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RESUMO

O carbendazim ¢ fungicida benzimidazolico com alta estabilidade no ambiente e muito
empregado no controle de fungos, tendo sido destaque negativo mundial no inicio desta
década por ser encontrado em altas taxas em laranjas brasileiras. Devido as caracteristicas
de polaridade do carbendazim, sua extrac¢do exige procedimentos com misturas de sorventes
polares e apolares, tornando o processo mais dispendioso e complexo. Neste sentido, buscou-
se desenvolver neste trabalho um sorvente com seletividade ao carbendazim a partir da
imobilizacdo térmica de poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) (PGPMS) sobre
silica. O sorvente foi caracterizado morfologica e estruturalmente, apresentando-se como
particulas irregulares mesoporosas de elevada 4rea superficial, 250 m? g, alta estabilidade
térmica e revestidas com uma camada polimérica fina de PGPMS. O Si(PGPMS) foi
empregado como sorvente para a extragdo de carbendazim em suco de laranja na ponteira
descartavel de micropipeta (DPX). As condi¢des de extracdo do carbendazim em suco de
laranja pelo método DPX com o sorvente Si(PGPMS) foram otimizadas, empregando um
planejamento composto central. As andlises dos extratos foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e detecg¢do por arranjo de diodos (CLAE-DAD). O método DPX
CLAE-DAD para a determinagdo do carbendazim em suco de laranja foi validado em
conformidade ao documento SANTE/11813/2017, protocolo empregado pela comunidade
europeia, apresentando-se como um método de boa exatidao (recuperagdes entre 98-112 %),
boa precisio (RSD < 16 %) e com limite de quantificagdo de 100 pug L (abaixo do limite
maximo residual para o carbendazim em laranjas). O método DPX foi empregado a amostras
comerciais de suco de laranja para a determinacdo de carbendazim, ndo sendo detectada a
presenca de residuos do agrotoxico. As amostras foram entdo fortificadas com padrdo de
carbendazim e o método DPX foi empregado para recuperagdo do agrotoxico, alcangando
taxas de 93 a 108 %, sem efeitos matriz, resultados que foram comparaveis a um método de
referéncia baseado na extragdo QUEChERS com taxas de recuperacdao 77 a 99 %. De uma
forma geral, pode-se concluir que o sorvente preparado no laboratorio foi eficaz na extragdo
DPX de carbendazim de suco de laranja, apresentando alta seletividade, comprovada pela
extracdo em ciclo tnico no método DPX. Além disso, o método ¢ simples e rapido, emprega
volumes pequenos de amostra e solvente, pequena quantidade de sorvente para a

determinacao eficiente de carbendazim.

Palavras-chave: Carbendazim, suco de laranja, DPX, CLAE-DAD, Si(PGPMS).



ABSTRACT

Carbendazim is a benzimidazole fungicide with high stability in the environment and very
used in the fungi control, having been negative global prominence at the beginning of this
decade because it was found at high rates in Brazilian oranges. Due to the carbendazim
polarity, its extraction requires procedures with mixtures of polar and nonpolar sorbents,
making the process more expensive, poor selective and complex. In this sense, we have
developed a new sorbent selective to carbendazim based on the thermal immobilization of
poly(glycidoxypropylmethyl-co-dimethylsiloxane) (PGPMS) onto irregular silica particles.
The sorbent was characterized morphologically and structurally, presenting as mesoporous
irregular particles with high surface area, 250 m? g!, high thermal stability and coated by a
thin polymeric layer of PGPMS. Si(PGPMS) was used as sorbent for the carbendazim
extraction from orange juices into the disposable micropipette tip (DPX). The extraction
conditions of carbendazim from orange juices by the DPX method with the sorbent
Si(PGPMS) were optimized, using a central composite design. The sample extracts were
quantified by high-performance liquid chromatography and diode array detection (HPLC-
DAD). The DPX HPLC-DAD method for the determination of carbendazim in orange juice
was validated according to the SANTE/11813/2017 document, protocol used by the
European community, presenting as a method of good accuracy (recoveries between 98-
112 %), good precision (RSD < 16%) and limit of quantification of 100 pg L-1 (below the
maximum residue limit for carbendazim in oranges). The DPX method was used in
commercial orange juice samples for the determination of carbendazim, and the presence of
pesticide residues was not detected. The samples were then fortified with carbendazim
standard solution and the DPX method was used for the pesticide recovery, reaching rates
of 93 to 108 %, without matrix effects, results that were comparable to a reference method
based on QUEChERS extraction recovery rates 77 to 99 %. Summarizing, it can be
concluded that the lab-made sorbent was effective in the DPX extraction of carbendazim in
orange juice samples, presenting high selectivity, proved by the single extraction cycle in
DPX method. In addition, the method is simple and fast, employing small volumes of sample

and solvent, small amount of sorbent for the efficient determination of carbendazim.

Passwords: Carbendazim, orange juice, DPX method, HPLC-DAD, Si(PGPMS) sorbent.
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1 INTRODUCAO

O carbendazim ¢ um fungicida proveniente do grupo benzimidazoéis utilizados para
o tratamento de sementes, solos e folhas (COUTINHO et.al., 2006). No Brasil, o
carbendazim passou a ser implementando como uma alternativa para o combate de fungos
principalmente na laranja ja que o benomil, que era até entdo usado para esta finalidade,
havia sido proibido pelos o0rgaos e agéncias governamentais em virtude de sua toxicidade e
riscos ao meio ambiente (AGROLINK, 2019).

Desde os primoérdios das civilizagdes, quando o homem passou a viver em sociedade
e empregou a terra para producdo do seu proprio alimento seja pela agricultura ou pecudria,
havia inquietacdo sobre as pragas e as consequéncias que elas causavam, como a fome
(OLIVEIRA; MARTINS; APPELT, 2010). Desde entdo, alguns povos antigos praticavam
rituais religiosos como rezas e oferendas, porque entendiam que as pragas eram obras das
divindades, ja outros povos empregaram compostos quimicos como arsénio, enxofre,
mercurio para combaté-las com mais eficacia (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Atualmente, com o progresso da ciéncia e da tecnologia tem-se a informacgao de que
as pragas podem ter tanto tamanho microscopico no caso de fungos e bactérias como
macroscopicos como ratos, gafanhotos, besouros, plantas daninhas, etc. A fim de obter uma
qualidade e quantidade maior de alimentos na producdo e atender o grande mercado
consumidor, teve-se a necessidade de reduzir o nimero de pragas com rapidez e alta
eficiéncia (SANCHES et al., 2003).

