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“Todo dia de ontem pode ter sido
arduo. Muitas lutas vieram, deixando-te o
cansaco. Provas inesperadas alteram-te
0s planos. Soma, porém, as béncéos que
Deus te entregou. Esquece qualquer
sombra, ndo pares, serve e segue. Agora
€ novo dia, tempo de caminhar”

(Chico Xavier)
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo, a utilizacdo de cortica em p6 como fase
extratora solida na técnica de extracdo em ponteira descartavel paralela (Pa-DPX), na
determinacdo de agrotoxicos em amostras de agua ambiental, tais como atrazina,
carbofurano, diuron e simazina, com posterior determinacédo por HPLC-DAD. Estes
compostos podem ser encontrados em agua e no solo, e sdo considerados nocivos a
saude humana, animal e ao meio ambiente pelo seu grande poder de intoxicacdo. No
entanto, pelo fato de muitas vezes serem encontrados em baixas concentragdes, uma
etapa de preparo de amostras é imprescindivel. Para o preparo de amostra foi utilizada
a técnica de Pa-DPX com as seguintes condi¢des: 15 mg de cortica em pd nas
ponteiras, 7 ciclos de extracdo com 7,5% (m/v) de sal na amostra. Para evitar
possiveis erros, foi fixado um tempo de 10 segundos por ciclo de extracdo. Para a
dessorcédo, as melhores respostas foram encontradas quando se utilizou 1 ciclo de
dessorcdo com 300 pL de acetonitrila. Os LOD e os LOQ para atrazina, carbofurano
e diuron foram de 7,5 e 25 ug L%, respectivamente e, para a simazina, de 15,1 e 50
ug L1, respectivamente. Os valores de R? foram acima de 0,983 para as curvas de
calibracdo de todos os analitos. Os valores das precisdes interdia e intradia variaram
de 21,3 a 32,2% e de 4,90 a 18,1%, respectivamente. A recuperagédo relativa foi
realizada em amostras de agua provenientes de duas diferentes localidades,
primeiramente do cérrego préximo ao Departamento de Quimica da UFSC, variando
entre 63,4 a 105,1%, e a segunda, do corrego do Shopping Vila Romana,
Floriandpolis, SC, variando entre 70,1 a 119,9%, sendo que a maioria dos resultados
encontrados se encontra dentro da faixa aceitavel, segundo a AOAC. A metodologia
desenvolvida mostrou-se uma boa alternativa na analise desses agrotoxicos em
amostras de &agua, proporcionando vantagens como o uso de cortica como fase
extratora, no intuito de ser mais ambientalmente amigavel e o uso da Pa-DPX, a qual
permite um aumento da frequéncia analitica devido a possibilidade de até 5 extracdes
simultaneas e ainda, o uso reduzido de solventes.

Palavras-chave: cortica, DPX, agrotoxicos, amostras de agua, preparo de amostras.
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1 INTRODUGAO

Com o passar dos anos, em virtude da necessidade do aumento de
produtividade, o uso de agrotoxicos aumentou, ocasionando diversos problemas a
saude humana, animal e ao meio ambiente. Os agrotoxicos, ou também chamados de
defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou veneno séo
enquadrados em um grupo de substancias quimicas que sdo capazes de alterar a
composicao da fauna ou da flora.

A Portaria n° 888/2021 do Ministério da Saude regulamenta, em relacédo a
potabilidade da agua, 92 substancias quimicas consideradas perigosas a saude
humana, dentre as quais, 52 sdo agrotoxicos. Logo, pelo fato de impactarem
diretamente a salde do meio ambiente, humana e animal sua analise e controle em
matrizes aguosas ambientais, € de extrema importancia.

De uma maneira geral, essas matrizes podem possuir uma alta complexidade
e muitas vezes, serem incompativeis com uma analise direta. Além disso, os analitos
a serem analisados podem ser encontrados em baixas concentragdes, sendo
necessario portanto, uma etapa de preparo de amostras. Esta etapa é indispensavel
e crucial dentro de um procedimento analitico e tem como objetivo geral, isolar os
componentes de interesse da matriz, proporcionando uma analise mais eficiente.

As técnicas de preparo de amostras podem ser classificadas em técnicas
classicas e técnicas de microextracdo. Diante desse contexto, as técnicas de
microextracdo estdo ganhando cada vez mais visibilidade na quimica analitica, pois
podem ser consideradas menos prejudiciais ao meio ambiente, permitindo a
simplificacdo e miniaturizacdo dos procedimentos, assim como a reducdo da
guantidade de solventes e amostras utilizadas.

A extracdo em ponteira descartavel, DPX, foi derivada da extragdo em fase
sélida, SPE, e se baseiam nos mesmos principios. A DPX consiste em uma ponta de
micropipeta, de 1 ou 5 mL, contendo fase extratora em po dispersa, aprisionada entre
dois filtros, um superior e um inferior, sendo este ultimo fixo. Em uma primeira etapa,
temos o condicionamento da ponteira com solvente apropriado, seguido da sucg¢ao da
amostra com o ar, etapa de extracao, para que ocorra a mistura da fase extratora
sélida com o(s) analito(s) presente na amostra e entdo, o descarte da amostra. Por
fim, a ultima etapa envolve a dessorcao do(s) analito(s), com solvente apropriado, e

tem-se a succao do solvente de dessor¢do com o ar através da ponteira. Apos todo o
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processo, 0 extrato proveniente da dessorcdo € submetido a analise cromatografica
de interesse.

Esta técnica nos permite a utilizacdo de fase extratora sélida e, pela
necessidade do desenvolvimento de metodologias mais ambientalmente amigaveis, a
utilizacao de biossorventes como fase extratora se tornaram alvos de estudos ao longo
dos anos. Logo, por ser um biossorvente, a cortica vem sendo utilizada como uma
alternativa verde para fase extratora solida, pois em fungdo de sua estrutura quimica
e fisica, permite diferentes tipos de interacbes, possuindo boa capacidade sortiva.
Além disso, apresenta um baixo custo, boa eficiéncia e seletividade e ainda,
propriedades de biodegradabilidade.

Ainda, quando pensamos em analises de rotina, a tendéncia pelo
desenvolvimento de métodos de alta frequéncia analitica, € imprescindivel.
Recentemente, um aparato que permite o preparo de até cinco extracdes simultaneas,
conhecido como extracdo em ponteira descartavel paralela, Pa-DPX, foi desenvolvido
e utilizado como um aliado no desenvolvimento desse trabalho.

Dessa forma, este presente trabalho propde aliar essas duas estratégias ao
utilizar cortica em pd, como uma alternativa verde para fase extratora para a
determinacao de agrotoxicos, tais como atrazina, carbofurano, diuron e simazina, em
amostras de dgua ambiental pela técnica de extracdo em ponteira descartavel paralela
e, posterior determinacéo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD, do inglés high performance liquid chromatography-

diode array detector).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimica Verde e a Quimica Analitica Verde

Nas duas ultimas décadas, a crescente preocupacdo do homem perante os
efeitos negativos causados por ele, vem desencadeando uma nova percepgéo quanto
a saude humana e qualidade ambiental do meio onde estéa inserido. Diante disso, ha
um novo olhar para acdes e estratégias de preservacdo ao meio ambiente, ao solo,
as aguas, ao desenvolvimento de processos produtivos menos danosos e ao grande
volume de efluentes téxicos produzidos.

