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RESUMO

Microextracao liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica
flutuante para pesticidas carbamatos em frutos

Carbamatos séo pesticidas utilizados no controle de pragas, como insetos,
fungos e vermes na agricultura, e estdo associados a graves intoxicacoes em
humanos e também danos ambientais. Portanto, o desenvolvimento de métodos
de extracdo e quantificacdo de residuos de pesticidas em alimentos tornou-se
de fundamental importancia. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi
desenvolver um procedimento analitico limpo empregando a microextracao
liquido-liquido dispersiva com solidificagcdo da gota organica flutuante para
extragdo simultinea dos pesticidas carbamatos, carbendazim, aminocarb,
carbofurano e carbaril em amostras de frutos. O procedimento experimental foi
otimizado em que 308 pL de amostra foi adicionada em 100 pL de 1-decanol e
24 uL de acetonitrila, agitada a 200 rpm por 10 minutos, centrifugada por 15
minutos a 4000 rpm (20 °C) e refrigerada por 15 minutos até solidificacdo do
solvente extrator. Em seguida, com o auxilio de uma seringa, a fase liquida foi
retirada e as goticulas do solvente extrator, antes solidificadas, foram fundidas
em temperatura ambiente. O extrato foi ressuspendido com 150 uL de
acetonitrila e levado ao HPLC-UV (280 nm). Respostas lineares foram
alcancadas e descritas pelas equacdes (mg L™1): 0,04 a 8,00, Area do pico =
85,50 C - 1,07, R2 = 0,999 para o carbendazim; 0,5 a 8,00, Area do pico = 16,47
C - 2,04, R2 = 0,997 para o aminocarb; 0,08 a 8,00, Area do pico = 26,40 C -
2,25, R?2 = 0,999 para o carbofurano; e 0,07 a 8,00, Area do pico = 85,78 C - 9,75,
R? = 0,995 para o carbaril. Limites de detec¢do (mg L) foram estimados em 0,03
para carbendazim; 0,2 para aminocarb; 0,07 carbofurano; e 0,06 para carbaril.
Os coeficientes de variacdo (n = 11) variaram de 2,3 a 5,2 %. Estudos de adicéo
e recuperacdo para os pesticidas em amostras de magd, morango e tomate
foram realizados pela metodologia proposta, obtendo porcentagens de
recuperagdo estimadas entre 66 e 102%. A metodologia proposta com o
emprego da microextracao liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota
organica flutuante apresenta vantagem na miniaturizacdo do processo,
reduzindo as quantidades de amostra e solvente, conseguentemente o custo e
atende os principios da quimica analitica verde.

Palavras-chave: DLLME-SFOD, Quimica analitica verde, Carbaril, Carbendazim,
Carbofurano, Aminocarb



Abstract

Dispersive liquid-liquid microextraction with solidification of the floating
organic drop for carbamate pesticides in fruits

Carbamates are pesticides used in pest control, such as insects, fungi and
worms in agriculture, and they are associated with poisoning in humans and to
environmental damage. Recently, the development of methods for the extraction
and quantification of pesticide residues in foods has become highly relevant.
Therefore, the aim of this study was to develop a clean analytical procedure
emploiting dispersive liquid-liquid microextraction with solidification of the floating
organic droplet for simultaneous extraction of pesticides carbamates, that is,
carbendazim, aminocarb, carbofuran, and carbaryl in fruits. The optimized
conditions for the procedure consider a consumption of 308 puL of sample which
was added in 100 pL of 1-decanol and 24 pL of acetonitrile. After stirring this
mixture at 200 rpm for 10 minutes, it was centrifuged for 15 minutes at 4000 rpm
(20 °C) and refrigerated for 15 minutes until that the extractant solvent would
solidify. Then using a syringe, the liquid phase was removed and the droplets of
the extractant solvent, previously solidified, were melted at room temperature.
The extract was then resuspended with 150 pL of acetonitrile and a
chromatographic separation coupled to a UV-detection (280 nm) was carried out
linear responses were achieved and they can be described by the following (mg
L1): 0.04 to 8.00, Peak area = 85.50 C - 1.07, R? = 0.999 for carbendazim; 0.5 to
8.00, Peak area = 16.47 C - 2.04, R? = 0.997 for the aminocarb; 0.08 to 8.00,
Peak area = 26.40 C - 2.25, R? = 0.999 for carbofuran; and 0.07 to 8.00, Peak
area = 85.78 C - 9.75, R? = 0.995 for the carbaryl. Detection limits (mg L) were
estimated at 0.03 for carbendazim; 0.2 for aminocarb; 0.07 for carbofuran; and
0.06 for carbaryl. The coefficient of variation (n = 11) of the referred procedure
varied from 2.3 to 5.2%. Recovery studies were carried out and considered as
samples apple, strawberry and tomato, obtaining rates in the range of 66 and
102%. The proposed procedure presents as a main advantage the
miniaturization of the analytical process, in compliance with green analytical
chemistry approach, representing a cost-effective alternative to identify the
residues of those analytes in foods.

Keywords: DLLME-SFOD, Green analytical chemistry, Carbaryl, Carbendazim,
Carbofuran, Aminocarb



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formula estrutural do carbendazim (Fonte: ANVISA, s/d).......cccccovueriiieennne 20
Figura 2. Formula estrutural do aminocarb (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH - NIH,
3o ) TR PSPPSR 21
Figura 3. Formula estrutural do carbofurano (Fonte: ANVISA, s/d). ......cccccevviiieneennnee. 22
Figura 4. Formula estrutural do carbaril (ANVISA, S/d). .....cccooeeriiiiiiiienie e 22
Figura 5. Numero de publica¢des indexadas no Web of Science com o termo "Green
analytical chemistry" até 2020 (09/04/2021) (Fonte: AUTOR). ......ccevveeeiiiiiiiiiiiiineeeeeeenne 24

Figura 6. Etapas basicas da microextragdo em gota suspensa, (A) antes da inje¢cdo com
agitacédo; (B) injecdo da microgota e particao do analito e (C) recolhimento da microgota

para analise (Fonte: PINTO; PEDROSO, 2015).......ccuutiiiiiiiiiiiiiiieee e eeceirnneeee e e e 26
Figura 7. Etapas bésicas da microextracdo em fase liquida com fibra oca, (A) trés e (B)
duas fases (Fonte: adaptado de MERIB; CARASEK, (2013). ......ccevvveeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeene 27
Figura 8. Etapas basicas da microextracéo liquido-liquido dispersiva (Fonte: adaptado
de MARTINS €t al., 2012). .....uoieiiiieeiiie ettt e et e e e tae e s nnaeeesnnee e 28
Figura 9. Esquema do procedimento experimental (Fonte: Autor). .........ccccoevcvveeeennee 32

Figura 10. Cromatograma dos carbamatos 8 mg L (1) carbendazim; (2) aminocarb; (3)
carbofurano € (4) CarbANil. ...........ueiie i 35

Figura 11. Porcentagem de efeitos dos contrastes das variaveis para os carbamatos.
C1: tipo de solvente extrator; C2: tipo de solvente dispersor; C3: volume da amostra (pL);
C4: volume de solvente extrator (uL); C5: volume de solvente dispersor (UL); C6: tempo
de agitacéo (min); C7: tempo de centrifugacdo (min) e C8: velocidade de centrifugacéo

(/0 10 TSP PPRRRPPR 40
Figura 12. Carbendazim - Teste F para a média quadratica da regresséo e do residuo
(azul) e para a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho). ............ 43

Figura 13. Aminocarb - Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo
(azul) e para a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho). ............ 43

Figura 14. Carbofurano - Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo
(azul) e para a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho). ............ 43

Figura 15. Carbaril - Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo (azul)
e para a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho). ...................... 44

Figura 16. Coeficientes de regresséo, 1. Constante; 2. Volume de solvente dispersor; 3.
Interacdo entre os volumes de solvente dispersor e da amostra. (A) Carbendazim; (B)

Aminocarb; (C) Carbofurano e (D) Carbaril. ...........cccveviiiiiiiiiiii e 44
Figura 17. Graficos de superficie de resposta (ajuste fino). (A) Carbendazim; (B)
Aminocarb; (C) Carbofurano e (D) Carbaril. ...........cccveviiiiiiiiiiii e 45

Figura 18. Graficos de contorno (ajuste fino). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C)
Carbofurano @ (D) Carbaril............coooiiiiii i 46



10

Figura 19. Graficos de superficie de resposta (robustez). (A) Carbendazim; (B)
Aminocarb; (C) Carbofurano e (D) Carbaril. ............oueeeiieeiiiiiiiee e 49

Figura 20. Graficos de contorno (robustez). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C)
Carbofurano € (D) Carbaril. ..........ooeiiiiiiiiiiiiie e 50

Figura 21. Efeito da adicdo de sal sob as porcentagens de recuperagdo dos analitos.



11

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo do carbendazim (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d). .............. 20
Tabela 2. Classificagéo do aminocarb (Fonte: adaptado de NATIONAL INSTITUTES OF
= I I SRR 21
Tabela 3. Classificagcéo carbofurano (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d)..........ccccueee.... 21
Tabela 4. Classificacdo do carbaril (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d). .........ccccuvveeee... 22
Tabela 5. Os 12 principios de Quimica Verde propostos por Anastas e Warner (Fonte:
ANASTAS; EGHBALI, 2009). ....oiiiiiiiiiiiieeeiieeesiiie e siee e seee e stee e stee e sneeeesnseeeassaeesanseeennns 23
Tabela 6. Principais solventes utilizados na DLLME-SFOD e principais caracteristicas
(Fonte: MANSOUR; DANIELSON, 2017). ..cciuiieiiieeiiiieesieeesieeeesieeeessseeeaneaesnneeessnneeens 29
Tabela 7. Extracdo de pesticidas com DLLME-SFOD em alimentos, agua e efluentes
(Fonte: adaptado de MANSOUR; DANIELSON, 2017). .....ccciiiiiiiiieeee e 30
Tabela 8. Condi¢cdes cromatograficas empregadas no trabalho desenvolvido (Fonte:
1 | (o ] ) PSR 33
Tabela 9. Caracteristicas analiticas dos pesticidas carbamatos. ............ccccoccvveeeeinnnen. 36
Tabela 10. Variaveis selecionadas para triagem. ..........ccceeeeveeeiiiiiciiiieeeee e 38
Tabela 11. Planejamento fatorial fracionario 284 com valores codificados. .................. 38
Tabela 12. Planejamento fatorial fracionario 284 com valores reais e porcentagens de
recuperagao dOS ANANTOS ..........uiiiiiiiiie e 39
Tabela 13. Variaveis selecionadas para ajuste fino. .........ccccceeeviviiiiiiiieee e 41
Tabela 14. Planejamento fatorial 2% com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais com valores
(oo [1{0%=To [0 1TSS SUPPRROTRRI 41
Tabela 15. Planejamento fatorial 2% com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais com valores
reais e porcentagens de recuperacao dos analitos. .............cccccvveieeeeeei i 42
Tabela 16. Caminho de ascendéncia ao maximo com valores reais e porcentagens de
recuperacao dOS ANANLOS. ...........coiiiiiiiiiiiiee e a e e 47
Tabela 17. Planejamento da robustez em torno do melhor resultado. .......................... 48

Tabela 18. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais com valores
(o0 011> [0 1 PP RSERRR 48

Tabela 19. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais com valores
reais e porcentagens de recuperagao dos analitos. .............coccvvviiiieeeeiis i e 48

Tabela 20. Porcentagens de recuperacdo previstas e obtidas experimentalmente para
(oS- T =10 13 PPPSSEPRR 51

Tabela 21. Teste t aplicado para amostras independentes no estudo da adi¢éo de sal.

