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RESUMO

O uso de pesticidas na agricultura € um dos principais fatores de polui¢do do solo e das aguas
superficiais e subterraneas, sendo potencialmente danoso ao ambiente e a saude humana.
Comumente, os residuos de pesticidas estdo presentes em concentracdes baixas, 0 que torna
necessaria a extracdo e pré-concentracdo do analito a fim de elevar a detectabilidade dessas
substancias. Neste trabalho, avaliou-se a viabilidade técnica de aplicacdo da metodologia para
extracdo e pré-concentracdo de tracos do herbicida Paraquat, presente em amostras de agua,
por extracdo em ponto nuvem, minimizando a utilizacdo de solventes organicos toxicos e a
geracdo de residuos, estratégias de preparo de amostra de grande interesse para as areas de
tecnologias verdes. Os procedimentos foram realizados utilizando-se diferentes surfactantes:
ndo ionico (Triton X-114) e ibnicos (SDS — anidnico e CTAB — catidnico). Testou-se a
influéncia de composto i6nico na amostra para auxiliar a separacao das fases e observou-se
que, para o sistema SDS/CTAB, a adi¢do de 10% de NaCl (m/v) ajudou na separacdo da fase
micelar em relacdo a fase aquosa, porém este sistema ndo foi eficaz para a extracdo do
Paraquat devido ao aspecto coloidal da fase organica. Para o Triton X-114, o composto iénico
ndo apresentou diferenca significativa na separacdo das fases, ndo justificando a utilizacéo do
reagente. Este sistema apresentou resposta linear para solucdes entre 0,2 e 5,0 mg L™ de
Paraquat, com FE de 71 e recuperacio entre 62 e 100% para concentracdo de 3 mmol L™ em
surfactante, e, FE 45 e recuperacdo de 100% para 6 mmol L™ em surfactante. A solucdo de
Triton X-114 3 mmol L™ apresentou repetibilidade em suas extracdes, com coeficiente de
variacdo médio de 15,5%, porém ndo foi reprodutivel. Para quantificacbes em amostras reais,
fez-se necessaria a reacdo com ditionito para seletividade do Paraquat, pois substancias
presentes na amostra podem ser extraidas e absorverem no mesmo comprimento de onda que
0 analito de interesse (A = 258 nm). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram,
respectivamente, 15 e 50 ug L™ para a leitura direta e 50 e 167 pg L™ para a determinagéo
colorimétrica. Contudo, a aplicacdo em amostras reais ndo apresentou a mesma eficiéncia de
pré-concentracdo e extracdo, sobretudo pela elevada solubilidade do Paraquat em agua,
concluindo-se que a técnica ndo se mostrou a mais adequada para a aplicacdo proposta. A
quantificacdo por colorimetria € uma alternativa interessante a determinagdo por HPLC por
ser mais rapida, menos laboriosa e de menor custo, além do residuo ser de mais facil
disposicao que os solventes organicos convencionalmente utilizados em cromatografia.

Palavras-chave: herbicida; Paraquat; extracdo em ponto nuvem; Triton X-114;

espectrofotometria.



ABSTRACT

The use of pesticides in agriculture is one of the main factors of soil, surface and groundwater
pollution, and they are potentially harmful to the environment and human health. Pesticides
residues are commonly present at low concentrations, which makes necessary an extraction
and pre-concentration step of the analyte in order to increase the detectability of these
substances. In this work, it was evaluated the feasibility of application of the extraction and
pre-concentration of traces of the herbicide Paraquat present in water samples, using cloud
point extraction methodology, minimizing the use of toxic organic solvents and the generation
of residues, which are considered strategies of sample preparation with huge interest for green
technologies. The procedures were performed using different surfactants: nonionic (Triton X-
114) and ionic (SDS - anionic and CTAB - cationic). It was tested the influence of ionic
compounds in the sample to aid phase separation and it was observed that, for SDS/CTAB
system, the addition of 10% NaCl (w/v) helped the micellar phase separation, but this system
was not effective for Paraquat extraction once the organic phase produced had a colloidal
aspect . For the Triton X-114, the ionic compound was no significant difference, not justifying
the use of the reagent. This system showed linear response between 0.2 and 5.0 mg L™ of
Paraquat, with enrichment factor of 71 and recovery between 62 and 100% with the
concentration of 3 mmol L™ in tensoative, and, enrichment factor 45 to 100% recovery for 6
mmol L™ in surfactant. The solution of Triton X-114 3 mmol L™ showed repeatability in the
cloud point extraction, with mean variation coefficient of 15.5%, but it was not reproducible.
For the measurements using real samples, it was necessary a prior reaction with dithionite for
selectivity detection of Paraquat, once many substances present in the water sample can be
simultaneously extracted and analysed at the same wavelength as the target analyte (A = 258
nm). The limits of detection and quantification were, respectively, 15 and 50 pg L™ for the
direct analysis and 50 and 167 pg L™ for the colorimetric determination. However, the
application in real samples did not show the same efficiency of pre-concentration and
extraction, especially because Paraquat has high solubility in the water, concluding that the
techniqgue was not the most suitable for the proposed application. The colorimetric
quantification is an interesting alternative to HPLC determination because it is faster, less
laborious and lower cost, in addition to generating an easier disposition residue than
conventionally organic solvents used in chromatography.

Keywords: herbicide; Paraquat; cloud point extraction; Triton X-114; spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

Até a segunda metade do Século XX, as relagdes produtivas dos seres humanos com a
natureza eram coerentes, pois eles dependiam dela e de seus ciclos para se sustentar, e
raramente se evidenciavam grandes degradacdes ambientais. Porém, ap6s a Segunda Guerra
Mundial, o desenvolvimento econdmico e tecnolégico se intensificou e o setor industrial se
destacou frente ao setor agrério. Este por sua vez, teve que se industrializar para atender as
novas necessidades culturais e de consumo (Silva & Falchetti, 2011).

A promogcdo do progresso ndo visava as questdes ambientais; pensava-se somente no
desenvolvimento econémico, na expansao territorial e nas industrias de transformacédo,
inserindo grandes quantidades de poluentes no meio ambiente (Silva & Falchetti, 2011).

Poluicdo é o termo utilizado quando ha alteracdo em um ambiente decorrente da
presenca de substancias que apresentam riscos € 0 meio é incapaz de neutralizar seus efeitos
negativos, gerando desequilibrio(s) ecoldgico(s) (Rocha, Rosa & Cardoso, 2004).

As fontes poluidoras podem ser classificadas em:

e Fontes pontuais: redes de efluentes domésticos e industriais, derramamentos
acidentais, atividades de mineragéo e enchentes;

e Fontes ndo-pontuais: praticas agricolas, emissGes por veiculos automotores,
residéncias dispersas, deposicdes atmosféricas, trabalhos de construcdo, e
enxurradas em solos;

e Fontes lineares: enxurradas em autoestradas, por exemplo (Rocha, Rosa &
Cardoso, 2004; Spiro & Stigliani, 2009).

Os poluentes podem atingir os corpos hidricos por meio de diferentes setores:

e Setor urbano (dguas residudrias urbanas: esgoto; restos de alimentos,
detergentes, detritos organicos, material proteico, etc.),

e Setor industrial (Aguas industriais: substancias toxicas; derivados do petréleo,
metais pesados, etc.),

e Setor agropecuario (detritos organicos de origem animal, fertilizantes,
praguicidas, etc.) (Rocha, Rosa & Cardoso, 2004; Fellenberg, 2011).

Os dois maiores causadores de poluicdo ambiental sdo a industrializagéo e a producao
de alimentos. Na industrializacdo, os processos de transformacao da matéria-prima e producao
dos artefatos existentes geram grandes quantidades de residuos e poluicdo ambiental. Na
producdo de alimentos o problema consiste no crescimento continuo da populacao, pois, as

areas de cultivo de alimentos ndo aumentam na mesma proporcao e isto torna necessaria a
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méaxima eficiéncia das culturas e a intensificacdo da producdo nas areas ja utilizadas. Em
meados da década de 60, a Revolucdo Verde, com a promessa de acabar ou pelo menos
minimizar a fome no mundo, introduziu no campo a utilizacdo de fertilizantes e pesticidas,
maquinarios agricolas e sementes geneticamente modificadas, aumentando a produtividade,
porém ocasionando problemas ecoldgicos e sociais (Silva & Falchetti, 2011).

Reduzir ou eliminar a utilizacdo e geracdo de substancias tdxicas é a mais fundamental
abordagem para a prevencdo da poluicdo e aplicacdo de tecnologias verdes (processos e
produtos ambientalmente amigaveis). Muitos métodos oficiais realizados para detecgdo e
guantificacdo dos agrotdxicos recomendam técnicas classicas de extracdo que utilizam
grandes quantidades de solventes organicos, os quais sdo frequentemente toxicos e se
descartados na agua, no ar e no solo, podem poluir o0 meio ambiente até mais do que o0 uso
desses agrotoxicos.

Nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de metodologias de extracdo tem sido
bastante explorado com o intuito de minimizar ou até mesmo eliminar os problemas
relacionados com as técnicas convencionais. Assim, um grande esforgo esta sendo feito no
sentido de eliminar, quando possivel, ou substituir solventes organicos convencionais por
solventes verdes, como por exemplo, fluidos supercriticos, liquidos idnicos a temperatura
ambiente, produtos biodegradaveis e agua (Lenardao, et al., 2003; Patil, 2014).

Atencdo consideravel vem sendo dedicada ao uso de micelas de surfactantes para pré-
concentracdo e separacdes em quimica analitica e nas ciéncias da separacdo (Mclntire, 1990;
Moradi & Yamini, 2012). Solu¢bes aquosas de certas micelas de surfactantes exibem
comportamento de separacdo de fases com rapida turbidez da solucdo em funcéo da alteracdo
da temperatura. Tal fendmeno vem sendo explorado nas ciéncias da separagdo para O
desenvolvimento de metodologias de extracdo, purificacdo e esquemas de pré-concentracdo
para diferentes classes de compostos, dentre as quais se destacam os pesticidas. O referido
método, denominado extragdo em ponto nuvem, torna-se conveniente por exigir adigdo de
pequena quantidade de surfactante na solucdo aquosa da amostra, eliminando a necessidade
do uso de grandes quantidades de solventes organicos como nas técnicas de extracdo
convencionais (Martinez, et al., 2000; Martinez, et al., 2003). Sua aplicacdo analitica est4
condicionada a qualquer componente presente na agua que seja capaz de se associar as
micelas, ou de ser dissolvido em seu interior organico. O desenvolvimento e a aplicacdo dessa
técnica de extragdo estdo em consonancia com o conceito de tecnologias verdes ao empregar

0 uso de alternativas analiticas mais amigaveis e sustentaveis para a determinacdo de
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compostos de interesse ambiental, como € o0 caso de pesticidas em &guas naturais

contaminadas.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade técnica de aplicacdo de
uma metodologia mais limpa para a extracdo e pré-concentracdo do herbicida Paraquat em
amostras de agua, baseada na extracdo por ponto nuvem, e quantificacdo por

espectrofotometria UV-Vis, para minimizar a geracao de residuos toxicos.

2.1.  Objetivos especificos

- Propor um processo de extracdo por ponto nuvem para pré-concentracdo do herbicida
Paraquat utilizando padrdes de concentracdo conhecida e variando o tipo de surfactante (ndo—
ibnico, catidnico e anidnico) e a sua concentragdo no meio, bem como a forga idnica do
sistema;

- Verificar se a técnica é adequada para a determinacdo analitica do Paraquat, apds a extracao
em ponto nuvem, por medicdo direta ou apos reacdo com ditionito de sédio em meio alcalino,
seguida de anélise por espectrofotometria UV-Vis;

- Avaliar o processo proposto em amostras de aguas naturais, nas quais foi adicionada

concentracdo conhecida de Paraquat, com vistas a avaliar a aplicabilidade da técnica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os pesticidas, também conhecidos como agrotoxicos ou agrotoxicos, sdo substancias
quimicas empregadas na producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, em florestas nativas ou plantadas. Seu uso tem como finalidade o controle de
pragas e doencas que comprometem a produtividade agricola. A Tabela 1 apresenta as
diferentes categorias de pesticidas e seus organismos alvo (Baird & Cann, 2011). Inseticidas,
acaricidas e fungicidas sdo alguns dos produtos mais utilizados. Herbicidas também séo
largamente empregados e sdo substancias desfolhantes, dessecantes e estimuladores ou
inibidores do crescimento vegetal empregados no controle de plantas daninhas (Peres,
Moreira & Dubois, 2003; Carvalho & Pivoto, 2011; Steffen, Steffen, & Antoniolli, 2011).

Tabela 1: Exemplos de pesticidas e seus organismos alvo.

Tipo de pesticida Organismo alvo
Acaricida Acaros

Algicida Algas

Avicida Aves

Bactericida Bactérias
Desinfectante Micro-organismos
Fungicida Fungos
Herbicida Plantas
Inseticida Insetos

Larvicida Larvas de insetos
Moluscicida Caracois, lesmas
Nematicida Nematoides
Piscicida Peixes

Raticida Roedores
Cupicida Cupins

Fonte: Baird & Cann (2011)

O combate a insetos, fungos e plantas invasoras € realizado ha aproximadamente 1.000
anos, inicialmente com a utilizagdo de sulfeto de arsénio pelos chineses (Carvalho & Pivoto,
2011). Em escala mundial, os pesticidas comecaram a ser utilizados a partir da Segunda
Guerra Mundial (Carraro, 1997). No Brasil, estes produtos foram incorporados no mercado
por volta da década de 1960 (Peres, Moreira & Dubois, 2003).

Apesar dos efeitos toxicos, em potencial, sobre o ambiente e 0 homem, atualmente o

uso de agrotdxicos é o método de controle mais amplamente usado devido a alta efetividade
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em curto prazo, facil aplicacdo e custo relativamente baixo, sendo, portanto, essencial na
manutencdo da alta produtividade na agricultura de larga escala. Nos ultimos anos,
agroquimicos mais seguros tém surgido no mercado, no entanto, ainda é comum o emprego
de préticas inadequadas de aplicacdo e 0 uso de dosagens excessivas que levam a
contaminacdo do solo e da agua, causando efeitos danosos aos organismos nao-alvo, o que
inclui o ser humano.

ApoGs a aplicagdo do composto no ambiente, as moléculas podem seguir diferentes
rotas de acordo com o0s processos fisico-quimicos e biolégicos que podem degradar ou
movimentar o produto, depositando-se nos solos e em aguas superficiais ou subterraneas.
Outros meios de contaminacdo ambiental se dao pela erosdo do solo, carreamento do produto
pelas &guas da chuva, contato com embalagens descartadas de maneira inadequada,
equipamentos de aplicacdo desregulados, lavagem de folhas tratadas e de equipamentos
utilizados na aplicacdo do produto e por descarte inadequado de efluentes industriais contendo
esses pesticidas (Carvalho & Pivoto, 2011; Steffen, Steffen, & Antoniolli, 2011).