A Conferéncia das Nac6es Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento
(Rio 92) foi um estopim no caminho da seguranca quimica, onde a prioridade global
voltada a melhor gestado dos riscos quimicos, foi consolidada. Dez anos depois, na
Conferéncia Mundial sobre Desenvolvimento Sustentavel (Rio+10), em
Johannesburgo, esta prioridade foi reafirmada e em 2012, a Conferéncia das Nacdes
Unidas sobre o Desenvolvimento Sustentavel (Rio+20), marcando o Vvigésimo
aniversario do Rio 92, abordou os dois seguintes temas: “A economia verde no
contexto do desenvolvimento sustentavel e da erradicagao da pobreza”, e a “Estrutura
institucional para o desenvolvimento sustentavel”’, onde ficou decidido, dentro do
ambito da economia verde, que o desenvolvimento sustentavel continua a ser o
objetivo final da comunidade internacional.

Logo, a conservacao ao meio ambiente e a sustentabilidade, se tornaram dois
pilares essenciais para a sociedade e 0 meio a qual estd inserida e, diante deste
contexto, fez - se necessaria uma reflexao acerca da atividade de trabalho da Quimica,
e conceitos como Quimica Verde, Ecologia Quimica e Métodos Analiticos Limpos
ganharam forga e, se tornaram alvos de estudos e discussfes nos meios académicos
e industriais e o desenvolvimento desses, originaram a atual Quimica Analitica Verde
(GAC, do inglés Green Analytical Chemistry), (ANASTAS, 1999; DE MARCO et al.,
2018).

Podemos dizer que desde o comeco da década de 90, a Quimica Verde ja
existia, quando os quimicos Paul Anastas e John Warner, pesquisadores da
Environmental Protection Agency (EPA), propuseram a utilizacdo de tecnologias
quimicas as quais visam prevenir a contaminacdo e, visando a necessidade de
reacdes mais ambientalmente amigaveis, em 1998, propuseram os 12 principios da

Quimica Verde. Segundo a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC,
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do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry) quimica verde é definida
como a invencado, desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos quimicos
para reduzir ou eliminar o uso e a geracao de substancias perigosas. Na Figura 1
temos os 12 principios da Quimica Verde.

Figura 1. Os 12 principios da Quimica Verde.

1. Prevencao

12. Minimizar de residuos 2. Economia de
acidentes atomos
11. Analise em 3. Sinteses
tempo real \ seguras
10. Produtos 12 principios da 4. Produtos
degradaveis Quimica Verde ’ seguros

catalisadores seguros

9. Utilizar / / l \ \ 5. Solventes

8. Minimizar 6. Eficiéncia
derivacdo 7 Materiais energética
renovaveis

Elaborado pelo autor, 2022.

Anastas ainda, em 1999, com o intuito de diminuir os impactos ambientais,
publicou um artigo onde mostrava a relevancia e importancia de desenvolver novas
técnicas e meétodos analiticos baseados nos 12 principios da quimica verde. Sendo
assim, em 2013, Galuszka, Migaszewski e Namiénski adaptaram esses 12 principios
da quimica verde de modo que se incorporassem na quimica analitica verde.

De uma maneira geral, os principios da GAC baseiam-se na eliminacdo de
reagentes toxicos, na reducéo do uso de amostras, na minimizacao do uso de energia
elétrica, no manuseio correto dos residuos analiticos gerados, na maior seguranga
dos operadores (GALUSZKA et al., 2013) e no incentivo a utilizagdo de técnicas
analiticas miniaturizadas, como técnicas de microextracdo, e desenvolvimento de
materiais que sejam mais ambientalmente amigaveis, como por exemplo a utilizacao

de sorventes ou biossorventes como fase extratora.
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Contudo, os quimicos analiticos tém como desafio ndo s6 aplicar os 12
principios da GAC e sim, realizar isso de forma que ndo se perca a qualidade dos

dados a serem obtidos.

2.2 Agrotoxicos

Os agrotoxicos, de acordo com a Lei Federal N° 7.802, de julho de 1989, séo
agueles capazes de alterar a composicdo da fauna ou da flora, com o intuito de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos nocivos. Eles, séo produtos e agentes de
processos quimicos, fisicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens,
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, de outros ecossistemas e também, de
ambientes urbanos, hidricos e industriais.

O uso dos agrotéxicos foi intensificado desde a Revolucéo Verde. Esta foi uma
expressao criada durante uma conferéncia em Washington, em 1966, e se refere ao
conjunto de técnicas na producéo agropecuaria, as quais consistiam em mecanizacao
do campo, utilizacdo de agrotéxicos, fertilizacdo de solos e desenvolvimento de
pesquisas em sementes transgénicas, no intuito de alcancar uma maior produtividade.
No entanto, apesar de inovacdes tecnologicas, esta foi responsavel por grandes
impactos ambientais negativos (SERRA et al., 2016).

Para os paises que seguiam as premissas da Revolucao Verde, o sistema
mais utilizado foi a monocultura. No entanto, em uma grande extenséao, o cultivo de
uma Unica espécie vegetal, favorece o desenvolvimento de pragas, as quais se
proliferam rapidamente (SPANNE, 2021).

Diante deste contexto e a fim de evitar isso, 0 uso de agrotoxicos e outras
substancias consideradas nocivas a saude humana, animal e meio ambiente, se
intensificaram, colocando em risco nossa existéncia e dos demais seres vivos
(MORELLO et al., 2013).

Uma das maiores problematicas envolvidas nisso, é o fato de que os
agrotoxicos utilizados diretamente no solo ou plantas, causam danos devido a
contaminacdo da 4gua e solo. Através do escoamento, estes podem alcancar rios,
lagos e corregos e pela infiltracdo no solo, podem atingir aquiferos, lencdis freaticos e
diminuir a producédo de nutrientes necessarias as plantas. Ainda, além dos animais
afetados diretamente, como insetos e peixes, toda a biodiversidade € prejudicada,

pois estes podem se acumular durante o decorrer da cadeia alimentar (ASSAD, 2021).
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Ademais, a fim de garantir a potabilidade da agua, o Ministério da Saude na
Portaria n® 888/2021, estabelece uma lista de 92 substancias quimicas que
representam risco a saude humana, dentre as quais 52 delas sdo agrotoxicos. Logo,
sua presenca em 4gua destinada ao consumo, representa um alto risco de intoxicacédo
€ por isso, € necessario rigorosas normas acerca de seu Uso e presenca.

Na tabela 1, podemos encontrar a nomenclatura, estrutura quimica, Log P, de
acordo com EPA DSSTox (EPA Distributed Structure-Searchable Toxicity, U.S), e o
valor méaximo permitido (VMP) segundo a Portaria 2.914/2011 do Ministério da Saude,

dos quatro agrotéxicos estudados neste projeto.

Tabela 1. Informacdes dos agrotoxicos estudados neste trabalho.