Com o desenvolvimento das diversas areas tecnologicas, além da evolugao das areas
quimica e bioldgicas principalmente com sintese de compostos organicos, conseguiu-se
sintetizar esses produtos para combater pragas, os quais ficaram conhecidos como
agrotoxicos (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

No Brasil, de acordo com decreto n® 4.074 de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta
a Lei n® 7.802/1989, o termo agrotoxico refere-se a produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substincias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento

(SILVA et al., 2005).
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No periodo da segunda guerra mundial, entre 1939-1945, muitos soldados sofreram
com varias pestes, tais como maléria e piolho e com isso teve-se a ideia de empregar o DDT
[1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano] criado pelo quimico alemao Zeidler em 1864
(IVANOFF, 2011). Entretanto, s6 em 1939 que o quimico suico Paul Muller revelou as
propriedades do DDT para combater essas pragas (MAGALHAES, 2003). Ja outros
agrotoxicos como organofosforados e carbamatos foram previamente testados pelos
soldados como armas quimicas e, algum tempo depois, seriam empregados nas atividades
do meio rural (IVANOFF, 2011).

A implementacao dos agrotoxicos no Brasil ocorreu na segunda guerra para combater
algumas pragas como o mosquito transmissor da maldria, o Anopheles, contendo o
Plasmodium. Apos a Revolugao Verde os produtores recebiam crédito rural para financiar
compra de materiais desde que empregassem os agrotdxicos na producdo, foi a partir deste
ponto que passaram a ser utilizados em larga escala no Brasil (SILVA et al., 2005). Todavia,
devido ao seu uso desordenado e na maior parte sem necessidade, os residuos dos
agrotoxicos estavam contaminando o solo e as adguas, além das doencas que ocasionavam
aos produtores devido a toxicidade dos principios ativos (MALINOWSKI; MALINOWSKI,
2011). S6 entdo na década de 1980 que estudos e meios apropriados de se eliminar as pragas
corretamente e, assim, classificar os agrotoxicos pelo seu grau de toxicidade. Tempos depois,
foi introduzida na Constitui¢do Brasileira a Lei 7802/1989 que regulamentou o uso dos
agrotoxicos, seguindo uma série de normas e regras (ALVES FILHO, 2002) como aquelas
que se referem a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, o armazenamento, a comercializagdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a
importacdo, a exportagdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a
classificagdo, o controle, a inspecao e a fiscalizagdo de agrotoxicos.

Dependendo para qual tipo ou espécie de praga que se deseja combater, os
agrotoxicos sao classificados em: inseticidas, herbicidas, fungicidas, raticidas,
moluscocidas, nematicidas, acaricidas e desfolhantes (DUARTE, 2004).

Apesar das vantagens que o uso de agrotoxicos propicia, como o combate de pestes,
fungos, bactérias; a aplicabilidade em uma vasta area, e; principalmente obtencdo de bons
resultados de combate em curto periodo de tempo, o seu uso indiscriminado acarreta em
graves problemas de satde e contaminacdo ambiental devido a sua toxicidade
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

A toxicidade ao homem e também aos seres vivos que compdem o meio ambiente

varia de acordo com seu grau de exposi¢do aos agrotoxicos. De acordo com literatura, através
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de varias analises e testes, foi estabelecida uma quantidade que pode ser letal aos animais
que ¢ chamada dosagem letal (DLso), definida como dosagem que pode matar 50% dos
animais testados em condigdes estabelecidas pelos analistas. A partir destas analises, os
agrotoxicos podem ser classificados quanto ao seu grau de toxicidade referente a dosagem
letal média (DL50) por via oral, representada por miligramas do ingrediente ativo do produto
por quilograma do peso vivo necessarios para matar 50 % da populacdo de ratos ou de outro
animal teste, sendo assim a DLso uma forma de estabelecer medida de seguranca para

minimizar os riscos do grupo a saude humana conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo toxicologica e dose letal mediana dos agrotdxicos.

Classe toxicoldgica Toxicidade DLso (mg/Kg) * Faixa
| Extremamente toxico <5 Vermelha
111 Moderadamente toxico Entre 50 e 500 Azul

* Dose letal 50 aguda - DL 50 - por via oral e dérmica, para animais de laboratorio, para os
produtos técnicos e produtos formulados.

Além da toxicidade, alguns agrotdxicos possuem alta persisténcia ou baixa taxa de
degradacdo, podendo permanecer no alimento e até mesmo se concentrar na matriz devido
a aplicagdo continua de agrotoxicos em diferentes estagios de crescimento da planta e do

fruto (PEREZ; MOREIRA, 2003; MAPA, 2018).

1.1 Carbendazim

O metil-2-benzimidazol-carbamato, mais conhecido como carbendazim (CBZ),
formula molecular CoHoN3O e estrutura quimica apresentada na Figura 1, € um subproduto
originado do benomil [(Metil-1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazolcarbamato)] e ¢ utilizado
para controlar doengas provocadas por fungos presentes nas culturas de citros como laranja,
limdo, maca, tangerina e também em outras culturas como algodao, tabaco, relva e plantas
ornamentais (CURTI, 2014). O tempo de meia vida do carbendazim no meio ambiente pode
variar entre 2 (dois) meses, em condigdes aerdbias, e 25 (vinte e cinco) meses em condig¢des
anaerdbias. A solubilidade do carbendazim estd relacionada com o pH do meio e a
temperatura do meio onde esta presente, porém vale ressaltar que na dgua o carbendazim

apresenta uma baixa solubilidade e em temperaturas mais elevadas tem uma tendéncia de
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ser mais soluvel, fazendo com que haja a possibilidade de ser encontrado no meio ambiente
apods o seu uso principalmente em alimentos que possuem a faixa de pH semelhantes ao da
dgua (SILVA; BARROS; PAVAO, 2014). A estabilidade quimica do carbendazim é
considerada elevada e a degradagdao no ambiente ¢ relativamente lenta, isto se da porque os
residuos de carbendazim e seus metabodlitos sdo fortemente ligados ou incorporados a
matéria organica do solo pelo anel imidazol, tornando-o assim persistente no ambiente por
periodos superiores a 3 anos (COUTINHO et al., 2006) e sendo, portanto, encontrado no
ambiente (LEE et al., 2003).