A utilizacdo abusiva de pesticidas € um dos principais fatores de poluicdo do solo,
aguas subterrdneas e superficiais. O monitoramento dos residuos desses compostos nas
diferentes matrizes ambientais tem se tornado imprescindivel para a minimizacdo do impacto
ambiental, pois, qudo breve for sua deteccdo, mais rapida sera a intervencao, sendo essencial
o0 papel da quimica analitica em fornecer respostas quanto a presenca e concentracao desses
residuos no ambiente (Faria, Queiroz & Neves, 2005).

3.1. Herbicidas

Os herbicidas sdo compostos quimicos utilizados na destruicdo de plantas,
principalmente ervas daninhas, sem causar danos para a cultura de interesse. Exemplos de
usos dos herbicidas sdo eliminacdo de dicotiledoneas (folhas largas) em gramados, sem matar
a grama (monocotiledénea), destruicdo de plantas indesejaveis em acostamentos de estradas e
linhas férreas, renovacdo de pastagens, dessecacdo pré-colheita, desfolhacdo de regides
inteiras, entre outros (Rocha, Rosa & Cardoso, 2004; Baird & Cann, 2011; Oliveira Junior,
2011).

As ervas daninhas podem atrapalhar o desenvolvimento de uma lavoura e, depois que
estas dominam a area, competem por agua, luz, nutrientes e espaco. Elas precisam ser

removidas antes do plantio e controladas apos a insercdo das culturas (Embrapa, 2004).
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Na agricultura comercial, a extracio manual e mecénica das ervas daninhas foi
largamente substituida pela utilizacdo dos herbicidas. Este produto melhora a produtividade
agricola, reduz a necessidade de m&o-de-obra, minimiza a erosdo do solo por ndo perturba-lo
e pode diminuir o valor final dos alimentos (Spiro & Stigliani, 2009; Baird & Cann, 2011)..
Deve-se considerar, também, que no plantio direto menos maquinario e, consequentemente,
menos combustivel é necessario para cultivar uma lavoura, reduzindo as emissdes de gases de
efeito estufa (MAPA, 2015).

Um herbicida com baixa toxicidade para animais, pois a enzima afetada é exclusiva de
plantas, e amplamente utilizado devido a sua alta eficiéncia e baixo impacto é o Glifosato (N-
(fosfonometil) glicina, C3HgNOsP). O Glifosato expandiu a utilizacdo do plantio direto,
substituindo a necessidade do arado. Contudo, 0 emprego prolongado deste herbicida causou
um efeito colateral a diversas espécies de ervas daninhas, a resisténcia ao seu modo de acéo
(inibicdo da sintese da enzima EPSP — 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato — utilizada na
geracdo de aminoacidos necessarios a planta) (Spiro & Stigliani, 2009; Fellenberg, 2011). A
fim de se solucionar este problema, outro herbicida passou a ser largamente empregado no

controle a ervas daninhas: o Paraquat (Embrapa, 2006).

3.1.1. Paraquat

O Paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto, Ci1,H14CI;N2) é um herbicida de
contato ndo seletivo que, desde sua descoberta hd cerca de 50 anos, € muito utilizado em
diversas culturas para o controle de ervas daninhas, como agente dessecante ou desfolhante e
como herbicida aquético (Kambhampati, et al., 1994; Otero, et al., 2006). E uma substancia
solida, cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 1. A formulacdo comercial consiste
de uma solucdo na concentracdo de 200 g L™, 20% (m/v) (Souza & Machado, 2003; Oliveira
& Brighenti, 2011). O Paraquat € muito solivel em agua e, quando em solugdo, apresenta-se
com carga positiva. Outras caracteristicas interessantes do Paraquat sdo estabilidade térmica,
baixa volatilidade e manutencdo de suas propriedades em solucbes neutras e &cidas
(Kambhampati, et al., 1994), despertando o interesse para a ampla aplicacdo desse composto.
Normalmente, a degradagéo do Paraquat ocorre rapidamente quando exposto a radiagao solar.
No entanto, quando liberado em solos argilosos, grande quantidade € retida pelos sitios
adsortivos das particulas de argila estabilizando o produto, dificultando, portanto, a sua
degradacéo (Oliveira & Brighenti, 2011). A adsorcdo do Paraquat € interlaminar e herbicidas

adsorvidos podem ser transportados pela erosdo do solo para adguas superficiais (Guimaraes,
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1987; EPA, 1997 (b)). Porém, se o pH da solugdo do solo ou de aguas superficiais estiver
maior que 0 pK, do Paraquat, que é de aproximadamente 9,5, a concentracdo da forma neutra
sera maior que a da forma protonada, possibilitando a dessor¢ao e aumentando a mobilidade e
disponibilidade do contaminante (Oliveira & Brighenti, 2011).

Nos padrdes normais de uso, 0 Paraquat ndo € considerado perigoso para as aguas
subterraneas (EPA, 1997 (b)). A dose recomendada de aplicacéo varia de 300 a 600 g i.a. ha™,
(g i.a. = gramas de ingrediente ativo) dependendo das espécies a serem controladas (Embrapa,
2006). Dentre os principais paises do continente Americano, somente o Canada incluiu o
Paraquat nos indices para controle do padrdo de potabilidade da &gua, sendo o limite de
10 pg/L (Bastos, et al., 2004).

Figura 1: Formula estrutural do herbicida Paraquat na forma dicloreto.

N/ s _
— N—CHj | 2CI

W
HaC—
7/ \—/

Fonte: Souza & Machado (2003)

O local de atuacdo do Paraquat nas plantas é o cloroplasto. Os cloroplastos realizam a
fotossintese nas plantas verdes, absorvendo a energia luminosa usada para produzir agucares.
O mecanismo de ac¢do do Paraquat consiste em inibir a fotossintese por meio da formacéo de
radicais livres. Ele atua como um falso aceptor de elétrons, no qual os elétrons livres do
fotossistema reagem com o céation Paraquat, resultando em um radical livre. O oxigénio
presente no ar rapidamente reage com o radical livre formando superéxidos. Os superdxidos
atacam os acidos graxos insaturados das membranas, abrindo e desintegrando os tecidos da
célula. A ruptura das membranas celulares permite o escape da dgua do material vegetal e
leva & desidratacdo da folhagem com consequente necrose e morte. A acdo € intensificada
pela intensidade luminosa e pela umidade (Oliveira Junior, 2011).

Este herbicida é utilizado em cerca de 90 paises no preparo da terra, para o plantio de
mais de 100 tipos de lavouras ou no controle de ervas daninhas inclusive nos principais
mercados agricolas com sistemas de regulamentacdo bastante exigentes, como Canada,
Australia, EUA, Jap&o e Nova Zelandia. Exemplos das principais aplicacdes em culturas sao:

¢ alimentares: milho, arroz, soja, trigo, batatas;
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o frutiferas: macas, laranjas, bananas;
e Dbebidas: café, cha, cacau;
e processadas: algodao, dendé, acucar e borracha (Schmitt, et al., 2006).

Existem relatos de intoxicacGes por Paraquat por via dérmica, ocular e por injecao
intramuscular, subcutdnea ou endovenosa (em casos de suicidio por envenenamento).
Entretanto, do ponto de vista toxicologico, as intoxicagdes resultantes de ingestdo de Paraquat
sdo as mais importantes (Gonzalez, et al., 2001; Soloukides, et al., 2007). O Paraquat €
extremamente toxico podendo ser letal para humanos e animais. Este produto, quando em
contato com determinadas enzimas como, por exemplo, NADPH (fosfato de nicotinamida
adenina dinucleotideo), torna-se um radical que, em presenca de oxigénio, oxida-se
rapidamente produzindo um anion radical superdxido, regenerando a molécula de Paraguat,
disponibilizando-a para novos ciclos de reducéo e oxidacéo e produzindo grande quantidade
de oxigénio que leva o organismo ao estresse oxidativo ou a peroxidacdo de lipideos (Serra,
Domingos & Prata, 2003; Souza & Machado, 2003). Em caso de ingestdo, o produto se
dispersa rapidamente pelo organismo por meio da circulacdo sanguinea e 0Orgdos muito
vascularizados como pulmdes, rins e figado podem ser afetados (Serra, Domingos & Prata,
2003). O composto é considerado um fator de risco para a doenca de Parkinson (Hao, et al.,
2013) e a dose letal média via oral para 50% dos animais testados (DL50) varia entre 22 e 262
mg da formulacdo/kg dependendo da espécie (Schmitt, et al., 2006).

O herbicida Paraquat, por se tratar de um produto persistente e de alta toxicidade,
exige um rigoroso controle de sua presenca no ambiente, pois quanto mais rapida e eficiente
for a deteccdo do composto, mais rapidamente poderdo ser realizadas técnicas de remediagédo
na area e, assim, menor serd o impacto ambiental. Atualmente, as técnicas analiticas
empregadas na determinacdo e quantificacdo do herbicida Paraquat utilizam produtos que
também sdo deletérios ao meio ambiente, por isso, a proposta de metodologias mais limpas e
com menor geracdo de residuos para disposicdo final é de grande interesse nas areas

ambiental, clinica e forense (Ruiz, et al., 1996).

3.2.  Seqguéncia analitica

Apesar dos avangos na instrumentacdo analitica em termos de sensibilidade e

seletividade, etapas de extracdo e pré-concentracdo ainda sdo muito utilizadas para
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determinacéo de elementos traco, especialmente em matrizes ambientais (Pereira & Arruda,

2003).

A sequéncia analitica consiste nas principais etapas de uma anélise:

3.3.

Definicdo do problema — informagao necessaria;

Escolha do método — deve considerar a quantidade e o tipo de amostra, 0
elemento de interesse e sua concentracdo, o custo e a frequéncia da andlise;
Amostragem — deve ser representativa;

Pré-tratamento da amostra — deve considerar as substancias de interesse, a faixa
de concentracdo, a quantidade de amostra disponivel, o método e o custo; é
uma etapa critica, onde se comete mais erros, se gasta mais tempo e a que
posSsui 0 maior custo;

Calibracdo — resposta do sistema de detec¢cdo para quantidades conhecidas do
analito;

Medida — obtencdo dos dados analiticos;

Avaliacdo — confiabilidade dos resultados;

Acdo — utilizacdo da informacdo da analise para tomada de decisdo (Gaubeur,
2014; Nomura, 2014 (b)).

Quantificacdo do herbicida Paraquat

A determinacdo de residuos de herbicidas é realizada, geralmente, por analise

cromatografica, recorrendo-se tanto a métodos de cromatografia gasosa como de

cromatografia liquida. Métodos alternativos baseados em anélises por eletroforese capilar ou

espectrofotometria também podem ser utilizados para esse fim. A escolha dos detectores dos

métodos de separacdo depende, entre outros fatores, das caracteristicas estruturais dos

herbicidas em questo, da sensibilidade e da linearidade requeridas (LeDoux, 2011).

A Tabela 2 apresenta estudos com diferentes estratégias de extracédo e quantificacdo do
herbicida Paraquat.
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Tabela 2: Diferentes estratégias de extracdo e quantificacdo do herbicida Paraquat

e exemplos de solventes utilizados.

Matriz Extracdo Eluente Técnica Recuperacdo  Referéncia
Extracdo em Metilisobutilcetona / . 0
Soro fase solida Dodecil sulfato de sodio Espectrofotometria 3% Kuo, 1984
Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia
. Hexano / Metanol / eom detgctgr .
. , Resina de . espectrofotométrico com Kambhampati,
Agua potavel a Acetato de aménio / . . 83-97%
troca idnica - arranjo de diodos e etal., 1994
Acetonitrila . ~
confirmagdo com
espectrometria de
massas
Metanol / Brometo de
cetil trimetil amonio / .
Extracdo em Hidroxido de aménio / Cromatografia de
Agua potéavel ¢ L) < . . pareamento idnico com 88 -94 % EPA, 1997 (a).
fase s6lida  Acido 1-hexano sulfonico .
< . L detector ultravioleta
/ Acido ortofosforico /
Dietilamina
Cromatografia a liquido
Adua potavel com fonte de ionizacéo
~guap . Extracdo em  Acido trifluoroacético / por electrospray Taguchi, et al.,
Agua de rio 1 . 46 - 85 %
P fase sélida Metanol acoplada a 1998
Agua de lago .
espectrometria de
massas
Soro Liquido - Sulfato de amdnio / Eletroforese capilar com 53 .72 0 Vinner, et al.,
. P L, . . - 0
Urina Liquido Cloroférmio / Fenol detector ultravioleta 2001
Cromatografia a liquido
com fonte de ionizacdo
. . Liquido - n-Hexano / por electrospray Aramendia,
Oleo de oliva Lo P . X >929
Liquido Acido heptafluorobutirico acoplada a o et al., 2006

espectrometria de
massas



Agua potavel

Plasma
Urina

Soro humano

Batatas
Cereais
Leguminosas

Agua potéavel
Agua natural

Extragdo em
fase solida

Extragdo em
fase solida

Liquido -
Liquido

Liquido -
Liquido

Extracdo em
fase sélida

Acido sulfdrico /
Hidréxido de amonio /
Sulfato de sédio /
Metanol

Borohidreto de sédio /
Metanol

Acido tricloroacético

Metanol /
Acido Cloridrico

Acetato de amonio /
Acetonitrila

Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia
com detector
espectrofotométrico com
arranjo de diodos

Cromatografia a gas
acoplada a
espectrometria de
massas

Cromatografia a liquido
de alta
eficiéncia com detector
ultravioleta

Cromatografia a liquido
acoplada a
espectrometria de
massas em tandem

Cromatografia a liquido
de alta
eficiéncia com detector
ultravioleta

95-98 %

68 —98 %

99 - 100 %

92-120%

104 - 105 %
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Otero, et al.,
2006

Almeida &
Yonamine,
2007

Hara, et al.,
2007

Kolberg, et al.,
2012

Jing, Qun &
Roher, 2013

3.3.1. Método colorimétrico e espectrofotométrico

O método colorimétrico consiste em uma reacdo quimica do Paraquat com o reagente

ditionito de sddio (hidrosulfito de sédio — Na,S,04.2H,0) (Figura 2), em meio basico, que

reduz a molécula de Paraquat e gera um radical de coloracdo azul. Esta reacdo segue uma

proporcionalidade que permite a avaliagdo da presenga do composto, ou seja, a cor se

intensifica & medida que a concentracdo do analito aumenta, de acordo com a lei de Beer
(Pereira & Dantas, 1995; Gabriel, et al., 2002; Abreu, 2008).
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Figura 2: Reacdo entre Paraquat e ditionito de sodio.