Agrotéxicos Estrutura quimica Log P VMP (ug L)
HN" >CH,
Atrazina CHg N/gN 2.61 2

CHj
Carbofurano o CHs 2.32 7

Diuron 5 HJKN,CHg 2.68 20

CHs

HN" " CHj

Simazina N&N 2.18 2
I
Cl)\N//kN/\

CH
N 3

Elaborada pelo autor, 2022.
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Conforme tudo apresentado, é de extrema importancia a analise e controle de
agrotoxicos em matrizes aquosas ambientais, uma vez que estes possuem impacto
direto na saude humana, animal e do meio ambiente.

Ademais, visto que geralmente sdo encontrados em baixas concentracoes e,
que a matriz analisada pode néao ser totalmente compativel com o instrumento de
analise, se torna indispensavel uma etapa de preparo de amostras. Além disso, esta
etapa pode estar ligada ao maior gasto de tempo e consumo de reagentes do
procedimento analitico, sendo de extrema importancia que esta esteja de acordo com
os principios da GAC (BORGES et al., 2015; CARASEK et al., 2018; HINZ, 2021).

2.2 Preparo de amostra

A fim de se obter resultados precisos e confiaveis, um procedimento analitico
€ composto por algumas etapas, tais como: definicdo do problema, amostragem,
transporte e armazenamento, preparo de amostras, analise instrumental, validacéo
analitica e estatistica e tomada de decisdes (HINZ, 2021).

Dentre essas etapas, 0 preparo da amostra é uma etapa crucial, pois pode
acarretar nos maiores erros devido a contaminacao e perdas de analito. Além disso,
geralmente € a etapa que demanda de mais tempo, de 60 a 85% do tempo total do
procedimento analitico (BORGES et al., 2015), e a exatidao e precisdo dependem da
escolha adequada de uma técnica de preparo da amostra (CARASEK, MORES,
MERIB, 2018). Contudo, essa etapa tem como principal objetivo isolar os
componentes de interesse da matriz da amostra, realizando a limpeza da amostra,
concentrando os analitos e/ou transformando a amostra antes da analise instrumental,
para que ela se torne mais adequada com o instrumento de analise (CORAZZA, 2020,
HUELSMANN et al., 2021).

E também preciso, para a sele¢éo mais adequada de uma técnica de preparo
de amostra, conhecer as propriedades fisico-quimicas dos analitos e da fase
extratora, 0 ambiente quimico a qual o analito se encontra e por fim, a compatibilidade
da técnica de extracdo com a instrumentacdo a qual se deseja utilizar (BORGES et
al., 2015, HINZ, 2021).

As técnicas de preparo de amostras podem ser classificadas em técnicas
classicas e técnicas de microextracdo. Em relacdo as técnicas classicas, temos a
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction), a extracdo solido-

liguido (SLE, do inglés solid-liquid extraction) e a extragdo em fase sdlida (SPE, do
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inglés solid-phase extraction). No entanto, uma série de limitagbes podem ser
observadas, como o uso de grandes quantidades de solventes organicos toxicos e
outros reagentes e ainda, os longos tempos geralmente necessarios nas etapas de
extracdo (CARASEK, MORES, MERIB, 2018).

Diante desse contexto e, visando a demanda por métodos que atendam aos
principios da GAC, a miniaturizacdo dessas técnicas vém ganhando espaco na
quimica analitica, com o desenvolvimento das técnicas de microextracdo. Tais
técnicas superam algumas limitacdes das técnicas classicas, e ainda, podem ser
consideradas menos prejudiciais ao meio ambiente, pela reducdo do consumo de
solventes e amostras utilizados, assim como simplificam os procedimentos (DO
CARMO, 2019; VIEIRA, 2019). Algumas destas técnicas podem ser destacadas, tais
como a microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés solid-phase microextraction),
a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid
microextraction) e extracdo em ponteira descartavel (DPX, do inglés disposable

pipette extraction), técnica com énfase no desenvolvimento deste trabalho.

2.2.1 Extracdo em ponteira descartavel

Desenvolvida pelo Dr. William Brewer, a técnica de DPX €& uma nova
configuracdo da SPE convencional. Tem como intuito, reduzir a quantidade de
solventes organicos utilizados, sorvente, amostra e o tempo de extracao (Patente dos
EUA 6.566.145 B2, 2003) (BORDIN et al., 2016; MORES et al., 2019).

A SPE baseia-se na sorcdo dos analitos por uma fase sélida com uma
posterior dessor¢do destes (MORES et al., 2015). Ela foi desenvolvida visando
superar algumas desvantagens presente na LLE, principalmente a dificuldade em
extrair compostos polares, a tendéncia de formar emulsdes, e por envolver um grande
tempo e custo. Além disso, ela obtém uma maior recuperagdo do analito utilizando
volume menor de solvente na etapa de dessorcéo e néo requer a separacgao de fases
necessaria para LLE (PLOTKA-WASYLKA et al., 2015).

Diante de suas vantagens, ela se tornou alvo de aprimoramentos e solucdes
mais modernas e verdes para o preparo de amostra (PLOTKA-WASYLKA et al., 2015).
A DPX, por sua vez, se baseia hos mesmos principios, no entanto, a fase extratora
fica dispersa entre dois filtros, um superior e um inferior, sendo este altimo, fixo. Logo,

ao aspirar ar e amostra, € formada uma mistura dinadmica levando a um aumento da
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area de contato entre a fase extratora, amostra e o(s) analito(s) (BORDIN et al., 2016;
FERNANDES et al., 2012; CARASEK et al., 2022).

Se tratando das etapas envolvidas na DPX, tém-se primeiramente o
condicionamento com solvente apropriado, realizado com o intuito de ativar os sitios
sorventes da fase extratora sélida, para entdo, melhorar a interagcdo molecular desta
com o(s) analito(s) de interesse na amostra (TURAZZI et al., 2019). Apdés o
condicionamento, a amostra é submetida a suc¢gdo com o ar, para que haja a mistura
do sorvente com o(s) analito(s) presente na amostra. Vale ressaltar que em muitos
casos, € necessario estabelecer um tempo desse contato da mistura do(s) analito(s)
com o sorvente, para garantir uma interacado quimica adequada e entdo, a amostra
pode ser descartada. Por fim, a Ultima etapa envolve a dessor¢ao do(s) analito(s), com
solvente apropriado de acordo com a natureza quimica destes e do sorvente. Nesta
etapa, tem-se a succ¢ao do solvente de dessorcédo com o ar através da ponteira, para
gue ocorra a quebra da interacdo analito-sorvente e a migracdo do(s) analito(s) para
a fase liquida. Apos todo o processo, 0 extrato proveniente da dessorcao é submetido
a andlise cromatografica (BORDIN et al., 2016). Na Figura 2 temos 0 esquema

representativo das etapas envolvidas na DPX.

Figura 2. Esquema representativo das etapas envolvidas na DPX.

Condicionamento Aspiracao Succao Descarte Dessorgéo
da ponteira da amostra como ar da amostra

FONTE: Adaptado de BORDIN et al., 2016.
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Recentemente, com o intuito de aumentar a frequéncia analitica da técnica
realizando extracdes simultdneas, o aparato de DPX desenvolvido por Huelsmann et
a., 2021, chamado de Pa-DPX (extracdo em ponteira descartavel paralela, do inglés
parallel-disposable pipette extraction), foi desenvolvido. Este dispositivo consiste em
5 seringas Luer Lock de 5 mL unidas por um metal, permitindo até cinco extracdes

simultaneas. Na Figura 3 temos a representacao do aparato de Pa-DPX.

