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RESUMO

O trabalho apresentado demonstra e discute o desenvolvimento de meétodo
cromatografico para separagdo e determinagdo de oito defensivos agricolas com
atendimento aos critérios da Quimica Verde, através da substituicdo da fase mével do
método cromatografico de referéncia por um solvente menos agressivo
ecologicamente. A analise de defensivos agricolas se faz necessaria devido a elevada
taxa de liberacdo desses compostos, pelo governo brasileiro, nos ultimos anos e
consequentemente maior contaminacéo de variados ecossistemas, podendo chegar
inclusive as mesas dos consumidores. Essas substancias possuem uso liberado para
uma gama de plantacdes e no Brasil, os teores para utilizacdo sao apresentados nos
indices monogréficos da ANVISA. A determinacdo analitica de defensivos agricolas
envolve etapas que podem ser realizadas atravées de diferentes técnicas associadas
a variados métodos que vem sendo desenvolvidos e validados com o objetivo de
apresentar maior confiabilidade, além do atendimento aos requisitos da legislacao e
atualmente apresentando propostas baseadas nos principios da Quimica Verde.
Nesse sentido, 0 método desenvolvido apresentou bons resultados com valores de
fator de retengao (k), fator de separagao (a), numero de pratos teéricos (N) e resolugéo
(Rs) acima dos valores estabelecidos para boas separacdes cromatograficas. Além
disso, apresentou resultados excelentes para as métricas de analise verde com alta
pontuacdo na eco-escala e boa apresentacdo no pictograma de NEMI. A andlise
também apresentou valores que indicaram a linearidade do método com boa preciséao,
seletividade e sensibilidade com limites de deteccao e quantificac&o nas faixas de 0,50

a0,94mgL'e0,74 a 1,81 mg L, respectivamente.

Palavras-chave: HPLC. Quimica Verde. Pesticidas. Contaminacéo de alimentos.



ABSTRACT

This paper is aimed at demonstrating and discussing the development of a
chromatographic method for the separation and determination of eight pesticides in
compliance with the Green Chemistry criteria, through the replacement of the mobile
phase of the reference chromatographic method by a solvent that is less ecologically
aggressive. The analysis of pesticides is necessary due to the high rate of pesticide
approvals by the Brazilian government in recent years, and consequential greater
contamination of various ecosystems, which may even reach the tables of consumers.
These substances have been approved for use in a range of crops and in Brazil the
levels for usage are presented in the monographic indexes of ANVISA. The analytical
determination of pesticides involves steps that can be performed using different
techniques associated with various methods that have been developed and validated
in order to provide greater reliability, in addition to meeting the requirements of
legislation and currently presenting proposals based on the principles of Green
Chemistry. In this regard, the developed method has shown good results with values
of retention factor (k), separation factor (a), number of theoretical plates (N) and
resolution (Rs) above the values established for good chromatographic separations.
Furthermore, it has presented excellent results for the green analytics metrics with high
scores on the eco-scale and good presentation on the NEMI pictogram. The analysis
also presented values that indicated the linearity of the method with good precision,
selectivity and sensitivity with detection and quantification limits ranging from 0.50 to
0.94 mg Lt and 0.74 to 1.81 mg L™ respectively.

Keywords: HPLC. Green Chemistry. Pesticides. Food contamination.
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1 INTRODUCAO

Segundo o National Research Council (Consenho Nacional de Pesquisa dos
Estados Unidos), defensivos agricolas sdo substancias quimicas ou misturas de
substancias utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou inibir a ocorréncia ou efeito de
organismos vivos capazes de prejudicar as lavouras agricolas, quanto ao cultivo,
estocagem ou transporte (SILVA e COSTA, 2012). Esses defensivos agricolas
utilizados em todo o mundo séo classificados seguindo alguns critérios como sua
origem, estrutura quimica e organismo alvo.

No final da década de 1940, houve no Brasil, de acordo com Khush (2001), o
aumento da producdo agricola, trazendo, para a sociedade, vantagens com relacéo a
tecnologia e desenvolvimento de pesquisas e desvantagens como o amplo uso de
substancias sintéticas. Nesse panorama, o emprego cada vez mais acentuado dos
defensivos agricolas, tanto para aumentar o rendimento das colheitas, quanto para
garantir a qualidade de armazenamento de grdos, tem gerado preocupacdes
ambientais/toxicoldgicas crescentes.

De todo modo, é importante destacar que algumas dessas substancias
possuem uso liberado em diversos tipos de plantagdes, com teores controlados pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em seus indices monograficos.
Contudo, ainda que haja um controle com relacdo aos usos, o0 aumento desenfreado
dessas liberacbes tem causado espanto a sociedade, pois de acordo com Steffen,
Steffen e Antoniolli (2011) os defensivos agricolas utilizados se espalham no meio
ambiente de diferentes formas, alcancando variadas espécies nos ecossistemas e
podendo, inclusive, chegar a mesa dos consumidores. Por esse motivo ha uma
preocupacdo com a contaminacdo indireta por defensivos agricolas e ha a
necessidade do monitoramento dessas substancias (NAREDERAN, MEYYANATHAN
e BABU, 2020).

Frente ao exposto, a contaminacao por defensivos agricolas ja € considerada
um problema de saude publica (RIGOTTO, VASCONCELOS e ROCHA, 2014), devido
ao montante de pessoas contaminadas por essas substancias em diferentes
ambientes. Isso corrobora com o fato que a exposicéo a defensivos agricolas ocasiona
riscos para a saude, como o desenvolvimento de doengas graves devido a toxicidade
desses compostos (KIM, KABIR e JAHAN 2017; MOSTAFALOU e ABDOLLAHI 2017,
SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI 2018).
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E é nessa tentativa de minimizar os impactos para a sociedade e o meio
ambiente, que se faz necessaria a adocdo de analises que determinem os teores
desses microcomponentes em diferentes matrizes. Segundo Balesteros (2009),
diversas técnicas podem ser empregadas para a analise de defensivos agricolas,
como a cromatografia gasosa — CG (STOCKA et al. 2011; AMORTEGUI e DALLOS
2015; BRONDI et al. 2011; CAJKA et al. 2012; SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI
2018; £OZOWICKA, RUTKOWSKA e JANKOWSKA 2017; XIAO et al. 2016;
FARAJZADEH et al. 2016), os métodos eletroquimicos, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE (BARCHANSKA et al. 2012; ASENSIO-RAMOS et al. 2011; TIAN
2011; PIRSAHEB e FATTAHI 2018) em fase reversa e a eletroforese capilar — EC
(JUAN-GARCIA, FONT e PICO 2005; HERNANDEZ-BORGES et al. 2004;
BOL’SHAKOV e AMELIN 2016; XU et al. 2015; SANCHEZ-HERNANDE?Z et al. 2014;
DANIEL et al. 2015). Essa variedade de técnicas analiticas esta relacionada a
necessidade cada vez maior de determinacéo e quantificacdo dessas substancias em
uma grande diversidade de matrizes, devido a demanda da eliminacdo ou supressao
dos residuos de defensivos agricolas (Raza e Kim, 2018) e suas interagdes com 0s
organismos consumidores.

As técnicas citadas sdo convencionais e amplamente usadas para a
determinacdo de defensivos agricolas devido a alta sensibilidade, seletividade e
confiabilidade, mas é necessario aliar, a técnica, segundo Samsidar, Siddiquee e
Shaarani (2018), procedimentos de preparacdo da amostra (extracdo, purificacao e
pré-concentracao), que corroborem com as vantagens da técnica, garantindo baixos
limites de detec¢cdo (KAUR et al., 2021). Nesse sentido, as técnicas que envolvem
solventes toxicos ainda sao largamente aplicadas, porém aquelas baseadas nos
principios da Quimica Verde tém ganhado cada vez mais espaco, com propostas mais
baratas e com menor geracdo de residuos de toxicidade elevada e consumo
consciente de reagentes e energia elétrica. Nesse contexto, tem ocorrido um aumento
no desenvolvimento e validacdo de métodos confidveis e que atendam aos requisitos
da legislacdo, de modo que possuam carater Eco-Friendly, com proposta de consumo

consciente aos efeitos para 0 meio ambiente.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DEFENSIVOS AGRICOLAS

2.1.1 Definicao e classificagdo

Segundo o National Research Council, defensivos agricolas sdo substancias
guimicas ou misturas de substancias utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou inibir
a ocorréncia ou efeito de organismos vivos capazes de prejudicar as lavouras
agricolas, quanto ao cultivo, estocagem ou transporte (SILVA e COSTA, 2012). O
termo defensivo agricola tem ampla utilizacdo em seu setor de producao por denotar
menor énfase aos seus maleficios quando comparado a palavra agrotoxico, de cunho
depreciativo. No Brasil, o termo agrotéxico passou a ser definido pela Lei 7.802, cujo

artigo 2° estabelece:

Art. 2° Para os efeitos desta Lei, consideram-se:

| - agrotéxicos e afins:

a) os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento;

Il - componentes: os principios ativos, os produtos técnicos, suas matérias-
primas, os ingredientes inertes e aditivos usados na fabricacéo de agrotoxicos
e afins.

O termo agrotoxico é utilizado somente no Brasil, enquanto nos demais paises
todas as substancias compreendidas pela Lei 7.802/1989 sao denominadas pesticidas
(BARONAS, 2019). No entanto, para o portugués brasileiro o termo pesticida seria
muito especifico, assim como fungicida, inseticida, acaricida, dentre outros vocabulos
utilizados para classes de defensivos agricolas. Ainda para Baronas (2019), o termo
pesticida também ndo se torna adequado quando se designa a pestes, sendo que
nem toda necessidade de aplicacdo se deve a causas de pestes.

Do mesmo modo, o termo pesticida ndo é indicado por Peres e Moreira (2003),

pois esse termo implica no entendimento de que ha apenas a morte de pestes, bem

como praguicidas é associado apenas a morte de pragas. Tendo em vista que 0s
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maiores riscos associados a utilizacdo dessas substancias estdo no modo inadequado
de preparo e aplicacdo, o ideal é a utilizacdo de um termo mais abrangente, como
defensivos agricolas.

Os defensivos agricolas séo classificados de acordo com sua origem, estrutura
guimica e organismo alvo. Quanto a natureza quimica, sdo categorizados em
inorganicos e organicos. Em relacdo a origem, podem ser sintéticos (produzidos
sinteticamente) ou biolégicos (de fontes naturais, como plantas e bactérias). Os
sintéticos sdo agrupados em classes: organoclorado, organofosforado, carbamato,
piretroides sintéticos, ciclodieno, nicotinoide e triazol. Referente ao alvo, sé&o
classificados como inseticida, herbicida, fungicida, raticida, rodenticida, nematicida

(NARENDERAN, MEYYANATHAN e BABU, 2020).

2.1.2 Utilizacao

No final da década de 1940, houve, no Brasil, um estouro do que ja estava
acontecendo em grande parte dos paises subdesenvolvidos: a ideia de aumentar a
producdo agricola, posteriormente chamada de Revolucdo Verde. Essa revolugéo
trouxe, para a sociedade, vantagens como a modernizacdo de equipamentos e
fomento as pesquisas relacionadas a manipulacdo genética e defensivos agricolas e
desvantagens como a desvalorizagao da agricultura de subsisténcia, 0 desmatamento
e 0 amplo uso de substancias sintéticas.