Tabela 22. Parametros otimizados da DLLME-SFOD para extragédo de quatro pesticidas
(0= 14 o= 14 F= 10 1S3OS PRSERRR 54



12

Tabela 23. Estudo de adicéo e recuperacao dos analitos em amostras de fruto in natura

Tabela 24. Procedimentos de extracdo de pesticidas empregados em amostras de
=11 01T (0 13PTSR 56



13

1. INTRODUCAO

Em busca de maximizar a producdo de alimentos na agricultura, com a
finalidade de suprir a demanda gerada pelo crescimento populacional mundial
(observado a partir do século XVIII com a industrializacdo intensificada), o agricultor
recorreu as tecnologias que pudessem impedir a consequente proliferacao elevada de
microrganismos, doencas e pragas nas lavouras. O uso de pesticidas foi uma das
alternativas mais utilizadas por produtores rurais para sanar os problemas na producéo
(MILHOME et al., 2009).

No Brasil, o termo “agrotoxicos e afins” é definido pela Lei Federal n.° 7.802 de
11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002
(BRASIL, 2002), como:

‘produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no 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 composicéo
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento”.

De acordo com dados divulgados pela Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacado e Agricultura (FAO - Food and Agriculture Organization), o Brasil ocupa o
7° lugar do ranking mundial, em relagédo a quantidade de pesticidas aplicados por hectare
de terra cultivada. Quando se trata da quantidade total aplicada desses insumos
agricolas, o pais passa a ocupar a 112 posicdo (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 2017).

Segundo Wang et al. (2015), pesticidas geram preocupacao, principalmente em
relagdo ao meio ambiente e a saude humana, devido a alta bioacumulacéo, toxicidade
e persisténcia apresentada por esses compostos, uma vez que sao lipossolaveis e
apresentarem alta estabilidade.

De acordo com Menck et al. (2015), o leite humano pode ser usado como
indicador eficiente da exposicdo humana a residuos de pesticidas, sendo assim 0s

autores analizaram estudos brasileiros referentes a concentragéo de pesticidas no leite
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humano, exposicdo de gestantes e lactantes a esses compostos, e isso foi
correlacionado com o desenvolvimento de defeitos congénitos e mortalidade de recém
nascidos. De maneira geral, nos 21 estudos selecionados e analisados, foi detectada a
presenca de no minimo um residuo de pesticida no leite materno e associacdes com
mortalidade e defeitos congénitos de neonatos.

Lazzeri (2017) afirma que, entre os anos de 2007 e 2014, foram notificados no
Brasil, o total de 25.106 casos de intoxicacéo por pesticidas em individuos, destes 3.723
ocorreram no estado do Parana. Considerando apenas 0s casos relatados,
aproximadamente 8 brasileiros por dia foram contaminados por pesticidas.

Os pesticidas podem ser classificados de diversas formas: finalidade, grupo
guimico, origem quimica (organico ou inorganico) e nivel téxico. A forma mais comum é
de acordo com a estrutura quimica, como organoclorados, organofosforados,
carbamatos, triazina, piretroides, cloroacetamidas, neonicotinoides, organossulfurados,
fenilpirazois, juvenoides e antiHJ (PAVANI, 2016).

Os carbamatos sdo compostos quimicos amplamente utlizados na
agropecuaria como inseticidas, fungicidas, parasiticidas ou como zoossanitarios e estao
associados as intoxicacfes (inalacéo, ingestdo oral ou exposi¢cdo dérmica) que podem
ser acidentais ou propositais (tentativa de suicidio ou envenenamento, por exemplo) em
animais e seres humanos. A forma de acdo é através da inativacao da colinesterase,
impedindo a inativacdo da acetilcolina, horménio neurotransmissor cuja producao advém
do sistema nervoso central e periférico. A toxicidade desses produtos decorre,
sobretudo, de insuficiéncia cardiorrespiratéria por comprometimento do sistema nervoso
autdbnomo (SOUSA et al., 2009).

A exposicdo dérmica aos carbamatos torna-se mais critica quando o organismo
esta em temperatura ambiente elevada. Experimentalmente, quantidades consideraveis
de alguns carbamatos e seus metabdlitos tem sido encontradas no leite de maes que
sofreram algum tipo de exposicdo a esse composto. Como também sdo encontrados
residuos destes pesticidas em produtos comestiveis devido a aplicagdo como inseticidas
em hortifrutigranjeiros (CALDAS, 2000).

No Brasil, o registro de agrotoxicos nao tem prazo de validade, desta forma, uma
vez que o produto é registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
entra para 0 mercado, este pode ser comercializado por tempo indeterminado. A
reavaliacdo é feita apenas devido a novas informacdes oriundas dos sistemas de

monitoramento, dendncias ou pesquisas cientificas (ANVISA, 2020).
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O pesticida carbendazim, também conhecido como MBC ou carbendazol, é
utilizado no Brasil, em grande variedade de frutas e hortalicas, também é aplicado em
culturas nas sementes de algodéo, folhas de citros, sementes e folhas de feijao e soja,
e em folhas de trigo (COUTINHO et al., 2006). O carbendazim, comumente é absorvido
pelas vias orais, respiratorias e dérmica e, caso a ingestdo for maior que o limite
estabelecido (ingestdo diaria aceitavel - IDA), pode gerar irritacdes, dermatites e
gueimaduras na pele e nos olhos. Pode causar alteragcbes hormonais e também
toxicidade no processo de reproducdo humana (RAMA et al.,, 2014). Atualmente, a
ANVISA iniciou o processo de reavaliacdo deste pesticida devido aos possiveis efeitos
de carcinogenicidade, mutagenicidade e toxicidade reprodutiva e no desenvolvimento
(ANVISA, 2020).

O pesticida aminocarb, € um inseticida carbamato utilizado na agricultura para
tratar graos armazenados, gramados, frutas e vegetais, a fim de controlar uma série de
insetos (NI et al., 2009). Esse pesticida ndo possui registro na ANVISA, porém é
monitorado pelo 6rgéo.

O pesticida carbofurano age como inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida.
Atualmente, € proibido o uso no Brasil devido a reavaliagdo tdxicolégica conduzida pela
ANVISA, conforme dispde a Resolu¢cdo RDC no 185, de 18 de outubro de 2017. O uso
deste pesticida gera residuos tanto em alimentos quanto, principalmente, na agua, que
representa grande risco a populacdo, como efeitos neurotdxicos, teratogénicos
funcionais (prejudica o feto na gravidez) e comportamentais (deficiéncia intelectual, por
exemplo), assim como problemas de desenvolvimento. Essas caracteristicas se
enquadram nos critérios proibitivos de registro da Lei 7.802/1989 (ANVISA, 2018).

Carbaril, € um inseticida de amplo espectro, autorizado e registrado pela
ANVISA, classificado toxicologicamente como classe Il, usado em diversas culturas.
Esse pesticida foi associado ao desenvolvimento de melanoma cutaneo, quando em
contato com a pele e exposto a radiacdo solar, podendo se transformar em tumores
cutaneos. Em exposic¢do oral aguda ou crénica em seres humanos, pode causar tontura,
confusdo mental, ndusea, parada respiratoria e até morte devido a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase e consequentemente, hiperestimulacdo do sistema nervoso central
(FERRUCIO, 2015).

Em 2001, a ANVISA juntamente com o Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz e a Secretaria de Saude do Parana

deram inicio ao Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA).
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O programa tem a finalidade de averiguar a qualidade dos alimentos in natura frente aos
residuos de pesticidas e garantir a seguranca do consumidor (CANTARUTTI et al.,
2008). Além disso, identifica os que excedem os limites maximos de residuos (LMR)
autorizados pela legislacdo, bem como a utilizacdo de pesticidas ndo permitidos, tanto
por ndo possuirem monografia aprovada, quanto por terem sido aplicados em lavouras
(ou culturas) diferentes daquelas para as quais foram aprovados pela ANVISA.

No ultimo relatorio do PARA, publicado em dezembro de 2019, referente aos
anos de 2017 e 2018, 4.616 amostras de alimentos foram analisadas, referente a 270
ingredientes ativos de agrotoxicos e 1.072 amostras foram consideradas insatisfatérias
(23%). O carbendazim apresentou o maior indice de deteccbes, sendo 41 néo
autorizadas para a cultura e 21 acima do LMR. Também foram encontrados residuos de
carbofurano em 52 amostras, que teve uso e comercializagdo proibido em 2017
(ANVISA, 2019).

Segundo Cesarino et al. (2013), com o grande uso de diversos tipos de
pesticidas, o continuo monitoramento em baixos niveis de concentracdo tem sido uma
das grandes dificuldades. Sendo assim, desenvolver novas tecnologias que permitam
extrair e determinar pequenas quantidades de pesticidas em amostras ambientais (Agua,
alimentos e solo) é um grande desafio.

Nas metodologias empregadas para extracdo de pesticidas, segundo
Sanseverino (2000), sdo utilizadas grandes quantidades de solventes organicos e alguns
sdo considerados muito toxicos, como ésteres, hexano e misturas de solventes, como
cloroférmio e metanol. Os problemas do uso desses compostos estéo relacionados a
toxicidade, inflamabilidade e os limites permitidos para a exposi¢do de individuo. O
manuseio, estocagem, transporte e descarte também sdo problemas adicionais,
principalmente devido a poluicdo do meio ambiente. Sdo considerados métodos caros
devido ao grande tempo de execucéo e alto consumo de reagentes.