SN\ Na,S,0 = —
[ I-I,;C—NQ—MN— CHy | 2¢F ———", [I-I;C—NMN— CHJJ cr-

Paraquat dicloreto Paraquat radical

Fonte: modificado de Hara et al, (2007)

Este procedimento deve ser executado com cautela, pois o ditionito é facilmente
oxidado pelo ar, e devido a isso, a solucdo deve ser armazenada protegida da luz, misturada
cautelosamente e utilizada em até trés horas apds o preparo, caso contrério, havera a
diminuicdo ou auséncia da coloragéo, suscitando concentracfes menores que as reais e erros
de determinacdo (Pereira & Dantas, 1995).A medida da intensidade colorimétrica é obtida por
espectrofotometria na regido do visivel (Vis). A espectrofotometria é uma das técnicas
analiticas mais empregadas por utilizar um equipamento robusto, com custo relativamente
baixo, e que, ocasionalmente, cobrem uma ampla faixa do espectro eletromagnético (regido
do visivel, ultravioleta e até infravermelho proximo). E uma ferramenta que permite a
obtencdo de medidas de absorcdo ou transmitancia e de parametros fisico-quimicos, por
exemplo, constantes de equilibrio e velocidades de reacdo (Rocha & Teixeira, 2004).

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer e envolve a medida
direta de espécies que absorvem radiacdo nas regides ultravioleta, visivel ou infravermelho do
espectro eletromagnético. A medida que a luz atravessa um meio contendo um analito que a
absorve, um decréscimo de intensidade ocorre na propor¢do que o analito é excitado; quanto
maior for a concentragdo do analito, maior sera a absorcdo (Rocha & Teixeira, 2004). As
medidas de absorcao de radiagdo em determinado comprimento de onda séo obtidas por meio

da Equacéo 1.

A = ebc
(Equacéo 1)
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Onde:

A = absorbancia

¢ = absortividade molar, ¢ uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude
depende do comprimento de onda da radiagéo incidente

b = distancia percorrida pelo feixe através da amostra

¢ = concentracdo da espécie absorvente

Fonte: Rocha & Teixeira (2004)

A extensdo do caminho do meio sobre o qual a luz percorre também influencia na
absorbancia da radiacdo, pois, quanto mais longo for o comprimento (caminho 6ptico), maior
sera a absor¢do, pois aumentard a quantidade de analitos absorvendo a radiacdo (Rocha &
Teixeira, 2004).

3.3.2. Cromatografia liquida de alto desempenho

A cromatografia se baseia na separacdo das moléculas por meio das diferencas em
suas estruturas e/ou composicao. Em geral, utiliza-se uma fase estacionaria imobilizada em
uma coluna ou sobre uma superficie plana, e uma fase movel (eluente), que se movimenta
através da fase estacionaria transportando a mistura dos analitos. Os componentes sdo
transportados através da fase estacionaria pelo fluxo da fase movel e as separacGes ocorrem
com base nas diferencas de velocidade de migracédo (diferentes afinidades e interacfes entre
duas fases imisciveis) (Kupiec, 2004; Jakhotiya & Shrivastva, 2013). Na cromatografia
liquida a fase movel é constituida, comumente, por solventes organicos, podendo também ser
empregadas solucdes aquosas (Collins, Braga & Bonato, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (high-performance liquid chromatography —
HPLC) é um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas, recheadas de
materiais especialmente preparados, e a fase mdvel é eluida sob altas pressdes. Ela tem a
capacidade de realizar separagfes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos,
com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. Varios tipos de detectores podem ser colocados
na saida da coluna para proporcionar uma identificacdo e quantificacdo continua dos

componentes da amostra (UV-Vis, fluorescéncia, condutométricos entre outros). A analise



31

quantitativa por HPLC pode atingir uma precisdo superior a 0,5% (Collins, Braga & Bonato,
2006).

Para a determinacdo de herbicidas, a coluna comumente utilizada é a de fase reversa
Cis, onde 0s componentes da amostra sdo separados pelas diferengas de polaridade, criando
forcas de interacOes especificas entre o substrato (fase estacionaria), a fase movel e os analitos
(Jing, Qun & Roher, 2013).

3.3.3. Cromatografia de pareamento ionico

A cromatografia de pareamento i6nico (IPC) pode ser considerada uma modificacdo
da cromatografia liquida convencional, possibilitando uma maior versatilidade da
metodologia. A esséncia deste modo de separacdo consiste na modificagdo dindmica da
superficie da fase estacionaria apolar de uma cromatografia empacotada para a adsorcdo de
solutos idnicos organicos e inorganicos.

Na cromatografia liquida, a maioria das separacdes € feita com fases estacionarias
convencionais de alquil-silica, em geral C;5 e Cg. O alto custo das colunas cromatogréaficas
pode inviabilizar a aquisicdo de uma elevada gama de colunas com composi¢do quimica
diferenciada. Tal inconveniente pode ser contornado adicionando, junto a fase movel, um
reagente de pareamento iénico (IPR) para garantir caracteristicas de polaridade diferenciada a
fase estacionaria (Cecchi, 2008). A grande vantagem da IPC em relacdo a cromatografia
convencional é que o IPR &, primeiramente, ligado a fase estacionaria hidrofébica (coluna de
C18, por exemplo) por meio de sua parte apolar e, uma vez adsorvida, interage com 0s
componentes da fase movel através de forcas ibnicas e polares (Collins, Braga & Bonato,
2006).

Comumente, a fase movel para IPC é composta por:

- modificador organico, o qual é adicionado para aumentar a solubilidade do analito,
melhorando a interacdo da fase estaciondria apolar empacotada e ajustando a retencédo e
seletividade do analito;

- aditivos para mascarar ions de metais pesados que prejudiquem a eficiéncia
cromatografica;

- reagente de pareamento i6nico, entre 0s quais se destaca a série homologa de

compostos perfluorados, acidos carboxilicos e sais caotropicos;
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- solucdo tampdo, ja que o pH do eluente constitui um importante parametro de
otimizacdo, uma vez que controla o grau de ionizacdo dos solutos e, com isso, a magnitude
das interagdes eletrostaticas podendo ser utilizado para regular a seletividade (Cecchi, 2008).

A metodologia de referéncia para analise de Paraquat, juntamente com outro herbicida,
o Diquat, em aguas de abastecimento € preconizada pela EPA e esta baseada em extracdo em
fase sélida seguida da determinacdo por IPC (EPA, 1997(a)).

3.3.4. Cromatografia a gas

A cromatografia a gas (GC) é uma técnica de separacdo e analise de misturas que
contenham compostos volateis e semivolateis. A amostra é vaporizada e introduzida em um
fluxo de determinado gas de arraste inerte, denominada fase movel, e levada até uma coluna
contendo a fase estacionaria, onde ocorre a separacdo por particdo da mistura. A fase
estacionaria pode ser um solido adsorvente, ou mais comumente, um filme de um liquido
pouco volatil. A fase movel ndo interage com 0s compostos presentes na amostra, sua unica
funcdo é transportar o analito (Silva, 2003; Holler, Skoog & Crouch, 2009).

As substancias separadas eluem da coluna em tempos diferentes de acordo com as
caracteristicas da coluna e das condi¢fes experimentais (vazdo da fase mdvel, temperatura da
coluna, entre outras) e passam por um detector que gera um sinal proporcional a concentracdo
de analitos eluidos (Silva 2003).

Na GC é necessario que a amostra seja suficientemente volatil, a fim de que possa
passar através da coluna na forma de vapor, e seja estavel termicamente para ndo se decompor
nas condi¢bes de separacdo. Os métodos de deteccdo utilizados em GC sdo rapidos e
sensiveis, como, por exemplo, o de captura de eletrons (ECD), de condutividade térmica
(TCD) e o de ionizagdo por chama (FID) (Georgakopoulos, et al., 2011). A espectrometria de
massa (MS) também é utilizada com frequéncia na detec¢do dos compostos, pois proporciona,
para além da quantificacdo, uma identificagdo estrutural precisa das substancias (Fenik,
Tankiewicz & Biziuk, 2011; LeDoux, 2011).

3.3.5. Eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica de separacdo baseada na diferenca de

migracdo de compostos i6nicos ou ionizaveis na presenca de um campo elétrico (Silva, 2003;
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Spudeit, Dolzan & Micke, 2012). A separacao é conduzida em uma coluna capilar de silica
fundida preenchida com eletrdlito especifico para a analise de interesse.

Na CE ocorre um fenémeno denominado fluxo eletroosmético, no qual os grupos
silandis (-SiOH), constituintes do revestimento interno do capilar de silica, ficam
negativamente carregados entre pHs 2 e 8,5, gerando ions silanoatos (—S10°) na parede da
coluna e esses, quando submetidos a acdo de um campo elétrico pela aplicacdo de uma
diferenca de potencial, fazem com que os ions presentes na amostra, pela diferenca de cargas,
se movam em direcdo ao eletrodo de carga oposta (Silva, 2003; Spudeit, Dolzan & Micke,
2012). Os ions que interagirem eletrostaticamente com o revestimento do capilar, migrardo
mais lentamente e serdo detectados posteriormente por um dispositivo detector posicionado ao
fim dessa coluna capilar. Comumente, utilizam-se detectores UV-Vis, fluorimétricos,
condutométricos ou potenciométricos na determinagéo por CE.

A adicdo de componentes no eletrolito, como, por exemplo, surfactantes, podem
causar a modificacao da superficie interna do capilar, e esta pode ser dindmica ou permanente,
por meio da adsorcdo ou alteragdo quimica da silica, respectivamente (Spudeit, Dolzan &
Micke, 2012).

As vantagens de utilizacdo da CE séo a vasta gama de aplicacdo da técnica, inclusive
na analise de pesticidas, o baixo custo analitico (destacando-se o baixo custo das colunas
capilares), a simplicidade na operacdo e no manuseio, o tempo de analise, além da reducéo
significativa nas quantidades de reagentes e solventes organicos utilizados, especialmente
guando comparada a técnica de HPLC (Spudeit, Dolzan & Micke, 2012). Entretanto, a técnica
ainda é pouco aplicada para fins de analise de rotina e requer maior conhecimento da

dindmica de separacdo para ajuste das condi¢des analiticas.

3.4. Técnicas de preparo de amostra para determinacédo de Paraquat

A escolha adequada de uma técnica de preparo da amostra também é um fator
importante para a obtencdo de resultados analiticos confiaveis e exatos. A técnica deve ser
simples, reduzindo o tempo e as etapas de analise e diminuindo a introdugdo de erros;
seletiva, proporcionando maior detectabilidade; rapida; com instrumentacdo de baixo custo;
quando necessario, incluir uma etapa de concentracdo do analito para atingir o nivel de
deteccdo do instrumento utilizado para determinacdo; e, consumir quantidades minimas de

reagentes e solventes, reduzindo os riscos ao meio ambiente (Jardim, 2010).
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Na etapa de pré-tratamento da amostra, 0s erros mais cometidos sdo a contaminacao
(pelo ar, impurezas de reagentes, inclusive a 4gua, ou pelos materiais), perda de elementos
(por volatilizacdo ou adsorcdo) e decomposi¢do incompleta das amostras em estratégias de
abertura de amostra (Nomura, 2014 (a)).

Usualmente, os pre-tratamentos empregados para determinagdo do Paraquat em amostras
ambientais sdo extracao liquido-liquido, extracdo em fase solida e extracdo com resina de
troca ibnica, muitas vezes com utilizacdo de solventes organicos (Pereira & Arruda, 2003;
Hara, et al., 2007), para posterior determinacdo e quantificacdo por HPLC, GC, IPC ou CE
(Kambhampati, et al., 1994; Hara, et al., 2007).

3.4.1. Extracao liquido-liquido

Extracdo liquido-liquido, também conhecida como extracdo por solvente, consiste na
particdo de um analito ou de compostos especificos presentes em uma mistura de liquidos
heterogéneos, baseada em suas diferentes solubilidades nos dois liquidos imisciveis, como,
por exemplo, 4gua e um solvente organico. A natureza do solvente extrator, o pH e a forca
ibnica também podem influenciar na eficiéncia da extracdo, como por exemplo, adicionando-
se sal a solucdo, a forca idnica sera alterada, o que pode resultar na diminuicdo da
solubilidade do analito na fase aquosa e sua migracdo para 0 solvente organico extrator
(Kebbekus & Mitra, 1998; Arruda, 2006).

A amostra aquosa contendo a substancia de interesse é agitada na presenca do solvente
e, se 0 mesmo possuir densidade menor que a fase aquosa, ficard na parte superior do
recipiente; caso contrario, se depositara no fundo. Posteriormente a extracdo, idealmente, o
solvente pode ser reciclado e reutilizado (Kebbekus & Mitra, 1998).

Este procedimento pode ser aplicado na separacdo e pré-concentracdo de espécies
orgénicas e inorganicas (Pereira & Arruda, 2003), entretanto, a extracdo liquido-liquido
possui limitagbes como baixa seletividade; possibilidade de formacdo de emulsoes,
comprometendo a extracao; e, muitas vezes, necessidade de utilizacdo de solventes de carater
toxico (Arruda, 2006).

3.4.2. Extracgédo em fase solida

A extracdo em fase solida foi desenvolvida em 1976 para suprir as desvantagens

apresentadas pela extracéo liquido-liquido e, hoje, é 0 método mais comumente utilizado para
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extracdo e quantificacdo de pesticidas, inclusive o Paraquat. Os principais objetivos desta
técnica sdo a remocdo de interferentes da matriz da amostra, a pré-concentracdo e o
isolamento dos analitos. Esta técnica consiste na reten¢do do analito por um par iénico (Pico,
et al., 2000). Substancias semivolateis e ndo volateis de amostras liquidas sao retidas em um
adsorvente, enquanto que os interferentes e os demais componentes da matriz da amostra séo
eluidos pela fase solida. A espécie de interesse é posteriormente eluida da fase sélida com
auxilio de um solvente adequado ou dessorcdo térmica, no caso dos compostos semivolateis
(Jardim, 2010).

A técnica de extracdo em fase solida pode ser realizada utilizando-se membranas,
colunas descartaveis em forma de seringas, cartuchos ou discos. A fase sélida extratora,
comumente, € um composto organico hidrofobico que recobre ou esta quimicamente ligado a
silica granulada, e este pode ser ndo polar, moderadamente polar ou polar (Skoog, et al.,
2007).

Os procedimentos de extracio em fase soOlida contém quatro etapas:
1) condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forgas do solvente de
eluicdo com o solvente da amostra; 2) introducdo da amostra, com retencdo do analito;
3) limpeza da coluna com solvente para retirar os interferentes menos retidos que o analito;
4) eluicdo do analito (Jardim, 2010; Macherey-Nagel, 2015).

Apesar da simplicidade, a técnica apresenta como desvantagens o tempo elevado de
analise, os altos custos dos cartuchos de extracdo (além destes serem descartaveis) e,
eventualmente, a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a aplicacdo desejada
(Jardim, 2010).