Figura 3. Aparato de Pa-DPX utilizado. Em (a) posi¢éo de carga e (b) posi¢céo de descarga.

Aparato de metal

Manipulador
movel

Cinco seringas Luer ?

Lock de 5 mL

FONTE: Adaptado de HUELSMANN et al., 2021.

Além da diminuicdo do tempo envolvido na etapa de extracdo, outra vantagem
desta técnica é a possibilidade deste aparato poder ser reproduzido com materiais
alternativos de baixo custo, como papeldo, placas de metal recicladas e/ou materiais
hibridos (HUELSMANN et al., 2021).

No trabalho relatado por Huelsmann et al. (2021), uma fase comercial,
estireno-divinilbenzeno (DVB), foi utilizado na DPX, no entanto, uma das vantagens
dessa técnica é o fato dela ser comercializada com fase comercial j4 preenchida ou
na sua forma branco, permitindo entéo a utilizacdo de fases extratoras alternativas,
sejam elas produzidas em laboratério ou biossorventes. Em virtude disso, temos a
possibilidade da escolha de uma fase extratora que seja mais ambientalmente
amigavel e que melhor se encaixe nas propriedades fisico-quimicas dos analitos de
interesse, aumentando a seletividade e eficiéncia de extracdo (HINZ, 2021, SANTOS,
2021). Conforme ja relatado na literatura por Carasek et al. (2022), diferentes fases
extratoras alternativas ja foram exploradas na DPX, dentre elas, destaca-se a cortica,
abordada no préximo topico.
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2.3 Cortica

A cortica é um biossorvente natural, obtida da casca exterior do sobreiro,
botanicamente conhecido como Quercus suber L. Biossorventes sao materiais
naturais, os quais englobam toda a biomassa, seja ela com ou sem atividade
metabdlica (VAGHETTI, 2009).

O sobreiro cresce principalmente nas regibes mediterraneas, onde os verdes
Sa0 secos e invernos amenos e chega a viver de 150 a 200 anos (CORDEIRO, 1998).
Sua casca é colhida periodicamente da arvore a cada 9 ou 12 anos e cresce como
uma camada circular espessa e continua. Pelo fato de, apds a colheita sua casca
poder regenerar, a cortica se torna um recurso renovavel e ainda, de facil acesso, uma
vez que seu principal uso esta sendo em rolhas para engarrafamento de vinho.

O sobreiro produz trés qualidades de cortica em seu ciclo de vida, sendo estas
a cortica da primeira extracdo, conhecida como cortica virgem; de reproducdo da
segunda decapagem e a reproducao de tiras subsequentes (PINTOR et al., 2012). No
entanto, por possuir uma estrutura mais regular, apenas a cortica de segunda
reproducao é utilizada na producéo de rolhas.

Quimicamente, a cortica é constituida principalmente de suberina (30-40%) e
lignina (19-22%), além de polissacarideos como celulose e hemicelulose e sua
composicdo quimica reflete diretamente a sua qualidade, origem geografica e
localizagdo morfologica da arvore (PINTOR et al., 2012).

A suberina, representada na Figura 4, é considerada um polimero constituido
por uma parte de poliésteres alifaticos e por outra parte, por grupos aromaticos
similares aos encontrados na lignina, Figura 5. A lignina, no entanto, € um polimero
de alto peso molecular constituida por alcoois derivados do 1-fenilpropano
(CORDEIRO, 1998) e a principal molécula adsorvente da cortica. Esta possui anéis
aromaticos e grupos hidroxilas, responsaveis pelas interacées 11-11 e interacdes de

hidrogénio com os adsorvatos, respectivamente (OLIVELLA et al., 2015).



Figura 4. Estrutura da suberina.
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Figura 5. Estrutura da lignina.
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Além de uma composicdo heterogénea, a cortica apresenta particulas com
tamanho médio de 125 a 250 um, com uma estrutura em formato de favo de mel,
como visto na Figura 6, o que Ihe confere uma elevada porosidade (BARBOSA et al.,
2017).

Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da cortica. Em (A) 600 um e (B) 100 pm.

FONTE: Adaptado de BARBOSA et al., 2017.

Portanto, pelo fato de sua estrutura porosa promover uma boa adsorcao,
juntamente por ser uma matéria-prima natural, de baixo custo, facil acesso, renovavel,
de baixa densidade e com propriedades de biodegradabilidade, a cortica vem sendo
utilizada como uma alternativa verde a fase extratora em diferentes técnicas de
preparo de amostras para compostos organicos e inorganicos (MAFRA et al., 2018).
Na Tabela 2, temos diferentes aplicacBes da cortica como fase extratora em técnicas

de microextracdo, para determinagéo de diferentes analitos em diferentes amostras.
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Tabela 2. Vasta aplicacdo da cortica como fase extratora.

Analitos Amostra Técnica de Instrumento LOD LOQ Referéncia

microextracao

Biomarcadores Urina BAUE HPLC-DAD 0,73-1,00 2,19-3,00 OENNING
umol Lt pmolL? etal., 2017
Hormonios e Urina DPX HPLC-DAD 1,5-3 5-10 MAFRA
drogas ug Lt ug Lt etal, 2018
Metais Agua DPX HR-CS 100-200 - CADORIM
GF AAS ng L1 et al., 2019
Contaminantes ~ Agua DPX HPLC-DAD  0,6-1,4 2-4,3 MORES
emergentes pg Lt ugLt etal, 2019
Agrotéxicos Agua BAUE GC-ECD 3,03-15,1 10-50 HINZ,
organoclorados ng L1 ng L1 2021
0,21 0,73 MORES
THC-COOH Urina DPX GC-FID ng mL? ng mL! etal, 2021

Elaborado pelo autor, 2022.

Como ja relatado na literatura por Morés e colaboradores, 2019, o
desenvolvimento de uma metodologia analitica rapida utilizando a cortica como uma
alternativa verde para fase extratora na técnica de DPX foi estudada, e mostrou uma
boa eficiéncia de extracdo e dessorcao dos analitos.

Sendo assim, a fim de explorar esta nova abordagem, a cortica em pé sera
aplicada como uma alternativa verde para a fase extratora na técnica de Pa-DPX para
extracdo de agrotoxicos em amostras de agua ambiental, conforme representagéo na

Figura 7.
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Figura 7. Representacao esquematica da utilizac&o de cortica em p6 para extracdo em ponteira

descartavel paralela, Pa-DPX.

FONTE: Elaborado pelo autor, 2022.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o uso de cortica em p0, reciclada de garrafas de vinho, como fase
extratora no intuito de uma alternativa verde para a determinacdo de agrotdéxicos em

amostras de agua ambiental e posterior determinacdo por HPLC-DAD.