Dentre as metodologias tradicionais de preparo da amostra para extracéo de
pesticidas em agua, alimentos e farmacos, uma das mais utilizadas € a Extracéo Liquido-
Liquido (LLE - Liquid-Liquid Extraction) (CALDAS et al.,, 2011). A LLE é um
procedimento que baseia na separagcédo de compostos com diferentes solubilidades em
dois liquidos imisciveis. Contudo, apesar de apresentar alta reprodutibilidade, possui
algumas desvantagens, dentre elas: demanda muito tempo e intenso trabalho
laboratorial; propensao ao pequeno potencial de automacao e grande probabilidade de

formacdo de emulsdo e uso de grandes quantidades de solventes organicos de alta
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pureza. Esses fatores tornam a extracdo cara e perigosa (geracdo de residuos
laboratoriais toxicos) (ESRAFILI et al., 2007).

O desafio € o desenvolvimento de tecnologias limpas em substituicdo as
utilizadas na maioria das vezes e conscientizacdo da importancia dessa pratica. Os
principios da quimica verde conglomeram as areas da ciéncia na totalidade, sempre
tendo como base a sustentabilidade. O desenvolvimento desses principios baseia-se:
na utilizacdo de reagentes alternativos e renovaveis, visando reduzir os reagentes
danosos e persistentes no meio ambiente; no uso de reagentes inGcuos no processo de
sintese com a finalidade de evitar perdas e aumentar o rendimento da producéo; na
utilizagdo de solventes alternativos, substituindo os geralmente empregados; no
aprimoramento de processos naturais (biossinteses e biocatélises, por exemplo); no
desenvolvimento de compostos com baixa toxicidade (seguros); no desenvolvimento de
reacdes que gerem menos residuos, porém com maior rendimento; e diminui¢cdo do
consumo de energia (PRADO, 2003).

A miniaturizacédo da LLE é uma das tendéncias no preparo de amostras que visa
diminuir a proporcdo entre os volumes do solvente organico e da fase aquosa
significativamente, propiciando assim a Microextracdo Liquido-Liquido (LLME — Liquid-
Liquid Microextraction). Entre as LLME, pode-se mencionar a Microextracdo em Gota
Suspensa (SDME - Single Drop Microextraction); a Microextracdo em Fase Liquida com
Fibra Oca (HF-LLME — Hollow Fiber in Liquid-Liquid Microextraction); e a Microextragao
Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME - Dispersive Liquid-Liquid Microextraction)
(MORADI et al., 2011).

A DLLME foi apresentada por Rezaee et al. (2006) com a finalidade de extrair
de amostras de agua, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. A metodologia consiste
na utilizac&o de dois solventes, um extrator e outro dispersor que deve ser miscivel tanto
no solvente extrator (fase orgéanica) quanto na amostra (fase aquosa) e o solvente
extrator deve ser imiscivel na fase aquosa. Devido a solugéo turva (goticulas dispersas)
formada com a injecao da mistura de solventes na solugcado aquosa, ocorre aumento da
area superficial de contato entre essas duas fases, portanto, a particdo do analito é mais
rapida. Entretanto, essa extracao utiliza solventes toxicos (geralmente hidrocarbonetos
halogenados) e mais densos que a agua, o que dificulta a separacéo do extrato.

Uma nova abordagem baseada na solidificagdo da gota orgéanica flutuante
(SFOD - Solidification of Floating Organic Droplet) foi apresentada, em que o solvente

extrator deve atender alguns requisitos, como: baixa toxicidade, densidade menor do
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que a agua e ponto de fusdo entre 10 — 30 °C. Apds a extracdo, a gota organica €
solidificada em baixa temperatura e, em seguida, facilmente coletada, fundida e
conduzida para a determinacéo analitica. Porém, o problema da baixa area de contato
entre o solvente e a amostra € uma desvantagem também (ZANJANI et al., 2007).

Na literatura s&o citadas novas maneiras de empregar a DLLME unindo
vantagens com a SFOD como a Microextracéo Liquido-Liquido Dispersiva baseada na
Solidificacdo da Gota Organica Flutuante (DLLME-SFOD) (LEONG; HUANG, 2008) e a
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva baseada na Solidificacdo da Gota Organica
Flutuante Assistida por Ultrassom (UA-DLLME-SFOD) (WANG et al. (2015).

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe),
proposto por Anastassiades et al. (2003), trata-se de um método moderno de preparo
de amostra para determinacdo multirresiduo de pesticidas em alimentos e é o mais
empregado para essa finalidade. As principais vantagens sdo: recuperacgdes altas (>
85%); alta preciséo, exatidao e rapidez; demanda baixas quantidades de solventes e
baixo risco ao analista. Uma das desvantagens € a necessidade de associacdo com
técnica analitica de alta sensibilidade como analise de espectrometria de massas devido
a baixa relagdo amostra/extrato final que é de 1:1 (g/mL) (PRESTES et al., 2009). O
custo dos kits de extracdo e do sorvente amina primaria-secundaria (PSA) também é
elevado comparado com outros reagentes.

As extracOes baseadas na DLLME sao alternativas que oferecem diversos
beneficios, dentre eles: operacao simples, rapida, barata, com alta recuperacéo e alto
fator de enriquecimento, menor dano ao meio ambiente e ao analista e com ampla
aplicacdo na analise de analitos em baixa concentracdo. Apresentam vantagens
destacaveis nos principios da quimica verde, sobretudo, devido as drasticas reducdes
de solventes organicos durante o procedimento. Essas vantagens tornam-se ainda
mais interessantes quando aliadas as vantagens da SFOD no desenvolvimento de
procedimentos de extracao de residuos de pesticidas em amostras de alimentos. Aléem
disso, o desenvolvimento de procedimentos limpos, simples, confiaveis, sensiveis e

seletivos, enriqguecem as alternativas disponiveis para as analises quimicas.
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2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1. Frutas, hortalicas e residuos de pesticidas

Os pesticidas sdo usados na agricultura para aumentar a vida (til, rendimento e
gualidade das safras. Devido ao aumento da populacdo e consequente aumento da
demanda por alimento, os pesticidas estdo sendo cada vez mais utilizados, causando
contaminagdo do meio ambiente e potencial risco a saide humana (MILHOME et al.,
2009).

De acordo com a ANVISA, os pesticidas podem ter dois modos de acéo, contato
e sistémico. Os sistémicos agem no interior dos frutos e folhas e os pesticidas de contato
atuam na superficie onde certa quantidade pode ser absorvida. Diante disso, foram
estabelecidos parametros, como a IDA que trata da quantidade maxima de ingestédo de
pesticida aceitavel por dia, com a finalidade de eliminar a possibilidade de danos a
saude. O LMR é o valor maximo de residuos de pesticidas, em miligramas por quilo (mg
de pesticida / kg de alimento), ocasionado pela aplicacéo de defensivos em determinada
cultura agricola. Para determinacao desses valores, a ANVISA tem como referéncia os
controles estabelecidos na Unido Europeia e nos Estados Unidos (ANVISA, 2020).

Em 2018, ultima publicacdo da ANVISA sobre frutas, verduras e legumes mais
contaminados por residuos de pesticidas, apontou o pimentdo como mais contaminado,
seguido do morango, pepino, alface, cenoura, abacaxi, beterraba, couve, mamao,
tomate, laranja, maca, arroz, feijao, repolho, manga, cebola e batata (HOSPITAL
ESTADUAL DE JARAGUA - HEJA, 2018). A agéncia fez testes em 46.616 amostras e
os resultados obtidos foram que 22.841,8 amostras (49%) estavam em conformidade,
13.052,5 amostras (28%) no limite maximo permitido, 10721,7 (23%) ndo conforme e
414,8 amostras (0,89%) foram consideradas com potencial risco agudo (DIARIO
AGRICOLA AGROPLANNING, 2020).

Em julho de 2020, a Administragéo de Alimentos e Medicamentos (FDA - Food
and Drug Administration) e o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA -
United States Department of Agriculture), finalizaram estudo no qual analisaram 43.700
amostras de 47 frutas e hortalicas frente & contaminacdo por pesticidas, referente ao
ano de 2019. Denominado Dirty Dozen, o estudo é realizado anualmente e apontou 0s
doze alimentos que continham maiores teores de agrotdxicos (ordem decrescente), uva

passa, morango, espinafre, couve, nectarina, maca, uva, péssego, cereja, pera, tomate
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e salséo (DIARIO AGRICOLA AGROPLANNING, 2020). Sendo assim, fica evidente a
importancia dos métodos de analises de pesticidas devido a ampla utilizacdo destas
substancias na producéo de alimentos, tanto no Brasil quanto no mundo e a correlagéo
entre exposi¢des agudas e/ou cronicas com intoxicacdes nos seres humanos, além da

contaminag&o ambiental.

2.2. Carbendazim

O carbendazim, metil benzimidazol-2-ilcarbamato, é classificado conforme a

ANVISA de acordo com a Tabela 1 e possui férmula estrutural indicada na Figura 1.

Tabela 1. Classificacdo do carbendazim (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d).

Formula molecular CoHoN3O2
Grupo quimico Benzimidazol
Classe Fungicida
Classificacao toxicologica Classe Il
MR 0,05 - 5,0 mg/kg
Maca 5,0 mg/kg
IDA 0,02 mg/kg

H
|

N
»>— NHCO,CH,
N

Figura 1. Formula estrutural do carbendazim (Fonte: ANVISA, s/d).

2.3. Aminocarb

O aminocarb, (4-Dimetilamino-3-metilfenil)N-metilcarbamato, é classificado

conforme Tabela 2 e possui formula estrutural indicada na Figura 2.
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Tabela 2. Classificacdo do aminocarb (Fonte: adaptado de NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH).

Formula molecular C11H1sN202
Grupo quimico Fenilmetilcarbamato
Classe Inseticida, lesmicida e acaricida
N

O
N 0
H
Figura 2. Formula estrutural do aminocarb (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH - NIH, s/d).

2.4. Carbofurano

7

O carbofurano, 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-ilmetilcarbamato, €
classificado conforme o portal da ANVISA de acordo com a Tabela 3 e possui formula

estrutural indicada na Figura 3.

Tabela 3. Classificacdo carbofurano (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d).