A partir desse momento, a desvantagem relacionada a utilizacao de defensivos
agricolas aumentou de modo desenfreado. Uma grande variedade de defensivos tem
sido usada na agricultura com o objetivo de aumentar a produtividade, que inclui: o
rendimento, a qualidade e o tempo de armazenamento das safras. Por conseguinte,
a crescente necessidade de uso acompanha o aumento da populacdo e a rapida
urbanizacdo (NARENDERAN, MEYYANATHAN e BABU, 2020). Migheli (2017)
explica que a acessibilidade a essas substancias ocorre devido as politicas de
reformas agrarias e ao crescimento da renda nas regides rurais, situacdes atualmente
corriqueiras no nosso territdrio. Porém, as complicagcbes associadas ao uso
descontrolado estdo além da acessibilidade, mas sim ocasionado, na maioria das
vezes, pela toxicidade dessas substancias ao trabalhador e ao consumidor.

Diversos tipos de defensivos agricolas podem ser utilizados, a depender das

necessidades e formas de aplicacdo. Em se tratando das necessidades, tem-se por
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exemplo, os grupos de inseticidas e herbicidas, que sdo os mais utilizados nos
processos de desenvolvimento e colheita de plantacfes, empregados para exterminar
pragas advindas de insetos e para evitar 0 crescimento de ervas daninhas ou
invasoras, respectivamente (SCHNEIDERS, 2018).

E importante destacar que alguns inseticidas e herbicidas possuem uso
liberado em diversos tipos de plantacdes e tem crescido a lista de produtos liberados
para uso nos ultimos anos. Isso € comprovado com os dados obtidos no sitio
eletrénico do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2021),
como apresentado na Figura 1, que se refere aos registros efetivados de defensivos
agricolas nos ultimos 10 anos. Vale ressaltar que, sé no primeiro semestre do ano de
2021, ja foram efetivados 230 registros de defensivos agricolas, nUmero superior aos

registros anuais até o ano de 2015.

Figura 1 — Evolucéo dos registros dos defensivos agricolas no Brasil
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Fonte: MAPA (2021)

O uso continuo de defensivos agricolas implica na contaminacdo do meio
ambiente e representa riscos a saude humana, por isso as agéncias reguladoras de
todo o mundo monitoram essas substancias (NAREDERAN, MEYYANATHAN e
BABU, 2020). Todos os defensivos liberados no Brasil possuem seus teores
controlados pela ANVISA, por informacfes apresentadas nos indices monograficos.

Estes documentos apontam o emprego, por exemplo, de carbaril (C12H11NO2)
em plantacdes de feijdo e tomate (BRASIL, 2020c); do ametrina (CoH17NsS) em
plantacdes de abacaxi, milho e uva (BRASIL, 2021a); do metiocarbe (C11HisNO2S)
em plantacdes de berinjela e fumo (BRASIL, 2020e); da atrazina (CsH14CINs) nas
plantacdes de seringueira e sisal (BRASIL, 2020a); de hexazinona (C12H20N40O2) nas
plantacdes de cana-de-aclcar (BRASIL, 2020d); de metomil (CsH10N202S) nas
plantacGes de arroz, aveia, soja e trigo (BRASIL, 2021b). Essas orienta¢oes indicam,

também, que o bendiocarbe (C11H13NOas) ndo deve ser utilizado em plantagdes
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(BRASIL, 2020b) e proibe o aldicarbe (C7H14N202S) e seus derivados desde o ano de
2014 (BRASIL, 2015).

No entanto, além desses, outros inseticidas e herbicidas podem ter acéo
contaminante devido a proximidade de regides de aplicagbes ou a partir da
bioacumulagdo. Contudo, ainda que haja um controle com relacdo aos usos, 0

aumento desenfreado dessas liberacdes tem causado espanto a sociedade.

2.1.3 Efeitos nocivos

A utilizacdo de defensivos agricolas acarreta uma rede de contaminacao que
normalmente ndo é prevista, pois toda aplicacdo de defensivos chega ao solo e,
segundo Steffen, Steffen e Antoniolli (2011), apds esse contato, as substancias podem
seqguir diferentes rotas de espalhamento, atingindo diferentes ecossistemas, que vao
interferir na vida de diversos individuos e, inclusive, chegar a mesa dos consumidores.
Por esse motivo ha uma preocupacdo com a contaminacéao indireta por defensivos
agricolas.

Produtos, que chegam a mesa dos consumidores, e tiveram como matéria-
prima algum vegetal manipulado com defensivo agricola, por exemplo, podem ter sido
contaminados, seja pela aplicacdo direta ou por aguas de irrigacdo ou pelo vento que
transporta o contaminante de uma regido a outra. Esse é o fundamento para a
preocupacao associada ao consumo de derivados vegetais, pois, em sua maioria,
seus precursores sao cultivados a base de defensivos agricolas. Rigotto, Vasconcelos
e Rocha (2014) reforcam esse perigo ao discutirem sobre os efeitos nocivos a saude
da populacdo apdés o consumo de alimentos provenientes de areas sob efeito de
defensivos agricolas e de aguas contaminadas. Para garantir a oferta de alimento
seguro e proteger a saude dos consumidores, sdo estabelecidos os limites maximos
de residuos de defensivos agricolas, regulamentados por diversas agéncias nacionais
e internacionais, como a ANVISA e a Comissao do Codex Alimentarius (SAMSIDAR,
SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018), respectivamente.

Embora seja de ampla divulgagcdo os males advindos do uso de defensivos
agricolas, existe, ainda, o desdobramento desse risco, quando sao realizadas
composicdes e combinacdes perigosas ao meio ambiente e a saude humana. Essas
combinacfes, apesar de serem proibidas, vém sendo realizadas, considerando

apenas a visdo econdmica, ou seja, caracterizando praticas ambientalmente ilegais
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sem qualquer preocupacéo quanto aos limites maximos estabelecidos. Este € um dos
motivos que levaram Rigotto, Vasconcelos e Rocha (2014) a enfatizarem que a
contaminacao por defensivos agricolas se tornou um problema de saude publica,
devido a amplitude de pessoas contaminadas em diversos meios, a exemplo nas
fabricas e areas agricolas e seus entornos e também nds, consumidores finais dos
alimentos.

Um fator que pode também estar associado ao mau uso dos defensivos
agricolas, € indicado por Recena e Caldas (2008) ao relatarem, em sua pesquisa, que
diversos individuos de seu publico-alvo obtiveram baixos indices de acerto no que se
refere a leitura de pictogramas dos produtos utilizados. Ou seja, a dificuldade no
entendimento dos rétulos pode ser minimizada através da realizacdo de campanhas
educativas sobre o manejo desses produtos, reduzindo o uso incorreto dessas
substancias.

A exposicdo a defensivos agricolas ocasiona riscos para a saude, como o
desenvolvimento de doencas graves (cancer, defeitos congénitos, doenca pulmonar
obstrutiva crbnica, infertilidade) conforme apontado por Samsidar, Siddiquee e
Shaarani (2018), o que é complementado por Kim, Kabir e Jahan (2017), ao
destacarem que a associacdo dos riscos também ocorre devido a toxicidade dos
ingredientes e do nivel de exposicdo, parametro que pode ser entendido como a
guantidade, frequéncia ou tempo em que o individuo mantém contato com o0s
ingredientes toxicos.

A importancia dessa analise de riscos a saude humana frente a exposicéo a
defensivos agricolas € enfatizada por publicacées como a de Mostafalou e Abdollahi
(2017). Esses autores realizaram um levantamento de indmeros casos clinicos de
doencas, toxicidade reprodutiva e metabdlica, bem como interferéncias no

desenvolvimento humano associados ao contato com defensivos agricolas.

2.2 TECNICAS ANALITICAS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DOS
DEFENSIVOS AGRICOLAS

De acordo com Samsidar, Siddiquee e Shaarani (2018), a determinacdo
analitica de defensivos agricolas envolve, basicamente, as etapas de preparagéo da
amostra (homogeneizacédo, extracdo e limpeza), separacdo, deteccdo e analise de

dados. Segundo Balesteros (2009) diversas técnicas podem ser empregadas para a
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analise de defensivos agricolas, como a CG, os métodos eletroquimicos, a CLAE em
fase reversa e a eletroforese capilar. Essa variedade de técnicas analiticas esta
relacionada a necessidade cada vez maior de determinacéo e quantificacdo dessas
substancias em uma grande diversidade de matrizes, devido a demanda da
eliminacdo ou supressdo dos residuos de pesticidas (Raza e Kim, 2018) e suas
interacbes com 0s organismos consumidores. Isso se deve a difusdo do uso desses
defensivos bem como da necessidade de controle dessa utilizacdo. Nesse sentido,
novos métodos sdo desenvolvidos e validados de modo que demonstrem maior

confiabilidade e atendimento aos requisitos da legislacéo.

2.2.1 Eletroforese capilar

A técnica de separacdo por eletroforese é, segundo Spudeit, Dolzan e Micke
(2012), baseada na presenca de um campo elétrico e migracdo de compostos ibnicos
ou ionizaveis nessa regidao. Por muito tempo, essa técnica foi realizada em papel ou
gel, no entanto, estdo obsoletos e, atualmente, a eletroforese é executada em tubos
capilares de silica fundida, denominando assim a eletroforese capilar.

Segundo Geiger, Hogerton e Bowser (2012), a eletroforese capilar é uma
técnica promissora para andlises limitadas de amostras e situagcdes em que alto
rendimento, velocidade e automacdo sdo desejados, além de apresentar boa
resolucao, possuir baixo custo analitico, simplicidade de operacéo e baixa demanda
de solvente. Essa técnica foi apresentada para andlise de defensivos agricolas em
alguns estudos, como citado em Juan-Garcia, Font e Pic6 (2005), que fizeram a
analise quantitativa de seis defensivos agricolas em frutas, e demonstrado por
Hernandez-Borges e colaboradores (2004) com uma revisdo acerca da utilizacéo
dessa técnica para analise de defensivos agricolas. Outras pesquisas também
utilizaram a técnica para amostras ambientais e alimenticias, como pode ser visto em
Bol'shakov e Amelin (2016) e em Xu e colaboradores (2015), que realizaram a
determinacao de fungicidas em amostras vegetais e em suco de uva.

O sistema de eletroforese capilar requer um pequeno volume de injecéo de
amostra (nanolitros), sendo combinado com detectores altamente sensiveis, como
espectrobmetro de massas. Exemplo disso, Sanchez-Hernandez e colaboradores
(2014) desenvolveram um método combinando eletroforese capilar e espectrometria

de massa para a determinacgdo simultanea de 7 inseticidas neonicotinoides. Em outro
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estudo, Daniel e colaboradores (2015) determinaram um herbicida em caldo de cana

e tomate por eletroforese capilar combinada com a espectrometria de massa tandem.

2.2.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacdo em que a fase movel é
gasosa e a fase estacionaria pode ser liquida ou sélida, sendo a liquida mais
amplamente utilizada. Segundo Skoog e colaboradores (2006), a técnica gas-liquido
€ baseada na particdo do analito entre a fase movel gasosa e uma fase liquida
imobilizada na superficie de um material sélido inerte de recheio ou nas paredes de
um tubo capilar.

A aplicacdo dessa técnica € comum para analitos volateis ou termicamente
estaveis, permitindo andlises qualitativas ou quantitativas. Stocka e colaboradores
(2011) ressaltam que a maioria dos defensivos agricolas € volatil e termicamente
estavel, podendo ser determinados por cromatografia gasosa.

Ha alguns trabalhos voltados para a analise de defensivos agricolas volateis.
Amortegui e Dallos (2015) apresentam um relato com aspectos praticos para analise
dos residuos de defensivos agricolas em frutas. Brondi e colaboradores (2011)
demonstram que essa técnica pode ser facilmente aplicada em amostras ambientais,
ao realizarem procedimentos com solo e agua. Também é possivel verificar a
versatilidade da aplicacdo dessa técnica ao considerarmos o desenvolvimento do
trabalho de Cajka e colaboradores (2012), que realizaram a determinac¢ao de variados
defensivos agricolas em amostras de cha, empregando essa técnica de separacéo e
avaliando diferentes métodos de preparacdo de amostras.

