretamente no desempenho do eletrodo (KHAIRY, AYOUB,
BANKS, 2018; RHOUATI, MAIDINASAB, HAYAT, 2018).
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O eletrodo DDB tem recebido atencdo de pesquisadores ao longo dos anos por
apresentar diversas vantagens sobre eletrodos de carbono tradicionais, como carbono vitreo e
pasta de carbono (PINAR et al, 2020). Essas vantagens incluem: (i) uma janela de potencial
eletroquimico maior que amplia a variedade de moléculas que podem ser determinados em
potenciais mais altos (positivos ou negativos), (ii) baixas correntes de fundo, (iii) alta
resisténcia quimica e mecanica, (iv) biocompatibilidade, (v) cinética de transferéncia de
elétrons rapida, (vi) alto poder de oxidacdo que pode ser usado para garantir a limpeza do
eletrodo e evitar a contaminacdo da superficie por adsorcéo, (vii) estabilidade em meio acido
e alcalino e custo minimo de nimero de reagentes e etapas de manuseio antes das leituras
(PINAR et al, 2020; LOURENCAO et al, 2020; FREITAS et al., 2019).

E importante mencionar que a determinagdo de metil paration em amostra de mel
foi possivel usando o eletrodo DDB ndo modificado, evitando as tediosas etapas de
modificacdo. A comparacdo dos trabalhos citados na Tabela 7 com o eletrodo DDB utilizado
neste capitulo mostra que apenas o eletrodo de gota de mercdrio (TSIAFOULIS, NANOS,
2010) nédo foi modificado para a determinacdo de metil paration. Todos 0s outros exemplos
mostraram eletrodos modificados por diferentes procedimentos. Apenas quatro (KUMAR,
SUNDRAMOORTHY, 2019; GOVINDASAMY et al,, 2017; MANAVALAN et al,, 2020;
ZENG et al, 2012) dos dezenove estudos citados na Tabela 7 apresentaram valores de LD
inferiores ou préximos ao obtido neste capitulo com o uso do eletrodo DDB para
determinacédo de metil paration.

A modificacdo da superficie dos eletrodos muitas vezes leva a resultados de baixa
reprodutibilidade, requer uma etapa de preparagdo e modificacdo demorada do eletrodo e
aumenta os gastos com reagentes e componentes (enzimas, nanomateriais, células, etc,)
(PINAR et al, 2020), A modificacdo pode ser facilmente desfeita por contato mecanico,
eletrolito inadequado e aplicacdo de altos potenciais. Nesse mesmo sentido, a vida util dos
biossensores é um fator determinante durante a andlise e deve receber atencdo especial no
controle de alguns parametros, como potencial aplicado, eletrélito, pH e temperatura para que
ndo haja desnaturagdo de enzimas e/ou ou morte de bactérias usadas para modificar a
superficie do eletrodo (KHAIRY, AYOUB, BANKS, 2018; THIVYA, RAMYA, WILSON,
2020; L1 et al, 2014), Além disso, eletrodos modificados por enzimas podem ser afetados por
diferentes contaminantes, como metais pesados que comprometem a seletividade do método
durante a determinacdo de organofosforados (KHAIRY, AYOUB, BANKS, 2018;
RHOUATI, MAJDINASAB, HAYAT, 2018; GU et al, 2020).

100



O resultado € a perda de reprodutibilidade, vida curta do eletrodo e interrupgdo das
andlises para realizar uma nova e tediosa etapa de modificacdo, Considerando que o
tratamento eletroquimico leva apenas 30 s, 0 uso do eletrodo DDB sem nenhuma modificagdo
teve um desempenho melhor do que a maioria dos trabalhos citados, incluindo rapidez nas

leituras, simplicidade, baixo custo e alta detectabilidade do metil paration.

5. CONCLUSAO

Neste capitulo, um novo método foi desenvolvido para determinacdo de metil
paration em amostras de mel usando extragdo por ponto nuvem (CPE) acoplada a deteccdo
voltamétrica de onda quadrada (SWV) em um eletrodo de diamante dopado com boro (DDB).
Os parametros de CPE (concentracdo de surfactante Triton X-100, concentracdo de NaCl e
tempo de aguecimento) bem como os parametros de SWV (frequéncia, degrau, amplitude,
potencial de condicionamento) foram investigados e otimizados. O CPE-SWV proposto
apresentou curto alcance linear, mas sensibilidade 6 vezes maior em comparacdo ao valor
obtido sem a etapa de extracdo por ponto nuvem (diluicdo direta de metil paration em
eletrolito suporte), indicando a eficacia da etapa CPE para pré-concentracdo de metil paration
e reducdo de interferéncia na matriz da amostra. Além disso, foram obtidos valores de
recuperacdo satisfatorios com o método proposto para a determinacdo de metil paration em
amostras de mel enriquecidas, 0 que ndo seria possivel sem a etapa CPE, devido as
interferéncias no pico de reducdo de metil paration. Assim, a combinacdo de CPE e SWV é
uma grande promessa para a determinacdo de pesticidas em amostras complexas (alimentos,
ambientais, etc), devido ao uso de instrumentacdo portatil e de baixo custo, emprego de
pequena quantidade de reagentes de baixa toxicidade e uso de um eletrodo de trabalho nao

modificado.
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