3.2 Objetivos especificos

e Promover uma separac¢do cromatografica dos agrotoxicos, tais como atrazina,
carbofurano, diuron e simazina por HPLC-DAD;

e Otimizar os parametros os quais influenciam nas etapas de extracdo e
dessorcéo, tais como solvente de dessorc¢ao, ciclos de extragao e dessorcéo,
massa de cortica e porcentagem m/v de sal na etapa de extracéo;

e Determinar os parametros analiticos de mérito, como limite de detecc¢éo (LOD),
limite de quantificacdo (LOQ), faixa linear, coeficiente de determinacéo (R?) e
posteriormente a exatidao e precisao;

e Aplicar o procedimento otimizado na determinacdo de agrotoxicos, como

simazina, carbofurano, atrazina e diuron em amostras de agua ambiental.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

Como solugéo estoque, utilizou-se uma solugédo contendo uma mistura dos
quatro analitos, em uma concentracédo de 50 mg L, preparadas em metanol, a partir
de solucgbes individuais dos analitos simazina, carbofurano, atrazina e diuron, obtidos
da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).

Produziu-se a agua ultrapura, com resistividade 18,3 MQ cm, no laboratério
utilizando-se um sistema de purificagdo Mega Purity (Billerica, MA, EUA). Os solventes
metanol (MeOH), etanol (EtOH) e acetonitrila (ACN) foram obtidos da Merck (Rio de
Janeiro, BR), NEON Ltda (Suzano, Séo Paulo, BR) e J.T. Baker (Center Valley, EUA),
respectivamente.

A cortica utilizada nas ponteiras descartaveis era proveniente de rolhas de
garrafas de vinho recicladas e armazenadas no laboratério e o pé de cortica foi obtido
com uma peneira de 200 mesh. As ponteiras descartaveis em sua forma branco foram
obtidas do DPX Labs, Columbia, SC, EUA.

As amostras analisadas foram agua de cérregos provenientes de duas
diferentes localidades em Floriandpolis, SC. Estas foram coletadas e refrigeradas a

aproximadamente 4 °C até analise, sem nenhum tratamento prévio.

4.2 Instrumentacgao

Para a separacéo e quantificacéo dos analitos, utilizou-se de um cromatégrafo
liquido LC 20AT (Shimadzu, Kyoto, Japao) com detector de arranjo de diodos SPD-
M20A, um injetor manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, EUA) e um loop de
injecao de 20 pL. A separagao cromatografica foi realizada em fase reversa e utilizou-
se uma coluna ZORBAX Extend-C18 (4.6 x 250 mm 5-Micron 80A) (Agilent, Santa
Clara, California, EUA).

Na composicdo da fase mével, o modo utilizado foi o gradiente, com uma
vazao de 1,0 mL min, com os solventes ACN:H20, conforme Tabela 3. Os analitos

foram monitorados no comprimento de onda de 200 nm.
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Tabela 3. Programa de eluicao por gradiente para os 4 agrotdxicos estudados.

Tempo (min) % H20 % ACN
0,01 60 40
5,00 60 40
15,0 45 55
15,5 60 40
20,0 60 40

Elaborado pelo autor, 2022.

4.3 Preparacao das ponteiras descartaveis

A limpeza das rolhas de cortica recicladas de garrafas de vinhos foi adaptada
do trabalho de Morelli et al., 2020, onde estas foram submetidas a banhos
ultrassbnicos, com uma lavagem em acetona durante 30 minutos e trés lavagens em
agua ultrapura durante 30 minutos por lavagem, a fim de se obter uma agua limpida.

Em uma posterior etapa de secagem, foram colocadas em estufa por
aproximadamente 12 a 24 horas a 100 °C. Por fim, as rolhas de cortica passaram por
um processo manual de peneiramento com o intuito de remover qualquer impureza
presente e, o produto peneirado, foi devidamente pesado nas ponteiras, conforme
apresentado na Figura 8.

O condicionamento das ponteiras foi realizado em cinco ciclos, com duas
etapas por ciclo, primeiramente com solvente, mistura de MeOH e ACN 1:1 (v/v), e

posteriormente em agua ultra-pura.

Figura 8. Preparacéo das ponteiras de DPX.

Elaborado pelo autor, 2022.
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4.4 Otimizacdo dos parametros para a DPX

Durante a otimizacdo dos parametros de extracdo e dessorcédo, utilizou-se
como solucéo padrao de trabalho uma solucéo de agua ultra-pura fortificada em 300
ug L* dos analitos. Ainda, utilizou-se 2 mL de amostra durante o procedimento
experimental e, com o objetivo de aumentar a frequéncia analitica do método, o
esquema desenvolvido por Huelsmann et al. (2021), a Pa-DPX, foi utilizado, conforme
observado na Figura 7.

Apbs a extracdo, um frasco contendo 300 uL de solvente era utilizado para
realizar a dessor¢cdo dos analitos. Posteriormente, este extrato proveniente da

dessorcéo, foi analisado no HPLC-DAD.

4.4.1 Otimizacao da etapa de dessorgao

Apés a etapa de extragdo, com o intuito de garantir que os analitos tenham
sua maxima eficiéncia de dessorcao da fase extratora, o solvente de dessorcao foi o
primeiro parametro a ser otimizado, com um planejamento simplex-centroide,
avaliando o comportamento de trés solventes, sendo eles MeOH, ACN e EtOH, nas
suas formas puras e misturas (1:1 v/v) entre eles, com triplicata do ponto central,

conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Otimizacdo do solvente de dessorcéo.

Experimentos MeOH (%) ACN (%) EtOH (%)
1 0 0 100
2 50 50 0
3 0 100 0
4 50 0 50
5 0 50 50
6 100 0 0
7,8,9 33 33 33

Elaborado pelo autor, 2022.

Com o mesmo intuito de garantir a maxima dessorcdo dos analitos da fase
extratora, a quantidade de ciclos de dessorcao foi avaliada de forma univariada, com
1, 3 e 5 ciclos de dessorcao, sendo estes experimentos realizados em triplicata.
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4.4.2 Otimizacao dos parametros de extracao

Por fim, com 0 mesmo intuito de maxima extracédo dos analitos da solucao de
agua ultra-pura, realizou-se um planejamento Box-Behnken de forma randomizada,
contendo trés variaveis, tais como massa de cortica (mg), porcentagem de cloreto de
sédio (NaCl m/v) e ciclos de extracdo, conforme apresentado na Tabela 5, com

triplicata no ponto central.

Tabela 5. Condi¢Ges para planejamento Box-Behnken.

Experimentos Sal Ciclos Massa
6 15,0 4 15,0

2 15,0 1 22,5

5 0,0 4 15,0

11 7,5 1 30,0
15,0 7 22,5

0,0 7 22,5

8 15,0 4 30,0

10 7,5 7 15,0

1 0,0 1 22,5

7 0,0 4 30,0

12 7,5 7 30,0

9 7,5 1 15,0
13,14,15 7,5 4 22,5

Elaborado pelo autor, 2022.

4.5 Procedimento geral otimizado

Como procedimento geral otimizado, inicialmente realizou-se o0
condicionamento das ponteiras descartaveis em duas etapas, primeiramente em ACN
50% e MeOH 50% e posteriormente em agua ultra-pura, repetindo esse processo por
5 vezes.