Formula molecular C12H15NOs3
Grupo quimico Metilcarbamato de benzofuranila
Classe Inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida
Classificacdo toxicolégica Classe |
LMR Proibido uso em 2017 no Brasil

IDA -
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CHs
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Figura 3. Formula estrutural do carbofurano (Fonte: ANVISA, s/d).

2.5. Carbaril

O carbaril, 1-naftil metilcarbamato, € classificado conforme o portal da ANVISA

de acordo com a Tabela 4 e possui formula estrutural indicada na Figura 4.

Tabela 4. Classificacdo do carbaril (Fonte: adaptado de ANVISA, s/d).

Formula molecular C12H11NO2
Grupo quimico Metilcarbamato de natftila
Classe Inseticida
Classificacao toxicologica Classe Il
0,02 - 100 mg/kg
LMR Tomate 0,1 mg/kg
Maca 2,0 mg/kg
IDA 0,003 mg/kg
OCONHCH,

Figura 4. Formula estrutural do carbaril (ANVISA, s/d).
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2.6. Quimica verde e quimica analitica verde

A partir da conferéncia de Estocolmo em 1972, a preocupacdo com 0 meio
ambiente ficou em evidéncia, foi 0 marco da conscientizacdo dos maleficios que as
acoes humanas causam ao ecossistema. Desde entdo, no mundo ha concordancia da
necessidade de cuidado e preservacao do meio ambiente.

O conceito da Quimica Verde foi inserido, trata-se do uso de capacidades e da
ciéncias para diminuir ou extinguir a utilizacdo ou geracdo de substancias nocivas
durante todo o processo quimico, com o objetivo de poupar a saude dos operadores e a
degradacdo do meio ambiente (ANASTAS; EGHBALI, 2009). Desta forma, o foco esta

em eliminar ou reduzir a geracao de residuos toxicos.

A Tabela 5 mostra 12 principios de Quimica Verde propostos pelos

idealizadores Anastas e Warner em 1998.

Tabela 5. Os 12 principios de Quimica Verde propostos por Anastas e Warner (Fonte: ANASTAS;

EGHBALI, 2009).

Principio

Descricao

Prevencao

Economia atdmica
Sintese quimica mais segura
Projeto de produtos quimicos

mais seguros

Uso de solventes e auxiliares
mais seguros

Uso de matérias-primas
renovaveis

Reducéo de derivados
Catalise

Projeto de produtos de
degradacéo
Andlise em tempo real para
prevencao da poluigéo

Prevencéo de acidentes

Evitar a geragéo de residuos toxicos
Maior rendimento das reacfes

Uso e geracao de substancias com baixa ou nenhuma
toxicidade ocupacional e ambiental

Uso de produtos quimicos eficientes com menor toxicidade
possivel
Uso de substancias in6cuas sempre que possivel
Utilizar matérias-primas renovaveis em detrimento das ndo
renovaveis
Evitar ou minimizar derivatizacéo

Preferéncia por reagentes cataliticos seletivos em detrimento
de reagentes estequiométricos

Planejamento para geracéo de produtos de degradagao
inofensivos e ndo persistentes no meio ambiente

Monitoramento constante para evitar a formacéo de
substancias perigosas

Minimizacdo de potenciais acidentes, visando maior
seguranca ocupacional e ambiental
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A quimica analitica verde surgiu para suprir a necessidade da elaboracdo de
metodologias mais sustentaveis. As principais estratégias estdo na reducdo da
guantidade e toxicidade de solventes e reagentes no pré-tratamento da amostra e na
etapa de quantificacdo, principalmente com emprego de automacgéo, miniaturizacéo e
analises diretas (ARMENTA et al., 2008).

A partir de 1990, notou-se mudanca crescente na taxa de publicagcdo de
métodos relacionados a quimica analitica verde (Figura 5), evidenciando a preocupacéo

da comunidade cientifica sobre o impacto ambiental (ARMENTA et al., 2008).
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Figura 5. Numero de publica¢des indexadas no Web of Science com o termo "Green analytical
chemistry" até 2020 (09/04/2021) (Fonte: AUTOR).

2.7. Preparo da amostra

A importancia dos métodos de analises de pesticidas € evidente devido a ampla
utilizagéo na producéo de alimentos no Brasil e no mundo e a correlagdo da exposicao
aguda e/ou crénica com doencas (STOPPELLI; MAGALHAES, 2005).

A etapa de preparo de amostra é uma das mais criticas do processo analitico e
pode interferir a obtencdo de resultados precisos e detectaveis (MARTINS et al., 2012).
As metodologias mais utilizadas sdo baseadas em processos fisicos, extracdes liquido-
liquido, sélido-liquido, com fluido supercritico, assistida por microondas, por liquido
pressurizado, ultrassdnica e microextracdes (MEIRA, 2015). As liquido-liquido podem

ser realizadas de duas maneiras, continua (tipo Soxhlet) ou descontinua, através da
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obtencdo do equilibrio entre duas fases imisciveis. Apesar de simples, oferece
problemas referente a formacao de emulsées, contaminacao dos solventes e vidrarias e
perdas devido a adsorcdes (MEIRA, 2015) .

As LLEs exigem grandes quantidades de amostra, solventes organicos puros e,
geralmente, demandam muita manipulacao dos extratos. Desta forma, sédo considerados
métodos custosos, morosos e laboriosos (MEIRA, 2015). Outra dificuldade encontrada
€ que devido a complexidade da matriz alimenticia para a determinacéo de pesticidas,
fazendo necesséria a etapa de clean up do extrato. E nesta etapa que os interferentes e
o efeito da matriz sdo reduzidos ou eliminados (CALDAS et al., 2011). Destaque € dado
para as extracbes miniaturizadas, pois ndo necessitam de grandes quantidades de
amostra e, consequentemente, utilizam menor volume de solvente, quando comparadas
aos métodos convencionais (MEIRA, 2015).

A miniaturizagéo e simplificacdo de processos apresentam muitas vantagens
em relagdo aos processos convencionais e se tornou tendéncia entre as metodologias
analiticas, impulsionando a criacdo de procedimentos baseados em microextracdes
(TANG et al., 2018). As mais comuns sao as que ocorrem em fase liquida (LPME ou
LLME) e em fase solida (SPME - Solid Phase Micro-Extration).

As microextracdes em fase liquida podem ocorrer de varias maneiras, sendo
trés grupos principais mais difundidos: microextracdo com gota Unica; microextracdo em
fase liquida com fibra e a microextracao liquido-liquido dispersiva (MERIB; CARASEK,
2013).

A microextragdo em gota suspensa envolve a particdo do analito da amostra
aquosa para o solvente organico e, logo apoés, a transferéncia deste solvente organico
para a gota aquosa (processo denominado extracdo de retorno). Dentre os beneficios
estdo a simplicidade e minimalismo dos processos e reagentes. Dentre as
desvantagens, a instabilidade da gota Unica em altas velocidades de agitacdo (TANG et

al., 2018). A Figura 6 representa as etapas basicas da microextracao em gota suspensa.
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Figura 6. Etapas basicas da microextracdo em gota suspensa, (A) antes da injegdo com agitagéo; (B)
injecdo da microgota e particdo do analito e (C) recolhimento da microgota para anéalise (Fonte:
PINTO; PEDROSO, 2015).

A microextracdo em fase liquida com fibra oca consiste na imobilizacdo do
solvente organico, imiscivel em agua, na membrana oca porosa. Nesse sistema é
injetado um volume da solucédo receptora (aquosa ou organica), em seguida o conjunto
€ colocado dentro da amostra aquosa para que ocorra a extracdo. Os analitos passam
da amostra para o solvente organico e, enfim, para a solugcéo receptora que segue para
analise e a fibra oca é descartavel. Pode ser utilizada em amostras complexas com
particulas (devido a seletividade dos poros da membrana), apresenta alta
reprodutibilidade e seletividade, altos fatores de enriquecimento, pouco onerosa e utiliza
baixos volumes de solventes toxicos. Entretanto, como em toda microextracéo,
demanda trabalho operacional minucioso para diminuicdo dos erros e € de dificil
automacao.

A Figura 7 representa as etapas da microextragdo em fase liquida com fibra oca
gue podem ocorrer de duas formas basicas, através da utilizacdo de duas ou trés fases
no processo. No caso de duas fases, em um solvente imiscivel com a agua e imobilizado
nos poros da membrana oca, o analito é extraido da amostra aquosa (fase doadora),
sendo que para formar a membrana liquida suportada é utilizado o mesmo solvente
organico no interior da membrana (fase extratora). O extrato organico obtido é
compativel com cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC). Por outro lado, utilizando trés fases, em um solvente imiscivel em agua e
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imobilizado nos poros da membrana oca (fase orgéanica), o analito é extraido da amostra
aquosa (fase doadora) para nova fase aquosa (fase receptora) presente no interior da
fibora oca. A membrana oca com solvente imiscivel em agua imobilizado tem como
finalidade criar barreira entre a solucao receptora e a solucdo doadora, impedindo que
as solucdes se misturem. Nesse caso, 0 extrato aquoso obtido € compativel com HPLC
ou eletroforese capilar (MERIB; CARASEK, 2013).
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Figura 7. Etapas basicas da microextracdo em fase liquida com fibra oca, (A) trés e (B) duas fases
(Fonte: adaptado de MERIB; CARASEK, (2013).

A microextracao liquido-liquido dispersiva desenvolvida por Rezaee et al. (2006)
atende diversos principios da quimica verde, como miniaturizacao, reducao de custo e
aumento da rapidez e eficiéncia de extracdo, assim como alto potencial para aplicacéo
in situ. Trata-se de uma metodologia que utiliza solvente dispersor, miscivel no solvente
extrator (fase organica) e na amostra (fase aquosa), bem como solvente extrator
imiscivel na fase aquosa, sendo baseada em sistema ternario de solventes
(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

Com a injecéo rapida da mistura de solventes obtém a dispersdo através da
formacao de diversas microgotas que aumentam a area superficial de contato entre o
analito e o solvente extrator, acelerando a ocorréncia da particdo. Desta forma, aumenta
tanto a velocidade da transferéncia dos analitos da fase aquosa para a fase extratora
quanto a obtencéo do equilibrio (REZAEE et al., 2010).
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A solubilizagdo dos analitos nas fases depende da polaridade relativa do
sistema, uma vez que os analitos apolares apresentam maior afinidade pela fase
organica (solvente organico apolar) do que pela fase aquosa que é polar (HARRIS,
2012). A Figura 8 representa as etapas basicas da microextracdo liquido-liquido

dispersiva.
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Figura 8. Etapas bésicas da microextracéo liquido-liquido dispersiva (Fonte: adaptado de MARTINS et
al., 2012).