Figura 1. Estrutura quimica do Carbendazim.
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A toxicologia do carbendazim ¢ de classe III (faixa azul), moderadamente toxico,
contudo, a Food and Drug Administration (FDA) afirmou que o carbendazim ocasiona um
aumento de tumores no figado e risco de gerar cancer em pessoas (MACHADO, 2007). Em
relacdo aos animais ¢ considerado moderadamente toxico para as abelhas e organismos
aquaticos, porém apresenta toxicidade elevada para minhocas. Em virtude aos problemas
que podem incidir na satlde humana e em animais, paises como os EUA e alguns membros
da Comunidade Europeia proibiram a aplicacio do carbendazim em seus territorios
(COSTA, 2017; SILVA; BARROS; PAVAO, 2014).

O carbendazim ¢ um produto legalizado no Brasil, comercialmente conhecido como:
Bendazol, Derosol 500 SC, Novazin, Cropchem 500 SC, Carbendazim Nortox (EMBRAPA,
2005), entre outros. E utilizado no combate de pragas como a Guignardia citricarpa (pinta
preta) e Colletotrichum acutatum (estrelinha), que sdo fungos comuns em lavouras de
laranjas. Em virtude da alta incidéncia desses fungos nas culturas de citros no Brasil e a
eficacia do carbendazim no controle, o uso do carbendazim se estendia desde os pequenos
agricultores até a producao para exportagao.

O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo, exportando na ultima safra mais de
1 milhdo de toneladas de suco de laranja. Os Estados Unidos da América (EUA) sdo o maior
comprador do suco de laranja brasileiro, recebendo mais de 30% do exportado na safra

2017/2018 (CITRUSBR, 2018). Devido aos aumentos registrados nas exportagdes de suco
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de laranja nos ultimos anos, o Brasil teve um bloqueio nas exportagdes de suco de laranja
em 2012 para os EUA, em virtude do teor de residuos de carbendazim encontrado nos sucos
de laranja brasileiro (SILVA; BARROS; PAVAO, 2014; DORFMAN; FRANCA; DURAN,
2013). Apesar do embargo ao suco de laranja brasileiro, a deteccdo de residuos de
carbendazim em diversos alimentos no territorio brasileiro foi registrada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria e publicada no relatorio anual do Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (ANVISA, 2016). Este fato mostra que mesmo com
redugdo da aplicacdo do carbendazim nas culturas principalmente na laranja, o tempo de
permanéncia dos residuos pode ser suficientemente longo, ocasionando uma contaminagao
prolongada. Além disso, a conversdo do tiofanato metilico (comercialmente vendido como
Cercobin 500 SC, Cercobin 700 SC, Celeiro, Impact duo) ao carbendazim pode também ter
levado ao aumento no niimero de registros na formacdo de residuos de carbendazim nos
alimentos no periodo. Porém, vale ressaltar que de acordo o site do Ibama (IBAMA, 2019)
o carbendazim ainda estava sendo um dos produtos mais comercializado nos anos de 2015
e 2016, s6 depois das retificagdes deixou a lista das substancias mais comercializadas e, em
2018, a pagina eletronica do Senado brasileiro divulgou a noticia de que estudos revelaram
que em 5 % das amostras de abacaxi comercializadas no pais, havia potencial de risco de se
encontrar carbendazim.

O limite maximo residual de carbendazim em citros, exceto limdo, ¢ de 1 mg/kg
(FAO, 2018). Na lista do Codex Alimentarius (FAO, 2018) ndo hé citacdo ou relato do limite
maximo residual de carbendazim em limdo, contudo no site lista outros alimentos e a
quantidade de carbendazim permitida, como frutas do pomdaceo que é de 3 mg kg™ ou grios

de café é de 0,1 mg kg™,

1.2 Métodos de extragio de carbendazim em suco de laranja

Os métodos analiticos que sdo empregados para anélise de residuos de agrotoxicos
em alimentos requerem uma etapa inicial de preparagdo da amostra, uma vez que o alimento
ndo pode ser introduzido diretamente no equipamento em funcdo dos componentes de suas
matrizes, potencialmente interferentes nos sinais dos agrotoxicos. Nesta etapa de preparagao
de amostra o objetivo principal €, portanto, o isolamento do analito dos demais constituintes
do alimento a ser analisado. As etapas de um método de preparacdo de amostra podem
requerer ainda a purificacdo prévia da amostra e a concentragdo dos analitos para uma

determinacao analitica sensivel. Para a determina¢ao de carbendazim em diferentes amostras
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de alimentos, diversos métodos de preparacdo de amostra ja foram estudados, tais como:
microextragdo liquido-liquido (LLME, liguid-liquid microextraction), dispersao da matriz
em fase solida (MSPD, matrix solid phase extraction), QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe), extragao em fase solida (SPE, solid phase extraction), sorventes
poliméricos de impressdo molecular (MIP, molecularly imprinted polymer), etc. (RADISIC
et al., 2009; XIONGFENG; QUN; ROHRER, 2013; LIU et al, 2009; BEDENDO;
JARDIM; CARSEK, 2012; ILKTAC; AKSUNER; HENDEN, 2017; RAZZINO et al.,
2015).

O método mais empregado para a extragdo do carbendazim em amostras de suco de
laranja registrado na literatura ¢ a extracdo em fase sélida (SPE). Xiongfeng et al. (2013)
empregaram a SPE online com uma fase solida polar para a extracdo do carbendazim em
suco de laranja. Os autores realizaram as medidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detec¢ao por arranjo de diodos (DAD), obtendo um limite de detecg¢ao para o
método de 0,2 pg L', Liu et al. (2009) empregaram a extragio em fase solida em modo
misto, mistura de sorvente de fase reversa com trocador de cations, para a determinagao
simultanea de alguns fungicidas em suco de laranja, entre esses o carbendazim. A anélise
dos extratos foi realizada por CLAE com detec¢do DAD em 288 nm, obtendo taxas de
recuperagio para o carbendazim na faixa de 87 a 94% e limite de detecgiio de 10 ug kg™'. Os
extratos foram analisados também por cromatografia liquida acoplada a um espectrometro
de massas em série (LC-MS/MS, liquid chromatography tandem mass spectrometry)
obtendo faixas de recuperacdo similares, porém limites de detec¢do até¢ dez vezes mais
baixos. Gilbert-Lopez et al. (2007) empregaram um cartucho de extracdo em fase solida com
sorvente balanceado, lipofilico-hidrofilico, para a remocdo de residuos de diferentes
fungicidas, dentre eles o carbendazim, de sucos de frutas. As recuperagdes do carbendazim
ficaram entre 78 e 97% com desvios padrdo relativos em torno de 13%. As andlises dos
extratos foram realizadas por LC-MS.