As analises de defensivos agricolas por cromatografia gasosa podem ser
realizadas, utilizando diversos detectores, como detector de captura de elétrons,
detector fotométrico de chama, detector de ionizacdo de chama e detector de
nitrogénio-fésforo, além da possibilidade de acoplamento com espectrometro de
massa (SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018). Empregando a CG combinada
a espectrometria de massa e CG com os detectores de nitrogénio-fésforo e de captura
de elétrons, tozowicka, Rutkowska e Jankowska (2017) analisaram residuos de
pesticidas em solo. Xiao e colaboradores (2016) empregaram cromatografia gasosa e
deteccao fotométrica de chama para a determinacéo de pesticidas organofosforados

em amostras ambientais de agua. Farajzadeh e colaboradores (2016) determinaram
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residuos de pesticidas organofosforados em suco de fruta por CG e detector de

ionizacdo de chama.

2.2.3 Cromatografia liguida de alta eficiéncia

Ao empregar como fase mével um liquido, tem-se a cromatografia liquida, que
se divide em classica e instrumental, esta ultima chamada CLAE, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High performance liquid chromatography),
gue, segundo Skoog e colaboradores (2006), € uma técnica comumente empregada
para separacao de diversos compostos em uma unica amostra, podendo ser utilizada
para materiais organicos, inorganicos e biologicos. A determinacdo para a
cromatografia liquida depende do detector acoplado ao instrumento.

Dentre as vantagens da HPLC, tem-se a alta eficiéncia, sensibilidade, baixo
consumo de reagentes e menor tempo de andlise. Collins, Braga e Bonato (2006)
destacam ainda a sua versatilidade quanto a amostras e analitos e possibilidade de
emprego para fins qualitativos e quantitativos. Para contemplar essas vantagens, em
uma andlise, faz-se necessario, apenas, que os analitos interajam em diferentes
propor¢cdes com as fases movel e estacionéria.

Para essa técnica, é importante frisar que ha uma gama de possibilidades de
analises quando levamos em consideracdo o detector empregado no equipamento,
pois, com isso, obteremos diferentes parametros que tornarédo a pesquisa Unica dentro
dos seus critérios. Essa consideracgéo foi frisada por Santana (2014) ao sinalizar a
necessidade da escolha mais adequada de um detector para a verificacdo da
aplicabilidade da andlise. Isso porque os detectores sao instrumentos de suma
importancia em uma andlise cromatografica, pois, com a presenca deles ao final do
sistema, € possivel, além da separagcdo cromatografica, a determinacdo dos analitos
a partir da utilizagéo dos dados obtidos.

Por isso, muitos trabalhos utilizam essa técnica, como podemos perceber com
Pirsaheb e Fattahi (2018), que usam o HPLC com detector UV-Vis para analise de
seis defensivos agricolas, com absorbéancia na regido de 190 a 700 nm, em agua. No
mesmo caminho, Barchanska e colaboradores (2012) utilizaram o detector de arranjo
de diodos (DAD, do inglés Diode-Array Detection), que possibilita realizar uma
varredura para detectar o analito em diferentes comprimentos de onda, visando a

analise do defensivo agricola atrazina em leites de origem animal. O detector de
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Fluorescéncia, mais sensivel, que trabalha na regido do ultravioleta, é apresentado
em Asensio-Ramos e colaboradores (2011) para a determinacdo de defensivos
agricolas e seus metabolitos em solo. Também é muito utilizado o espectrometro de
massa acoplado ao HPLC, como visto em Tian (2011), que o utiliza para a
identificacdo de 29 defensivos agricolas em leites.

Existem, ainda, os detectores de indice de Refracdo, de baixa seletividade, e
os Eletroquimicos, comumente utilizados para a determinacéo de analitos que podem
ser oxidados ou reduzidos, quando expostos a um potencial elétrico. Esses detectores
baseados no indice de refragdo, bem como os eletroquimicos, sdo raramente
utilizados para determinacéo de defensivos agricolas ou em combinacdo com o HPLC,

respectivamente.

2.3 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS EM
ALIMENTOS

As técnicas de separacdo eletroforese capilar, cromatografia gasosa e
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo convencionais e amplamente usadas para
a determinacao de defensivos agricolas devido a alta sensibilidade, seletividade e
confiabilidade, mas € necessario aliar a essas técnicas analiticas, segundo Samsidar,
Siddiquee e Shaarani (2018), procedimentos de preparacdo da amostra (extragao,
purificacdo e pré-concentracdo), que corroborem com as vantagens das técnicas
citadas, garantindo baixos limites de detec¢cédo (KAUR et al., 2021). Nesse sentido, 0os
procedimentos de extracdo convencionais ainda sao largamente aplicados, mas o0s
procedimentos baseados nos principios da Quimica Verde tém ganhado cada vez

mais espaco.

2.3.1 Procedimentos de extragdo convencionais

Segundo Kaur e colaboradores (2021), os procedimentos de extracdo mais
comumente aplicados nas determinacfes de defensivos agricolas incluem extracao
em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), extracdo liquido-liquido (LLE,
do inglés Liquid-Liquid Extraction) e extracdo liquido-liquido dispersiva (DLLE, do
inglés Dispersive Liquid-Liquid Extraction), principalmente devido a simplicidade e

rapidez.
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A extracdo em fase solida fundamenta-se na adsorcdo dos analitos em
sorventes solidos, cuja escolha adequada € muito importante e depende da interacao
entre o sorvente e os analitos em si (SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018).
Esse procedimento de extracdo € conveniente para defensivos agricolas, como
demonstram Farina e colaboradores (2017), que aplicaram SPE para extrair 15
pesticidas de diferentes classes em varios produtos vegetais, ao passo que Xie e
colaboradores (2019) determinaram herbicidas em tomates.

O procedimento de extragdo liquido-liquido é, pela definicdo de Mitra (2003),
uma extracdo em que as duas fases necessitam ser liquidas e imisciveis entre si,
sendo geralmente uma fase aquosa e outra organica. E, segundo Zhao e
colaboradores (2019), a LLE é o principal procedimento usado para extracdo de
defensivos agricolas de matrizes majoritariamente apolares. A extracado liquido-liquido
dispersiva utiliza um solvente dispersor, que tem, entre suas fun¢des, aumentar a
solubilidade dos analitos-alvo na fase aquosa, acelerando o processo (WU X. et al.,
2017).

A DLLE, em escala macro ou micro, é predominantemente mais usada que a
LLE pelo fato de requerer apenas uma etapa para atingir alta eficiéncia (DUARTE,
DORES e VILLA, 2016). Ressalta-se que esses métodos tém, como principal
desvantagem, a demanda de grandes volumes de solventes organicos, além da
problematica relacionada ao descarte dos solventes pos-extracao.

Entre os solventes mais utilizados para a extracdo de defensivos agricolas
estdo: diclorometano, acetona, acetonitrila, acetato de etila, hexano (SAMSIDAR,
SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018), metanol e tolueno. Também é comum o uso de
misturas de solventes para melhorar a recuperacdo dos métodos, além de agentes
para neutralizar as matrizes, como hidroxido de sddio (NARENDERAN,
MEYYANATHAN e BABU, 2020). A fase organica em qualquer tipo de extracao
geralmente é a fase que tem mais toxicidade para os analistas e meio ambiente, e por
isso, ndo é adequado que, em uma analise com perspectivas também ambientais,
seja adotado uma fase extratora com solventes toxicos.

Kaur e colaboradores (2021) destacam que os procedimentos de extracao
classicas ndo se adequam aos principios da Quimica Verde, pois geralmente sao
demoradas e requerem grandes volumes de solventes organicos e nao

biodegradaveis, ressaltando a necessidade do desenvolvimento de novos
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procedimentos, que ndo apenas sejam eficazes e sensiveis, mas também rapidos,

econbmicos, sustentaveis e ambientalmente seguros.

2.3.2 Procedimentos de extragcéo verde

Stocka e colaboradores (2011) sinalizam que as etapas do processo analitico
(coleta de amostra, preparacao de amostra, separacao e detec¢cédo) podem contribuir
de diferentes formas para a poluicdo ambiental, mas o impacto ambiental das
metodologias analiticas pode ser mitigado respeitando-se os principios da Quimica
Verde, que passam pela reducdo ou eliminacdo do uso ou geracdo de produtos,
subprodutos, solventes ou reagentes perigosos para a saude humana ou o meio
ambiente.

Nesse sentido, De Marco e colaboradores (2019) tabelaram os principios ja
publicados anteriormente sobre os parametros considerados para a adocdo da
Quimica Verde, por exemplo, minimizar e/ou evitar a geracdo de residuos, a
substituicdo de solventes toxicos por solventes de baixa ou nenhuma toxicidade e
menor consumo de energia elétrica. Os mesmos autores destacam, ainda, a economia
financeira devido ao menor custo relacionado ao armazenamento e tratamento de
efluentes.

Para Stocka e colaboradores (2011), o método de extracdo QUEChERS (sigla,
em inglés, que designa um método rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) para
defensivos agricolas esta alinhado a Quimica Verde, pois requer consumo minimo de
amostra e solventes e pode ser modificado de acordo com o tipo de amostra e dos
analitos. Samsidar, Siddiquee e Shaarani (2018) também pontuam como vantagens:
adequacao a analises multirresiduos, que permite a identificacdo e quantificacdo de
multiplos analitos simultaneamente em matrizes diversas; aplicabilidade a ampla
variedade de analitos (pesticidas de diferentes polaridades e pH); e requer
instrumentacao simples. Biziuk e Stocka (2015) aplicaram o método QUEChERS para
determinar residuos de pesticidas em frutas e vegetais.

Numa perspectiva verde, os solventes organicos convencionais tém sido
substituidos para a extragdo de defensivos agricolas de diversas matrizes. Entre as
aplicacbes de solventes verdes, Ravelo-Pérez e colaboradores (2009) utilizaram
liquidos iGnicos para a extracdo de pesticidas de bananas; Abolghasemi, Piryaei e

Imani (2020) empregaram solventes eutéticos profundos na determinagdo de
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pesticidas em vegetais e suco de frutas; e Ballesteros-Gémez, Sicilia e Rubio (2010)
relataram a aplicabilidade de solventes supramoleculares na extracdo de defensivos
agricolas.

Quando a substituicdo dos solventes é inviavel, a melhor alternativa é a
miniaturizagdo, apontam Stocka e colaboradores (2011), que ressaltam, ainda, que os
procedimentos de microextracdo sdo baratos e minimizam a exposi¢cdo a solventes
toxicos. Nesse sentido, a microextracao liquido-liquido dispersiva foi adotada por
Farajzadeh e colaboradores (2016) para a determinacdo de seis pesticidas
organofosforados em suco de frutas e por Wu J. e colaboradores (2019) para a
determinacao de tetrametilpirazina em vinagre e a microextracdo de gota Unica foi
empregada por Tsiropoulos e Amvrazi (2011) para a determinacdo de residuos de
defensivos agricolas de varias classes em mel. Outra possibilidade de miniaturizacédo
€ a microextracdo em fase sélida, que foi aplicada por Saraji, Jafari e Mossaddegh
(2015) para a determinacao de quatro pesticidas organofosforados em vegetais, frutas
e agua.