Um exemplo de aplicacdo da extracdo em fase solida é a determinacéo de constituintes
organicos em agua potavel por meio de métodos aprovados pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA — Environmental Protection Agency) (EPA, 1997 (a)).

3.4.3. Resinas de troca ibnica

A separagdo por troca idnica € um processo pelo qual os ions presos em um sélido
poroso, e essencialmente insoltvel, sdo trocados por ions de mesma carga presentes em uma
solugcdo que é levada ao contato com o sélido (Alexandratos, 2009; Kammerer, Carle &
Kammerer, 2011).
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As resinas sintéticas utilizadas neste processo foram inicialmente produzidas em 1935
e desde entdo encontraram ampla aplicacdo em analises de agua, na purificacdo de solucGes e
na separacdo de ions. Estas resinas sdo de grande importancia na concentracdo de ions de
solucBes diluidas (tragos de elementos podem ser coletados em uma coluna e posteriormente
liberados da resina por tratamento com um pequeno volume de solvente, resultando em uma
solucdo consideravelmente mais concentrada) e na eliminacdo de ions com potencial de
interferéncia nas andlises (Skoog, et al., 2007). A atragdo entre as cargas presentes no analito
e na superficie da resina é eletrostatica (Silva, 2003).

As resinas utilizadas sdo polimeros de alto peso molecular que contém um grande
nimero de grupos funcionais i6nicos por molécula. As resinas trocadoras podem ser
classificadas em dois grupos: de cations, com grupos acidos negativamente carregados; e, de
anions, que possuem grupos basicos positivamente carregados (Alexandratos, 2009;
Kammerer, Carle & Kammerer, 2011).

Uma importante caracteristica das resinas de troca iénica € a insolubilidade, pois esta
permite a sua reutilizagdo por muitos anos (Alexandratos, 2009), porém outras caracteristicas
devem ser consideradas quando do uso, tais como: composi¢cdo da matriz, polaridade,
tamanho da particula, entre outras (Kammerer, Carle & Kammerer, 2011). Assim como 0S
sistemas de extracdo em fase solida, a técnica apresenta como desvantagem o tempo elevado

do processo, além de possuir uma menor seletividade.

3.4.4. Extragdo em ponto nuvem

Atualmente, com o reconhecimento da necessidade de utilizacdo de tecnologias verdes
em quimica analitica (reduzindo-se o consumo de energia e recursos e a geracao de residuos)
(Colin & Cann, 2011), e a indispensabilidade de procedimentos rapidos, simples e eficientes
para analises ambientais em nivel de traco e ultratracos, faz-se necessario o desenvolvimeno e
aplicacdo de procedimentos mais limpos de preparo de amostra, como, por exemplo, por
extracdo em ponto nuvem. Tal alternativa se torna bastante vantajosa quando aplicada a
analises ambientais, pois evita a utilizagdo de solventes toxicos e inflamaveis, diminui o limite
de deteccdo da técnica de andlise escolhida devido ao alto fator de pré-concentracao, mitiga as
perdas de analitos por ndo utilizar processos de evaporagéo de solvente, e possui boa relagdo
custo-beneficio por ndo requerer reagentes de alto custo tampouco equipamentos sofisticados
(Faria, Queiroz & Neves, 2005).
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Com a substituicdo dos solventes por baixas quantidades de reagentes com menor
toxicidade (no caso, surfactantes) a extracdo por ponto nuvem, quando comparada com outras
técnicas de extracdo, € menos prejudicial ao meio ambiente.

A técnica de extragdo por ponto nuvem (CPE) se baseia no fendmeno em que uma
solucdo aquosa de surfactante torna-se turva por adicdo de alguma substancia apropriada ou
por alteracdo de alguma de suas propriedades. A turbidez ocorre quando o composto atinge
seu ponto nuvem (Bezerra & Ferreira, 2006).

Os surfactantes apresentam em sua estrutura uma extremidade com cadeia de
hidrocarboneto, apolar, e outra extremidade polar (Faria, Queiroz & Neves, 2005; Silva,

2008), conforme representado na Figura 3.

Figura 3: Estrutura genérica de um tensoativo.

Fonte: modificado de Silva (2008)

Os surfactantes sdo ainda classificados segundo seu grupo hidrofilico, sendo eles
catiébnicos (o grupo hidrofilico possui carga positiva, como por exemplo o brometo de
cetiltrimetil aménio - CTAB), ani6nicos (o grupo hidrofilico possui carga negativa, como por
exemplo o dodecil sulfato de sddio - SDS), ndo idnicos (o grupo hidrofilico ndo possui carga,
mas a solubilidade se d& por seus grupos fortemente polares, com as hidroxilas, ou pelos
menos polares, como os 6Oxidos de etileno, como por exemplo o Triton X-114 (1,1,3,3-
tetrametilbutil fenil-polietilenoglicol) e anféteros (nos quais ha grupos catiénicos e anidnicos
e a estrutura que prevalecerd dependera do pH da solugdo, formando espécies catidnicas,
anibnicas ou neutras, como por exemplo o butirato de 4-dodecil dimetil aménio - DAB)
(Bezerra & Ferreira, 2006). A Figura 4 ilustra as estruturas dos surfactantes mais utilizados
em extragdo em ponto nuvem: CTAB, SDS, Triton X-100 e Triton X-114.
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Figura 4: Estrutura quimica dos surfactantes:
A) CTAB; B) SDS; C) Triton X-100; D) Triton X-114.
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Fonte: Sigma Aldrich (2015)

Os surfactantes sdo capazes de formar micelas, estruturas de dimensdes coloidais
geradas pela agregacdo espontanea de suas moléculas. Quando submetidas a diferentes
condicdes experimentais, como, por exemplo, aumento da temperatura, intensidade idnica e
presenca de contra ions, atinge-se a concentracdo micelar critica (CMC), concentracao
minima na qual se inicia a formacdo de micelas. Abaixo da CMC, o surfactante esta
predominantemente na forma de monémeros ndo associados. Acima da CMC, a formacéao de
agregados micelares é favorecida, porém, ainda ha um equilibrio entre as micelas e 0s
monomeros (Faria, Queiroz & Neves, 2005; Silva, 2008).

O aumento da temperatura provoca a desidratacdo do grupo hidrofilico das moléculas
de surfactante, um aumento do numero de agregacdo e uma elevacdo do tamanho das micelas
até que um fendémeno de separacdo de fases ocorre. Um composto dissolvido em &gua, tal
como um composto organico, com pouca afinidade pela agua, se dividira preferencialmente
em favor do surfactante, devido a sua solubilizagdo nos agregados micelares (Duarte &
Canselier, 2005).

A temperatura a ser aplicada para atingir a CMC, e, consequentemente o ponto nuvem,
¢ caracteristica para cada surfactante, mas empiricamente é caracterizada pela turbidez da
amostra. Esta turbidez apresenta duas fases: uma de menor volume e rica em surfactante,
contendo o analito desejado, e outra aquosa, de maior volume, denominada de fase pobre pela

baixa concentracdo de surfactante (Ramella, 2009).
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Assim, pode-se dizer que a CPE deve ser realizada sob condigdes ideais a fim de que a
pré-concentracdo seja maximizada. Quantitativamente, o0 maximo de eficiéncia de extracdo é
estimado pelo fator de enriquecimento (FE), também chamado de fator de pré-concentracéo, o
qual é um parémetro utilizado para determinar a capacidade de extracdo de analitos em
sistemas micelares. O fator de enriquecimento é definido como a relagédo entre a concentragédo
de analito na fase rica em surfactante (Cs) e a concentracdo em solucdo aquosa antes da etapa
de pré-concentragéo (Cag), ou seja, FE = Cs / Cag. Em geral, o FE €é ditado por Vaq /Vs, ou
seja, a relagdo entre o volume de fase aquosa inicial (Vaq) € 0 volume da fase rica em
surfactante (Vs), apos a separacdo de fase. Isso depende da relacdo de fase, ou seja, do
coeficiente de distribuicdo (Kq) do analito entre as fases rica e aquosa e da concentracdo de
surfactante.

Varios fatores devem ser levados em conta, a fim de obter o maximo de FE. Sabe-se
que o processo de extracao e de pré-concentracdo pode ser alterado pelos tipos e concentracédo
dos surfactantes e aditivos, pH, temperatura e tempo de equilibrio e condicdes de
centrifugacdo (Li & Chen, 2003; Xie et. al., 2010). Ha uma estreita faixa de concentragdo do
surfactante em que a separacdo de fases ocorre mais facilmente, e na qual a eficiéncia de
extracdo e o sinal analitico sdo maximos. Acima dessa faixa, o sinal analitico é prejudicado
devido ao aumento do volume final da fase micelar, afetando o fator de pré- concentracdo. No
entanto, se a concentracdo de surfactante € menor do que a recomendada, a precisao e
reprodutibilidade, provavelmente, serdo afetadas devido a fase resultante rica em surfactante
ndo ser suficiente para serem obtidas medidas reprodutiveis da extracdo e separacdo
(Paleologos et al., 2005).

Do ponto de vista metodoldgico, o processo de extracdo em ponto nuvem é feito pela
adicdo de surfactante puro (ou solucdo concentrada do surfactante) a uma solugdo aquosa
contendo 0s componentes a serem extraidos e/ou pré-concentrados. A quantidade de
surfactante adicionada deve assegurar a formacdo dos agregados micelares em solucgéo, ou
seja, a concentracdo final do surfactante em solucdo deve exceder a CMC. Qualquer espécie
que se associe e se ligue ao agregado micelar em solucéo pode ser subsequentemente extraida
em diferentes particOes, dependendo da forca da interacdo da ligacdo micela-soluto. Em
seguida, as condicdes sdo alteradas pelo aumento da temperatura, adi¢do de sal ou de outro
surfactante para assegurar que a solucdo micelar seja separada da fase aquosa. A
centrifugacdo pode ser empregada, quando necessario, para acelerar a separacdo das duas
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fases. Deve-se, no entanto, tomar cuidado para que a temperatura da solucdo ndo seja inferior
a do ponto nuvem durante a centrifugacéo, pois o processo de separacao de fases é reversivel,

e, abaixo da temperatura do ponto nuvem, sera obtida novamente uma Unica fase. A fase rica
em surfactante contendo os componentes extraidos pode ser submetida a tratamento adicional
antes da etapa de quantificacdo (por exemplo, derivatizacdo quimica). A Figura 5 ilustra o

processo de extragdo em ponto nuvem e o desenvolvimento das fases rica e pobre.

Figura 5: Esquema do processo de extracdo e pré-concentracao utilizando ponto nuvem:
(A) Solugdo com o analito, (B) Adigdo do surfactante para formacéo do meio micelar,
(C) Separagdo das fases ap6s aquecimento e centrifugacao.
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Quando ha utilizacdo de sal para facilitar a separacdo das fases, interpreta-se que o
ponto nuvem ¢é atingido pela acdo de efeitos eletrostaticos de cargas repulsivas (Bezerra &
Ferreira, 2006).

A solubilizacdo das espécies nas micelas varia de acordo com a sua natureza. Espécies
quimicas polares ou com carga sdo solubilizadas nos espagos entre 0s grupos polares das
micelas; moléculas anfipaticas (que possuem uma regido hidrofilica e outra hidrofobica) sao
solubilizadas nas interfaces entre os grupos polares e o nucleo; e espécies ndo polares ou sem
carga sao solubilizadas no nicleo das micelas (Bezerra & Ferreira, 2006), conforme

apresentado na Figura 6.
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Figura 6: Representacdo bidimensional de uma micela e seus sitios de solubilizacéo.
(A) espécies quimicas polares ou com carga; (B) espécies quimicas anfipaticas; e
(C) espécies quimicas ndo polares ou sem carga.
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Fonte: modificado de Maniasso (2001)

A separacao fisica das fases é facilitada pela diferenca de densidade entre as duas fases
formadas, pois a rica em surfactante apresenta, normalmente, maior densidade, ficando na
parte inferior do meio de preparo. Porém, este fendbmeno é reversivel, e, com a aplicagdo de
resfriamento, uma Unica fase & novamente formada (Faria, Queiroz & Neves, 2005).

A existéncia dos fenbmenos de ponto nuvem e solubilizacdo micelar torna possivel a
extracdo em duas fases aquosas, 0 que reduz ou mesmo elimina a utilizacdo de solventes
orgénicos (Duarte & Canselier, 2005). Entretanto, a fase micelar ¢é bastante viscosa e dificil de
ser analisada diretamente por técnicas cromatograficas ou espectrofotométricas. Assim, €
comum se diluir a fase micelar com um volume minimo de solvente organico (geralmente
alguns mililitros de acetonitrila ou metanol) ou mesmo com a fase movel utilizada em analises
por cromatografia ou eletroforese capilar.

Os surfactantes mais utilizados para extra¢fes por ponto nuvem sdo 0s ndo iénicos do
tipo éter octilfendxi polioxietilenados (OPE), também conhecidos como Triton, Igepal,
Tween, entre outros, pois possuem como vantagem, as baixas temperaturas de ponto nuvem, a
ampla disponibilidade comercial e o custo mais acessivel (Faria, Queiroz & Neves, 2005). Os
compostos Triton X-110 e X-114, por exemplo, possuem o0 ponto nuvem em,
aproximadamente, 63 e 23 °C respectivamente, temperatura essa onde € observada a
separacdo de fases (Arnold & Linke, 2007).

Uma pesquisa foi realizada na base de dados Scopus, em maio de 2016, no periodo de
1991 a 2016, com a palavra chave “cloud point extraction”, e os dados obtidos estéo

representados no grafico a sequir (Figura 7):
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Figura 7: Numero de artigos publicados por ano sobre extracdo por ponto nuvem
(“cloud point extraction”) de acordo com o banco de dados Scopus.
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A partir dessa avaliacdo, pode-se verificar um aumento expressivo no numero de
publicacdes a partir de 2006 e um namero superior a 100 artigos cientificos nos Gltimos
quatro anos, mostrando que esse tipo de estratégia de preparo de amostras ainda se encontra
em pleno desenvolvimento na academia.