Outros dois métodos de preparacdo de amostra empregados para a extragdo de
carbendazim de sucos de laranja sdo o MSPD e o QuUEChERS. Na MSPD o sorvente ¢
misturado a amostra e homogeneizados com auxilio de grau e pistilo. O adsorvente tem a
funcdo de romper a estrutura da matriz da amostra liberando o analito e adsorvendo-o.
Posteriormente, a mistura ¢ colocada dentro de um cartucho SPE e um solvente de elui¢ao
adequado ¢ empregado para transferéncia do analito para um meio compativel com o método
de andlise. Solventes ou sorventes de limpeza podem ser incluidos no processo para a

obteng¢do de um extrato limpido e livre de interferentes. Grujic et al. (2005) e Radisic et al.



18

(2009) extrairam o carbendazim e outros fungicidas de sucos de laranja empregando a MSPD
e como sorvente de extra¢do a terra diatomacea, esqueleto O0sseo de algas marinhas. A
recuperagdo alcancada para o carbendazim ficou na faixa de 80 e 113%, sendo os extratos
analisados por LC-MS/MS. O método QuEChERS, foi desenvolvido por Anastassiades et
al. (2003) especificamente para a extracdo de residuos de agrotdxicos de amostras de frutas
e vegetais. O método baseia-se na utilizagdo da acetonitrila como solvente extrator, seguida
de uma etapa de particao obtida pela adi¢ao de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio.
A limpeza do extrato ¢ uma etapa embutida na metodologia que emprega o processo de
extragdo em fase solida dispersiva, com adi¢ao de sais como o proprio sulfato de magnésio
anidro e o PSA (primary secundary amines). O sorvente PSA auxilia no processo de troca
anidnica, com a habilidade em remover acidos graxos, agucares, alguns pigmentos € outros
coextrativos da matriz que formam ligacdes de hidrogénio. Para realizar a anélise de residuos
de contaminantes na presenca de matrizes contendo substancias apolares, normalmente
substitui o PSA ou adiciona conjuntamente o sorvente Cig na remogao de interferentes com
estas caracteristicas. Rizzetti et al. (2016) empregaram o método QuUEChERS para extrair o
carbendazim e outros 73 residuos de agrotoxicos em suco de laranja e analisi-los por
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC, ultrahigh-performance liquid
chromatography) acoplada a espectrometria de massas em série. Os autores obtiveram
recuperagdes para o carbendazim na faixa de 77 a 99% empregando como sorvente de
limpeza no método QUEChERS o PSA e o acetato de sddio no processo de parti¢cdo.
Embora esses métodos de preparagdao de amostra tenham demonstrado eficiéncia na
extragdo de carbendazim de suco de laranja, normalmente empregam sorvente, em alguns
casos mistura de sorventes, caros, de pouca seletividade e de dificil acesso. Um método que
tem recebido destaque na preparacdo de amostra mais recentemente € a extragdo na ponteira
descartavel de micropipeta (DPX, disposable pipette tip extraction). A DPX pode ser
considerada uma miniaturizacdo da SPE, apresentando as vantagens que a reducdo das

dimensdes de um método normalmente gera.

1.2.1 Extragdo na ponteira descartdvel de micropipeta

A DPX foi proposta por Brewer (2003) com o intuito de simplificar o processo de
extracdo em fase solida reduzindo o tempo e a quantidade de solventes normalmente
empregados na SPE. O aparato bésico da DPX ¢ constituido de uma ponteira descartavel de

polipropileno empregada em micropipetas com a capacidade que varia desde 10 pL até 5
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mL, preenchida parcial ou totalmente com sorventes de SPE. O sorvente normalmente ¢
disposto livremente na ponteira na forma de p6 finamente dividido entre dois filtros o que
permite a passagem bidirecional de fluxo de solvente (Figura 2). O principio da extragao por
DPX ¢ o mesmo da SPE, ou seja, baseada na retengao do(s) composto(s) de interesse no

sorvente a partir da afinidade entre eles.

Figura 2. Ilustragao esquematica do processo de extragdo na ponteira descartavel de micropipeta

(DPX).
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Ponteira DPX

Fonte: Adaptado de (BORDIN et al., 2016).

Analitos e interferentes contidos em uma matriz sdo extraidos ap6s passar através do
sorvente na ponteira da micropipeta. Inicialmente, a fase soélida ¢ condicionada pela
passagem de um solvente apropriado ou uma combinacdo de solventes para ativagdo de seus
sitios de interagdo. A ativacdo dos sitios do sorvente permite a interacdo molecular
apropriada entre a fase solida e o analito na amostra. Um solvente organico ou uma mistura
de solventes ¢ usado entdo para remover potenciais interferentes. Apds esta etapa, um
solvente com afinidade pelo analito ¢ empregado para elui-lo da fase solida e o extrato ser
submetido a uma técnica adequada de anélise.

A DPX tem se destacado em virtude da simplicidade e rapidez na preparacao da
amostra, bem como do uso reduzido de volume de amostra e solventes. Além disso, a DPX
requer menor manipulagdo da amostra pelo analista, fornecendo elevadas eficiéncias de
recuperacdo dos compostos. Uma vantagem adicional ¢ a possibilidade de automacdo de
todo processo de extragdo DPX na injecdo do sistema cromatografico (BORDIN et al.,
2016).

A DPX tem sido empregada para a extrag¢do de residuos de agrotdxicos em alimentos

e se mostrado uma alternativa mais econdmica ¢ mais versatil (GUAN et al., 2010 a;
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SHARIF et al., 2006; LEHOTAY et al., 2013; PODHORNIAK, 2014; LI et al., 2012).
Fernandes et al. (2014) empregaram a DPX como uma etapa de limpeza no método
QuEChERS para a extragao de 36 residuos de agrotoxicos em morango. Como sorventes 0s
autores empregaram uma mistura 1:1 de PSA e Cis (octadecilsilano) obtendo recuperagdes
na faixa de 78-130% para os agrotdxicos, resultados comparaveis com o método original
QuEChERS empregando sorventes no modo de extragdo em fase solida dispersiva (d-SPE,
dispersive solid phase extraction). Guan et al. (2010 b) empregaram a DPX para a extracao
de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais com analise por cromatografia gasosa com
detecgdo espectrométrica de massas (GC-MS, gas chromatography-mass spectrometry). Os
autores empregaram como sorvente DPX estireno divinilbenzeno para extragdo dos
agrotoxicos em amostras de cenoura e laranja alcangando percentuais de recupera¢do na
faixa de 21-116%, apresentando maiores dificuldades para extragdo de compostos polares
devido ao uso de um sorvente apolar.