Na Tabela 1, sédo apresentados estudos que empregaram HPLC para analise
de defensivos agricolas, destacando-se a amplitude de detectores e procedimentos
de preparo de amostras. Este levantamento evidencia que muitos trabalhos ainda
empregam procedimentos convencionais para o preparo de amostras e fase movel
composta por solventes toxicos, em desacordo com os principios da Quimica Verde.

Ademais, podemos perceber que o tempo de corrida utilizado na cromatografia
liguida de alta eficiéncia é proporcional, na maioria dos trabalhos, a quantidade de
analitos estudados, mas ndao demonstra um gasto energético alto. No entanto, em
todos os casos é possivel perceber a permanéncia no uso de solventes toxicos como

fase mével na corrida cromatografica.
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Tabela 1 — Determinacao de defensivos agricolas em diferentes matrizes por HPLC. (continua)

Matriz n® de Fase petector Fase movel Fluxo e Preparo de LDW LQ®  TC® Referéncia
analitos estacionaria Temperatura amostra
Extracdo em fase
hwa 3 GeUDuve Mo osmume RSOSSN 5. 1799 50 Kapseta
9 ’ ’ MS® . gua - 40 °C celd  hgLt  ngL!  min 2019
pum) Gradiente de eluicéo metanol, Agua e
diclorometano)
Velkoska-
LiChrospher L Extragdo em fase i i Markovska
ScL;go 4 60 RP-select  DAD® Acsegl)ggrg?/ﬁg_ua 1 mL min?  sélida (acetonitrila, 300’19m 055281 07 e
. B (125mmx (270 nm) " 25°C agua e fluxo de i 9 7.1 min Petanovska
maca Isocratico . A L mg L .
4 mm, 5 um) nitrogénio) -llievska,
2013
Microextracdo em :
< AEHOIS (G1E UV (220 Metanol e 4gua - . fase liquida e 0,05pug 0,15ug 20 Plrsahel_a €
Agua 6 (15cm x 4,6 . e 1 mL min " ) ) . Fattahi,
nm) Gradiente de eluicéo solvente eutético L L min
mm, 5 um) 2018
profundo
Extracdo em ponto
Leite C18 (4,6 mm UV (235 Acetonitrila e 4gua - 1 mL min't nuvem (T”tor,] .X- 1095 36,5ug 32 Liu et al.,
4 X 150 mm, 5 ) s o 100, acido acético, 1 1 )
de vaca nm) Gradiente de eluicéo 40 °C . o Mg L L min 2014
pm) agua, hidroxido de
sédio e metanol)
DAD 0,02 mol L acetato Extracdo em fase
C18 (250 x (entre empH45+£0,02e 1 mL min-t solida (acido 0,30 - 0,92 - 45 Summa et
Ovos 13 4,6 mm, 5 990 e metanol/acetonitrila 40 °C acético, 1,35ug 4,10 pg i al. 2015
pm) 360 nm) 50/50 (VIv) - cloroférmio, kg kg N
Isocrético acetona e hexano)

Legenda: (1) LD: limite de deteccao; (2) LQ: limite de quantificagcdo; (3) TC: Tempo de corrida cromatografica; (4) UV: ultravioleta; (5) MS: espectrometro
de massa; (6) DAD: detector de arranjo de diodos.



Tabela 1 — Determinacao de defensivos agricolas em diferentes matrizes por HPLC. (conclusé&o)

29

Matriz " 9¢ Fase  Detector Fase movel Fluxo e Preparo de LD® LQ®@ TC®  Referéncia
analitos estacionéaria Temperatura amostra
VP-ODS Metanol/agua
Triao 3 (150 mm x UV-Vis™ 20/30 (v/\?) ; 1 mL min- DLLME® (liquido 0,1 ] 15 Liu, Quan e
g 4,6 mm, 5 (254 nm) | b ionico e metanol)  pg kg™ min Hu, 2018
um) socratico
C18 (125 x
A ©)
Leite 22 A DAD® AEUENMIEE] - DERER (morene; 0,03 0,39 ng 10 Barchanska
de vaca 1 Pré coluna (224 nm) 50/50 (viv) - 1 mL min acetona, ng mL-L L1 min etal. 2012
Cl8(4x4,5 Isocratico acetonitrila) 9 v
_— ®)
MS C e 0 0,01x 3
Leite SB C18 (21 (modo de Amdg ;?;r;'ﬁgl (_),2 & Extracdo em fase 103 - 0’033(10 50
29 mm x 150 ionizacdo : 0,2 mL mint  sélida (Acetonitrila, 4,8 3 . Tian, 2011
de vaca , i Gradiente de 3 14,5x10 min
mm; 5 um)  positiva e o~ Na2S0,) 10 1
. eluicdo 1 mgkg
negativa) mg kg
Extragéo em fase
Acetonitrila e acido solida
Leite C18 (250 MM HAD (230  Acético 0,01% - _— (diclorometano, 0,002- 0,007 - 23 Seccia et
d 8 X 4,6 mm; 4 ] 1 mL min 3 0,004 0,01 mg :
evaca m) nm) Gradiente de acetato de etila, ma kot koL min al., 2011
H eluicdo acetonitrila e 4cido gkg 9
acético)
QUEChERS (&cido
. C18 (100 mm Acetonitrila e Acido aceético, 0,03 -
v(é?(?e 102 x2,1mm; 1,8 MS formico - Gradiente 0,3 mL min™t acetonitrila, 15 0.1 ; 5? rﬁﬁ] Z;Jagglzt
um) de eluicdo MgSO., ugkg? M99 5
CH3COONa)

Legenda: (1) LD: limite de deteccao; (2) LQ: limite de quantificacdo; (3) TC: Tempo de corrida cromatografica; (5) MS: espectrdmetro de massa; (6)

DAD: detector de arranjo de diodos; (7) UV-Vis: Ultravioleta-Visivel; (8) DLLME: Microextrac&o liquido-liquido dispersiva.
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3 JUSTIFICATIVAS

O crescente e indiscriminado wuso de defensivos agricolas e,
consequentemente, a contaminacdo dos alimentos, € objeto de estudo de muitos
pesquisadores, pois esse uso tem sido alavancado pelo setor econdémico e,
principalmente, por liberacdes de emprego de defensivos agricolas sem anélises dos
seus riscos reais de uso. As pesquisas tém desenvolvido diferentes métodos para
avaliar a presenca dessas substancias em uma variedade de matrizes. Nesse sentido,
considerando os artigos apresentados na Tabela 1, o presente trabalho propde
alternativas para minimizar os impactos ambientais associados as analises através de
mudancas na composi¢ao da fase moével para HPLC, ou utilizagdo de solventes menos
nocivos para a extracdo. Isso € fundamentado nos trabalhos que utilizaram solventes
verdes, tal como liguidos iGnicos e solventes eutéticos nos processos de preparo de
amostra/extragao.

Além dos procedimentos de extracdo é importante que sejam desenvolvidas
técnicas de analises mais aprimoradas. Nesse sentido, métodos ecologicamente
amigaveis sao imprescindiveis, visto que também ha a necessidade de rever as
guestbes ambientais associadas as praticas analiticas.

No atual panorama em que vivemos, essa idealizacdo de métodos eco-friendly
tem levantado ideias acerca da substituicdo de solventes, reducéo de tempo de
analise e miniaturizacdo, esse ultimo principalmente voltado para os procedimentos
de extracdo. Nesse sentido, vem sendo estudado, amplamente, o uso de solventes
de menor toxicidade ao ambiente e ao analista e, dessa maneira, solventes de menor
toxicidade, como os do tipo eutético profundo ou ibnico, que sdo frequentemente
citados nos estudos mais recentes.

Nesse viés, € relevante a proposta do desenvolvimento de método
cromatografico para analise de defensivos agricolas que atendam aos critérios da
Quimica Verde, como apresentado neste trabalho, que substitui o metanol, fase movel
do método cromatogréfico de referéncia, por um solvente menos agressivo

ecologicamente, etanol 89%.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de separacdo cromatografica empregando um

solvente verde, etanol 89%, para analise de oito defensivos agricolas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os fatores que influenciam a separacao cromatogréafica dos defensivos
agricolas: Aldicarbe, Ametrina, Atrazina, Bendiocarbe, Carbaril, Hexazinona,
Metiocarbe e Metomil;

e Avaliar a qualidade da separacdo cromatogréafica empregando os calculos de
Purnell;

e Validar o método desenvolvido para separacdo de oito defensivos agricolas

(inseticidas e herbicidas).



32

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para a fase movel, empregada no método cromatografico, foram utilizados etanol
89% (v/v) (grau HPLC, Honeywell Riedel-de Haén) e agua ultrapura, obtida em

sistema de purificacdo da Gehaka (Brasil), modelo Master P&D.

5.2 DESENVOLVIMENTOS DO METODO DE SEPARACAO
CROMATOGRAFICA

Para o desenvolvimento desse método cromatografico foi necessario a
utilizacao de dois cromatografos liquido de alta eficiéncia. Na otimizacao, foi utilizado
0 HPLC Shimadzu, LCsolutions, modelo DGU-20A5 Prominence, Japao, equipado
com detector de arranjo de diodos-DAD (Shimadzu, modelo SPD-M20A Prominence,
Japdao). Na validacao, foi utilizado o HPLC Shimadzu, LabSolutions, modelo LC-2030C
3D Plus Prominence, Japao, equipado com detector de arranjo de diodos-DAD
(Shimadzu, modelo SPD-40V Prominence, Japao).

A separacao cromatografica foi realizada com uma coluna Shim-pack CLC-
C8(M) (5 ym, 150 x 4,0 mm), utilizando como fluxo, a vazado de 1,0 mL min-t, 39 °C de
temperatura do forno e uma mistura de solventes como fase moével: Etanol 89%
(v/v):agua, em gradiente de eluicéo.

Para avaliar os diferentes fatores, que podem afetar uma separacéo
cromatografica, tais quais gradiente de eluicdo da fase moével, fluxo e temperatura do
forno, foram realizados diversos estudos univariados, de modo a atingir as melhores

condicdes do método.

5.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA AVALIACAO DA
SEPARACAO

A avaliacdo de uma separacao cromatografica € feita a partir da verificacdo de
uma série de parametros que irdo permitir, segundo Azevedo e colaboradores (2019),
a determinacdo do desempenho cromatografico e a otimizacdo do processo de

separagao.
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5.3.1 Tempo de retencao (tr)

Para Collins, Braga e Bonato (2006) considera-se o tempo de retengcéo de um
analito, o tempo que o componente da amostra passou na coluna da sua injecao até
a sua saida, ou seja, a eluicdo dentro de um sistema cromatogréfico, registrado no

cromatograma.

5.3.2 Numero de pratos teéricos (N)

Originalmente o termo “prato tedrico” tinha como finalidade expressar, em um
processo de contato liquido-vapor, a eficiéncia dessa separagédo (LANCAS, 2009). A
partir do namero de pratos tedricos (N), podemos dizer que quanto maior o for, maior
€ a eficiéncia da coluna e melhor a separacdo cromatografica.

Para o calculo de N, utiliza-se a seguinte equacao:

2

N =16 (Wirb) (Equacao 01)

Onde t: é o tempo de retencdo e wp € a largura da base do pico.

5.3.3 Fator de retencéo (k)

De acordo com Lancas (2009), esse parametro também pode ser denominado
de relagao de particao ou de distribui¢éo.
Para o calculo de k, utiliza-se a seguinte equacao:
tr

k= tm_ I (Equagéo 02)

tm tm

Onde, tm € 0 tempo morto, referente ao tempo que a fase mével leva para

percorrer a fase estacionaria por completo.
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5.3.4 Fator de separacao (a)

O fator de separacdo pode também ser denominado de retencdo relativa
(LANCAS, 2009), ou seletividade. Ainda para esse autor, este parametro € a relagéo
existente entre o tempo em que dois solutos passam na fase estacionaria, ou seja, o
tempo de retencdo de dois analitos. Esse fator pode também ser entendido como
medidor da seletividade do método cromatogréfico.