Exemplos de aplicacdo da CPE para pesticidas estdo apresentados nos trabalhos a
sequir. Compostos organofosforados, tais como metil paration, etil paration, paroxon e
feniltrotion, presentes em amostras de agua de rio, que realizaram as determinacOes das
substancias empregando o surfactante ndo-idnico Triton X-114 antes da analise por HPLC
com deteccdo eletroquimica (Pinto, Pavon & Cordero, 1995). Oito pesticidas
organofosforados (clorpirifés, diazinon, dimetoato, etoprofos, malation, metidation, paration
metilico e paration etilico), utilizados tipicamente na agricultura espanhola, foram extraidos
de aguas residuais e subterraneas e pré-concentrados pela técnica de extragdo por ponto
nuvem. Foram empregados os surfactantes éter laurilico de poli(oxietileno) (POLE) e
Genapol X-080, com determinagdo por cromatografia a liquido e deteccdo ultravioleta. Os
autores obtiveram recuperacdes na faixa de 27 a 105% e fator de enriquecimento de 20 vezes,
possibilitando limites de deteccéo de até 30 mg L™ (Sanz, et al., 2004).
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O Genapol X-080 e o POLE foram também empregados em amostras de agua na
extracdo de benzimidazol e seus residuos (benomil, carbendazim, tiabendazol e fuberidazol).
Os extratos foram analisados por cromatografia a liquido com detec¢do por fluorescéncia. A
eficiéncia de recuperacdo dos fungicidas pelo método do ponto nuvem foi comparéavel a
extracdo em fase solida. O fator enriquecimento obtido para o fuberidazol, utilizando-se o
surfactante POLE em concentracdo de 4% (m/v), foi de 10 vezes, com limite de deteccéo de
4 ng L (Halko & Hutta, 2002; Halko, et al., 2004).

Na Tabela 3 estdo relacionados trabalhos que utilizaram a extragdo em ponto nuvem
para pré-concentracdo de alguns herbicidas, porém ndo foi encontrada aplicacdo para o

Paraquat.

Tabela 3: Extracdo em ponto nuvem aplicada na determinacéo de herbicidas.

Herbicida Matriz Surfactante Técnica Referéncia
Napropamida Agua natural Genapol X-080 Cromatografia Liquida/  Stangl & Niessner,
prop e ultrapura e Genapol 150 Detector de Fluorescéncia 1995
Ametrina
Terbutrina ;
; Agua bruta . Eletroforese Capilar / Martinez, et al.,
Prometrina . Triton X-114 :
Simazina e derio Detector Ultravioleta 1999
Atrazina
Propazina
Clortoluron
Metoxuron Cromatografia a Liquido
Cloridazon A ) de Alta
oo Agua Genapol X-080 Eficiéncia (HPLC) / Halko & Hutta, 2002
. P . Detector Ultravioleta

Simazina
Atrazina

. Cromatografia a Liquido
Atrazina de Alta
Simazina Agua de pogo . Eficiéncia (HPLC) / Silva, Razaboni &
Ametrina e de rio Triton X-114 Detector Abate, 2014
Prometrina Espectrofotométrico com

Arranjo de Diodos
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3.4.4.1. Otimizacdo da extracdo em ponto nuvem

A solubilizacdo de um composto é resultado da interagdo entre a substancia que se
deseja solubilizar (soluto) e o elemento que a dissolve (solvente). Para que este processo
ocorra € necessaria uma energia que supere as forcas existentes entre as moléculas que
constituem o soluto e as atracOes presentes entre moléculas de solvente. A forca de atracao
soluto-solvente deve compensar as interacdes existentes nas moléculas de soluto entre si e de
solvente entre si. A insolubilidade pode ocorrer quando ha presenca de uma substancia polar e
outra apolar, pois as interacdes entre compostos apolares sdo relativamente fracas, nédo
havendo energia suficiente para separar as moléculas polares, que permanecerdo associadas
(Martins, Lopes & Andrade, 2013).

Para contornar dificuldades experimentais e otimizar a extracdo em ponto nuvem de
substancias polares, pode-se alterar algumas propriedades da solucdo para favorecer sua
particdo para o meio com baixa polaridade.

Nas extracdes liquido-liquido a amostra é particionada entre uma fase orgénica e outra
aquosa, imisciveis. A afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, a razdo das fases e o
numero de extracdes determinardo a eficiéncia do sistema (Queiroz, Collins, & Jardim, 2001).

Dentre os parametros que direcionam as extracdes, o mais importante é o pH. O ajuste
do pH da amostra é necessario para assegurar uma boa recuperacao do analito de interesse. A
extracdo de substancias basicas é, normalmente, realizada a pH maiores que 7 e a extracao de
substancias acidas é feita em pH menores que 5 (Queiroz, Collins, & Jardim, 2001). A
solubilidade total de uma substancia e o seu coeficiente de particdo entre dois meios
diferentes sdo dependentes do pH. A alteracdo do pH da solucdo também pode alterar o
coeficiente de particdo das espécies solubilizadas (Ni, Sanghvi & Yalkowsky, 2002).

Serajuddin & Mufson (1985) observaram que para alguns compostos organicos, a
solubilidade é muito dependente do pH, da forca iénica e da natureza dos ions utilizados para
ajustar o pH, pois, em trabalhos por eles pesquisados, houve um grande declinio na
solubilidade devido ao efeito do ion comum.

Outro parametro que pode alterar a solubilidade das substancias em solucGes aquosas é
a presenca de alcoois, pois segundo Mukherjee, et al., (2011), &lcoois de cadeia curta
(metanol, etanol, propanol e butanol), tendem a permanecer na solugdo aquosa por promover
a formacdo de estruturas expandidas de agua em torno de suas regides hidrofobicas. Os
alcoois sdo basicamente compostos anfifilicos que possuem um grupo funcional —OH ligado a

um atomo de carbono saturado, e sdo sollveis em solventes polares devido a interacdo das
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ligacOes de hidrogénio (Figura 8) (Martins, Lopes & Andrade, 2013; Galvéo, et al., 2015).
Eles sdo capazes de atuar tanto como doadores, como aceptores de elétrons (Galvéo, et al.,
2015). Alcoois com até 3 atomos de carbono sdo completamente misciveis em agua, porém
com o aumento da cadeia carb6nica dos alcoois, a solubilidade em solventes polares diminui,
pois a cadeia carbonica se torna a parte mais significativa da molécula e eles tendem a se

comportar como hidrocarbonetos (Martins, Lopes & Andrade, 2013).

Figura 8: Representagdo da ligacéo de hidrogénio entre alcoois e agua.
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Fonte: Martins, Lopes & Andrade (2013)

As moléculas de alcool, ao interagirem com a estrutura tetraédrica da agua, podem
alterar a conformacdo da estrutura da agua. Com a dissolucdo de pequenas quantidades de
alcool, a estrutura da dgua é mantida, em grande parte, porém ocorrem pequenas deformacdes
que vao influenciar diretamente nas propriedades termodinamicas da solucdo (Galvao, et al.,
2015).

Para aumentar a hidrofobicidade de moléculas que contenham grupos ionizaveis,
pode-se utilizar a técnica de formacdo do par iénico. Este processo é utilizado para dissolver
moléculas idnicas em solventes ndo-polares, por meio da formacdo de uma espécie neutra
devido a presenca de ions de cargas opostas (You, et al., 2009). A formacéo do par-idnico
ocorre somente por meio de interacbes moleculares, ndo havendo ligagcBes quimicas de
nenhum tipo. Dependendo da natureza de interacdo entre o solvente e o ion, o par-idnico pode
se apresentar de duas formas: proximo ou afastado (ions soltos em solucdo). Os ions livres em

solugédo sdo rodeados por moléculas polarizadas, devido suas cargas i6nicas, e a interacdo
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solvente-ion faz com que haja a solvatacdo do ion. A interacao entre o0 ion e 0 contra-ion deve
ser suficientemente forte para transcender a camada de solvatacdo, caso contrario,

permanecerdo apenas na forma livre (Guerrero, et al., 1997).



47

4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes

Os surfactantes utilizados neste trabalho foram: polietileno glicol terc-octilfenil éter -
Triton X-114 (Sigma Aldrich); dodecilsulfato de sédio - SDS (Vetec, 99%) e brometo de
cetiltrimetilaménio - CTAB (Sigma Aldrich, 98%).

Os reagentes usados nos estudos foram: dicloreto de Paraquat (Fluka, 99,9%), ditionito
de sodio (Impex, 87%), hidréxido de sodio (Sigma Aldrich, 98%), cloreto de sédio (Vetec,
99%), acido acético glacial (Vetec, 99,8%), acido cloridrico (Vetec, 37%), etanol (Sigma
Aldrich, 99,5%), acetonitrila (Merck, 99,5%), metanol (Impex, 99,9%), tolueno (Sigma
Aldrich, 99,5%), acetona (Merck, 99,8%), n-hexano (Neon, 99%), diclorodimetilsilano
(Aldrich, 99,5%) e acido 1-hexanosulfénico (Sigma Aldrich, 98%).

4.2.  Acondicionamento dos padrdes e amostras de Paraquat

Na maior parte das etapas, as solucdbes de Paraquat e as amostras foram
acondicionadas em frascos de polipropileno o qual tem por caracteristica ser inerte ao
composto de interesse; ja o vidro tem por caracteristica adsorver Paraquat através dos grupos
silandis presentes em sua estrutura. Assim, as cubetas de quartzo utilizadas nas anélises
espectrofotométricas passaram por um processo de silanizacdo para evitar a adsorcdo do
cation Paraquat em sua superficie. A silanizacdo consiste em uma reacao entre 0S grupos
silandis presentes na superficie do vidro e um agente silanizante para minimizar a interacéo
do analito de interesse com o vidro.

Assim, a vidraria foi mantida em banho de detergente por quarenta minutos em
lavadora ultra-s6nica da marca Sanders Medical (modelo Sonic Clean 2PS), enxaguada com
agua ultra pura, seguida de metanol, acetona e n-hexano, com secagem a temperatura
ambiente. A vidraria foi preenchida com a solucdo de silanizacdo e mantida em contato por
doze horas. Apo6s a reacdo, a vidraria foi enxaguada com tolueno e metanol, e a secagem foi
realizada como anteriormente (Abad, 2006). Durante o periodo de trabalho, essa etapa sO
precisou ser feita uma unica vez, pois se realizou uma afericdo da absorbancia da cubeta de
quartzo e ndo houve alteracdo desse valor, indicando que ndo ocorreu adsor¢do do Paraquat

no material.
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4.3.  Preparo de solugdes e padroes

A solucdo de silanizacdo foi obtida pela diluicdo de 10 mL do agente silanizante
diclorodimetilsilano em tolueno, para o volume final de 100 mL e concentracdo de 10% (v/v).

A solucdo estoque do padrdo de Paraquat foi preparada diluindo-se 11,7 mg do
composto em agua ultra pura e avolumada para 50 mL em tubo de polipropileno do tipo
Falcon, obtendo-se a concentragdo final de 234 mg L. As demais solucées padrdo foram
preparadas com diluicdes sucessivas.

As solugdes dos surfactantes, utilizadas nas extracbes em ponto nuvem, foram
preparadas como segue:

e Triton X-114 15% (v/v) — pipetou-se 7,5 mL de Triton X-114 em baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com &gua ultra pura;

e Triton X-114 3% (v/v) — pipetou-se 1,5 mL de Triton X-114 em baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com agua ultra pura;

e SDS 0,5 mol L™ — pesou-se 1,442 g, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 10 mL e completou-se com agua ultra pura;

e CTAB 0,1 mol L™ — pesou-se 0,365 g, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 10 mL e completou-se com &gua ultra pura.

A solucdo de ditionito de sodio 1% (m/v) em meio basico de hidréxido de sédio
(NaOH) 0,1 mol L™ foi obtida com a dissolucéo de 0,2 g de NaOH em &gua ultra pura, com
posterior adicdo de 0,576 g de ditionito de sodio, sendo o volume final ajustado para 50 mL.
A homogeneizacdo deve ser cuidadosa para nao causar muita turbuléncia, pois o ditionito
degrada com o oxigénio do ar.

No preparo das solucGes padrdo empregou-se agua ultra pura com resistividade de
18,2 MQ cm obtida com um purificador Heal Force (modelo NW), pipetas automaticas de
volume variavel da marca Gilson (modelo Pipetman Classic), sendo P20 pL (de 2 a 20 uL),
P200 pL (de 20 a 200 pL), P1000 pL (de 200 a 1000 pL) e P10 mL (de 1 a 10 mL), e tubos
de centrifugacdo com fundo cénico em polipropileno (do tipo Falcon com 15 mL de
capacidade).

A homogeneizacdo do sistema foi realizada com o auxilio de um agitador vortex, da

marca Marconi (modelo MA 162).
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As medicoes e ajustes de pH das solucdes foram efetuadas com o pHmetro da marca
lon (modelo pHB500).

Para o aquecimento das solucbes e extracdo no ponto nuvem, utilizou-se um banho-
maria Quimis (modelo Q334M-28). As amostras acondicionadas nos tubos Falcon foram
centrifugadas em equipamento da marca Quimis (modelo Q222T216) para facilitar a
separacao das fases.

As analises espectrofotométricas diretas (sem reacdo com solucdo de ditionito) foram
realizadas utilizando-se um espectrofotdmetro da marca PG Instruments (modelo TV80+
UV/VIS) com cubeta de quartzo com volume de 3 mL e 1 cm de caminho éptico previamente
silanizada. Ja as analises espectrofotométricas colorimétricas (apds reacdo com solucdo de
ditionito) foram realizadas utilizando-se um espectrofotdmetro da marca Thermo Scientific
(modelo Genesys 10S Vis) com cubeta de acrilico com volume de 1,5 mL e 1 cm de caminho

optico.

4.4. Determinacdo do Paraquat

4.4.1. Analise direta por espectrofotometria UV-Vis

As solucbes padrdo de Paraquat foram analisadas diretamente, sem nenhum pre-
tratamento, em espectrofotdbmetro, para verificacdo dos pardmetros analiticos. A faixa de
concentracdo de trabalho utilizada neste estudo, foi de 0,05a2,0 mg L™

Para a andlise no espectrofotdbmetro foram utilizados 3 mL da amostra em uma cubeta
de quartzo silanizada, com caminho éptico de 10 mm. Os espectros de absor¢do do Paraquat
foram obtidos na faixa espectral entre 190 e 800 nm, sendo variado o comprimento de onda de
1em 1 nm. O comprimento de onda de maxima absorgdo foi A = 258 nm. A cada troca da

solucdo a ser analisada, foram realizadas lavagens da cubeta com agua ultrapura.

4.4.2. Analise colorimétrica por espectrofotometria UV-Vis

A anélise colorimétrica é possivel devido a reducdo do analito com ditionito de sodio.
As solucbes foram preparadas homogeneizando-se cautelosamente 50 pL do padrdo de
Paraquat, 100 pL de &gua ultra pura, 200 pL de acetonitrila e 300 pL da solucdo de ditionito

de sédio 1% em NaOH 0,1 mol L™, com posterior anélise por espectrofotometria UV-Vis
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(leitura em A = 604 nm). A faixa de concentragcdo de trabalho utilizada foi de 0,05 a
2,0mg L™

Nas analises espectrofotométricas foram utilizados 650 puL da amostra em uma cubeta
de acrilico com 1 cm de caminho dptico. Os espectros de absor¢ao foram obtidos entre 550 e
650 nm, com intervalo de comprimento de onda de 1 nm. Foram realizadas lavagens da

cubeta com agua ultrapura a cada troca de solucéo.