A DLLME utiliza solventes extratores com densidade maior que a agua, por
exemplo, sdo comumente utilizados hidrocarbonetos halogenados como cloroférmio,
diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno. Entretanto, a
utilizacdo de solventes menos densos surgiu do interesse em usar solventes menos
toxicos e agressivos ao ambiente e facilitacdo na separacdo do extrato, sendo assim foi
proposto a abordagem da solidificacdo da gota organica flutuante (SPIETELUN et al.,
2014).

A combinacéo das vantagens que a DLLME apresenta (aumento da area de
contato entre o solvente extrator e a amostra) juntamente com 0S pontos positivos da
SFOD (que tem como caracteristica 0 uso de solventes extratores menos densos que a
agua, menos toxicos e que apresentam ponto de fusdo na faixa da temperatura
ambiente), originou a DLLME-SFOD. Vantagens podem ser ressaltadas como a
diminuicdo da toxicidade do solvente envolvido e do procedimento de separacdo das
duas fases formadas. O procedimento é realizado da forma classica até a etapa da

centrifugacdo, em seguida a amostra é submetida ao resfriamento em banho de gelo
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para solidificagdo do solvente extrator que depois é facilmente coletado (SPIETELUN et
al., 2014). A Tabela 6 ilustra os principais solventes utilizados na DLLME-SFOD e

principais caracteristicas.

Tabela 6. Principais solventes utilizados na DLLME-SFOD e principais caracteristicas (Fonte:
MANSOUR; DANIELSON, 2017).

Solvente Ponto de fuséo Ponto de ebulicdo Densidade
°C) (°C) (9/mL)

1-Dodecanol 22-24 259 0,83
Acido 1-undecandico 28,6 284 0,89
1-Undecanol 13-15 243 0,83
2-dodecanol 17-18 249 0,80
Ciclohexanol 25,9 162 0,96
n-hexadecano 18 287 0,77
1-Bromohexadecano 17-18 190 0,99
1-Decanol 6,4 233 0,83

A Tabela 7 apresenta o emprego da DLLME-SFOD na extracdo de pesticidas
em alimentos, agua e efluentes. Observa-se o grande potencial de aplica¢do da DLLME-
SFOD em amostras mais complexas, como sucos de frutas (VICHAPONG et al., 2013;
LIANG et al., 2013; YOU et al., 2013; YANG et al., 2014; FARAJZADEH et al., 2016);
vinho (YOU et al., 2013); cana-de-acucar (SANAGI et al., 2012) e 6leo (PENG et al.,
2016) com técnicas de separacdo HPLC e GC com os mais diversos tipos de detectores
(UV; VWD; MS; DAD e ECD). Vantagem destacavel é o uso de solventes extratores
pouco toxicos, principalmente 1-dodecanol (YOU et al., 2013; YANG et al., 2014;) e 1-
undecanol (LIANG et al., 2013; PENG et al., 2016) com volumes muito baixos (entre 10
e 150 pL). Os solventes dispersores utilizados, mesmo sendo mais toxicos, como a
acetona (PENG et al., 2016) e acetonitrila (SANAGI et al., 2012; FARAJZADEH et al.,
2016), foram empregados em baixos volumes (< 2 mL), o que diminui a geracéo de

residuos toxicos da analise quimica.



30

Tabela 7. Extracéo de pesticidas com DLLME-SFOD em alimentos, agua e efluentes (Fonte: adaptado de MANSOUR; DANIELSON, 2017).

Solvente Solvente o Resposta Limite de
. . Tecnica . ~ a
Analito Amostra extrator dispersor Analitica linear deteccao Referéncia
(ML) (ML) (Mg L) (ng L)
Herbicidas Agua e cana-  1-undecanol Acetonitrila Sanagi et al.
triazinicos de-acucar (10) 100 GC-MS 0,01-100 0,037-0,008 (2012)
Pesticidas Agua e suco 1-octanol SDS 0,050 i i Vichapong et
neonicotinoides de frutas (150) mol L (50) HPLC-DAD 0.1-0.5 al. (2013).
Fungicidas de g\, yo fryrq ~ L-uNdecanol i HPLC-VWD  5-10000 0,002-0,004  -angetal
estrobilurina (2013)
Residuos de Sucos e vinho  1-dodecanol You et al.
fungicidas tinto (30) - HPLC - DAD 5-1000 0.4-14 (2013)
Inseticidas de 1-dodecanol [P14,6,6,6] i i _ Yang et al.
benzoilureia Suco de fruta (50) PE, (10) HPLC-VWD 0,5-500 0,03-0,28 (2014)
Inseticidas de . 1-undecanol i (0,08-0,56) Peng et al.
benzoilureia Oleo e lodo de (50) Acetona HPLC-UV (2-500) ng/g nglg (2016)
esgoto
Suco de frutas  Estearato de Acetonitrila Faraizadeh et
Carbamatos e amostras de di-iso-butil HPLC — DAD 1.09-2000 0,32-0,51 J
) o0 (750) al. (2016)
vegetais amonio (60)

GC-MS - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
HPLC-VWD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de comprimento de onda variavel
HPLC-UV - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector UV
HPLC-DAD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos
GC-ECD - Cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Equipamentos e acessorios

Processador de alimentos (Philco, modelo PH900 turbo), mesa agitadora
(Quimis, modelo Q225M), centrifuga refrigerada (Quimis, modelo Q222R) e refrigerador
(Electrolux, modelo TF51) foram empregados para o procedimento da DLLME-SFOD.

A separagédo cromatografica foi realizada em cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia (Agilent, modelo 1100 Series) com detec¢do UV e coluna Zorbax Eclipse XDB-

C18 de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, 5 um).

3.2. Reagentes e solugdes

Todas as solu¢des foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
deionizada (18,2 MQ cm a 25 °C).

As solucdes de referéncia de carbamatos 0,01 a 8,0 mg L [carbendazim
(TargetMol, T3124, pureza 99,0%) , aminocarb (Riedel-de Haén, 45322, pureza 99,9%),
carbofurano (Chem Service, N-11405, pureza 99,5%) e carbaril (Sigma-Aldrich, 32055,
pureza 99,9%)] foram preparadas a partir de diluicdes da solugdo estoque de 50 mg L
preparada em acetonitrila (ACN) (Merck, 1000304000).

Solventes 1-decanol (Sigma-Aldrich, 150584) e ACN (Merck, 1000304000)
foram empregados como extrator e dispersor, respectivamente.

ACN (Merck, 1000304000) foi filtrada utilizando membrana de acetato de
celulose de 0,45 um e desgaseificada em aparelho de ultrassom, antes do emprego no
HPLC como fase mével ACN:H20 (60:40).

Amostras de frutos foram obtidas em supermercados da cidade de
Piracicaba/SP, selecionadas e lavadas em agua corrente. A selecdo visava separar e
excluir frutos que apresentem defeitos visuais. Os frutos foram triturados inteiros,
separadamente, em um processador de alimentos e fortificados diariamente com

solucao de referéncia de carbamatos.
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3.3. Procedimento experimental

A amostra triturada (3,0 g de tomate, maca ou morango) foi pesada em saco
plastico com fecho hermético (7 x 5 cm), dopada com 40 yL de uma solucdo de
referencia de carbamatos e homogeneizada. Em seguida, foram adicionados 10 mL de
agua deionizada no saco plastico, homogeneizado em mesa agitadora orbital por 5
minutos e o sobrenadante filtrado em membrana de acetato de celulose de 0,45 um com
posterior ajuste de pH para 6,0 (obtencéo do extrato da amostra).

Para a extracdo dos pesticidas, mistura dos solventes extrator (100 pL de 1-
decanol) e dispersor (24 pL de acetonitrila) foi adicionada em 308 pL do extrato da
amostra em tubo tipo Eppendorf® de 1,5 mL (Etapa 1); agitado por 10 minutos a 200
rpm (Etapa 2); centrifugado em 20 °C, 4000 rpm por 15 minutos (Etapa 3); refrigerado
por 15 minutos até solidificacdo do solvente extrator (Etapa 4) e a fase liquida foi
removida com auxilio de uma seringa (Etapa 5). As goticulas do solvente de extracéo
solidificadas foram fundidas rapidamente em temperatura ambiente (Etapa 6), o extrato
ressuspendido com 150 pL de acetonitrila (Etapa 7) e encaminhado para

separacao/quantificacéo dos pesticidas no HPLC-UV, conforme esquema da Figura 9.

Adigdo da mistura de 100 pL
de 1-decanol (extrator) e 24 pL
de acetonitrila (dispersor)

Fusdo da fase
sélida em
Remogdo e descarte temperatura Ressuspensao

Agitagio mecénica da fase liquida ambiente

Detecgdo
D
= g =
=—

‘W - = @
Mesa agitadora orbital Centrifuga refrigerada (até a solidificagdo das \/

308 uL de amostra 10 min a 200 rpm 202C, 15 min a 200 rpm goticulas de solvente) 150 uL de acetonitrila

pH 6,0
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6 Etapa 7

Centrifugacdo Refrigeragdo

-

X |

)

4

f
Lo
[

Figura 9. Esquema do procedimento experimental (Fonte: Autor).

3.4. Quantificacdo dos pesticidas

As condi¢des instrumentais para a quantificagdo dos analitos foram adaptadas

com base no estudo de Basheer et al. (2009) e estdo descritas na Tabela 8.
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Tabela 8. Condig8es cromatograficas empregadas no trabalho desenvolvido (Fonte: Autor).

Fase moével ACN, H20

Proporcao fase mével

(modo isocratico) (60:40)
(ACN:H20)
Vazéo 0,8 mL/min
Volume de injecao 30 pL
Temperatura da coluna 25°C

_ C18 de fase reversa
Tipo de coluna
(4,6 mm x 250 mm - 5 ym)
Deteccéo UV 280 nm

Tempo de corrida 17 min

3.5. Analises Estatisticas

Para construcao de gréaficos e regressoes lineares foram empregados Microsoft
Excel® e OriginPro 2019b. Para o teste F foi empregado o software GNU Octave 6.0
(Version 6.0.1).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A separac¢do analitica foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com condi¢Bes cromatograficas descritas na Tabela 8 e tempos de retencéo obtidos
conforme Figura 10, carbendazim (4,5 min), aminocarb (10,2 min), carbofurano (11,6

min) e carbaril (13,7 min).