Para o célculo de q, utiliza-se a seguinte equacao:

_ Ky _thp

Kyt (Equacéo 03)

5.3.5 Resolugao (Rs)

Para Collins, Braga e Bonato (2006), a resolucdo avalia quantitativamente a
separacgao de dois picos consecutivos a partir da distancia entre eles. Esse parametro
€ calculado a partir da equacdo de Purnell (equacdo 04) e indica a habilidade da
coluna em separar dois analitos.

Para o célculo de Rs, utiliza-se a seguinte equacéo:

tip - t «
Rs =2 m (Equacéo 04)

Onde, tr1 e tr2 s&0 os tempos de retencdo de dois picos consecutivos, e Wp e

Wh2 representam a largura da base dos picos.
5.3.6 Altura dos pratos tedricos (H)

A altura dos pratos tedricos € um parametro que deve ser analisado em
conjunto a N, pois, considerando um valor fixo de L (comprimento da coluna
cromatografica, em milimetros), valores pequenos de H estdo associados a valores
elevados de N (COLLINS, BRAGA e BONATO 2006; LANCAS 2009). Em dultima

analise, isto representa picos cromatograficos com pouco alargamento da base, ou
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seja, separacdo cromatogréafica com resolucdo adequada e eficiente (SKOOK et al.
2006).

Para o calculo de H, utiliza-se a seguinte equacao:

(Equacéo 05)

ZIlr

5.4 OBTENCAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV DOS
COMPOSTOS ESTUDADOS

Para identificar os analitos estudados, foram efetuadas injecbes de solucdes
dos padrdes de referéncia e de misturas dos analitos e, por comparagéo, foram
identificados os picos através dos seus tempos de retencdo apresentados nos
cromatogramas, semelhanca na apresentacao dos picos e comparacao dos espectros

de absorcao na regido do UV.

5.5 METRICAS DE AVALIACAO PARA METODO VERDE

Devido ao crescimento da proposta de desenvolvimento de métodos verdes e
analises apenas qualitativas ou baseadas em um unico parametro, como toxicidade
de reagentes, volume de solventes ou consumo de energia, algumas ferramentas vém
sendo utilizadas para determinar o teor de verde constante em um método que se
propde a essa aplicacdo. A mais antiga ferramenta utilizada nessa avaliacdo é o indice
Nacional de Métodos Ambientais — NEMI (PLOTKA-WASYLKA, 2018), que através de
simbolos e cores, em um pictograma, permite indicar o quanto o método é
ecologicamente amigavel.

Para Ptotka-Wasylka (2018), essa avaliacdo através do simbolo NEMI é
apenas qualitativa, mas tem como vantagem a facilidade na leitura e entendimento do
critério verde do método apresentado. O banco de dados NEMI baseia-se em critérios
acerca dos reagentes e residuos associados ao método analitico, tais quais se 0s
reagentes sdo PBT - persistentes, bioacumulaveis ou toxicos; perigosos - ou seja, se
nao estdo inclusos na listagem de Inventario de liberacdo de téxicos (TRI) do EPA

U.S. (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) — lista com produtos que
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by

causam cancer ou outro efeito crébnico a saude humana ou efeitos adversos
significativos a saude humana ou ao ambiente (EPA, 2021b); corrosivos (pH < 2 ou >
12) e; se sé@o gerados mais que 50 g de residuos (GALUSZKA et al., 2012).

Em todas essas situacdes, caso o reagente ou residuo se enquadre nesses
critérios ndo verdes, o0 pictograma ndo sera colorido na escala verde e, portanto,
visualmente serad perceptivel que o método ndo apresenta caracteristicas

ecologicamente amigaveis (Figura 2).

Figura 2 — Comparacao dos perfis ecologicamente amigaveis de dois supostos métodos analiticos.
PBT Perigoso PBT Perigoso

a) b)

Corrosivo Residuos Corrosivo Residuos

Fonte: Autor (2021). a) pictograma NEMI de um método de alto teor verde e; b) pictograma NEMI de
um método pouco teor verde.

Além do pictograma NEMI, outra ferramenta que vem crescendo em aplicacao
para consideracdo de métodos verdes, ou ndo, € a Eco-escala. Uma escala com
pontuacdo de penalidades (tabela 2) que sdo subtraidas de 100 e que quanto mais
proxima for a avaliacdo do limite méximo, mais verde e econémico é o método
analitico (PLOTKA-WASYLKA, 2018; TOBISZEWSKI, 2016).

Natabela 2, sdo apresentados os pontos de penalidade atribuidos aos métodos
guando os parametros avaliados desviam da idealidade do método verde. Apds serem
feitas as consideracdes, sao efetuados os calculos de acordo com a equacao 06 para

gue seja conhecido o valor da escala verde do método estudado.

Eco-escala analitica = 100 — total de pontos de penalidade (Equacéo 06)
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Tabela 2 — Pontos de penalidade (PPs) para eco-escala analitica.

Reagentes
PP subtotal PP total

<10 mL (g) 1
Quantidade 10 —100 mL (g) Quantidade PP
> 100 mL (g) X

2
3

. Nenhum 0 Perigo PP
Perigo 1
2

_ . . Risco menos grave
(fisico, ambiental, de saude) g

Risco mais grave

Instrumentos

< 0,1 kWh por amostra
Energia < 1,5 kWh por amostra
> 1,5 kWh por amostra

Hermetizacédo do processo
Risco Ocupacional analitico
Emissédo de vapores e gases

Nenhum
<1mL(g)
1-10mL (g)
> 10 mL (g)
Reciclando
Degradacao
Passivacao
Sem tratamento

Fonte: Adaptado de GALUSZKA, A. et al. (2012).

Desperdicio

WNPFPOUIWRFR,ROW O [N, O

Para Gatuszka e colaboradores (2012), a eco-escala atinge trés faixas: > 75
pontos para uma excelente analise verde; > 50 pontos para uma analise verde
aceitavel e; < 50 pontos para uma analise verde inadequada. Ainda, para a pontuacao
de penalidades da eco-escala, é necessario destacar as instru¢cdes acerca do gasto
energético por instrumentos e praticas de laboratério, onde FTIR e titulagdo
consomem menos que 0,1 kWh por amostra, CG e CLAE consomem menos que 1,5
kWh por amostra e; RMN e cromatdgrafos associados a espectrometria de massas

consomem mais que 1,5 kWh por amostra.

5.6 VALIDACAO DOS METODOS

Para a validacdo de métodos analiticos, algumas figuras de mérito foram
estudadas, sendo as avaliadas nesse trabalho: ajuste da curva analitica, faixa de
linearidade, precisao inter e intradia, exatiddo, limite de deteccédo (LD) e limite de

guantificacdo (LQ). Ribeiro e colaboradores (2008) sinalizam que o indicativo do bom
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desempenho das técnicas é dado pela estimativa quantitativa dessas figuras de
mérito, dados esses que sdo obtidos através de uma sequéncia numerosa de
experimentos e calculos estatisticos.

Esses calculos estatisticos foram realizados com o auxilio da ferramenta
desenvolvida por Ribeiro e colaboradores (2008), uma planilha de validacéo
automatica desenvolvida no Microsoft Excel, necessitando apenas que 0 usuario
introduza informacfes do sinal analitico e concentracdo das espécies. A planilha
fornece alguns dos resultados necessarios para que sejam avaliadas e discutidas as
figuras de mérito que direcionam a validacdo dos métodos.

5.7 SOFTWARES UTILIZADOS NO TRATAMENTO DOS DADOS

Para a obtencdo dos dados cromatograficos foi utilizado os softwares
LabSolutions e LCSolution, dos préprios equipamentos de HPLC e para o tratamento

desses dados, os programas Statistica® 7 e Microsoft Excel®.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO

O método cromatografico foi desenvolvido utilizando como método de
referéncia, o descrito por De Llasera e Bernal-Gonzalez (2001), que utilizou HPLC-
DAD/RF, e gradiente contendo agua e metanol como fase mével, em uma coluna C18
(5 ym, 150 x 4,6 mm) com inje¢do de 20 pyL a 37 °C e vazdo a 1,0 mL min’, para
determinagao de pesticidas carbamatos.

A escolha desse artigo como referéncia ocorreu devido a sete, dos quatorze
analitos incialmente propostos, serem comuns ao apresentado pelos autores e por
esta pesquisa. No entanto, o diferencial proposto foi a ado¢cado de método eco-friendly,
como sdo chamados os métodos ecologicamente amigaveis e que € descrito por
Jahangirian (2017), que cita os principais objetivos propostos por esses métodos,
como: o0 uso de materiais e fontes de energia renovaveis, o uso de solventes ou
reagentes seguros e a prevencao da producéo de residuos. Deste modo, o método
de partida teve como principal alteragdo para 0os nossos estudos, a substituicdo da
fase movel do metanol para o etanol 89% (v/v), solvente este com toxicidade bem
menor que o metanol, corroborando com o proposto por Oliveira (2021), no sentido de
afirmar que métodos eco-friendly visam menor impacto ao ecossistema mediante
consumo menor de solventes com elevada toxicidade.

Além da escolha de solventes de menor toxicidade e em quantidade menor,
outro fator que pode ser considerado eco-friendly é o tempo de analise, visto que ha
um menor gasto de energia elétrica dos equipamentos e corrobora também com o
proposto pela frequéncia analitica idealizada com menor tempo para uma analise.
Assim, a coluna adotada neste trabalho é também do tipo fase reversa, no entanto,
apresenta composicao diferente & do método de referéncia e, como consequéncia,
pbde-se obter com uma coluna C8 com tempos de retencdo menores para os analitos,
guando comparada a coluna C18 (octadecil). Esta diminuicdo do tempo de retencao
deve-se a menor interacdo dos compostos apolares com o substituinte presente na
coluna C8 (octil), que possui menor carater apolar que o constituinte da coluna C18.

Nos testes iniciais com a coluna C8, utilizando esse método de referéncia,

ocorreu um aumento de pressdo e presenca de ruidos na linha de base,
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principalmente a partir dos 25 minutos, dificultando a identificacdo de picos reais
(Figura 3). Com relacdo ao aumento da pressao e indefinicdo dos picos, analisamos
visualmente o cromatograma e foi observado o tempo em que ocorria a aparicao dos
picos. Ao comparar esse tempo com o gradiente de eluicdo proposto no método de
referéncia, foi verificada a inviabilidade em utilizar gradientes com valores superiores
a 50% de etanol 89% (v/v), principalmente, com elevacdo dessa propor¢ao em curto

intervalo de tempo, pois, 0s sinais apresentavam-se como ruidos (Figura 3).

Figura 3 — Cromatograma resultante da mistura de padrdes de quatorze defensivos agricolas (1,00
mg L) com o gradiente do método de referéncia.

mAL
Ednm,dom (1.007

40

35

30

254

Q 10 20 30 40 50 &0
Tempo (min)

00 50 0.0 15.0 00 250 00 35.0 40.0 45.0 0.0 min

Fonte: Autor (2020). Cromatograma obtido em 254 nm sob as seguintes condicbes cromatogréficas:
Solvente A (Agua) e B (Etanol 89%, v/v), em gradiente linear de elui¢cdo: 0-5 min: 18% (v/v) de B em A;
6-11 min: 19% (v/v) de B em A; 12-13 min: 20% (v/v) de B em A; 14-15 min: 27% (v/v) de B em A; 16-
25 min: 49% (v/v) de B em A; 26-35 min: 70% (v/v) de B em A; 36-45 min: 80% (v/v) de B em A; 46-50
min: 49% (v/v) de B em A com reducéo a 18% (v/v) até 55 min a 37 °C e 1,0 mL min2.