Na etapa de extracdo, o procedimento constou de 7 ciclos de extragao com
aliquotas novas de 2 mL de amostra fortificada em 300 pg L. Para uma melhor
resposta e para evitar possiveis erros, foi fixado um tempo de 10 segundos por ciclo
de extracdo. ApoOs a extracao dos analitos, realizou-se a dessorcao destes em 1 ciclo

com 300 pL de ACN, posto em um vial. Por fim, o extrato proveniente deste vial foi
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determinado por HPLC-DAD. Na Figura 9 temos a representacdo do procedimento
geral otimizado e ainda, vale ressaltar que o suporte metalico representado na Figura

7 foi utilizado nas trés etapas.

Figura 9. Procedimento geral otimizado.

Condicionamento Etapa de extragéo Etapa de dessorgao
(5 ciclos) (7 ciclos) (1 ciclo)
—A —A

ACN:MeOH H,0O U-P 2mL de descarte Solvente
amostra

HPLC-DAD

Elaborado pelo autor, 2022.

4.6 Parametros analiticos de mérito

Utilizando-se as condi¢des otimizadas do método, foi possivel construir uma
curva de calibracdo, realizada com no minimo cinco niveis de concentracdo, em
triplicata, em agua ultra-pura fortificada, e assim, determinou-se o0s parametros
analiticos de mérito, como o limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), faixa
linear e coeficiente de determinacdo (R?) e ainda, posteriormente, verificou-se a
exatidao e a precisdo do método.

Para o LOQ, este foi obtido como a menor concentracéo da faixa linear de
trabalho com precisdo adequada e o LOD definido como LOQ/3,3. A faixa linear e o
R? foram obtidos com regresséo linear dos dados de calibracdo.

A exatiddo do metodo foi verificada através de ensaios de recuperacao relativa
realizados, utilizando amostras de agua provenientes de duas diferentes localidades,
sendo a primeira do cOrrego proximo ao Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC) e a segunda, do cérrego préximo ao shopping Vila
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Romana, na cidade de Florianépolis, SC, as quais foram fortificadas em trés niveis de
concentracdo presentes na faixa linear de trabalho.

Por fim, a precisdo do método foi analisada em precisao intradia e interdia. A
precisao intradia consistiu na avaliacdo dos desvios padrdes relativos (RSD) obtidos
em diferentes concentracdes realizadas em triplicata, totalizando trés experimentos
(n = 3) e a preciséo interdia consiste na aplicacdo do método a essas mesmas

concentracdes, porém, em trés dias seguidos, totalizando nove experimentos (n = 9).

4.7 Seguranca no laboratério e tratamento de residuos gerados

Para a preservacao da seguranca do laboratorista, jalecos, sapatos fechados
e luvas serédo utilizados durante toda a realizacdo dos experimentos, ja que estes sao
itens indispensaveis.

Em relacdo aos residuos gerados durante o tempo de realiza¢do do projeto,
estes serdo armazenados e encaminhados para a empresa responsavel pelo

tratamento de residuos da UFSC.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Solvente de dessorc¢éo

Com o intuito de garantir a melhor eficiéncia de dessorc¢éo dos analitos da fase
extratora e ainda, evitar o efeito de memoaria, o primeiro parametro a ser otimizado foi
o solvente de dessor¢cdo por um planejamento simplex-centréide, avaliando o
comportamento de trés solventes, metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e etanol
(EtOH).

Para a escolha do solvente apropriado de dessorcao, este torna-se adequado
quando é capaz de ter uma interacdo boa o suficiente com os analitos, sendo capaz
de remové-los de forma eficiente da fase extratora, com uma melhora da sensibilidade
e evitando ainda, o efeito de memoria (CARASEK et al., 2022).

Logo, a partir das médias geométricas das areas cromatograficas obtidas para
0os 4 analitos estudados, construiu-se a superficie triangular de resposta para o

solvente de dessorc¢édo, e o resultado esté presente na Figura 10.
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Figura 10. Superficie triangular de resposta para o planejamento simplex-centréide (R2 = 0,9747),

para o solvente de dessorcao.

ACN
0,00,1,00

Bl - 2455
Bl - 2455
Bl - 2255
I < 2E5
[ <18E5
om  B10
0,00 0,25 0,50 075 1,00 ’

Bl - 1,255
EtOH MeOH Bl - 155

Elaborado pelo autor, 2022.

Analisando a superficie triangular de resposta obtida através do planejamento,
com R2 =0,9747, nota-se gque os solventes etanol e metanol ndo foram t&o eficientes,
tanto nas suas formas puras ou misturas entre si.

Contudo, quando utilizado ACN, a resposta cromatogréfica foi melhorada, isto
devido a polaridade e solubilidade dos analitos. Tal fato pode ser explicado pois,
conforme apresentado na Tabela 1, os analitos utilizados neste trabalho s&o apolares,
conforme observa-se pelos seus coeficientes de particdo (Log P) e, portanto, a
interacdo solvente-analito, torna-se mais forte quando utilizado um solvente mais
apolar, como é o caso da ACN, rompendo mais facilmente a interacédo analito-cortica.

Sendo assim, de acordo com a superficie de resposta, a melhor escolha para
solvente de dessorcédo é utilizando 100% ACN, e esta condicéo foi fixada para os

demais experimentos.

5.2 Ciclo de dessorc¢éo
Outro parametro otimizado para promover a maxima eficacia de dessorcéo

dos analitos da fase extratora e para também, evitar o efeito de memaria, conforme
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citado anteriormente, foi a quantidade de ciclos de dessor¢éo, analisada de forma
univariada, com 1, 3 e 5 ciclos de dessor¢cdo com o solvente de dessorcdo sendo

100% ACN (volume fixado em 300 pL). O resultado esta presente na Figura 11.

Figura 11. Grafico de barras da otimizagéo do ciclo de dessorcao.
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Elaborado pelo autor, 2022.

Logo, nota-se que para todos os analitos, quando utilizado 1 ciclo de
dessorgéo, o resultado obtido foi 0 mais satisfatorio. Tanto para 3 ciclos e quanto para
5 ciclos, os resultados foram bem similares, indicando que o aumento de ciclos nao
se faz necessario para dessorcao dos analitos, visto que, o mecanismo da mistura
dindmica e o solvente utilizado (ACN) conseguem quebrar a interacao fase extratora-
analito e retirar a maior parte em apenas 1 ciclo.

A cortica, em virtude de sua estrutura em formato de favo de mel, possui uma
elevada porosidade, o que Ihe permite uma boa adsorcédo. No entanto, quando mais
de 1 ciclo de dessorcao € aplicado, os analitos dessorvidos da fase extratora podem
interagir novamente com a estrutura da cortica, ficando retidos e diminuindo a area
obtida, ocorrendo um possivel processo de re-extragdo, conforme observado na

Figura 11 acima.

5.3 Avaliacéo dos parametros de extragao
Por fim, com 0 mesmo intuito de promover a melhor eficiéncia de extracao dos

analitos da amostra, um planejamento Box-Behnken foi realizado, onde massa de
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cortica (mg), quantidade de ciclos de extracdo e %NaCl (m/v) foram otimizados. Os
resultados sdo apresentados como as superficies de resposta obtidas, presentes na

Figura 12. Foi obtido um R? de 0,96657 para o modelo utilizado para a construgéo
dessas superficies.