20
15

10 H

Intensidade (mAU)

-10 A 2\

15

Tempo (min)

Figura 10. Cromatograma dos carbamatos 8 mg L (1) carbendazim; (2) aminocarb; (3) carbofurano e
(4) carbaril.

A partir da Figura 10, foi calculada a resolucéo entre os picos (2) e (3) e (3) e
(4), resultando em 3,3 e 4,4, respectivamente, indicando boa separacéo, uma vez que
arecomendacéo é que a resolucao entre picos vizinhos seja = 2 (SKOOG et al., 2006).
Os valores de simetria para cada pico foram obtidos em 1,3; 1,2; 1,4 e 1,4,
respectivamente para o carbendazim, aminocarb, carbofurano e carbaril com o
integrador do software (ChemStation for LC © Agilent Techonologies 1990-2003) do
equipamento utilizado nas analises cromatograficas.

Na Tabela 9 sé&o apresentadas as equacdes das retas (concentracdo em mg
L), resposta linear, limite de deteccédo (LD) e os coeficientes de correlacdo (R?) e de

variacdo (CV) (n=11, 0,75 mg L dos carbamatos) estimados.
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Tabela 9. Caracteristicas analiticas dos pesticidas carbamatos.

Resposta
Analito Equacéo da Reta linear R? (CO:/Y) (mLDL_l)
(mg LY J
Carbendazim Area do pico = 85,50 C - 1,07 0,04-8,00 0,999 2.3 0,03
Aminocarb Area do pico = 16,47 C - 2,04 0,5-8,00 0,997 49 0,20
Carbofurano Area do pico = 26,40 C - 2,25 0,08-8,00 0,999 5,2 0,07
Carbaril Area do pico = 85,78 C - 9,75 0,07-8,00 0,995 3,6 0,06

Observa-se (Tabela 9) que a maior sensibilidade da técnica instrumental
utilizada foi atribuida ao carbendazim e ao carbaril com maiores coeficientes
angulares, seguidos do carbofurano e por ultimo o aminocarb. O que reflete nos
menores LD estimados em 0,03 e 0,06 mg L, respectivamente para o carbendazim
e carbaril. Atendendo os LMR das amostras estudadas, maca (2 e 5 mg/kg,
respectivamente para o carbaril e carbendazim) e tomate (0,1 mg/kg para o carbaril),
estabelecidos pela ANVISA.

O INMETRO estabelece que o valor aceitavel para coeficiente de correlacdo
deve ser acima de 0,90, a ANVISA recomenta valor acima de 0,99 (RIBANI et al.,
2004). Nesse contexto, observa-se também que os coeficientes de correlacéo obtidos
estdo acima de 0,99, atendendo as agéncias reguladoras.

Para andlises de analitos em altas concentracdes é permitido coeficiente de
variacdo de até 2%, mas em métodos que quantificam tragos, residuos ou impurezas
até 10% é o ideal. Entretanto, dependendo da complexidade da amostra, pode ser
aceito até 20% (RIBANI et al., 2004). Os coeficientes de variagdo estimados para 0s
quatro pesticidas foram menores que 6%, comprovando a precisdo das analises

cromatograficas.

4.1. Otimizacdo dos parametros

Dentre os fatores mais importantes que influenciam a eficiéncia da DLLME-
SFOD estéo o tipo e volume do solvente organico extrator; o tipo e volume do solvente
organico dispersor; adicdo de sal; pH da amostra e tempo de agitacdo. Tambéem
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podem ser otimizados, a etapa de centrifugacdo (que promove a quebra da emulsao
formada e permite a separacdo do solvente de extracdo) e o volume de amostra
(MANSOUR; DANIELSON, 2017).

O solvente extrator deve ter baixa solubilidade em agua e alta solubilidade no
solvente dispersivo, densidade menor que a da &gua; ponto de fusdo perto da
temperatura ambiente; baixa volatilidade; baixa toxicidade; ndo deve interferir na
medida do analito e ser compativel com os métodos instrumentais (MANSOUR,;
DANIELSON, 2017). Os solventes avaliados foram 1-decanol e 1-undecanol que
atendem aos requisitos da DLLME-SFOD.

De acordo com Caldas et al. (2011), os solventes mais empregados como
dispersor na DLLME sé&o acetonitrila, metanol e etanol. Para os ensaios de triagem
foram selecionados acetonitrila e etanol.

O tempo de agitacdo é importante devido ao auxilio na disperséo das goticulas
do solvente para a obtencdo do equilibrio de particdo entre a gota organica e a
amostra aquosa. Se o tempo nédo for suficiente, a extracdo sera prejudicada e, se
excessivo, 0 processo ficard desnecessariamente mais lento (MANSOUR,;
DANIELSON, 2017).

4.1.1. Andlise multivariada

A otimizacdo de alguns parametros da DLLME-SFOD foi realizada
simultaneamente para 0s quatro pesticidas, utilizando padrdo com concentracéo final
de 0,1 mg L de carbendazim, carbofurano e carbaril e 0,2 mg L' de aminocarb.
Planejamento fatorial fracionario 284 foi empregado e os ensaios foram baseados em

adicoes e recuperacdes dos analitos.

4.1.1.1. Triagem

A triagem foi realizada variando em dois niveis (-1 e 1), totalizando 16 ensaios,

de acordo com as Tabelas 10 - 12.



Tabela 10. Variaveis selecionadas para triagem.

Caodigo

da Variavel Niveis
variavel -1 1
1 Tipo de solvente extrator 1-decanol 1-undecanol
2 Tipo de solvente dispersor Acetonitrila Etanol
3 Volume da amostra (L) 500 4000
4 Volume de solvente extrator (uL) 50 200
5 Volume de solvente dispersor (uL) 10 500
6 Tempo de agitagéo (min) 5 30
7 Tempo de centrifugacéo (min) 5 30
8 Velocidade de centrifugacao (rpm) 2000 6000

Tabela 11. Planejamento fatorial fracionario 284 com valores codificados.

Cdédigo da Variavel

Ensaio —— 2 3 4 5 6 7 8
1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1 1 1
11 1 1 1 1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1 1 1 1 1 1 1 1




Tabela 12. Planejamento fatorial fracionario 284 com valores reais e porcentagens de recuperagdo dos analitos
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Ensaio

Caodigo da Variavel

Recuperacdo (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 Carbendazim Aminocarb  Carbofurano Carbaril
1 1-decanol Acetonitrila 500 50 10 5 5 2000 72,61 36,27 44,78 48,01
2 2-dodecanol Acetonitrila 500 50 10 30 30 6000 47,09 49,95 51,24 36,13
3 1-decanol Etanol 500 50 500 5 30 6000 - - - -
4 2-dodecanol Etanol 500 50 500 30 5 2000 0 0 50,58 43,15
5 1-decanol  Acetonitrila 4000 50 500 30 30 2000 7,61 4,33 5,01 7,11
6 2-dodecanol Acetonitrila 4000 50 500 5 5 6000 7,24 4,98 5,92 9,02
7 1-decanol Etanol 4000 50 10 30 5 6000 19,28 5,02 8,19 14,08
8 2-dodecanol Etanol 4000 50 10 5 30 2000 15,34 5,85 8,15 15,73
9 1-decanol Acetonitrila 500 200 500 30 5 6000 - - - -
10 2-dodecanol Acetonitrila 500 200 500 5 30 2000 0 0 0,00 15,73
11 1-decanol Etanol 500 200 10 30 30 2000 38,42 29,66 30,02 32,94
12 2-dodecanol  Etanol 500 200 10 5 5 6000 46,01 0 41,23 34,71
13 1-decanol  Acetonitrila 4000 200 10 5 30 6000 0 3,97 3,80 5,06
14 2-dodecanol Acetonitrila 4000 200 10 30 5 2000 28,80 10,66 13,67 12,95
15 1-decanol Etanol 4000 200 500 5 5 2000 20,94 8,42 8,63 9,39
16 2-dodecanol  Etanol 4000 200 500 30 30 6000 12,91 6,99 7,64 8,33
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Com os resultados das porcentagens de recuperacao dos pesticidas estimadas
na triagem foi construido gréfico dos efeitos calculados (Figura 11).

Carbendazim Aminocarb
80 - 60 -
70 A 50 A
60 -
40
50 4
® 40 ® 30
30 4 20 4
20 A
10 4 10
0 0
c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c1 c2 c3 ca c5 Cé c7 cs8
Contrastes Contrastes
Carbofurano a0 - Carbaril
45 q
40 4 31
35 4 30 4
30 A 25 4
" 25 4 R 20 4
20 4
15 4
15 A
10 10 1
5 5
1] 0
Cc1 c2 c3 ca Cc5 c6 c7 c8 Cc1 Cc2 c3 ca Cc5 c6 c7 c8

Figura 11. Porcentagem de efeitos dos contrastes das varidveis para os carbamatos. C1: tipo de
solvente extrator; C2: tipo de solvente dispersor; C3: volume da amostra (uL); C4: volume de
solvente extrator (pL); C5: volume de solvente dispersor (uL); C6: tempo de agitacdo (min); C7:
tempo de centrifugagéo (min) e C8: velocidade de centrifugagéo (rpm).

A partir dos resultados obtidos e ilustrados na Figura 11, foram escolhidas as
variaveis mais significativas para os quatro pesticidas: volume da amostra (C3),
volume de solvente dispersor (C5) e tempo de centrifugacdo (C7). O volume de
solvente dispersor foi a variavel mais significativa, pois influencia na dispersdo do
solvente extrator na amostra, afetando a formacdo das microgotas,
consequentemente a extragcdo do analito para o solvente (RAMA et al., 2014;
MOREIRA et al.,2014).

4.1.1.2. Ajuste fino

Para o ajuste fino foi proposto planejamento 22 com 3 pontos centrais e 6

pontos axiais, a partir das variaveis significativas para os quatro pesticidas, totalizando
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17 ensaios, de acordo com as Tabelas 13 - 15. As demais variaveis ficaram

constantes, solvente extrator (50 pL) e dispersor,

1-decanol e acetonitrila,

respectivamente; tempo de agitacdo 10 min e velocidade de centrifugacao 4000 rpm.

Tabela 13. Variaveis selecionadas para ajuste fino.