Como os sorventes comercialmente disponiveis muitas vezes ndo possuem
capacidade adequada de adsor¢do, ¢ comum que na DPX se utilize de varios ciclos de
aspiracdo ¢ dispensa do eluato para extrair os analitos eficientemente no sorvente
(SPRINGER et al., 2014). Por conseguinte, se for utilizado um sorvente adequado com
elevada capacidade de adsor¢do, a operacdo de repeti¢do, que causa lentiddo e perda de
repetibilidade do método, pode ser evitada. Desta forma, neste trabalho propde-se a
preparacdo de um novo sorvente, com caracteristicas de polaridade moderada, para extragao
DPX do carbendazim de suco de laranja.

Com o objetivo de produzir um material de baixo custo e com seletividade para
compostos polares, assim como o carbendazim (logP 1,46), buscou-se produzir uma fase
solida a partir do método de evaporacao estatica do solvente (FARIA, COLLINS; JARDIM,
2009) através da imobilizagdo fisica de um polimero organico pré-sintetizado sobre
particulas de um sélido inorganico. Neste método, além da simplicidade e de ndo envolver
nenhum reagente quimico, o polimero ¢ depositado como uma fina camada sobre as
particulas do 6xido inorganico, resultando em um encapsulamento das particulas. Este
recobrimento ¢ mais completo da superficie do 6xido que o fornecido pela reacdo quimica
de organossilanos normalmente empregada para a preparacdo de fases solidas
convencionais. Além disso, a seletividade da fase solida ¢ dependente dos grupos funcionais
presentes no polimero empregado para a imobilizacdo. A fixa¢do do polimero sobre a

superficie do 6xido ¢ garantida por um procedimento de imobiliza¢do fisica, tais como
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tratamento térmico (SILVA; COLLINS, 2012), irradiagao micro-ondas (CARVALHO et al.,
2016) ou radiacao gama (LOPES; COLLINS; JARDIM, 2003).

Para a preparacdo de um material capaz de reter o carbendazim, foi estudado o
poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) (PGPMS), Figura 3, que apresenta em sua
estrutura monomérica um grupo glicidoxi da qual se espera proporcionar ao sorvente uma
seletividade adequada para reter o carbendazim. Substancias polares apresentam dificuldade
de retengdo nos sorventes SPE convencionais, uma vez que estes se apresentam como
grupamentos fortemente hidrofobicos, oferecendo pouca retengdo para tais substancias, ou
entdo fortemente hidrofilicos, retendo-os irreversivelmente (MALDANER; COLLINS;
JARDIM, 2010). O grupo glicidéxi do PGPMS ¢ capaz de formar unidades de glicol por
abertura hidrolitica do anel epdxi, formando cadeias de diferentes comprimentos de 6xido
de polietileno (PEO) por polimeriza¢do. Os grupos epoxi reagem para formar cadeias de
PEO a partir da foto-polimerizagdo, pela indugao de calor ou através de catalisadores basicos
ou acidos. Além disso, o anel epoxi do PGPMS pode sofrer abertura, a qual pode permitir a
formacgdo de um poli(6xido de etileno) em condi¢des apropriadas de eluigdo. A estrutura
desse anel epdxi € formada por um dtomo de oxigénio unido a dois atomos de carbono, que

por sua vez estdo unidos por uma ligacao covalente (INNOCENZI et al., 2009).

Figura 3. Estrutura quimica do poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano).
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Fonte: Proprio autor.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o método de extragdo DPX
empregando um sorvente preparado em laboratorio para aplicacdo na determinacao de
carbendazim em suco de laranja. Para isso, alguns objetivos especificos foram delineados:
v' Preparar o sorvente Si(PGPMS) a partir da imobilizagdo térmica do
poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) sobre particulas de silica;

v' Caracterizar fisico-quimicamente o novo sorvente preparado;

v' Empregar o sorvente na ponteira descartavel de uma micropipeta para extragdo de
carbendazim de suco de laranja;

v' Otimizar e validar o método DPX de extragéo do carbendazim do suco de laranja;

v" Aplicar o método validado em amostras comerciais de sucos de laranja.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais, solventes, reagentes e equipamentos

Para a preparagdo do sorvente Si(PGPMS), do sistema de extragdo na ponteira
descartavel de micropipeta, os seguintes solventes, reagentes e materiais foram utilizados:
=  Silica gel 60 de alta pureza para coluna cromatografica, 200-400 mesh (40-75 um de
diametro de particula), 0,75 cm® g™! de volume de poros, area superficial de 500 m?,
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil).
= Poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) da marca UnitedChem (Bristol, PA,
EUA). Massa molecular ponderal média 5.850 g mol’!, massa molecular numérica
média de 2.686 g mol™! e indice de polidispersividade de 2,178 (GAMA, 2017).
= Agua ultrapura obtida de um ultraputificador Megapurity, modelo Mega ROUP
(Billerica, MA, EUA), com resistividade de 18,3 MQ cm.
= Alcool metilico, grau HPLC/espectroscopico, marca JT Baker (Phillipsburg, NJ,
EUA).
=  Hexano, marca Qhemis (Diadema, Brasil).
»  Metil 2-benzimidazol carbamato (carbendazim), 99%, Ouro Fino (Uberaba, Brasil).
»  Acido nitrico PA, 65%, Carlo Erba (Milao, Italia).
=  Cromatografo a liquido modelo Alliance 2695 da Waters (MA, EUA) com sistema de
distribuicao quaternario de solvente e detector fotométrico (PDA, photo diode array).

A aquisi¢io de dados foi realizada pelo software Empower3®.

3.2 Preparaciao do sorvente Si(PGPMS)

Incialmente, foi realizada a ativagdo de 5,0 g de silica em estufa a 140°C por 12h.
Apos este periodo, foram adicionados 1,5 g de PGPMS e 50 mL de hexano ao frasco
contendo a silica previamente ativada. A mistura foi agitada brandamente por 2 h e 30 min
em agitador magnético. Em seguida, a agitacdo foi desligada e a mistura foi deixada em
repouso para evaporacdo do solvente por 4 dias em capela ao abrigo de contato com
particulas do ar. Apds a evaporacao total do solvente, o material seco foi submetido a uma
etapa de imobilizacdo térmica para fixagdo do PGPMS na superficie e poros das particulas
de silica. A imobilizagdo térmica foi realizada de acordo com o procedimento otimizado por

Gama (2017), empregando temperatura de imobiliza¢ao de 90 °C por 12 h. Apds a etapa de
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imobilizacdo o sorvente Si(PGPMS) foi armazenado até o momento do uso na ponteira

descartavel de micropipeta.
3.2.1 Preparacdo das ponteiras descartdaveis com o sorvente Si(PGPMS)

Ponteiras de polipropileno de 1 mL foram devidamente lavadas com dgua deionizada
e secas ao ar antes do uso. Em seguida, um pequeno pedaco de algodao, ~1 mg, foi colocado
na extremidade inferior da ponteira, bloqueando-a para impedir a passagem de particulas do
sorvente. Por¢des apropriadas de Si(PGPMS), 60 a 240 mg, foram colocadas a seco dentro
da ponteira, acondicionando-as com auxilio de um bastdo de vidro. A maior por¢ao do
sorvente acondicionado dentro da ponteira ndo ultrapassou 50% de sua capacidade. Uma

ilustracdo da ponteira preenchida com o Si(PGPMS) ¢ apresentada na Figura 4.