4.5. Extracdao em ponto nuvem

4.5.1. Extracdo em ponto nuvem e fluxograma da metodologia — Triton X-114.

A extracdo e pré-concentracdo do herbicida Paraquat com o auxilio do surfactante
Triton X-114 foi realizada homogeneizando-se 9,5 mL de amostra e 0,5 mL do surfactante
3% (v/v), ou 9,8 mL de amostra e 0,2 mL do surfactante 15% (v/v), para concentraces finais
de 3 e 6 mmol L, respectivamente. As misturas foram aquecidas em banho-maria a 60°C por
20 minutos, até a turvacdo da solucdo. Para melhor separacdo das fases, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e, em seguida, colocadas em banho de gelo por 15
minutos para aumentar a viscosidade da fase micelar e facilitar a separacdo por inversdo. A
fase orgénica (mais densa e, consequentemente, depositada no fundo do frasco) foi coletada e
diluida em acetonitrila até o volume de 3 mL, para anélises diretas, e 300 UL, para analises
colorimétricas (com adicdo de 300 pL da solucdo de ditionito de sédio 1% em NaOH
0,1 mol L), para posterior analise por espectrofotometria. A Figura 9 demonstra as etapas
realizadas no processo de extracdo e pré-concentragdo por ponto nuvem e a Figura 10
apresenta uma imagem da separacéo das fases obtidas com o surfactante Triton X-114 ap0s 0
ponto nuvem.

As medidas foram obtidas por analise espectrofotométrica, varrendo o espectro na
faixa do ultravioleta, de 190 a 400 nm, para analises diretas, e visivel, de 550 a 650 nm, para

analises colorimétricas, ambas variando-se o comprimento de onda de 1 em 1 nm.
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Figura 9: Esquema de extragdo e pré-concentragdo por ponto nuvem com o surfactante Triton X-114:
1) Adicéo do surfactante Triton X-114 a amostra, 2) Aquecimento da mistura em banho-maria a 60°C
por 20 minutos para atingir o ponto nuvem, 3) Centrifugacdo da solucéo para facilitar a separacao das
fases, 4) Separacdo das fases aquosa e orgénica, 5) Banho de gelo para aumentar a viscosidade da fase
rica e facilitar a separacdo por inverséo, 6) Retirada da fase aquosa e solubiliza¢do da fase organica em
acetonitrila e, nas anélises colorimétricas, adi¢éo de ditionito de sodio, 7) Quantificagdo por
espectrofotometria UV-Vis.
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Fonte: modificado de Zhang & Shi (2010)

Figura 10: Separagdo de fases ap6s o0 ponto nuvem e centrifugagéo,
utilizando Triton X-114 3 mmol L™ e 6 mmol L™.
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Foto da autora (2016)
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4.5.2. Extracdo em ponto nuvem e fluxograma da metodologia — SDS/CTAB.

A extracdo e pré-concentracdo do herbicida Paraquat com o auxilio dos surfactantes
SDS e CTAB foi realizada homogeneizando-se, com o auxilio de um agitador vortex, 9,5 mL
de amostra e 1 g de cloreto de sddio, com posterior adi¢do de 0,2 mL do surfactante SDS 0,5
mol L™ e 0,1 mL do surfactante CTAB 0,1 mol L™, para concentragdes finais de 10 mmol L™
e 1 mmol L, respectivamente (Seebunrueng & Santaladchaiyakit, 2012). Fez-se agitacio
manual por inversdo e, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 30
minutos para melhor separacao das fases. A fase organica (menos densa e, consequentemente,
ficando na parte superior do sistema) foi diluida em metanol até o volume de 3 mL para
posterior analise em espectrofotdbmetro. A Figura 11 apresenta este processo de extracdo e
pré-concentracao.

O ponto nuvem do sistema SDS/CTAB foi atingido alterando-se a forca iénica da
solucéo.

As medidas foram obtidas por espectrofotdmetro, na faixa do ultravioleta, de 190 a

400 nm, com variacdo do comprimento de onda de 1 em 1 nm.

Figura 11: Esquema de extragdo e pré-concentragdo por ponto nuvem para os surfactantes
SDS/CTAB: 1) Adicdo de NaCl a amostra, 2) Adicao dos surfactantes SDS/CTAB,
3) Centrifugacdo da solucdo para facilitar a separagdo das fases, 4) Separacdo das fases aquosa e
organica, 5) retirada da fase aquosa e solubilizacdo da fase organica em metanol e
6) Quantificacdo por espectrofotometria UV-Vis.
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Fonte: modificado de Zhang & Shi (2010)
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4.5.3. Efeito da forca ibnica

Foi testada a influéncia da forga iGnica na separacao das fases causada pela adi¢do de
cloreto de sodio nas solugdes com surfactante. Foram avaliadas diferentes concentracdes do
sal: 10 e 20% (m/v). Em um tubo contendo 1 ou 2 g do sal, foi adicionado 9,5 ou 9,3 mL de
amostra, respectivamente. Ap6s homogeneizacdo em agitador vortex, adicionou-se 0,5 mL de
surfactante e, em seguida, a mistura final foi homogeneizada por inversao.

As medidas foram obtidas por espectrofotdmetro, na faixa do ultravioleta, de 190 a

400 nm, com variacdo do comprimento de onda de 1 em 1 nm.

4.5.4. Estudo de linearidade, repetibilidade e reprodutibilidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentracao do analito, em uma dada faixa de concentragdo. Esse parametro
pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlacdo do grafico analitico (R?), que deve ser
préximo de 1, porém, observando que a inclinacdo da reta deve ser diferente de zero
(INMETRO, 2007).

A equacdo da reta que relaciona as varidveis resposta analitica e concentragcdo esta
representada na Equacao 2.

y=ax+b

(Equacéo 2)

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentragéo;

a = coeficiente angular da curva de calibragdo = sensibilidade;

b = interse¢do com o eixo y, quando x = 0.

Fonte: INMETRO (2007)
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Para tanto, foram construidas curvas de calibracdo na faixa de 0,05 a 2,0 mg L™ para
os diferentes sistemas de extracdo em ponto nuvem e para a determinacdo direta do Paraquat
por espectrofotometria ou ap6s reagdo com ditionito de sodio.

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianca, duas concentracbes proximas. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade
constitui o coeficiente angular do grafico analitico, ou pode ser expressa como na Equacéo 3
(Amarante, et al., 2001).

dx
dc

(Equacéo 3)

Onde:
S = sensibilidade;
dx = variagéo da resposta;

dc = variacdo da concentracao.
Fonte: INMETRO (2007)

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracdo do analito causa
grande variacdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do
procedimento analitico gerar variacdo no valor da propriedade monitorada ou medida,
causada por pequeno incremento na concentracdo ou quantidade do analito.

A repetibilidade, também conhecida como precisdo intra-ensaios, é o grau de
concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas de uma mesma amostra, efetuadas
sob as mesmas condi¢cbes de medicdo (mesmos procedimento, operador, equipamento e
condi¢Bes experimentais) em curto espaco de tempo. A reprodutibilidade é o grau de
concordancia entre os resultados das medi¢es de uma mesma amostra, porém efetuadas sob

condig@es variadas de medicdo, neste caso, em dias diferentes (INMETRO, 2007).
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4.5.5. Aplicacdo em amostra de agua de manancial

A metodologia de CPE foi aplicada em uma amostra do Parque Natural do Pedroso,
para verificar o comportamento do herbicida Paraquat em uma matriz real. O Parque do
Pedroso, localizado no municipio de Santo André, é uma regido de area florestada, possui
cerca de 8 kmz2, com baixa densidade urbana e industrial, e € uma reserva regional situada as
margens da represa Billings, principal corpo aquético potalizavel pertencente a Regido
Metropolitana de S&o Paulo. Cerca de 6,6% da &gua de abastecimento do municipio de Santo

André é captada na represa do Parque do Pedroso (Brito, 2009).
Segundo a CONAMA 357/05, as dguas doces podem ser classificadas em:

e Classe especial: aguas destinadas ao abastecimento para consumo humano (com
desinfeccdo), para a preservacdo do equilibrio natural das comunidades aquaéticas, e,
para a preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservacao de protecao
integral,

e Classe 1: aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano (apds tratamento simplificado), para a protecdo das comunidades aquaticas,
recreacdo de contato primario (como natacdo, esqui aquatico e mergulho), para a
irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula, e para a protecao
das comunidades aquéticas em terras indigenas;

e Classe 2: aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano (apos tratamento convencional — clarificacdo com utilizacdo de coagulacédo e
floculacdo, seguida de desinfeccdo e correcdo de pH), para a protecdo das
comunidades aquaticas, recreacdo de contato primario (como natacéo, esqui aquatico e
mergulho), para a irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins,
campos de esporte e lazer (com 0s quais o publico possa vir a ter contato direto), e
para a aquicultura e a atividade de pesca;

e Classe 3: aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano (apds tratamento convencional ou avangado - técnicas de remocao e/ou
inativacdo de constituintes que possam conferir a agua caracteristicas como cor, odor,
sabor, atividade toxica ou patogénica), para a irrigacdo de culturas arboreas,

cerealiferas e forrageiras, para a pesca amadora, recreacdo de contato secundario
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(contato esporadico ou acidental, onde a possibilidade de ingestdo é pequena), e a
dessedentacdo de animais;

e Classe 4: aguas que podem ser destinadas a navegacdo e a harmonia paisagistica
(CONAMA, 2005).

A classificacdo das aguas € realizada de acordo com a qualidade requerida para o seu
uso preponderante (CONAMA, 2005).

A é4gua do Pedroso, segundo determinados parametros fisicos e quimicos analisados
por Rabelo & Danna (2014), sendo eles pH, turbidez e condutividade elétrica, pode ser
classificada como 1, precisando de tratamento simplificado (por exemplo clarificacdo por
meio de filtracdo e desinfeccdo e correcdo de pH quando necessario). O tratamento € devido a
presenca de matéria orgénica e da poluicdo difusa das aguas, pois 0 esgoto é praticamente
inexistente (Freitas, 2011).

A amostra foi coleta em 17 de outubro de 2015 com auxilio de uma garrafa de van
Dorn de 5 L de capacidade, estocada em frasco de polietileno previamente lavado e
armazenada sob refrigeracdo e ao abrigo da luz.

A escolha dessa amostra de agua se deu pela sua disponibilidade no laboratério. Nao
necessariamente se esperava encontrar Paraquat no local da coleta, mas a composi¢do dessa
amostra ja serviria para compreender os efeitos de matriz no processo de CPE (presenca de

carga organica e ions dissolvidos, e pH da amostra).

4.5.6. Alteracdo do pH da solucéo

Alterou-se o pH das solugbes padrdo com concentracdes entre 0,2 e 50 mg L™ de
Paraquat para verificar se haveria alteracdo da solubilidade do composto no meio aquoso. As
solucBes originais que possuiam pH préximo a 7, foram ajustadas para 3 e 11, com acido
cloridrico 1 mol L™ e hidréxido de sédio 4 mol L™, respectivamente.

As medidas foram obtidas por espectrofotometria, na faixa do visivel, de 550 a 650 nm,

com variagdo do comprimento de onda de 1 em 1 nm, apos reagdo com ditionito de sodio.



57

4.5.7. Adicao de alcool

Avaliou-se a estratégia de reduzir a solubilidade do Paraquat presente na fase aquosa,
por meio da adi¢do de um alcool a amostra. Utilizou-se etanol, com concentracdes finais de 1,
4,7 e 10 % (v/v) em solucdo padrdo contendo 0,2 mg L™ de Paraquat.

As medidas foram obtidas ap6s reacdo com ditionito de sodio, por espectrofotometria,

na faixa do visivel, de 550 a 650 nm, com variagdo do comprimento de onda de 1 em 1 nm.

4.5.8. Presenca de par i6nico

Foi testada a presenca de pares ibnicos para neutralizar a carga do analito de interesse
e favorecer sua particdio no meio organico. Os reagentes utilizados foram o SDS e o
hexanossulfonato de sédio, ambos com concentracdo final de 2 g L™, em solugdo padréo de
Paraquat 0,5 mg L™

As medidas foram obtidas por espectrofotometria, na faixa do visivel, de 550 a
650 nm, com variacdo do comprimento de onda de 1 em 1 nm, ap0s reacdo com ditionito de

sédio.

4.5.9. Comparagéo da eficiéncia de extragdo com outro surfactante ndo iénico

Comparou-se a extracdo em ponto nuvem obtida com o surfactante Triton X-114,
contra uma extracdo com Triton X-100 para solugdes padrdo com concentracdo entre 0,05 e
2,0 mg L? de Paraquat, para verificar a possivel degradacdo do surfactante apés longos
periodos de armazenamento.

As medidas também foram obtidas por espectrofotometria, na faixa do visivel, de 550
a 650 nm, com varia¢do do comprimento de onda de 1 em 1 nm, ap0s rea¢do com ditionito de

sodio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parédmetros avaliados foram: limites de deteccdo e quantificacdo, influéncia de
aditivo iénico em solucdes de surfactantes, linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade e
seletividade da extracao e pre-concentracdo de solucdes contendo concentracdo conhecida de

Paraquat.

5.1.  Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para determinacéo de
Paraquat por espectrofotometria Uv-Vis

Por meio das anéalises direta e colorimétrica foram estimados os limites de deteccdo e
quantificacdo dos métodos espectrofotométricos.

A Figura 12 apresenta 0s espectros obtidos com as analises direta (A) e colorimétrica
(B) da solugdo padrédo de Paraguat com concentracéo 0,5 mg L™, ambos em comparacéo a um
branco (4gua deionizada para andlise direta e solucdo de ditionito de sodio para a
determinacdo colorimétrica). Apesar de a andlise colorimétrica ser seletiva, ha as
desvantagens do tempo de validade da solucédo de ditionito e da degradacdo por oxidacao, que
podem gerar resultados equivocados. Ja a analise direta possui uma maior resposta analitica,
entretanto, perde-se em seletividade, uma vez que muitos outros compostos presentes em
amostras ambientais também podem ser extraidos e absorver nessa regido do UV. Na analise
direta, o comprimento de onda maximo de absorcdo foi em 258 nm, enquanto que na analise

colorimétrica foi em 604 nm.
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Figura 12: Espectros obtidos por andlise direta (A) e por reducdo com ditionito de sodio (B)
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A sensibilidade de um sistema analitico € uma medida de sua habilidade em

discriminar entre pequenas diferengas na concentracdo de um analito. Dois fatores limitam a

sensibilidade: a inclinagdo da curva de calibracdo e a preciséo do dispositivo de medida. Para

dois metodos que tenham a mesma precisdo, aquele que tem a curva de calibragdo mais

inclinada sera o mais sensivel. A Figura 13 compara as curvas de calibracdo dos dois métodos

de determinacdo de Paraquat (método espectrofotométrico com deteccdo direta na faixa do

UV e método colorimétrico ap0s reagdo com ditionito na faixa do visivel). Pode-se verificar
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que o coeficiente angular da curva de calibracdo para a determinacdo direta de Paraquat é
cerca de 3 vezes maior que a obtida pelo método colorimétrico, sendo 0,07191 e 0,02546,

respectivamente.