Variaveis -1,41 -1 0

1,41

Volume da

amostra (pL) 197 300 550 800 903

Volume de
solvente

dispersor (L) 10 20 55 90 100

Tempo de
centrifugacao

(min) 6 15 30 45 51

Tabela 14. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais com valores codificados.

Variavel
Ensaios  Volume da Volume de Tempo de
amostra (uL) dispersor (UL) centrifugacdo (min)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1,41 0 0
13 1,41 0 0
14 0 -1,41 0
15 0 1,41 0
16 0 0 -1,41
17 0 0 1,41




Tabela 15. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais com valores reais e porcentagens de recuperacéo dos analitos.

Variavel Recuperacédo (%)
Ensaios Volume da 'Volume de TempoNde , Carbendazim Aminocarb Carbofurano Carbaril
amostra (uL) dispersor (uL) centrifugacdo (min)
1 300 20 15 48,25 55,22 47,89 43,25
2 800 20 15 24,50 17,41 17,69 17,26
3 300 90 15 16,20 0,00 0,00 0,00
4 800 90 15 23,97 22,27 24,17 22,86
5 300 20 45 49,03 49,05 46,04 39,47
6 800 20 45 23,13 14,52 17,33 16,65
7 300 90 45 7,66 0,00 0,00 16,58
8 800 90 45 19,47 17,00 18,68 16,75
9 550 55 30 17,78 17,76 15,85 19,34
10 550 55 30 25,09 21,73 22,76 23,08
11 550 55 30 19,90 19,54 16,52 19,04
12 197 55 30 19,09 38,51 37,50 41,13
13 903 55 30 35,50 12,44 12,67 27,74
14 550 10 30 33,70 25,84 23,11 25,76
15 550 100 30 24,09 27,54 23,53 24,34
16 550 55 6 33,26 28,57 32,10 26,93
17 550 55 51 39,73 33,92 32,50 31,77
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A partir dos resultados obtidos das porcentagens de recuperacdo dos
pesticidas (Tabela 15), foi empregado teste F para regressao e residuo e para a falta

de ajuste e erro puro para cada pesticida (Figuras 12-15).

Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelade Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
14 a 10 0.8 2.5 1
12 3
] 0.8
2 0.6
10 2.5
3 0.6
s 2
2 0.4
3 15
4 0.4
a 1
1 0.2
2 0.2
2 i -
o o ] ] ] o

1 1 1 1 1 1

Figura 12. Carbendazim - Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo (azul) e para a
média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho).

Tastm F1 [MSHag MSres | r i Razao I r Teste FI {MSLal ) MSFE | F tabelado Earar Foaboslado S Fiafeel e

14 4 an 1

13 FX]

Figura 13. Aminocarb - Teste F para a média quadratica da regresséo e do residuo (azul) e para a
média quadrética da falta de ajuste e do erro puro (vermelho).

Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fealculado/Ftabelado  Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/ Ftabelado
14 4 10 1.4

12 Lz

10 1

e 0.8

6 0.6

4 0.4

2 0.2

o o o o

Figura 14. Carbofurano - Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo (azul) e para a
média quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho).
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Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fealculado/ Ftabelado

o . - Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fealculado/ Ftabelado
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Figura 15. Carbaril - Teste F para a média quadratica da regresséo e do residuo (azul) e para a média
quadratica da falta de ajuste e do erro puro (vermelho).

A partir das Figuras 12 — 15, foi observado que a razdo entre o Fcalculado e
o Ftabelado se manteve abaixo de 10 e a falta de ajuste abaixo de 1, demonstrando
a adequacéao do experimento realizado. Com base na analise de variancia foi possivel

gerar os coeficientes de regresséo (Figura 16).

7 Coeficientes
* Coeficientes - intervalo de confianca
Coeficientes + intervalo de confianca

v -10
10
0 -20
1 1.5 s 3 1 L5 2 5 3

7 Coeficientes
t  Coeficientes - intervalo de confianca
Coeficientes + intervalo de confianca

20
20F

Figura 16. Coeficientes de regresséo, 1. Constante; 2. Volume de solvente dispersor; 3. Interag&o entre
os volumes de solvente dispersor e da amostra. (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C) Carbofurano
e (D) Carbaril.
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Conforme Figura 16, para os quatro pesticidas estudados, os coeficientes

significativos foram volume de solvente dispersor e a interagdo entre os volumes de

solvente dispersor e da amostra. A partir das variaveis significativas, os graficos de

superficie e de contorno foram gerados (Figuras 17 e 18).

A

Recuperacdo (%)

Volume da amostra [juL)

50-60
= 40-50
13040
02030
51020
n0-10
1-10:0

Recuperacio (%)

volume da amostra (L)

Recuperacgo (%)

Volume da amostra (pL)

Recuperagao (%)

Volume da amostra (L)

Figura 17. Gréaficos de superficie de resposta (ajuste fino). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C)

Carbofurano e (D) Carbaril.
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Figura 18. Graficos de contorno (ajuste fino). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C) Carbofurano e (D)
Carbaril.

A partir dos graficos de superficie de resposta (Figura 17) e de contorno
(Figura 18), as maiores recuperacdes dos quatro pesticidas estudados serdo
alcancadas em 40 — 60% para carbendazim, carbofurano e carbaril e em 60 — 80%
para aminocarb, proximo ao minimo volume de solvente dispersor e da amostra.
Sendo assim, foi realizado o teste de extrapolacdo para encontrar o ponto maximo de

recuperacgao (%).

4.1.1.3. Caminho de ascendéncia ao maximo

O caminho de ascendéncia ao maximo foi realizado, a partir do melhor
resultado observado no planejamento do ajuste fino, variando os volumes de solvente
dispersor e da amostra, no total de 5 ensaios. As demais variaveis ficaram constantes,
solvente extrator (50 uL) e dispersor, 1-decanol e acetonitrila, respectivamente; tempo

de agitacédo 10 min e tempo e velocidade de centrifugacéo, respectivamente 15 min e
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4000 rpm. Na Tabela 16 s&o apresentados 0s ensaios realizados com as variaveis
reais e os resultados obtidos de porcentagens de recuperacdo para 0S quatro

pesticidas.

Tabela 16. Caminho de ascendéncia ao maximo com valores reais e porcentagens de recuperacao

dos analitos.
Variavel Recuperacédo (%)
Volume  Volume
Ensaio da . de Carbendazim Aminocarb Carbofurano Carbaril
amostra dispersor
(uL) (HL)

1 210 10 60,59 65,75 59,22 65,53
2 170 20 45,92 66,07 50,35 66,51
3 130 30 37,16 60,33 49,16 65,16
4 90 40 - - - -
5 50 50 - - - -

As maiores recuperacgdes para 0s quatro pesticidas foram estimadas em torno
de 60% (Tabela 16) quando o ensaio 1 foi empregado com volumes da amostra e de
solvente dispersor de 210 e 10 pL, respectivamente. Diminuindo o volume da amostra
até 130 uL e aumentando o volume de solvente dispersor até 30 pL, as porcentagens
de recuperacédo foram as menores devido a diminuicdo do fator de pré-concentracao.
Abaixo destes volumes, ndo foram observadas respostas analiticas.

4.1.1.4. Robustez

A robustez em torno do melhor resultado foi avaliada em planejamento 22 com
3 pontos centrais e 4 pontos axiais, totalizando 11 ensaios, de acordo com as Tabelas
17-19. As demais variaveis ficaram constantes, solvente extrator (50 pL) e dispersor,
1-decanol e acetonitrila, respectivamente; tempo de agitagdo 10 min e tempo e

velocidade de centrifugacao, respectivamente 15 min e 4000 rpm.
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Tabela 17. Planejamento da robustez em torno do melhor resultado.

Variaveis -1,41 -1 0 1 1,41
Volume da
amostra (pL) 154 170 210 240 256
Volume de
solvente
dispersor (L) 7 8 10 12 13

Tabela 18. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais com valores codificados.

Variavel
Ensaio Volume da Volume de
amostra solvente
(uL) dispersor (uL)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -1,41 0
9 0 -1,41
10 1,41 0
11 0 1,41

Tabela 19. Planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais com valores reais e
porcentagens de recuperacdo dos analitos.

Recuperacéao (%)
Volume Volume

Ensaio da . de Carbendazim Aminocarb Carbofurano Carbaril
amostra dispersor
(ML) (uL)

1 170 12 55,35 70,97 67,25 65,28
2 240 12 49,42 47,83 51,87 50,73
3 170 8 49,81 73,88 59,56 61,70
4 240 8 37,97 63,39 46,94 4512
5 210 10 51,25 64,34 55,21 53,75
6 210 10 34,60 71,72 47,22 45,06
7 210 10 51,65 64,02 52,02 47,42
8 154 10 50,60 97,29 65,86 62,51
9 210 13 56,11 72,01 60,77 52,46
10 256 10 26,68 39,84 0,00 37,56
11 210 7 43,13 48,14 45,26 49,14
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Os gréficos de superficie e de contorno foram gerados a partir das
porcentagens de recuperacgao (Tabela 19) para os quatro pesticidas (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Gréficos de superficie de resposta (robustez). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C)
Carbofurano e (D) Carbaril.
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Figura 20. Graficos de contorno (robustez). (A) Carbendazim; (B) Aminocarb; (C) Carbofurano e (D)
Carbaril.

Conforme os gréficos de superficie de resposta (Figura 19) e de contorno
(Figura 20), o ponto maximo de recuperacdo dos pesticidas pode ser encontrado a
partir dos modelos propostos nas Equacdes 1 a 4, respectivamente para carbendazim,
aminocarb, carbofurano e carbaril.

Recuperagio carbendazim (%) = 45,82 — 6,46v;, — 4,43v, — 2,60v? + 2,92v2 — 1,47v,, (1)
Recuperacio aminocarb (%) = 66,69 + 14,37v, — 1,90v, + 0,87v? — 3,40v2 + 3,16v,, (2)
Recuperagio carbofurano (%) = 51,43 — 15,15v; 3)
Recuperacio carbaril (%) = 52,90 + 10,92v, — 8,40v? — 5,94v2 + 0,10v,, (4)

Onde v, é 0 volume da amostra (uL); v, € 0 volume de solvente dispersor (uL)
e v;, € a interacdo das variaveis 1 e 2.