Desse modo, a primeira adaptacdo do método de referéncia foi no aumento do
tempo para a elevacdo da composicdo da fase movel, atingindo o maximo de 50%
(v/v) da fase B e com steps menos ingremes. Esta ponderacédo na limitacao de etanol
em 50% ocorreu, também, devido a verificacdo feita por Furusawa (2004), o qual

desenvolveu um método analitico para separar defensivos agricolas, utilizando uma



41

fase movel isocratica de dgua/etanol 50% (v/v). Assim, com esta alteragdo, obtivemos
0 primeiro cromatograma que possibilitou a visualizacdo da separacdo de analitos,
como apresentado na figura 4.

Figura 4 — Cromatograma resultante da mistura de padrdes de quatorze defensivos agricolas (1,00
mg L) com o gradiente do primeiro método adaptado.
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-7 .54
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Fonte: Autor (2020). Cromatograma obtido em 254 nm sob as seguintes condi¢cdes cromatograficas:
Solvente A (4gua) e B (Etanol 89%, v/v), em gradiente linear de eluicdo: 0-5 min: 18% (v/v) de B em A;
6-29 min: 19% (v/v) de B em A; 30-33 min: 20% (v/v) de B em A; 38-41 min: 27% (v/v) de B em A; 48-
55 min: 50% (v/v) de B em A com reducdo a 18% (v/v) até 60 min a 37 °C e 1,0 mL min%.

A partir desse primeiro cromatograma, foram realizados diversos ensaios de
modo a otimizar a separacdo, com relacdo a qualidade e ao tempo de analise, que,
por consequéncia, nos leva a consideracdo de menor gasto energético e de
reagentes. A primeira variavel estudada foi a fase mével, no modo de gradiente de
eluicdo, permitindo o aumento da forca da fase movel e, portanto, variando a interacéo
da fase estacionaria com os analitos (CASS e DEGANI, 2011) devido a alteracéo na
solubilidade dos componentes na fase moével (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

No estudo do gradiente de elui¢cdo, foram feitas dezoito alteracdes do método,
com modificagBes apenas na propor¢do da composi¢cdo da fase movel e tempo de

manutencdo dessas proporcdes. Apos essas modificacdes foi possivel obter a
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separacgao de oito analitos com picos bem definidos, conforme visualizado na figura 5.
Esse gradiente otimizado permitiu que, além da separacao visual dos picos, fossem
obtidos, também, valores de resolucéo dos picos mais adequados (superiores a 1,5)
para um bom método cromatografico, como proposto por Collins, Braga e Bonato
(2006).

Figura 5 — Cromatograma resultante da mistura de padrées de quatorze defensivos agricolas (1,00
mg L) com o gradiente otimizado.
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Fonte: Autor (2020). Cromatograma obtido em 254 nm sob as seguintes condi¢des cromatograficas:
Solvente A (agua) e B (Etanol 89%, v/v), em gradiente linear de eluicdo: 0-3 min: 18% (v/v) de B em A,
4-18 min: 25% (v/v) de B em A; 20-27 min: 35% (v/v) de B em A; 29-36 min: 55% (v/v) de B em A; 38-
40 min: 18% (v/v) de Bem A a 37 °C e 1,0 mL min™.

Apos a definicdo do gradiente 6timo de eluicao (figura 5), os par@metros para
a avaliacdo da qualidade da separacdo cromatografica, a partir da otimizacdo do
gradiente, foram calculados. Esses parametros estéo relacionados nas tabelas 3 e 4,

de modo a comparar com 0s parametros obtidos como o primeiro método adaptado
(figura 4).
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Tabela 3 — Parametros de avaliagdo da separagao cromatogréafica com o primeiro método
adaptado.

Analito TR Whp k a N Rs
Metomil 3,37 0,79 0,51 5,73 291,85 10,11
Aldicarbe 11,46 0,81 0,85 2,12 3204,96 7,79
Hexazinona 22,39 2,00 0,93 1,10 2011,82 1,31
Carbofurano 24,46 1,17 0,93 1,09 6947,09 1,49
Bendiocarbe 26,54 1,62 0,94 141 4283,71 5,61
Carbaril 36,86 2,06 0,95 1,14 5122,95 3,26
Atrazina 41,87 1,01 0,96 1,22 27331,63 12,14
Ametrina 50,86 0,47 0,97 1,22* 188174,67 12,14*

Onde, Tr = tempo de reteng¢ao do pico; Wb = largura da base do pico; k = fator de retengao; a = fator
de separacéo; N = nimero de pratos teéricos e Rs = resolucdo. * Valores do pico anterior.

Tabela 4 — Parametros de avaliacédo da separacédo cromatografica do método com gradiente
otimizado.

Analito TR Wh k a N Rs
Metomil 3,40 0,89 0,51 5,02 23587 9,68
Aldicarbe 10,32 0,55 0,84 1,62 5737,02 6,67
Hexazinona 15,69 1,07 0,89 1,07 3472,25 1,04
Carbofurano 16,60 0,69 0,90 1,06 9180,57 1,11
Bendiocarbe 17,52 0,97 0,90 1,32 5220,29 4,49
Carbaril 22,54 1,27 0,93 1,10 5057,59 2,24
Atrazina 24,72 0,67 093 1,26 21586,73 7,92
Ametrina 30,77 0,85 0,95 1,26* 20813,05 7,92*

Onde, Tr = tempo de retencédo do pico; Wb = largura da base do pico; k = fator de retengéo; a = fator
de separacao; N = nimero de pratos teéricos e Rs = resolucdo. * Valores do pico anterior.

Além dos valores dispostos nas tabelas 3 e 4, também foram calculados o
ntmero de pratos teéricos médio (N) e o desvio padréo (s) associado. Para o primeiro
método adaptado obtivemos N = 29.671,08 e s = 64.609,82. A partir do N calcula-se
a altura dos pratos teéricos, H = 0,000506 cm. J& para o0 método com os parametros
cromatograficos otimizados, temos N = 8.912,92; s = 7.980,22 e H = 0,00168 cm.

Considerando os parametros avaliados, € esperado para uma separacao
eficiente, que os valores de fator de retencéo (k) estejam entre 0,5 e 20 (Collins, Braga
e Bonato, 2006), o que foi observado para todos os analitos, sendo que quanto
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maiores, melhor a resolugdo da separacdo cromatogréafica. Nos casos acima, néo
houve uma alteracdo significativa nesse parametro quando comparados os dois
métodos. Ainda para Collins, Braga e Bonato (2006), € esperado que o fator de
separacao (a) seja = 1, o que representa uma boa seletividade e retengdo do método,
parametro verificado em ambos 0s casos e; para o numero de pratos tedéricos (N), é
esperado valores maiores que 2000, o que foi verificado para praticamente todos os
analitos, sendo a excecéo o pico do metomil que pode estar relacionado a sua saida
muito proxima ao pico do solvente (ndo retido em aproximadamente 1,7 min).

Quanto a resolucdo (Rs), Skoog e colaboradores (2006) definem que valores
até 1, sdo indicativos que esta existindo uma coeluicdo total ou parcial dos picos
adjacentes e quanto maiores forem os valores de Rs, mais bem resolvidos estédo os
picos no cromatograma, geralmente associado a valores maiores que 1,5 e segundo
a IUPAC o ideal € atingido com resolucao > 2, o que ndo foi verificado apenas com os
picos 3 e 4, devido aos seus tempos de retencdo serem muito proximos. Referente a
altura dos pratos teéricos (H), é possivel dizer que ha melhores separacdes quanto
menores forem os valores desse parametro.

Dessa forma, podemos afirmar que, de maneira geral ha uma melhoria do
método ao compararmos os valores obtidos com o primeiro método (tabela 3) e os
valores dos parametros com o gradiente otimizado no HPLC antigo (tabela 4). Essa
melhoria € mais relevante quando analisamos o tempo de analise que foi diminuido
em 20 minutos e 0s seus parametros para a consideracdo de uma boa separagao
cromatografica foram mantidos.

Com o gradiente 6timo definido, ainda se fazia necessario estudar outras
variaveis que influenciam no método cromatografico e, a partir do gradiente
selecionado, a temperatura do forno foi avaliada. Para isso, foi realizada a variagao
em quatro niveis para determinacdo da temperatura que permitisse melhores
separacdes dos picos no método cromatogréfica (Figura 6).

Dessa forma, o melhor cromatograma obtido foi com o sistema a 39 °C devido
a antecipacdo dos picos, quando comparado a temperatura de 37 °C utilizada
inicialmente, o que permite o encerramento da analise com menor tempo aumentando
a frequéncia analitica e reduzindo consumo de reagente e energia elétrica. Ao mesmo
tempo, temperaturas mais baixas e mais elevadas proporcionaram a coeluicdo dos

picos de alguns analitos, logo percebemos que um ensaio em temperaturas abaixo de
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35 °C ou acima de 41 °C ndo teria viabilidade para o método. Além disso, o uso de
temperaturas mais elevadas fere o principio da Quimica Verde gerando residuos com
temperaturas acima da temperatura ambiente (GALUSZKA, A. et al. 2012), além do
risco de poder ocasionar aumento da pressdo maxima no sistema (BORGES,
BOTTOLI e COLLINS, 2010), causando danos ao equipamento.

Figura 6 — Cromatogramas obtidos em diferentes temperaturas.

Fonte: Autor (2020). Injecéo de mistura de padrdes de quatorze defensivos agricolas (1,00 mg L1)
com o gradiente otimizado usando HPLC/DAD. Fluxo: 1,0 mL min™,

Com o gradiente de eluicdo e temperatura definidos, o ultimo parametro
estudado foi o fluxo da fase mével. Para isso, além do fluxo de 1,0 mL min* foram
propostos para a avaliacdo outros quatro niveis de fluxo, sendo os selecionados: 0,8;
1,2;1,4¢e; 1,6 mL mint.

Ao analisarmos visualmente a figura 7 com os cromatogramas obtidos em trés
vazoes diferentes, verificamos que o fluxo mais baixo, 0,8 mL min1, que o trabalhado
inicialmente, 1,0 mL min' causou alargamento das bases dos picos, com leve
coeluicdo da base dos picos de alguns analitos, atraso no tempo de retencéo e
diminuicédo da resolucdo do método cromatografico, por isso o fluxo de 0,8 mL min-t

foi descartado para utilizagao.
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos em diferentes fluxos de vazao da fase movel.

0,8 mL min*

Fonte: Autor (2020). Injecéo de mistura de padrées de quatorze defensivos agricolas (1,00 mg L'Y) com
o gradiente otimizado usando HPLC/DAD. Temperatura: 39 °C.

Apesar de o fluxo de 1,2 mL min ter antecipado os picos, houve uma elevagéo
da pressao que atingiu 220 kgf/cm2, o que poderia causar prejuizos a coluna e ao
equipamento, sendo por esse motivo descartado. Desta forma, o fluxo de vazéo da
fase movel de trabalho foi mantido em 1,0 mL min.

Partindo dessa analise, ndo foram realizados os testes inicialmente propostos
para os fluxos de 1,4 e 1,6 mL mint, visto que era esperado pressdes muito mais
elevadas que a obtida com o fluxo de 1,2 mL min.