Figura 13: Curvas de calibragdo das analises direta de Paraquat (®) e
apos reducdo com Ditionito de sddio (¢).
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O limite de deteccdo (LD) foi definido como a concentracdo mais baixa do analito (no
caso, 0 Paraquat) que pode ser distinguida com confianca razoavel do branco operacional
(uma solucdo de referéncia que ndo conttm o analito). Os LDs foram estimados
empiricamente ao analisar uma série de amostras contendo quantidades decrescentes do
analito, pois nos equipamentos utilizados, os valores do branco se apresentaram como linha de

base. O célculo do LD também pode ser feito pela Equacéo 4:

3xs
S

LD =

(Equacéo 4)
Onde:
s = desvio-padrao;

S = coeficiente angular da curva de calibragéo;

Fonte: Brito, et al. (2003)
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O LD dos sistemas foi identificado mediante absorbancia apresentada pelas solucdes e
registrada pelo equipamento, enquanto que o LQ foi obtido pela multiplicacéo entre o limite
de deteccéo e o fator 3,33 (considerou-se um fator de 10 vezes o valor do desvio padrdo das
medidas do branco), para garantia de que neste ponto seja minimizada a interferéncia do erro
instrumental na medida.

A andlise colorimétrica por reducéo do Paraquat com ditionito é bastante vantajosa por
ndo ser necessaria a utilizagdo de cubeta de quartzo, pois o comprimento de onda absorvido
pelo composto reduzido esta na faixa do visivel (604 nm) e consequentemente, elimina-se o
processo de silanizacao, reduzindo o custo e o tempo da analise. Em contrapartida, o LD e LQ
sdo maiores que aqueles obtidos pela anlise direta do Paraquat, obtendo-se valores cerca de 3
vezes superiores, conforme apresentado na Tabela 4. Apesar da proposta do presente projeto
visar a pré-concentracdo do analito, a técnica de quantificacdo deve apresentar elevada
sensibilidade para a determinacdo do mesmo, uma vez que se espera encontrar o Paraquat em

baixas concentragdes nas amostras ambientais (na ordem de pg L™).

Tabela 4: Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para a determinacéo de Paraquat nos estudos de
andlise direta e por reducéo (colorimétrica).

Método LD LQ
Andlise direta 15 ug L* 50 ug L™
Anélise colorimétrica 50 pug L™ 167 pg L™

5.2. Efeito da forc¢a ibnica

No estudo sobre a influéncia da adicdo de sal nas solugbes com surfactante, para
favorecimento da separacdo das fases, verificou-se que, no sistema SDS/CTAB, quando se
adiciona 10% (m/v) de NaCl as solucGes, h& diminuicdo da presenca de micelas nas fases
aguosas, e consequentemente, estas estardo mais concentrado na fase rica. Adicionando-se
20% (m/v) de NaCl, ndo houve ganho significativo na separacdo das fases, o que néo justifica
a utilizacdo de maior quantidade de sal. A Figura 14 apresenta as diferencas de absorbancia
das micelas formadas pelos surfactantes SDS/CTAB, devido a diminuigdo da sua presenga nas
fases aquosas de solugdes com 10 mg L™ de Paraguat. O comprimento de onda méximo de

absorcédo das micelas em fase aquosa foi em 210 nm.
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Figura 14: Absorbancias dos surfactantes SDS/CTAB, em fase aquosa, na presenca de diferentes
quantidades de NaCl. (A) sem NacCl, (B) com 10% (m/v) de NaCl e
(C) com 20% (m/v) de NaCl.

Sem NacCl

3,000 - 2,751

2,500 - (210 nm)

2000 | o

1,500 -

1,000 -

0,500 -

0,000 - T ™ r T - n
190 220 250 280 310 340 370 400

A)

Absorbéancia

Comprimento de onda (nm)

10% de NaCl

3,000 -~
2,500 - 1833
2,000 - (210 nm) —— Micelas
1,500 - ---- Branco
1,000 -
0,500 -
0,000 - - T r 1 - -
190 220 250 280 310 340 370 400

B)

Absorbéncia

Comprimento de onda (nm)

20% de NaCl

3,000 -~

2,500 1 1,710

210

2,000 - (210 nm) —— Micelas

1,500 - ---- Branco

1,000 -

0,500 -

0,000 L T T L T T -1
190 220 250 280 310 340 370 400

S

Absorbéancia

Comprimento de onda (nm)



63

No estudo da forca idnica com o surfactante Triton X-114, a presenca do NaCl com
concentracdo de 10% (m/v) ndo influenciou na separacdo das fases, portanto a quantidade de
micelas existente na fase aquosa sem a adicéo de sal, continuou presente na amostra com sal.
Uma alteracédo visual que ocorreu, foi o aumento da densidade da fase aquosa, e com isso, a
fase orgéanica ficou na parte superior do tubo. Na condicdo de 20% (m/v) de NaCl, houve a
diminuicdo da presenca de micelas na fase aquosa, porém a fase organica também foi afetada.
Com o aumento da concentragdo do sal, houve o aumento da solubilizacdo das micelas nas
duas fases, e somente algumas goticulas de fase organica foram formadas na parte superior do
tubo. Os graficos a seguir (Figura 15) apresentam os valores de absorbancia das micelas
presentes nas fases aquosas de solugdes com 10 mg L™ de Paraquat. O comprimento de onda
de méxima absorcdo foi em 226 nm.

Desta forma, optou-se por utilizar a quantidade de 10% (m/v) de cloreto de sédio no
sistema de extracdo e pré-concentracdo com SDS/CTAB para auxiliar a separacdo das fases e
ndo utilizar sal no método com o surfactante Triton X-114 devido ao favorecimento da

solubilizacdo das micelas (perda da fase organica).
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Figura 15: Absorbancias do surfactante Triton X-114 na presenca de diferentes quantidades de NacCl.
(A) Sem NacCl, (B) com 10% (m/v) de NaCl e (C) com 20% (m/v) de NaCl, em fase aquosa.
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5.3.  Estudos de linearidade, repetibilidade e reprodutibilidade

Uma ampla faixa de trabalho (duas ordens de grandeza em concentracfes de solucdo
padréo de Paraquat - 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 mg L™), foi analisada por espectrofotometria
(sem reacdo com ditionito) para verificar a linearidade dos processos de extragdo e pré-
concentracdo dos surfactantes empregados.

Foram analisadas as fases organicas e aquosas de cada sistema a fim de verificar os
fatores de enriquecimento alcancados. Com a fase aquosa das solugdes padrdo com
SDS/CTAB verificou-se que, mesmo em baixas concentragfes, ndo houve extragdo
quantitativa (> 90%) do Paraquat para a fase micelar, e nas concentrages mais elevadas, a
maior parte do analito ndo foi extraida, permanecendo em fase aquosa (Figura 16). O sistema
SDS/CTAB apresenta uma fase micelar de carater coloidal e de dificil remocéo, o que resulta
em perdas durante a manipulacéo e consequente nao linearidade nas analises da fase organica
(R2 = 0,0008). A Tabela 5 apresenta as porcentagens de pré-concentracdo obtidas na fase
organica, e, com isso, é possivel concluir que o sistema SDS/CTAB néo é o mais eficaz para o

tratamento de amostras contendo Paraquat.

Figura 16: Espectros obtidos a partir da analise da fase aquosa das solucdes padrdo de Paraquat
utilizando o sistema SDS/CTAB (A de maxima absor¢do em 260 nm).
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Tabela 5: Porcentagem de Paraquat concentrado na fase organica
apos extracdo com SDS/CTAB.

SDS/CTAB
Paraquat (mg L) Concentracdo na fase organica (%)
0,2 80
0,5 71
1 44
2 24
5 12
10 11
20 13

O Triton X-114 com concentracdo final de 3 mmol L™ apresentou consideravel
linearidade, especialmente para a faixa de concentragdo entre 0,2 e 2,0 mg L™ de Paraquat.
Considerando que, pela lei de Lambert-Beer, absorbancias acima de 1 podem nédo se
correlacionar linearmente com a quantidade de analito, para uma maior precisao na curva de
calibracdo, somente as solucOes cuja absorcdo se limitou a 1 foram utilizadas, neste caso,
solucdes de Paraquat com concentracdo entre 0,2 e 5,0 mg L™ (Figura 17). A equacéo da reta
da curva de calibracdo € y = 0,17115x + 0,06083 com coeficiente de correlagdo R2 = 0,97323.

Figura 17: Espectros da fase organica das solu¢Ges padréo de Paraquat ap6s extracao
com Triton X-114 3 mmol L™ e regido linear da curva de calibrago.
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O fator de enriquecimento (FE) foi calculado por meio da razéo entre a inclinacdo da
curva estabelecida usando padrGes aquosos submetidos ao procedimento de extracdo no ponto
nuvem e da curva estabelecida usando padres aquosos sem pre-concentracdo. O FE foi
estimado em 71, considerando-se que foram realizadas diluicbes de 30 vezes no sistema
micelar para permitir a medicdo por espectrofotometria.

Apols a analise das fases aquosas das solugdes, foi observado que somente nas
solucBes com baixas concentracdes de Paraquat (0,2 e 0,5 mg L™) houve extracdo
quantitativa, enquanto que parte dos analitos ndo foi extraida das demais solugdes,
especialmente do padrdo de 20 mg L™. A Tabela 6 apresenta a porcentagem do analito de
interesse presente nas fases organicas apds a extracdo e pré-concentracdo com Triton X-114

3mmol L,

Tabela 6: Porcentagem de Paraquat presente na fase organica
ap6s pré-concentragio com Triton X-114 3 mmol L™,

Triton X-114 3 mmol L*

Paraquat (mg L™) Concentracédo na fase organica (%)

0,2 > 100
0,5 > 100

1 78

2 62

5 69

10 62

20 44

Para verificar se 0 que ocorreu é uma limitagdo do sistema ou auséncia de surfactante
para completar a extracdo, realizou-se um teste com o dobro da concentracdo de
Triton X-114, 6 mmol L™, e observou-se que o aumento da concentragdo de surfactante
melhorou a extracdo de Paraquat em favor da fase organica, pois menor quantidade do analito
permaneceu na fase aquosa. Nesta condi¢cdo, somente parte dos analitos da solugcdo com
concentracdo 20 mg L™ n&o foram extraidos. Para as demais concentracdes, o composto de

interesse foi quantitativamente extraido para a fase micelar (Tabela 7).
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Tabela 7: Porcentagem de Paraquat presente na fase organica
apds pré-concentragio com Triton X-114 6 mmol L™,

Triton X-114 6 mmol L

Paraquat (mg L™)  Concentragdo na fase organica (%)

0,2 > 100
0,5 > 100
1 > 100
2 > 100
5 > 100
10 > 100
20 62

Considerando que as fases organicas deste sistema foram diluidas 15 vezes, o fator de
enriquecimento para este sistema foi estimado em 45 para a faixa de concentracdo com
resposta linear (de 0,2 a 5,0 mg L™). O decréscimo do FE ocorre devido a diluicdo por maior
quantidade de fase organica.

Trabalhos conduzidos por Silva et al. (2000) e Maranh&o et al. (2005) avaliaram a
influéncia da concentracdo de Triton X-114 para pré-concentracdo de metais em amostras de
4gua, utilizando concentracdes de surfactante entre 1 e 4 mmol L™. Apesar de ampliar a faixa
de trabalho, ambos os trabalhos concluiram que as concentracfes maiores de surfactante
resultam em uma diminuigdo do sinal analitico, pois, apos a separacdo das fases, o volume da
fase rica em surfactante fica maior e, consequentemente, o analito fica diluido, diminuindo
sua detectabilidade. Em contrapartida, trabalhar com concentra¢cdes mais baixas de surfactante
resultam em menor quantidade de fase micelar gerada, o que pode suscitar em maior desvio
padrdo entre as replicatas por erros no preparo e na transferéncia da fase organica para
analise.

Como a intengdo deste trabalho era determinar Paraquat em amostras ambientais de
4gua — e nestas a concentracio provavelmente estaria na ordem de pg ou ng L™ — optou-se por
utilizar o surfactante Triton X-114 com concentracio final de 3 mmol L™ para economia de
surfactante e também por conta do maior fator de enriquecimento alcangado. Assim, uma

amostra que contém 10 nug L™ de Paraquat, apds pré-concentracdo por extracio em ponto
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nuvem com FE = 71, resultaria em uma soluc&o com cerca de 700 ug L™, satisfatoriamente
detectavel por espectrofotometria UV-Vis, com ou sem adicéo de ditionito.
Determinada a linearidade do sistema de extracdo em ponto nuvem com o surfactante
Triton X-114 3 mmol L™, a repetibilidade e a reprodutibilidade foram verificadas utilizando-
se 0 padréo Paraquat 0,2 mg L™ e medindo-se, em trés dias diferentes, cinco amostras por dia.
Para verificar a proximidade dos valores de absorbancia obtidos no comprimento de
onda de 258 nm, foram obtidos os desvios-padrdo dos trés dias de teste (apresentados na

Tabela 8) e os respectivos coeficientes de variagdo, conforme Equacéo 5.

)

CV(%) = — x 100

(Equacéo 5)
Onde:
CV = coeficiente de variacao;
s = desvio-padréo;
M = média das medidas de absorbancia.

Fonte: Brito, et al. (2003)

Tabela 8: Absorbancias, desvios-padrdo relativo e coeficientes de variacao
obtidos no teste de repetibilidade.

p 0.2 L1 Absorbancia em 258 nm
araquat 0,2 mg

Dial Dia 2 Dia 3

1 0,244 0,205 0,322

2 0,292 0,147 0,252

3 0,234 0,221 0,249

4 0,330 0,170 0,344

5 0,323 0,182 0,335
Desvio-padréo Relativo 4,42% 2,90% 4,62%

Coeficiente de Variacgao 15,52% 15,70% 15,39%
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Para residuos de pesticidas, consideram-se aceitaveis coeficientes de variacdo de até
20% (Brito, et al., 2003), portanto os resultados de CV em torno de 15% foram satisfatorios
para o teste de repetibilidade.

Na verificacdo da reprodutibilidade dos experimentos, utilizou-se a equa¢do 3 com o
desvio-padrdo médio dos trés dias e a meédia das médias diarias. O coeficiente de variacdo
encontrado foi de 24,38% (Tabela 9), demonstrando que as analises ndo foram reprodutiveis
com trés dias de teste, sendo necessério realizar mais dias de experimento para minimizar
possiveis interferéncias por varidveis ambientais e para que o resultado possa afirmar a

significancia do método.

Tabela 9: Absorbancia, desvio-padrdo relativo e coeficientes de variagdo
obtidos no teste de reprodutibilidade.