As maiores porcentagens de recuperacdo dos quatro pesticidas foram
encontradas com os volumes da amostra e de solvente dispersor de 154 e 12 L,

respectivamente. Como estes sdo muito baixos e dificeis de manipular, mantendo a
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devida proporg¢éo, os volumes foram dobrados em 308 e 24 L, respectivamente para
amostra e solvente dispersor. Nestas condi¢des, as porcentagens de recuperacéo
previstas pelo modelo e as obtidas experimentalmente (n = 11) estdo listadas na
Tabela 20.

Tabela 20. Porcentagens de recuperacgéo previstas e obtidas experimentalmente para os analitos.

Recuperacdo Carbendazim  Aminocarb Carbofurano Carbaril

Prevista (%) 56,4% 91% 72% 68%

Experimental

(%, n=11) 49,644,3 64,6+4,1 60,4+2,7 62,3+1,6

4.1.2. Andlise univariada

A otimizacao de outros parametros que podem afetar a eficiéncia da DLLME-
SFOD foi realizada individualmente para os quatro pesticidas, utilizando padrao com
concentracgédo final de 0,1 mg L de carbendazim, carbofurano e carbaril € 0,2 mg L

de aminocarb.

4.1.2.1. Efeito da adicéo de sal

O efeito salting out € caracterizado pela diminuicdo da solubilidade dos
analitos na amostra aquosa devido ao aumento da forca ibnica causado pela adi¢éo
de sal, facilitando a particdo do analito para a fase organica e, consequentemente, o
desempenho da extracdo (ZHOU; FANG, 2015). Os sais selecionados para o estudo
de adicdo e recuperacdo dos quatro pesticidas foram acetato de sédio, cloreto de
sédio, sulfato de sddio e cloreto de potassio em concentracdes entre 0,5 e 2,0% (m/v).
Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura 21 e comparados com os resultados

sem adiacao de sal.
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Figura 21. Efeito da adi¢é@o de sal sob as porcentagens de recuperagdo dos analitos.

Conforme observado na Figura 21, as porcentagens de recuperacdo nao
apresentaram diferencas significativas variando o tipo do sal empregado no efeito
salting out (em média > 60%). O teste t para amostras independentes (ou nao
pareadas), nivel de significancia 0,05 e teste bicaudal, foi aplicado para comparar as
maiores porcentagens de recuperagdo para 0s quatro pesticidas com adicdo de
sulfato de sdédio 2% (m/v) e sem adicdo de sal, resultados estdo apresentados na
Tabela 21.

Tabela 21. Teste t aplicado para amostras independentes no estudo da adi¢édo de sal.

Recuperacéao (%) Teste t para amostras independentes
ST Sem
Sulfato de sodio T t

200 (mv) 29980 de cocyiaqo  VAIOTP Resultado

Carbendazim 77,51 55,39 1,11 0,38 nao e significativo
em p <0,05

Aminocarb 85,43 94,42 0,12 0,92 néo € significativo
em p <0,05

Carbofurano 83,92 72.43 1,98 0,19 nao é significativo
em p <0,05

Carbaril 88,06 98,96 -1,22 0.35 nao e significativo

em p <0,05
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De acordo com os resultados obtidos na Tabela 21, ndo ha diferenca
significativa entre os tratamentos (com e sem adicdo de sal) em p < 0,05. Desta forma,
a adicado de sal foi descartada, evitando mais uma etapa no preparo da amostra,

diminuindo o consumo de reagentes e custo das analises.

4.1.2.2. Efeito do pH da amostra

O pH da amostra pode afetar a eficiéncia da extracdo em diferentes niveis. Se
o analito for ionizavel, a quantidade extraida dependera do grau de ionizacédo que €&
fortemente dependente do pH. Quando o pH da amostra € menor que o pKa do analito,
0 analito estara predominantemente na forma protonada (HARRIS, 2012).

Os valores de pKas para os quatro pesticidas sédo 4,53 (MAZELLIER et al.,
2003); 11,92 (BOUJELBANE; HAMIDA, 2010); 14,76 (OMENA et al., 2019) e 10,4
(FAO, 2007) para carbendazim, aminocarb, carbofurano e carbaril, respectivamente.

O estudo foi realizado ajustando o pH antes da DLLME-SFOD nos valores de

3;4,5;5,0;5,5; 6,0 e 13. Os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Efeito do pH da amostra sob as porcentagens de recuperagdo dos analitos.
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Ndo foram observados sinais analiticos para os dois extremos de pH
estudados (3 e 13). As maiores porcentagens de recuperagdao (> 80%) foram
estimadas para o pH 6 que apresentaram valores até 2 vezes maiores em comparacao
com pH 5,5. Em razéo disso e dos extratos dos frutos apresentarem discrepancias

guanto a acidez, o ajuste de pH em 6 foi realizado nas solu¢fes das andlises.

4.2. DLLME-SFOD

Os parametros analisados, as faixas estudadas, bem como os valores

selecionados na otimizacao experimental estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Parametros otimizados da DLLME-SFOD para extra¢@o de quatro pesticidas carbamatos.

Parametros analisados Estudado Selecionado
Tipo de solvente extrator 1-decanol e 1-undecanol 1-decanol
Tipo de solvente dispersor Acetonitrila e Etanol Acetonitrila
Volume da amostra (L) 50-4000 308
Volume de solvente extrator (uL) 50-200 100
Volume de solvente dispersor (pL) 7-500 24
Tempo de agitagao (min) 5-30 10
Tempo de centrifugacéo (min) 5-30 15
Velocidade de centrifugacao (rpm) 2000-6000 4000

A metodologia de extracdo proposta (DLLME-SFOD) para quatro pesticidas
carbamatos em amostras de frutos € eficiente com recuperagdes entre 80 — 104%
como outras metodologias de preparo de amostras descritas na literatura (Tabela 23).

Vantagens podem ser destacadas, dentre elas, menor quantidade de amostra
por determinacao (0,3 mL); cerca de 13 vezes menor que o empregado na LLE-LTP,
4 mL (SILVERIO et al., 2012).

O uso de solventes mais baratos, menos toxicos e com volume reduzido
também sdo destacaveis. Uma vez que os volumes utilizados foram os menores para
os dois solventes extrator (100 puL) e dispersor (24 pL) com reducdes de 65; 240; 8,4
e 120 vezes, respectivamente em comparacdo com LLE-LTP (SILVERIO et al., 2012);
SFE (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001); DLLME (TANKIEWICZ; BIZIUK, 2017) e
QUEChERS (AOAC, 2007). Dos solventes empregados, o 1-decanol € menos toxico
gue hexano (utilizado na EFS) e o tetracloroetileno (utilizado na DLLME) e mais barato
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que os solventes do método QUEChERS. Além disso, tanto a EFS quanto o
QUEChERS exigem outros insumos como cartucho e PSA que encarecem 0S
procedimentos.

O procedimento proposto emprega baixas quantidades de amostra e
solventes organicos, reduzindo a geragéo de residuos o que se alinha aos principios
da quimica analitica verde, sendo excelente ferramenta no preparo de amostras de
frutos in natura, além de boa ferramenta limpa para a etapa do preparo de amostras.
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Tabela 23. Procedimentos de extracdo de pesticidas empregados em amostras de alimentos.

DLLME-SFOD LLE-LTP SPE DLLME QUEChERS
Amostras Morango, maca e tomate Agua Agua Agua Uvals, alfaces e
aranjas
Clorpirifés, A-
Analitos Carbamatos C|antr|_na, Piretréides 34 pesticidas 20 pesticidas
permetrina e
bifentrina
Quantidade de amostra 308 pL 4 mL 100 mL 10 mL 15¢
. o 0
Solventes extrator / dispersor 1-decanol/Acetonitrila Acetonitrila Hexano/Acetonitrila Tetracloroetilenof Acetqmmla com 1%
metanol de &cido acético
Volumes de solventes
extrator / dispersor 100 pL/24 uL 8 mL 10 mL/20 mL 40 yL/1,0 mL 15 mL
Acetato de sédio
. Cartucho (1,5 g), sulfato de
Outros insumos de SPE magnésio (6,15) g,
PSA (50 mg/mL)
Deteccgéo HPLC-UV GC-MS GC-ECD GC-MS GC-MS ou LC-MS
Referéncia Este trabalho Silvério et al. (2012) Barrionuevo; Langas (2001) Tankiewicz; AOAC (2007)

Biziuk (2017)

DLLME-SFOD - Microextracéo liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante
LLE-LTP - Extracéo liquido-liquido com particdo de baixa temperatura

SFE - Extracdo em fase solida

DLLME - Microextragéo liquido-liquido dispersiva

QUEChERS — Método rapido, facil barato eficaz robusto e seguro
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4.3. Analises de amostras de frutos in natura

Estudo de adicédo e recuperacao foram realizados em amostras de frutos in
natura (tomate, morango e maca) fortificadas com 0,1 mg L' de carbendazim,
carbofurano e carbaril e 0,2 mg L* de aminocarb. Os resultados em porcentagens de

recuperacéo sao apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Estudo de adicdo e recuperacdo dos analitos em amostras de fruto in natura (n = 3).

Recuperacéo (%)

Carbendazim Aminocarb Carbofurano Carbaril

Tomate 101,7+9,4 80,2+3,5 88,5+0,9 87,79+0,5
Morango 78,0+£3,1 66,4+3,9 65,5+1,6 76,46+3,0
Maca 68,2+5,3 79,5+1,6 75,5+0,5 86,7+3,2

Os resultados das analises dos pesticidas nos frutos, apresentaram
recuperacfes entre 66 e 102% e desvios aceitaveis (< 10%), demonstrando a
viabilidade da metodologia desenvolvida. Ndo foram encontrados os pesticidas

pesquisados nas amostras avaliadas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram a viabilidade do procedimento proposto,
baseado na DLLME-SFOD para a extragao simultdnea dos pesticidas carbendazim,
aminocarb, carbofurano e carbaril de amostras de frutos in natura (66 e 102% e
desvios aceitaveis).

Limites de deteccdo e quantificacdo, bem como as demais caracteristicas
analiticas, atendem os estabelecidos pelas agéncias reguladoras para quantificacao
de pesticidas em alimentos, no Brasil.

A DLLME-SFOD é uma metodologia de preparo de amostra limpa e apresenta
diversas vantagens como operacao simples, rapida, de baixo custo, empregando
minima quantidade de solventes organicos, reduzindo risco de danos ao meio
ambiente e ao analista, atendendo os preceitos da quimica analitica verde. Além
disso, apresenta grande potencial para aplicacdo em outros tipos de frutos e com foco

em outros carbamatos, uma vez que possuem o mesmo grupo quimico.
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