Figura 4. llustragcdo da ponteira descartavel de polipropileno de 1 mL preenchida com o sorvente

Si(PGPMS).

SiPGPMS)

algodao ~1 mg

Fonte: Proprio autor.
3.3 Caracterizacio fisico-quimica do sorvente Si(PGPMS)
3.3.1 Espectroscopia de absor¢cdo na regidao do infravermelho

Pequenas porg¢des do sorvente Si(PGPMS) foram separadas e submetidas a diferentes
técnicas espectroscopicas € microscopicas para caracterizagao estrutural e morfologica. Para
a determinacdo de grupos funcionais que caracterizam a presen¢ca do PGPMS no sorvente, o
material foi submetido a andlise por espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho

com transformada de Fourier (FTIR, Fourier-transform infrared spectroscopy). Uma porcao
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de aproximadamente 10 mg do Si(PGPMS) foi empregada para a preparag¢do de uma pastilha
de KBr, na propor¢ao de 1:100 (m/m). Os espectros FTIR foram obtidos em uma faixa
espectral de 4000 a 400 cm™ com resolucdo de 4 cm™ e velocidade de varredura de 32 scans
1

min~ em um espectrofotometro de infravermelho modelo FTIR Cary 630 da Agilent

(Danbury, CT, EUA) no Laboratorio de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU.

3.3.2 Anadlise termogravimétrica

Por¢des de aproximadamente 5 mg do sorvente Si(PGPMS) foram submetidas a
analise termogravimétrica para avaliacao da estabilidade e do perfil de degradagado térmica.
As amostras foram devidamente colocadas em porta-amostras e submetidas a um
aquecimento em atmosfera inerte da temperatura ambiente (~25 °C) até 600 °C, a uma taxa
de aquecimento de 10 °C/min. As medidas foram realizadas em um Analisador
termogravimétrico modelo TGA 55 da TA Instruments (New Castle, DE, EUA) no

Laboratdrio de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU.

3.3.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para a caracterizacao
morfoldgica do sorvente Si(PGPMS). As particulas foram fixadas, através da pulverizacao
do p6, em porta-amostras por uma fita dupla face de carbono. Em seguida, foram recobertas
com uma fina camada de ouro, na qual o metal foi bombardeado com 4tomos de argonio sob
alto vacuo por 120 s, para a formac¢do de uma camada de aproximadamente 10 nm de
espessura. Esses suportes foram introduzidos em um microscopio eletronico de varredura
JEOL JMS 6360-LV com microssonda de raios-X. As particulas de Si(PGPMS) foram
amplificadas entre 500 e 10000 vezes, a fim de observar as suas caracteristicas morfologicas.
Essas medidas foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da

UFU.
3.3.4 Analise de drea superficial e porosidade
Aproximadamente 200 mg de amostras de silica nua e do sorvente Si(PGPMS) foram

submetidos a determinacao de propriedades morfoldgicas como éarea superficial especifica,

volume total de poros e didmetro médio de poros em um Analisador de area superficial e
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porosidade ASAP modelo 2020 Plus da Micromeritics (Atlanta, GA, EUA). As amostras
foram inicialmente tratadas através do aquecimento sob vacuo no préprio equipamento,
iniciando a 90 °C por 60 min a pressao de 20 mm de Hg e, posteriormente, a 150 °C por 4 h
(10 um de Hg). Em seguida, as amostras foram deixadas sob vacuo até alcangarem a
temperatura ambiente e submetidas a analise no equipamento. Estas medidas foram obtidas
pela adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio a -195,5 °C. A drea superficial especifica foi
calculada de acordo com o método BET (GREGG; SING, 1982) a pressoes relativas (p/po)
entre 0,05 e 0,30, na qual p e po sdo, respectivamente, pressoes de equilibrio e pressao de
saturagdo do nitrogénio a -195,5 °C. O volume total de poros foi determinado pelo método
do ponto unico através da conversdo do volume de nitrogénio dessorvido em p/po = 0,950
para o volume do adsorbato liquido. O didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos
valores de volume total de poros e da area superficial BET (4 Vp/Sger). As medidas foram

realizadas no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU.

3.4 Extracido em ponteira descartivel de carbendazim em suco de laranja com

Si(PGPMS)

Para o desenvolvimento do método DPX de extracdo de carbendazim de suco de
laranja empregando o sorvente Si(PGPMS) foi realizado um planejamento experimental
divido em quatro etapas principais:

I — Selecao das variaveis que afetam mais significativamente o método DPX através de um
planejamento fatorial fracionario 27-3;

II — Otimizagio do método DPX através de um planejamento composto central 2° e
metodologia de superficie de resposta;

III — Validagdo do método DPX empregando o protocolo da Comunidade Europeia
estabelecido no documento SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017);

IV — Determinacao de carbendazim em amostras de suco de laranja empregando o método

DPX otimizado e validado com o sorvente Si(PGPMS).
3.4.1 Preparacdo de solucoes de carbendazim
A partir da pesagem de 10,0 mg do padrao so6lido de carbendazim, foi preparada uma

solugio estoque a 1.000,0 pg mL™' em metanol acidificado com 10 pL de 4cido nitrico

concentrado. A acidificagdo foi necessaria para a solubiliza¢ao completa do carbendazim no
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solvente. A solugdo estoque foi armazenada no freezer a -4 °C e retirada sempre que
necessaria a preparagao de solucdes de trabalho de carbendazim.

As solucdes de trabalho de carbendazim foram preparadas pela diluigao da solugdo
estoque. As solugdes de trabalho foram preparadas nas concentragdes de 5,0 pg mL™! em
metanol e diluidas para concentragdes menores de acordo com o requisitado no processo de

otimizag¢do e validagdo do método.