Figura 12. A) Superficie de resposta obtida para otimizagdo do ciclo de extragdo vs massa de cortica
(mg); B) Superficie de resposta obtida para otimizacao de %NaCl (m/v) vs massa de cortica (mg);
C) Superficie de resposta obtida para otimizacao de %NaCl (m/v) vs ciclo de extracao,

todos através do planejamento Box-Behnken.
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Elaborado pelo autor, 2022.

Pela superficie de resposta A, quando avaliado ciclo de extracdo vs massa de
cortica (mg), a maior quantidade de ciclos de extracdo proporcionou uma resposta
mais satisfatoria, indicando que para maiores ciclos de extracao, a cortica extraia uma
maior quantidade dos analitos da amostra. No entanto, em relacdo a massa de cortica,
nota-se que este ndo € um parametro tdo relevante, uma vez em que independe a
quantidade utilizada de cortica nas ponteiras descartaveis.

Pela superficie de resposta B, quando avaliado % NaCl (m/v) vs massa de
cortica (mg), nota-se que a massa de cortica ndo foi um parametro que mostrou
relevancia significativa, conforme visto anteriormente. No entanto, quando analisado
a porcentagem de sal na amostra, observa-se que uma porcentagem intermediaria
resultou em melhores respostas de extracéo e isto pode ser em decorréncia do efeito
salting out.

Um dos parametros a ser estudado quando se trabalha com matriz aquosa, €
o efeito salting out, ou seja, o estudo do efeito da for¢a idnica na eficiéncia de extracao.
Os ions do sal séo solvatados pelas moléculas de agua, e em consequéncia disso, 0s
analitos ficam mais disponiveis para serem extraidos pela fase extratora, pois
diminuem sua solubilidade na amostra (CARASEK et al., 2022). Logo, observando a

superficie de resposta B, em uma porcentagem intermediaria de sal, a solubilidade
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dos analitos em fase aquosa diminuiu, auxiliando a migracdo destes para a fase
extratora (GRECCO et al., 2018).

Pela superficie de resposta C, quando avaliado % NaCl (m/v) vs ciclo de
extragdo, observa-se que maiores quantidades de ciclos com porcentagem
intermediaria de sal, demonstrou respostas mais satisfatérias, similar a vista nas
superficies A e B. Dessa forma, as melhores respostas foram obtidas com menor
massa de cortica, ho maior numero de ciclos de extracdo e em uma porcentagem
intermediaria de sal na amostra. Como conclusdo, nos demais experimentos, foram
utilizados 15 mg de cortica na ponteira de DPX, 7,5% de NaCl na amostra e 7 ciclos

de extracao.

5.4 Parametros analiticos de mérito

Para a validacdo da metodologia analitica utilizada, os parametros analiticos
de mérito foram determinados, tais como LOD, LOQ, faixa linear, coeficiente de
determinacdo e a equacdo linear, com a construcdo de curvas de calibracéo
realizadas com amostras de agua ultra-pura fortificadas em diferentes concentracées,
submetidas ao procedimento otimizado de Pa-DPX. Os resultados obtidos estéo

presentes na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros analiticos de mérito do método proposto.

Analito LOD LOQ  Faixa linear R? Equacao linear
(ML) (gL (gL
Atrazina 7,5 25 25 -400 0,990 y = 365,13 x — 709,65
Carbofurano 7,5 25 25 -400 0,983 y =178,81 x — 140,61
Diuron 7,5 25 25 - 400 0,984 y =1141,3 x + 7553,9
Simazina 15,1 50 50 - 400 0,994 y = 315,87 x + 7581

Elaborado pelo autor, 2022.

Conforme apresentado na Tabela 6, os valores obtidos para o coeficiente de
determinacao estédo aceitaveis, uma vez que todos estao préximos de 1, mostrando
boa correlacdo linear dos dados. Os valores de LODs e LOQs para atrazina,
carbofurano e diuron foram de 7,5 e 25 ug L%, respectivamente. Para a simazina, o
LOD e o LOQ foram de 15,1 e 50 ug L, respectivamente. Destaca-se que para o

diuron, o valor do LOD foi abaixo do valor maximo permitido (VMP) segundo a Portaria
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2.914/2011 do Ministério da Saude, indicando que o método se mostrou adequado e
ainda, que é possivel determina-lo pelo método analitico desenvolvido e, verificar se
o0 valor estéa acima ou abaixo do permitido.

Para o carbofurano, atrazina e simazina, observa-se que o LOD obtido foi um
pouco maior do que o VMP, mas ainda assim se encontram muito prOXimos a esse
valor. Uma alternativa que poderia vir a melhorar essas respostas e possibilitar que o
presente método fosse usado para monitoramento desses agrotoxicos, € o uso de
uma instrumentacao analitica mais sensivel.

A exatiddo do método foi verificada através de recuperacdes relativas de cada
analito, em amostras de agua provenientes de duas localidades diferentes, sendo a
primeira do corrego préximo ao Departamento de Quimica da UFSC (Amostra A) e a
segunda, do cdorrego préximo ao Shopping Vila Romana (Florian6polis, SC — Amostra
B), as quais foram fortificadas em trés niveis de concentracdo diferentes, presentes
na faixa linear de trabalho, apresentados na Tabela 7. Por fim, a precisdo do método
foi avaliada em precisdo interdia e em precisao intradia, em agua ultra-pura. Os

resultados estdo presentes na Tabela 8.

Tabela 7. Recuperacdes relativas de duas localidades para diferentes concentra¢des dos analitos.

Analito Concentragao Recuperacéo relativa (RR% + Desvio Padréo)
(ug L) Amostra A Amostra B
50 76,9 + 11,7 70,1+ 19,9
Atrazina 200 81,1 +9,3 81,6 +£21,3
400 81,2 + 20,8 81,7+ 18,9
50 71,6 + 16,4 119,9 + 30,9
Carbofurano 200 89,4+ 11,7 107,2 + 31,0
400 86,0 + 19,6 118,1 + 26,2
50 63,4 + 10,8 76,6 + 15,8
Diuron 200 82,0 + 8,2 86,3+ 12,1
400 79,0 £ 229 98,3+ 10,5
50 105,1 + 23,3 114,5 + 19,5
Simazina 200 83,3+ 9,3 85,1+14,4
400 80,7 + 22,7 104,3 + 6,6

Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 8. Preciséo interdia e intradia para diferentes concentracées dos analitos.

Analito Concentracdo  Precisédo interdia Precisao intradia
(hg L) (%) (n=9) (%) (n=3)

50 24,0 9,70
Atrazina 200 25,6 11,7
400 27,9 10,0
50 30,1 18,1
Carbofurano 200 32,2 14,0
400 21,3 4,90
50 31,1 13,3
Diuron 200 31,9 12,8
400 25,3 8,40
50 28,9 12,4
Simazina 200 32,2 11,0
400 23,3 8,10

Elaborado pelo autor, 2022.

Conforme apresentado nas Tabelas 7 e 8, as recuperacdes relativas para os
niveis de concentracdo 50, 200 e 400 pg L, assim como as precisées interdia e
intradia, variaram dentro da faixa aceitavel (70-120%) para a maioria dos analitos,
segundo a AOAC (Associacao Oficial de Quimicos Analiticos, do inglés Association of
Official Analytical Chemists). Dessa forma, o método desenvolvido foi considerado
exato e preciso.