Apos definicdo das condicbes 6timas para o método cromatografico, foram
realizadas injecOes individuais de solucdes padrdes dos analitos em concentragao
igual a da mistura injetada no desenvolvimento do método. A partir disso, foi feita a
comparacao das formas dos picos e tempos de retencdo obtidos nas analises para
correlacdo entre analito, tempo de retencdo e pico apresentado no cromatograma.
Ademais, é possivel visualizar a existéncia de sinais apdés os 33 minutos de corrida,
gue podem estar associados a ruidos, interacdo do solvente ou algum analito que nédo

foi bem separado ou seus derivados.
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Figura 8 — Cromatograma obtido sob condig6es 6timas.
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Fonte: Autor (2020). Injecéo de mistura de padrdes de quatorze defensivos agricolas (1,00 mg L™!) com
o gradiente otimizado usando HPLC/DAD em 254 nm, a 39 °C e fluxo de 1,0 mL min't. 1) Metomil; 2)
Aldicarbe; 3) Hexazinona; 4) Carbofurano; 5) Bendiocarbe; 6) Carbaril; 7) Atrazina; 8) Ametrina.

Apos a definicdo do gradiente, temperatura, fluxo e identificacdo dos analitos
individualmente, o método de separacdo cromatogréfica estava definido, no entanto,
houve a necessidade de mudanca de equipamento, pois 0 primeiro apresentou
problemas, mantendo-se as condi¢Bes otimizadas. Devido a existéncia de algumas
variacdes na tecnologia dos instrumentos foi possivel reduzir o tempo de analise para
a separacéao de oito analitos, como apresentado na figura 9, com pequena alteracéo
no gradiente de eluigéo.

Essa mudanca possibilitou a inclusdo do defensivo agricola metiocarbe, que no
equipamento anterior ndo era visualizado em nenhum comprimento de onda
analisado, no entanto a separacdo do carbofurano foi comprometida devido a
coeluicdo do pico. Dessa forma, a separagcdo cromatografica foi mantida para oito

analitos, mesmo com a alteracao de instrumento.
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Figura 9 — Cromatograma obtido sob condi¢oes Otimas em novo equipamento.
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Fonte: autor (2021). Injecéo de mistura de padrdes de quatorze defensivos agricolas (1,00 mg L) com
o gradiente otimizado usando HPLC/DAD obtido em 254 nm. Condi¢Bes cromatogréficas: Solvente A
(dgua) e B (Etanol 89%, v/v), em gradiente linear de eluicdo: 0-3 min: 18% (v/v) de B em A; 4-18 min:
25% (viv) de B em A; 20-27 min: 35% (v/v) de B em A; 29-32 min: 55% (v/v) de B em A; 34-36 min:
18% (v/v) de Bem A a 39 °C e 1,0 mL min'. 1) Metomil; 2) Aldicarbe; 3) Hexazinona; 4) Bendiocarbe;
5) Carbaril; 6) Atrazina*; 7) Ametrina; 8) Metiocarbe. *Destaque na figura 10.

A atrazina ndo ficou visivel na figura 9 frente aos demais picos e principalmente
por 254 nm nado ser o seu comprimento de onda de maxima absorc¢éo, por isso a figura
10 € mostrada em 220 nm, onde o analito apresenta melhor absorcéo. O pico referente
a atrazina era aparente no equipamento em que o método foi desenvolvido, no
entanto, ao mudar o equipamento, esse analito é separado muito proximo a um ruido,
0 que causa essa quase ocultacdo do pico quando apresentado junto aos demais
analitos.

Aditivamente, pela necessidade da mudanca de equipamento de HPLC para a
continuidade do estudo, com a validacdo do método e, principalmente, pela separacéo
cromatografica ter sido alterada com modificacdo dos analitos separados, foram

também calculados os parametros de avaliagdo para o método obtido no equipamento

de HPLC novo (tabela 5).
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Figura 10 — Cromatograma com integragéo da atrazina.
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Tabela 5 — Pardmetros de avaliagdo da separac¢do cromatografica em novo equipamento HPLC.

Analito Tr Wp k o] N Rs
Metomil 3,18 091 039 5,13 193,44 5,22
Aldicarbe 823 1,02 0,76 1,71 1034,02 3,96
Hexazinona 12,72 1,24 0,85 1,14 1677,44 1,19
Bendiocarbe 14,18 1,21 0,86 1,33 2207,36 3,04
Carbaril 18,26 1,48 0,89 1,17 2432,27 2,45
Atrazina 21,05 0,80 0,91 1,29 1121521 6,80
Ametrina 26,51 0,81 0,93 1,16 17097,42 5,92
Metiocarbe 30,50 0,54 0,94 1,16* 51990,82 5,92*

Onde, Tr = tempo de retenc¢ao do pico; Wb = largura da base do pico; k = fator de retengao; a = fator
de separacéo; N = nimero de pratos tedricos e Rs = resolugédo. * Valores do pico anterior.

Com isso, quando comparados aos dados da tabela 4, podemos afirmar que

mais uma vez houve pouca variacdo no parametro k, mas ainda é permitida a

manutencdo do carater de método eficiente. A excecdo para esse parametro foi o pico

do metomil, devido & proximidade deste pico com o pico do solvente; com relagdo ao
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parametro a houve melhoria para seis analitos, o que indica boa seletividade no
método.

Para o nimero de pratos tedricos médios (N), sabendo da proporcionalidade
desse parametro em relagédo ao comprimento da coluna (ITO, SHIMIZU e NAKATANI,
2021), o valor obtido € menor que os apresentados em alguns trabalhos, mas indica
um aumento no valor desse parametro em relacdo aos valores apresentados na tabela
04 para o método anterior. Por obtermos um valor de 10.981,00, e por ser > 2000, a
avaliacao desse parametro caracteriza uma boa separacéo dos analitos.

Em relacdo a resolucdo dos picos (Rs), houve uma melhoria nos valores
apenas em dois analitos, no entanto, com a excec¢ao do pico da hexazinona, os demais
atendem aos critérios de boa resolucéo propostos pela IUPAC com valores > 2. Esse
valor abaixo de 2 para o pico da hexazinona, é relacionada a sua saida muito préxima
do tempo de retencdo do pico seguinte. Apesar dos valores nao terem seguido a
progressao esperada para as alteracdes realizadas do primeiro até o ultimo método,
os resultados obtidos para esses parametros séo satisfatérios para indicar a eficiéncia
do método e seletividade para a separacdo cromatografica dos defensivos agricolas
estudados, estando dentro das faixas de valores especificados para essas

caracteristicas.

6.2 ANALISE DE METODO VERDE

Devido ao crescimento da perspectiva verde nas analises quimicas, hoje é
extremamente corrigueiro que os trabalhos defendam que um método € verde pelo
fato de utilizar reagentes menos toxicos ou tempo de analise com relacdo ao gasto
energético. Nesse sentido, Gatuszka (2012) propde uma eco-escala, onde defende
parametros para verificagcdo da proposta ecolégica do método. Assim, considerando
a escala citada, tivemos como penalidades nesse método: a quantidade de reagente
utilizado, entre 10 e 100 mL (2 pontos) x o risco menos grave do reagente (1 ponto) =
2 pontos; no parametro de energia do instrumento, como citado pelo autor,
cromatoégrafos liguidos consomem menos que 1,5 kWh portanto, penalidade de 1
ponto; por ndo haver risco associado ao método cromatografico, este ndo é

penalizado nessa categoria e; com relacdo ao desperdicio tem-se 5 pontos por
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obtermos volume maior que 10 mL de residuos e 3 pontos por ndo haver tratamento
desses residuos.

Assim, o méetodo é penalizado em onze pontos e utilizando a equacao 06,
definimos que o método proposto se apresenta como ecologicamente amigavel com
um fator verde analitico de 89 (de 100). O caréater eco-friendly corrobora com o
proposto pelo autor, que preconiza que um fator verde acima de 75 pontos indica uma
excelente andlise verde.

Como efeito comparativo, o método desenvolvido por Barchanska e
colaboradores (2012), foi penalizado da seguinte forma: com relacdo ao parametro de
reagentes, o calculo é feito considerando a quantidade e os ricos de cada reagente
utilizado, assim a penalidade foi de 31 pontos; nos parametros para instrumentos, o
gasto energético é para um cromatografo liquido, logo é penalizado em 1 ponto; o
perigo operacional com os instrumentos foi penalizado em 3 pontos por conter etapa
de evaporacao de solvente orgéanico e; com relacao ao residuo gerado, a penalidade
€ de 5 pontos, pelo volume acima de 10 mL e ndo tendo tratamento dos residuos ha
mais 3 pontos penalizaveis, totalizando assim 43 pontos. Dessa forma, o método
utilizado para analise de apenas um defensivo agricola, por mais que seja considerado
rapido, pelos apenas 10 minutos de separacdo cromatografica, € apenas aceitavel na
proposta de analise verde, pois totaliza na eco-escala 57 pontos.

Com base na métrica da eco-escala, podemos entdo considerar que o método
proposto nesse trabalho esta muito a frente no quesito eco-friendly, uma vez que ainda
gue nao contenha etapas de preparo de amostras, nao faz uso de tipos e volumes de
reagentes tao prejudiciais a saude e ao meio ambiente. Em esclarecimento, o método
citado em Barchanska e colaboradores (2012), utiliza por exemplo reagentes como
hexano e metanol em grandes quantidades, 100 e 5 mL, respectivamente.

Outra métrica para verdadeira andlise verde de um método € a rotulagem de
NEMI, que leva em consideracao a quantidade de residuos gerados, o ambiente ndo
Corrosivo e se 0s reagentes sdo perigosos e se sdo do tipo PBT - persistentes,
bioacumulaveis e toxicos (TOBISZEWSKI, 2016). Mais uma vez o0 método proposto
para separagcdo cromatografica dos oito defensivos agricolas, como apresentado na

figura 11, se mostrou com alto carater verde frente a essa métrica.
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Figura 11 — Pictograma NEMI para o método proposto.

Perigoso

Corrosivo Residuos

Fonte: Autor (2021).

O pictograma de NEMI para esse método indica, segundo Tobiszewski (2016)
gue os reagentes utilizados ndo séo persistentes, bioacumulaveis ou toxicos; ndo sao
perigosos (EPA, 2021a); ndo apresentam carater corrosivo, com pH abaixo de 2 ou
acima de 12 e; a geracao de residuos é menor que 50 mL por amostra. Para efeito de
comparacao, ainda no método apresentado por Barchanska e colaboradores (2012),
temos o pictograma que segue na figura 12, que € visualmente perceptivel o baixo
carater verde proposto pelo método, uma vez que apenas uma de suas areas €é
pintada.

Figura 12 — Pictograma NEMI para o método de Barchanska e colaboradores (2012).

Perigoso

Corrosivo Residuos

Fonte: Autor (2021).

Ainda na aplicabilidade verde do método proposto, temos também a avaliacdo
dos reagentes utilizados. Tobiszewski (2016) apresenta um esquema indicando os
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principais reagentes utilizados em Quimica Analitica e suas respectivas cores de
acordo com critérios de selecdo, uso comum, similaridade de propriedades e

categorizacao de riscos.

Figura 13 — Esquema indicativo do teor verde dos solventes comumente utilizados em Quimica
Analitica.

Acido acético

Ciclohexano

Xileno Firfoneno

Fonte: Adaptado de Tobiszewski (2016).