3.4.2 Amostras de laranja

As amostras de laranja foram compradas no mercado local de Ituiutaba/MG e
processadas para a extracdo do suco em quantidades suficientes para uma semana de
trabalho. As amostras estavam isentas do carbendazim, de acordo com banco de dados obtido
pelo método. As laranjas e o suco de laranja foram armazenados em geladeira, mantendo-se

na faixa de temperatura de 4 °C até 15 °C.

3.4.3 Selecdo de variaveis na extracdo DPX de carbendazim de suco de laranja

Para a selegdo de varidveis que afetam significativamente o método DPX para
extragdo do carbendazim de sucos de laranja empregando o sorvente Si(PGPMS) foi
delineado um planejamento fatorial fracionario. Foram avaliadas 7 (sete) varidveis em 2

(dois) niveis cada, conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis e seus niveis avaliados no processo de extracdo DPX de carbendazim de suco

de laranja, empregando Si(PGPMS).

Variaveis Niveis
(-) (+)
A Solvente de eluigao Metanol acidificado Acetato de etila
B Volume de solvente (mL) 0,5 1,0
C Massa de Si(PGPMS) (mg) 50 100
D Numero de ciclos de elui¢do 1 3
E  Volume de amostra (mL) 1 2
F  pH da amostra (0,005 mol L) 4,80 7,20
G Adigdo de eletrdlito (KCI) (mg) 0 50
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As variaveis e seus niveis foram escolhidos com base em condig¢des experimentais
de extracdo indicados na literatura (OENNING; MERIB; CARASEK, 2018) (GUAN et al.,
2010 b) (LEHOTAY et al.,2013) (FERNANDES et al. 2014). Os ajustes de pH das amostras
foram definidos nos niveis estudados devido a condicao de neutralidade quimica da molécula
de carbendazim, possibilitando interagdes apenas hidrofilicas e hidrofobicas com o sorvente
de extragdo. A escolha dos solventes foi realizada a partir de um teste preliminar, em que
foram avaliados o metanol, o metanol acidificado, o acetato de etila, a acetona, a acetonitrila
e o alcool etilico na elui¢ao do residuo de carbendazim retido no sorvente. Neste teste, as
maiores recuperagdes foram obtidas com o metanol e o acetato de etila acidificados. Desta
forma, foram definidas as variaveis e os seus niveis, combinando-os um a um, de acordo
com a matriz experimental apresentada na Tabela 3, através de um planejamento fatorial

fracionario 27 com trés relagdes geradoras, em 16 (dezesseis) experimentos.

Tabela 3. Matriz de experimentos do planejamento fatorial fraciondrio 27, com relacées
geradoras I = +ABCE, I = +BCDF e [ = +ABCDG para o processo de extragdo DPX de
carbendazim de suco de laranja, empregando Si(PGPMS).

Exp. A B C D E F G
1 - - - - - - +
2 + - - - + - -
3 - + - - + + -
4 + + - - - + +
5 - - + - + + -
6 + - + - - + +
7 - + + - - - +
8 + + + - + - -
9 - - - + - + -
10 + - - + + + +
11 - + - + + - +
12 + + - + - - -
13 - - + + + - +
14 + - + + - - -
15 - + + + - + -
16 + + + + + + +

Inicialmente, foram preparadas duas solucdes estoque de suco de laranja,
tamponando-as em pH 4,80, através da adi¢ao de 0,048 g de acetato de sodio, e em pH 7,20

através da adicdo de 0,068 g de fosfato de potissio monobasico. Os sucos de laranja
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tamponado nos dois diferentes pH foram fortificados com a solug¢do de carbendazim a fim
de obter uma concentracio final de 5,0 pg mL!. Destas amostras fortificadas foram retirados
1,0 mL ou 2,0 mL das e submetidos ao processo de extragao DPX.

No processo DPX, foram eluidos 1,0 mL de 4gua e 1,0 mL de metanol pela ponteira
descartavel contendo 50 ou 100 mg de Si(PGPMS) para ativagdo dos sitios do sorvente. Em
seguida, as amostras foram eluidas pela ponteira empregando um manifold a vacuo (ResPrep

12-Port SPE manifold, Restek, Bellefonte, PA, EUA) para a realizagdo simultdnea de um

conjunto de extragdes. (OBS: E importante mencionar que esta operacdo foi também

realizada com a micropipeta para aspiracdo da amostra e eluicdo dos solventes com a

mesma eficdcia que o manifold a vacuo. No entanto, optou-se pelo manifold apenas para a

realizacdo de um maior numero de extracoes simultaneamente). Apds a eluicao das
amostras, o manifold permaneceu sob vacuo por mais dez minutos a fim de remover todo
liquido proveniente da amostra. Os residuos de carbendazim retidos no sorvente da ponteira
descartavel foram eluidos com volumes de 0,5 ou 1,0 mL de metanol ou acetato de etila
acidificados com 10 microlitros de 4cido nitrico, obtendo-se assim os extratos que foram
posteriormente analisados no cromatografo a liquido. No processo DPX para extracdo do
carbendazim do suco de laranja foram avaliados ainda o efeito da adig¢do de eletrolito (50
mg de cloreto de potassio) e o numero de ciclos de extracdo para maior recuperagdo dos

residuos de carbendazim.

3.4.4 Otimizagdo do método DPX de carbendazim de suco de laranja

Apos a selegdo das varidveis que mais afetaram o processo DPX de extragdo de
carbendazim de suco de laranja empregando o sorvente Si(PGPMS), obtida pelo
planejamento fatorial fraciondrio, o método foi otimizado a partir do delineamento de um
planejamento composto central (planejamento fatorial 2° + ponto central + planejamento
axial). Para a execucdo deste planejamento, as variaveis e os seus niveis (Tabela 4) foram
combinados um a um, obtendo um total de 17 experimentos, com triplicata no ponto central,

conforme pode ser observado na matriz de experimentos da Tabela 5.
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Tabela 4. Variaveis e seus niveis avaliados no planejamento composto central para a otimizagdo

do método DPX de extragdo de carbendazim de suco de laranja empregando o sorvente

Si(PGPMS).
Sl . Niveis
Variaveis
-1,73 -1,0 0 +1,0 +1,73
B Volume de solvente (mL) 0,6 1,0 1,5 2,0 2,4
Massa de Si(PGPMS) 60 100 150 200 240
(mg)
E  Volume de amostra (mL) 0,6 1,0 1,5 2,0 2,4

Tabela 5. Matriz experimental do planejamento composto central para a otimizag¢do do método

DPX de extragdo de carbendazim de suco de laranja empregando o sorvente Si(PGPMS).