A Figura 13 mostra os cromatogramas obtidos para os 4 agrotéxicos
estudados. No cromatograma em azul, temos um extrato proveniente de uma extracéo
realizada sem a adicdo dos analitos (branco da amostra), indicando que nao havia
interferentes na amostra, sendo possivel aplicar a metodologia analitica desenvolvida;
e em rosa, cromatograma obtido de uma injecdo de um extrato proveniente de uma
extracdo em 400 pg L de cada um dos analitos, com seus respectivos tempos de
retencdo. Os analitos saem com ordem de eluicdo de: Diuron (A), Carbofurano (B),

Simazina (C) e Atrazina (D).
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Figura 13. Cromatogramas obtidos para os 4 agrotéxicos estudados. Em azul, branco da amostra;

Em rosa, extrato da extragdo em 400 ug L.

30000
25000
20000
15000

10000

Intensidade

5000

5 6 7 8 9 10 11 12

-5000 ]
Tempo, minutos

Elaborado pelo autor, 2022.

5.5 Comparacao da metodologia desenvolvida

Na Tabela 9, temos a comparacdo desta metodologia desenvolvida com
outras descritas na literatura utilizando os mesmos analitos e amostra. Para a
determinacdo destes analitos, a maioria dos trabalhos encontrados foi utilizando a
técnica de SPE e como instrumento de anélise, o HPLC-DAD.

Conforme trabalhos relatados na literatura, observa-se que valores de LODs
e LOQs para os 4 analitos estudados podem ser encontrados em concentracfes
menores, no entanto, valores muito grandes de amostra e solvente de dessorcéo,
foram utilizados, uma vez em que ao todo 14 mL de amostra e 300 pL de solvente de
dessorcgdo foram utilizados neste trabalho, evidenciando outra caracteristica marcante
do método.

Ainda, poucos estudos com técnicas de microextracdo na etapa de preparo
de amostras na andlise destes agrotoxicos foram reportados, mostrando a eficiéncia
da DPX e ressaltando ainda, a frequéncia analitica do método, uma vez que é possivel
extrair até 5 amostras simultaneamente e apenas 1 minuto aproximadamente séo
requeridos por amostra desde o condicionamento até a dessor¢do dos mesmos.

Ademais, em virtude de suas diversas caracteristicas, como sua estrutura
porosa, ser uma matéria-prima natural, de baixo custo, facil acesso, renovavel, de
baixa densidade e com propriedades de biodegradabilidade, a cortica vem

demonstrando grande eficacia como fase extratora alternativa quando comparada as
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demais fases sintetizadas e comerciais, promovendo uma boa eficiéncia de extracédo

e dessorcédo, com resultados satisfatorios dos parametros analiticos de mérito.



Tabela 9. Comparacdo do método desenvolvido com outros propostos na literatura.

Analitos Amostra Técnica Instrumento Fase extratora  Volume de Volume de LOD LOQ Referéncia
amostra solvente de
dessorcéo
Diuron Agua de rio SPE HPLC-DAD Oasis HLB, 500 mL 3 mL ACN 15-30 - Martinez et
LiChrolut e C1s ng L* al., 2004
Agua de rio,
Atrazina e efluente, SPE HPLC-DAD MWCNTs 500 mL 4 mL 9-33 - Zhou et al.,
Simazina torneira e ng L1 2006
reservatorio
Atrazina Agua de SPE HPLC-DAD  Cise SDB-1 1L 5mLMeOH 0,13-0,17 0,39-0,63 Tuzimski,
lago +5mL pug mL*t pug mL*t 2008
CHzCl2
2x2,5mL
MeOH +
Atrazina Agua SPE GC-MS Strata X e Cis 500 mL 2x25ACN 6,10ngL* 20,20 Mansilha
superficial + 500 pL ng L1 et al., 2010
MeOH
Carbofurano Agua de rio SPE HPLC-DAD Cis 250 mL 1 mL MeOH - 0,1 ugL?* Marchesan

et al., 2010




42

Continuacao Tabela 9. Comparacao do método desenvolvido com outros propostos na literatura.

Diuron Agua de

rio

Carbofurano  Agua de

mananciais
Diuron Agua
superficial
Atrazina,
Diuron, Agua de

Carbofurano  cérrego

e Simazina

150 uL
DLLME HPLC-DAD cloroférmio + 8 mL - 0,06 0,22 mg L? Stiker,
2 mL ACN mg L-! 2017
250 pL
BAUE HPLC-DAD WAX 15 mL AcEt:MeOH 1,51 pgL* 50ug L1 Cancillier,
60:40 (v/v) 2018
SPE HPLC-UV Si(PDAS) 50 mL 5 mL Hexano 0,05 ug L* 0,10 ug L? Junior et
al., 2018
Pa-DPX HPLC-DAD Cortica em 14 mL 300 uL ACN 7,5-15,1 25-50 pug Lt Este
po ug L1 trabalho

Elaborado pelo autor, 2022.
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6 CONCLUSOES

A metodologia analitica desenvolvida para a determinacao de agrotoxicos, tais
como atrazina, carbofurano, diuron e simazina, em amostras de agua, utilizando a
técnica de extracdo em ponteira descartavel paralela (Pa-DPX), com cortica como
fase extratora, seguida da analise por HPLC-DAD, foi otimizada, mostrando boa
eficiéncia de extracdo e dessor¢cdo com resultados satisfatérios dos parametros
analiticos de mérito.

A cortica em po utilizada neste trabalho oriunda do descarte de rolhas de
garrafas de vinho, mostrou uma grande capacidade de atuacdo como fase extratora
solida na técnica de Pa-DPX. Além de ser um biossorvente e consequentemente ser
de facil acesso e de baixo custo, a cortica ainda possui propriedades de
biodegradabilidade, alta porosidade e diversos grupos funcionais, o que lhe permite
boa capacidade sortiva.

Juntamente com o uso de um biossorvente como fase extratora, a utilizacéo
de menores quantidades de solventes na técnica, agregou um maior valor aos
principios da Quimica Analitica Verde e ao aspecto ecolégico. Ainda, a utilizacdo do
aparato de DPX com cinco seringas unidas por um suporte de metal, aumentou a
frequéncia analitica do método, uma vez que permitiu até cinco extracdes
simultaneas.

Os limites de deteccdo variaram de 7,5 a 15,1 ug L? e os limites de
quantificacdo de 25 a 50 ug L. Além disso, os valores de coeficiente de determinacgéo,
R?, foram acima de 0,983 para todos os analitos. As precisdes interdia e intradia e a
recuperacao relativa, apresentaram resultados dentro da faixa aceitavel, segundo a
AOAC, mostrando a eficacia do método utilizado.

Por fim, a metodologia proposta demonstra mais uma vez a capacidade da
cortica como alternativa verde de fase extratora para a técnica de DPX, sendo de f4cil
manuseio e reproducdo e, aléem disso, o uso do aparato de Pa-DPX é um aliado no

aumento da frequéncia analitica da técnica.
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