A partir do esquema apresentado na figura 13 percebe-se que o método
proposto utiliza solventes verdes: a agua e o etanol 89%, esse Ultimo que ainda possui
em sua composicao por¢cdes de metanol e propanol, em baixas porcentagens. Vale
lembrar, que o caréater verde apresentado por Tobiszewski (2016), considera também
proporcdes e tratamento dos residuos, ou seja, ainda que ndo tenhamos feito o
tratamento do residuo, a proporcédo de metanol e propanol sdo muito baixas frente a
guantidade de 4gua e etanol, reagente conhecidamente néo téxico.

Assim, mais uma vez em comparacdo com o0 método de Barchanska e
colaboradores (2012) podemos notar a escolha de solventes nao verdes, como a
acetonitrila. Além disso, é de grande importancia o destaque que Tobiszewski e
colaboradores (2009) fazem ao apontar que em um processo analitico a etapa que
possui menor carater verde, com maior contribuicdo a poluicdo, € a etapa da
preparacdo de amostra, principalmente pelo constante uso de solventes orgéanicos,

etapa essa que 0 método proposto hAo possuli.
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6.3 VALIDACAO DO METODO INSTRUMENTAL
A validacdo dos meétodos instrumentais é essencial para a comprovagao
cientifica da capacidade da utilizagdo do método para aplicacdo. Essa validacao
ocorre através da analise de parametros que sao avaliados experimentalmente e com

as consideracdes e comparacdes com as agéncias reguladoras, é validado.

6.3.1 Limites de Detecc¢éo (LD) e Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccéo e quantificacdo indicam a sensibilidade do método. A
menor concentracdo da espécie de interesse que pode ser detectada pelo instrumento
€ chamada de LD, e a menor concentracao que pode ser quantificada é chamada de
LQ (Ribeiro et al., 2008). Estes valores foram calculados para o0 método proposto,
através das equacbes 07 e 08, respectivamente, através da planilha automatica

disponibilizada por Ribeiro e colaboradores (2008) e sdo apresentados na tabela 6.

=9 St 1 (e’ )
tb=2. CT \/(N) +1+a$_ N (xi-X)2 (Equacéo 07)
= (Mfo) 4 () (L 0,3 _
LQ = ( a )+( a ) .\[(N)+1+a5. S (Equacéo 08)

Apesar dos valores obtidos para o limite de deteccdo serem baixos, eles nao
foram menores que os esperados quando comparados aos trabalhos encontrados na
literatura e que foram apresentados na tabela 1. No entanto, € importante lembrar que
0s métodos dispostos na tabela 1, possuem em seu procedimento uma etapa de pré-
concentragdo dos analitos na amostra, ou seja, mesmo em niveis baixos estes analitos
podem ser detectados e quantificados. Pois, segundo Bezerra e Ferreira (2006) ao
passar por essa manipulacédo, sdo minimizados os efeitos interferentes da matriz da
amostra e permitidas assim as analises por equipamentos analiticos com
sensibilidade, seletividade e limite de deteccdo dentro da faixa de concentracdo do

analito, devido a um aumento na concentracdo desses analitos na solucéo, pela
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disponibilizagdo no meio e consequentemente a diminuicdo dos valores de LD e LQ
para os métodos.

Mas, em paralelo, temos no método desenvolvido um menor tempo de corrida
cromatografica (36 minutos) para a separacao de oito analitos, uma vez que alguns
métodos tém demandado muito tempo para suas andlises, com dez minutos para a
determinacdo de um analito (BARCHANSKA et al.,, 2012) e 32 minutos para a
separacao de quatro analitos (LIU et al., 2014). Sabendo disso, destaca-se ainda os
efeitos ambientais amenizados com a utilizacdo de solventes da fase mével de menor
toxicidade e sem etapa de pré-tratamento, ou seja, menor consumo de reagentes e
consequentemente menor geracao de residuos.

Contudo, os limites de quantificacdo, quando comparados aos discriminados
na tabela 1, sdo muito préximos, o que faz com que o método desenvolvido apresente
boas caracteristicas para o uso quando considerado os valores de LD e LQ,

principalmente pelo carater verde apresentado, como ja discutido na secéo 6.2.

Tabela 6 — Par@metros e coeficientes de determinac¢do das curvas analiticas de inje¢éo direta.

Curva analitica

Analito y=ax+b R LD(mgL?) LQ(mgL?)
Metomil y = 1E+06x — 140881,0 0,9978 0,52 0,77
Aldicarbe y = 89258x + 2185,3  0,9926 0,94 1,41
Hexazinona y =194260x — 27152,0 0,9979 0,50 0,74
Bendiocarbe y=117273x —21118,0 0,9979 0,50 0,75
Carbaril y = 435015x — 67165,0 0,9976 0,53 0,79
Atrazina y = 16628x - 5833,1 0,9953 0,75 1,12
Ametrina y = 55750x - 8042,6 0,9977 0,53 0,79
Metiocarbe y = 156389x — 15797,0 0,9979 0,51 0,75

Fonte: Autor (2021)

6.3.2 Linearidade

Um método é tido como linear, quando a faixa do sinal analitico produzido é
proporcional a concentracéo (RIBEIRO et al., 2008). A verificacao da linearidade pode
ser feita através da obtencdo de curvas analiticas e suas respectivas equacoes, as
guais permitirdo a previsao das concentracdes de solugdes desconhecidas, a partir

dos sinais analiticos obtidos. A partir disso, a avaliacdo da linearidade € feita com o
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coeficiente de correlagdo dentro da faixa recomendada pela ANVISA e pela anélise
grafica dos residuos observando a existéncia de homocedastidade ou
heterocedastidade.

Para avaliagdo desse parametro foi construida uma curva analitica, a qual
possibilitou, verificar a geracao de resultados proporcionais, dentro da faixa estudada.
A curva foi obtida com soluc¢fes diluidas nas concentracdes 0,50; 1,00; 2,00; 3,00;
4,00 e 5,00 mg L.

Considerando os dados obtidos, avalia-se a existéncia da linearidade através
dos coeficientes de correlagao (r) obtidos para cada analito, visto que todos os valores
foram superiores a 0,99 (tabela 6) conforme recomendado pela ANVISA, ou seja, ha
um ajuste da equacédo da curva analitica com o experimento. No entanto, apenas a
proximidade a 1 do coeficiente de correlacdo nédo é parametro suficiente para indicar
a linearidade de um método (RIBEIRO et al., 2008; OLIVIERI, 2015) e por isso deve-
se também considerar os graficos de residuos dos analitos na avaliacao da linearidade
(figura 14).

Ao verificarmos a distribuicdo dos erros contidos nos graficos de residuos
apresentados na figura 14, percebemos que os residuos possuem homocedasticidade
devido a dispersao dos residuos se manterem iguais por todo o eixo X, por isso, estédo
normalmente distribuidos. Afinal, segundo Malyarets e colaboradores (2018), a
homocedasticidade indica uma constancia na variacdo dos erros e se houver a
heterocedasticidade torna dificil a avaliacdo dos desvios padrdo associados aos erros.

Assim, o fato desses gréaficos ndo apresentarem heterocedasticidade, significa
que o modelo ndo possui falhas. Isso corrobora com o apresentado por Ribeiro e
colaboradores (2008), ao indicar que o ajuste ideal de uma curva, ou seja, sua
linearidade, deve apresentar erros com distribuicdo uniforme e variancia constante
(homocedastidade), o que é representado para todos os analitos nos gréficos

apresentados na figura 14.



Figura 14 — Graficos dos residuos.
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Fonte: Autor (2021). Gréficos gerados no software Excel na planilha automatica disponibilizada por

Ribeiro et al. (2008).

6.3.3 Precisao

Foram realizados testes de repetibilidade (intra-dia) e precisao inter-dia. O

primeiro representa a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de
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um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicédo, e o segundo
avalia o efeito das variacGes dentro do laboratdrio devido a eventos, como diferentes
dias (SANTANA, 2014). Para a avaliagdo da repetibilidade foram realizadas dez
injecGes a 1,00 mg L, enquanto que a avaliacdo da preciséo inter-dia ocorreu com
trés injecoes, de solugcdes com concentracdes em 1,00; 3,00 e 5,00 mg L2, em trés

dias ndo consecutivos. Os dados obtidos estdo apresentados nas tabelas 7 e 8

Tabela 7 — Precisdo intra-dia expressa pelo desvio padréo relativo obtido em 1,00 mg L.

Analito RSD (%)
Metomil 0,39
Aldicarbe 2,88
Hexazinona 0,82
Bendiocarbe 0,37
Carbaril 0,71
Atrazina 3,75
Ametrina 1,40
Metiocarbe 1,64

Fonte: Autor (2021).

Tabela 8 — Precisao inter-dia expressa pelo desvio padréo relativo obtido em 1,00; 3,00 e 5,00 mg L.

. RSD (%)
Analito
1,00 mg L? 3,00 mg L* 5,00 mg L
Metomil 5,94 1,65 2,16
Aldicarbe 8,71 5,21 2,48
Hexazinona 470 5,20 4,25
Bendiocarbe 5,30 2,19 16,37
Carbaril 5,87 3,02 3,17
Atrazina 8,41 4,75 9,67
Ametrina 458 1,68 3,72
Metiocarbe 4,42 2,37 3,03

Fonte: Autor (2021).

Todos os valores de RSD obtidos séo considerados aceitaveis, pois segundo

Ribani (2004), valores até 20% demonstram precisdo do método.
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6.3.4 Robustez

A robustez € um parametro entendido como a capacidade do meétodo em
manter a resisténcia do seu comportamento frente a pequenos desvios em suas
condi¢cbes experimentais (THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002). Esse parametro
foi avaliado aplicando um planejamento fatorial completo de dois niveis (22), com
triplicata do ponto central (condigdes 6timas estabelecidas), onde temperatura e fluxo
foram variados. Ao avaliar os dados obtidos, a curvatura para 95% de confianca
mostrou-se ndo significativa, indicando um método robusto no dominio experimental
estudado, sendo o teste de curvatura sinalizado por Ferreira e colaboradores (2017),

como um dos indicativos para a robustez na validacdo de métodos instrumentais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A otimizacdo do método cromatografico permitiu a separacéo e identificacdo
simultanea de oito defensivos agricolas, apresentando bons resultados como
indicados nos valores de resolucdo acima de 1,5 em praticamente todos os analitos;
namero de pratos tedricos médio acima de 2000; fator de retencdo acima de 0,5 e
fator de separacdo maior que 1,0. O método cromatografico associado a detec¢cdo em
DAD apresentou ainda baixos limites de deteccao, indicando boa sensibilidade para
um método que nao possui etapa de preparo de amostras.

Além disso, o método cromatografico desenvolvido apresentou caracteristicas
adequadas a adocdo da Quimica Verde, dentro das métricas de eco-escala e
pictograma de NEMI, o que corrobora com a projecdo de utilizacdo do método
futuramente seguindo os principios ecologicamente modernos. Paralelo a essas
métricas, o método apresentou também baixo consumo de reagentes toxicos, além
de ter demonstrado ser rapido e eficiente para a separacdo dos defensivos agricolas
estudados.

Assim, os resultados obtidos possibilitardo a expansédo do trabalho com a
aplicacdo associada a uma etapa de extragdo de amostras alimenticias e ou
ambientais. Isso porque, a avaliagdo desse método, com os parametros de validacéo
cromatografica, indicou que os resultados foram satisfatérios atingindo boa

seletividade e precisao.
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8 PERSPECTIVAS

o Aplicar o método de separacdo cromatografica a um método de
extracdo, seguindo os principios da Quimica Verde, em amostras alimenticias, para
verificar a exatiddo do método e sua usabilidade na sociedade para determinacao de
defensivos agricolas.

o Publicar artigo cientifico para favorecer o crescimento de aplicacdes

verdes na Quimica Analitica.
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