Media das Absorbancias 0,2567
Desvio-padréo Relativo 6,26%
Coeficiente de Variagéo 24.38%

5.4. Amostra real de 4gua de manancial

Para avaliar o comportamento da extracdo em ponto nuvem em amostras de agua
naturais, utilizou-se uma amostragem do Parque do Pedroso, coletada no dia 17 de outubro de
2015.

A amostra, foi adicionado Paraquat para obtencdo de uma concentracdo final
conhecida de 0,2 mg L™ e, em seguida, submetida ao sistema de extracdo em ponto nuvem
com Triton X-114 3 mmol L™. As anélises foram realizadas em triplicata e o resultado foi

comparado com o obtido na solucdo-padrdo, sendo apresentado no espectro da Figura 18.
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Figura 18: Espectros obtidos apds extracdo em ponto nuvem
com solugéo-padréo e amostra do Parque do Pedroso.
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As respostas analiticas da amostra de agua natural do Parque do Pedroso apresentaram
aproximadamente 4 vezes mais intensidade que as da solucdo padrdo. Devido a falta de
seletividade do sistema, outras substancias presentes no ambiente também foram extraidas e
absorveram no mesmo comprimento de onda (258 nm). Optou-se, entdo, por realizar a reacdo
com ditionito de sédio 1% (m/V) em NaOH 0,1 mol L™ apés a extragdo em ponto nivem.
Obtida a fase organica ap0s a extracdo, aproximadamente 100 pL, a mesma foi solubilizada
em 200 pL de acetonitrila e em seguida adicionou-se 300 L da solucdo redutora de ditionito.
Os valores de absorbancia relativa (média de trés analises), em 604 nm, esperados apds uma
extracdo quantitativa de solugdes com concentracéo na faixa de 0,05 a 2,0 mg L™ de Paraquat,

e posterior redugdo com ditionito, estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Absorbancias relativas esperadas para extragfes quantitativas
apos reacao com ditiolnito.

Paraquat (mg L™) Absorbancia Relativa

0,05 0,020
0,1 0,038
0,2 0,075
0,5 0,270
1,0 0,405
2,0 0,813

Para verificar se a curva de calibragéo a ser utilizada na determinagdo quantitativa do
herbicida Paraquat em amostras ambientais podera ser preparada em fase aquosa ou devera
ser obtida na mesma matriz, em fase organica, foi realizada a comparacao entre as curvas de
calibracdo das solucbGes padrdo ap0Os reacdo com ditionito nos dois meios (Figura 19).
Verificou-se que € possivel a utilizacdo de uma curva de calibracdo preparada em fase aquosa,
pois para as concentracdes do analito na faixa de 0,05 a 2,0 mg L™, a média dos desvios-

padrdo foi de 4%.

Figura 19: Comparacdo entre as curvas de calibragdo para a determinagéo de
Paraquat em fases aquosa e organica com Triton X-114 3 mmol L™.
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Entretanto, para a amostra real, o sistema de extragdo ndo respondeu mais
quantitativamente, e apenas 10% do analito presente nas solucdes padrdo passaram a ser
extraidos. Possivelmente, a quantidade de compostos organicos dissolvidos na matriz da
amostra, que também sdo extraidos por CPE, competem com o Paraquat adicionado,
reduzindo sua incorporacdo na fase micelar. Tal fato pode ser corroborado pela elevada
solubilidade do Paraquat em A&gua (cerca de 620 g L™; Embrapa, 2006) que ficara
preferencialmente em fase aquosa em comparacdo a macromoléculas organicas
potencialmente presentes numa amostra real (proteinas, carboidratos, entre outros).

Realizou-se diferentes experimentos na tentativa de melhorar a eficiéncia da extracao,
todos com deteccdo atraves da reducdo com solucdo de ditionito e analise
espectrofotométrica, para conferir seletividade ao sistema. O primeiro teste foi realizado
alterando-se o pH das solucgdes padréo de de aproximadamente 7, para 3 e 11. Os diferentes
pHs ndo surtiram efeito na eficiéncia da extracdo. Este resultado estd de acordo com 0s
obtidos por Chen & Teo (2001) que avaliaram o efeito do pH para CPE em aguas naturais
entre 2 e 10, definindo que as melhores faixas de trabalho séo as encontradas no pH natural da
agua (entre 6 e 8), no qual, em sua maioria, esta presente a forma neutra das substancias, e
estas sdo mais hidrofobicas do que a forma idnica.

Dada a elevada solubilidade do Paraquat e a competi¢do dos compostos organicos pela
extracdo por CPE, avaliou-se a estratégia de reduzir a solubilidade do composto pela adi¢do
de um alcool — etanol — a amostra de agua, pois sua solubilidade neste solvente é maior que a
do Paraquat, além de possuir a tendéncia em permanecer na solucdo aquosa, porém tal
estratégia também ndo melhorou a eficiéncia de extracao.

Avaliou-se, também, a presenca de pares idnicos para neutralizar a carga do analito e
favorecer sua particdo no meio organico. A utilizacdo de contra-ions para formacéo de pares-
ibnicos aumenta a hidrofobicidade do composto, podendo permitir uma melhoria nas
condicBes experimentais. Os resultados também ndo foram satisfatorios.Por ultimo,
comparou-se a extracdo em ponto nuvem obtida com o surfactante Triton X-114, contra uma
extragcdo com Triton X-100, para verificar se o surfactante havia se degradado, pois, de acordo
com Bezerra & Ferreira (2006), apos longos periodos de armazenagem, a composi¢do do
surfactante pode ter sido afetada em decorréncia de reacfes de degradacdo. Os resultados
obtidos com os diferentes surfactantes foram proximos, descartando a hipotese do Triton X-
114 estar degradado.
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Dessa forma, pode-se dizer que o uso de CPE, para determinacdo de Paraquat em
amostras reais de 4gua, tem pouca aplicabilidade pratica, uma vez que este composto compete
com as demais moléculas organicas dissolvidas no meio, reduzindo o FE e impossibilitando a
deteccdo por técnicas como espectrofotometria, mesmo apo6s reacdo com ditionito para
conferir seletividade ao sistema. A amostra de 4gua natural utilizada para esse estudo tem, por
caracteristica, ser mais limpa e com baixa carga organica, uma vez que essa agua € utilizada
para abastecimento publico. Amostras de 4gua mais contaminadas ou até mesmo de efluentes
teriam esse mesmo impeditivo ao possuirem maior quantidade de matéria organica dissolvida.
Assim, a extracdo em fase solida descrita pela metodologia de referéncia para quantificacdo
de Paraquat preconizada pela EPA, ainda se apresenta como a melhor solucdo de
compromisso entre sensibilidade e repetibilidade para a pré-concentracdo desse analito em
aguas naturais.

Apesar da aplicabilidade técnica de uso de CPE para extracdo e pré-concentracdo de
Paraquat em amostras de agua ter sido descartada, a quantificacdo por colorimetria é uma
alternativa interessante a determinacdo por HPLC por ser mais rapida, menos laboriosa e de
menor custo, além de gerar um residuo de mais fécil disposicdo que os solventes organicos
convencionalmente utilizados em cromatografia.

A CPE oferece beneficios como seguranca ao operador, ja que muitos dos surfactantes
tipicamente utilizados no processo sdo classificados como relativamente néo-toxicos e
inofensivos ao homem. A toxicidade cronica para o homem e a biodegradabilidade desses
surfactantes ainda é objeto de estudo pela area de ecotoxicologia, entratanto sabe-se que 0s
surfactantes ndo idnicos do tipo polioxietilenados sdo parcialmente biodegradaveis por
bactérias do género Pseudomonas (Scott & Jones, 2000).

Adicionalmente, pode-se dizer que a CPE apresenta melhor relacdo custo-beneficio
quando comparado as técnicas convencionais de extra¢do: por exemplo, o cartucho comercial
de Cig recomendado pela EPA como estratégia de pré-concentracdo do Paraquat (EPA,
1997(a)) é descartavel e tem custo aproximado de R$ 100,00 por unidade, enquanto que um
frasco de 500 mL de Triton X-114 tem custo aproximado de R$ 200,00 (Sigma Aldrich,
2015), sendo utilizados poucos microlitros de solugéo diluida em cada determinagéo.

A escolha do Paraquat como composto alvo para esses estudos de viabilidade
analitica da CPE foi um desafio por ndo haver estudos preliminares e por conta da elevada
solubilidade desse composto em meio aquoso, o que dificultaria a sua extragcdo para um meio

organico e demandaria solugbes de contorno para esse problema. As diversas alternativas
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propostas no trabalho (variacdo de pH, presenca de pares idnicos para neutralizar a carga do
analito e favorecer sua particdo no meio organico e uso de solventes organicos para alterar a
particdo do Paraquat entre fase aquosa e organica) ndo produziram resultados satisfatorios
quando aplicados na amostra real. Possivelmente, outros pesticidas de menor solubilidade em
agua poderiam ser avaliados e apresentar melhores resultados para a pré-concentracdo por
CPE.

Uma aplicacdo da técnica do ponto nuvem, ainda pouco explorada, é a extracdo de
pesticidas presentes em amostras solidas (Choi, et al., 2003; Martinez, et al., 2003).
Evdokimov & Wandruska (1998) propuseram a mistura de surfactantes Igepal 1CO-630 e
Triton X-114 3% (m/v), para a extracdo de DDT de solos poluidos e obtiveram recuperacdes
superiores a 83%. Outro método bastante eficiente foi desenvolvido por Stangl & Niessner
(1994), no qual utilizou-se Genapol X-080 para extracdo de tiabendazol e napropamida de
solos, com quantificacdo por cromatografia a liquido e deteccdo por fluorescéncia. Mais de
95% dos residuos dos agrotoxicos foram extraidos da amostra, e o limite de deteccdo ficou

abaixo de 0,2 pug L™.
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6. CONCLUSAO

A degradacdo ambiental causada pela interferéncia humana sobre o meio ambiente é
provavelmente um dos maiores problemas da atualidade. Com isso, faz-se necessario o
constante aprimoramento e desenvolvimento de técnicas para serem aplicadas na minimizacgéo
dos impactos ambientais ou recuperacao de areas degradadas.

O uso da extragdo por ponto nuvem para a extragao e pré-concentracdo de compostos
organicos apresenta grande potencial como alternativa aos métodos convencionais de extragdo
em fase sélida e extracdo liquido-liquido. O Paraquat, quando presente em quantidade traco
na amostra, necessita pré-concentracdo para sua determinacdo. Quando em quantidades acima
de 15 pg L™, hé possibilidade de determinacio direta por espectrofotometria, mas pode haver
interferéncia de contaminantes que absorvam no mesmo comprimento de onda (258 nm).
Acima de 50 pg L™, pode-se determina-lo colorimetricamente, de forma mais seletiva, por
reducdo com ditionito de sodio em meio alcalino. Tal alternativa é interessante quando se
considera que, tipicamente, se utilizam técnicas cromatograficas (de alto custo e mais
demoradas) para a quantificagdo desse composto.

O sistema que utilizou os surfactantes SDS e CTAB ndo se demonstrou apropriado
para a extracdo e pré-concentracdo do Paraquat, pois ndo apresentou extracdo quantitativa do
herbicida para a fase organica, além de possuir a desvantagem da dificil separacdo das fases,
ocasionando maiores erros na transferéncia da amostra e, consequentemente, no resultado da
analise espectrofotométrica.

O método utilizado para a extracdo e pré-concentracdo em ponto nuvem com 0O
surfactante Triton X-114 se mostrou simples, rapido e ambientalmente amigavel, pois
diminuiu a utilizacdo de solventes organicos e a producdo de residuos, atendendo aos
requisitos da quimica verde. Atingiu-se um fator de enriquecimento do herbicida Paraquat,
para este surfactante, de 71 para concentracido 3 mmol L™ e 45 para 6 mmol L™ e ambas
apresentaram recuperagfes quantitativas para o analito de interesse, principalmente para
solucBes com baixas concentracdes de Paraquat (até 2,0 mg L™).

Na aplicagdo em analises ambientais, houve a extracdo de outro(s) composto(s)
presente(s) na matriz da amostra com absor¢do maxima no mesmo comprimento de onda que
o Paraquat, 258 nm, por isso a reagdo com ditionito fez-se necesséaria para conferir
seletividade ao analito de interesse.

Neste trabalho, os limites de deteccdo foram superiores ao encontrado na literatura

(0,68 pg L™) (EPA, 1997 (a)), com extracdo e pré-concentracdo em fase sélida, e, apesar de a
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técnica de extracdo e pré-concentracdo em ponto nuvem ter apresentado repetibilidade, ela
ndo foi reprodutivel.

Pelo fato deste composto possuir alta solubilidade em agua, a aplicacdo foi limitada a
amostras sintéticas, concluindo-se que a técnica ndo se mostrou a mais adequada para a
extracdo do herbicida Paraquat em amostras de a4gua natural. E necessario, em testes futuros,
adaptar a metodologia visando maior estabilidade no sistema de extracdo, estudar em maior
profundidade as solugfes de contorno e sua viabilidade para aplicagdo dessa metodologia em
aguas naturais, considerando os efeitos de matriz da amostra.

Uma possivel alternativa é realizar um clean up para eliminar os interferentes
organicos da matriz que competem com o Paraguat na extracdo em ponto nuvem. Pode-se
utilizar uma etapa de limpeza para retirada das substancias interferentes, desde que néo
remova também o analito de interesse, para posterior aplicacdo da extragdo em ponto nuvem.

O fator de enriquecimento pode ser otimizado pela modificacdo do tipo e da
concentracdo do surfactante, bem como as condi¢des experimentais sob as quais a separagdo
de fases e a extracdo sdo realizadas. Alem disso, os surfactantes mais frequentemente usados
estdo disponiveis comercialmente, sendo menos téxicos e mais baratos que 0s solventes
tradicionais. Outra caracteristica é o fato de evitar a manipulacdo de grandes quantidades de
solventes organicos, sendo uma alternativa menos prejudicial a saide do analista.

As operagdes experimentais envolvidas na metodologia do ponto nuvem sdo muito
simples e os resultados obtidos na literatura para a extracdo de pesticidas por ponto nuvem
indicam que essa técnica oferece diversas vantagens altamente interessantes sob o ponto de
vista analitico. Uma delas envolve a possibilidade de extracdo e pré-concentracdo de analitos
com diferentes polaridades (diferentes classes de compostos) numa Unica etapa.

O campo de estudo da CPE ainda abre caminho para aplicacdo dessa metodologia na
extracdo de pesticidas de amostras de solo, folhas e frutos. Sugere-se, ainda, como campo de
investigacdo em potencial a automacgdo da técnica de extracdo por ponto nuvem e seu
acoplamento on-line com o sistema de detec¢édo, tornando o processo mais robusto, menos

laborioso e, consequentemente, fornecendo respostas analiticas mais reprodutiveis e rapidas.
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