Experimentos B C E
17 - - -
18 + - -
19 - + -
20 + + -
21 - - +
22 + - +
23 - + +
24 + + +
25 0 0 0
26 0 0 0
27 0 0 0
28 -1,73 0 0
29 +1,73 0 0
30 0 -1,73 0
31 0 +1,73 0
32 0 0 -1,73
33 0 0 +1,73

A extragdo DPX do carbendazim de suco de laranja foi realizada a partir do
condicionamento do sorvente na ponteira descartdvel com 1 mL de dgua ultrapura e 1 mL
de metanol. Em seguida, volumes (0,6 a 2,4 mL) de suco de laranja (sem ajuste de pH com
adicdo de 50 mg de KCl) fortificados com 5 pg mL™' de carbendazim foram eluidos pelas
ponteiras contendo diferentes massas (60 a 240 mg) de Si(PGPMS), mantendo as ponteiras

sob vacuo por mais 10 min (apds a passagem da amostra) para remocgao total de liquido do
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sorvente. Volumes apropriados (0,6 a 2,4 mL) de metanol acidificado foram eluidos pelas
ponteiras, recolhendo o extrato em frascos de vidro de 2,5 mL.

Em cada experimento foram obtidos os extratos da amostra, que foram analisados no
cromatografo a liquido com detecgao por arranjo de diodos (CLAE-DAD), retirando as areas
de pico para o carbendazim apds a integragdo dos picos no cromatogramas. A recuperagao
do carbendazim foi determinada a partir da equagao de reta da curva analitica, levando em
consideragdo os volumes de amostra ¢ do eluente empregado no método DPX, de acordo

com a Equacao 1.

R = fextVext y 100 Equagdo 1
CoVo

Co = concentracao de carbendazim inicial; Vo = volume de amostra; C.x = concentragdo extraida de

carbendazim; Ve = volume do extrato final.
3.4.5 Validacao do método DPX de carbendazim de suco de laranja

O método DPX de extragdo de residuos do carbendazim de suco de laranja
empregando o sorvente Si(PGPMS) foi validado de acordo com o protocolo de validagdo de
métodos de determinacdo de residuos de agrotdoxicos em alimentos proposto pela
Comunidade Europeia — documento SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017). O protocolo
europeu ¢ o mais empregado e reconhecido dentre aqueles que fazem referéncia a
metodologias analiticas para determinacdo de residuos de agrotdxicos, por apresentar
critérios rigorosos € bem estabelecidos para aceitacdo dos pardmetros analiticos de uma
metodologia. Os parametros validados na metodologia analitica proposta neste trabalho
foram: linearidade, faixa dindmica linear, seletividade/especificidade, limite de

quantificagdo, exatidao e precisao (repetibilidade, reprodutibilidade dentro do laboratorio).
3.4.5.1 Linearidade

A linearidade do método DPX foi estudada a partir da inje¢do de solugdes padroes
de carbendazim preparados em agua ultrapura e na matriz da amostra, em diferentes
concentracoes, no sistema CLAE-DAD. O menor nivel de concentracdo do estudo de
linearidade foi definido pelo limite de quantificagcdo do carbendazim. A partir das areas de

picos do carbendazim nos diferentes niveis de concentragdo foram construidas curvas
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analiticas e, a partir da regressdo linear, o coeficiente de correlacdo (r) foi determinado. A

linearidade foi considerada aceitavel quando o r obtido foi maior que 0,99 (ANVISA, 2017).
3.4.5.2 Limite de quantifica¢ao

O limite de quantificagcdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) é o menor nivel
de concentragdo dos residuos de carbendazim encontrados no suco de laranja que atende aos
critérios de desempenho do método quanto a exatidao e precisdo. Isto ¢, o LOQ ¢ a menor
concentragdo determinada pelo método DPX com exatiddo na faixa de 70-120% e com
desvio padrao relativo (RSD, do inglé€s Relative Standard Deviation) inferior a 20 %. Para a
determinagdo do LOQ do método (LOQmet), inicialmente foi determinado o LOQ do
instrumento (LOQinst). Solugdes padrdo de carbendazim foram injetadas em triplicata e em
ordem decrescente de concentragao até a obtengdo do menor sinal para cada composto capaz
de ser quantificado com exatiddo e precisdo pelo método DPX, dentro dos critérios definidos

anteriormente. O LOQmet para o carbendazim foi determinado a partir do uso da Equagao 2.

LOQyeq =~ Equagio 2

LOQume = limite de quantificagdo do método; LOQiss = limite de quantificacdo do instrumento, €;

FC = fator de concentracdo do método.

3.4.5.3 Seletividade do método

A seletividade do método foi avaliada a partir da anélise do branco de trés diferentes
amostras de suco de laranja sem e com a fortificagdo do carbendazim, com as solugdes-
padrio em concentragdes correspondentes a 1,0 pg mL™! - limite maximo residual para o
carbendazim em laranja (FAO, 2018) - e comparada com a andlise da solugdo padrdo
preparada em reagente na mesma concentracdo. Além da andlise visual, as areas dos picos
de cada composto obtidas na amostra em branco fortificada e na solucao-padrao reagente na
mesma concentracdo foram comparadas, sendo o método aceito como seletivo caso a

diferenca entre a area do pico fosse menor que 30 % (SANTE, 2017).
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3.4.5.4 Exatidao

A exatidao do método foi determinada a partir da recuperacdo dos residuos de
agrotoxicos, fortificados com 3 (tré€s) diferentes concentracoes (2x, 3,5x € 5Xx LOQmet), de
amostras de suco de laranja submetidas ao processo de extracdo em fase sdlida, empregando
os cartuchos Si(PGPMS). Todo o procedimento foi realizado em 5 (cinco) replicatas para
cada nivel de concentragao avaliado. O método foi considerado exato quando a recuperacao

obtida ficou na faixa de 70 a 120 % da fortificacao inicial.

3.4.5.5 Precisdo

Para o estudo de precisao do método DPX proposto neste trabalho, dois parametros
de desempenho foram avaliados: (i) a repetibilidade e (ii) a reprodutibilidade dentro do

laboratoério, conforme orientagdes do documento SANTE/11813/2017.

3.4.5.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade do método DPX foi avaliada a partir da andlise de extratos de suco
de laranja fortificados em 3 (trés) niveis de concentragdo do carbendazim (2x, 3,5x e 5x
LOQmet), empregando o procedimento otimizado, sob controle rigoroso das condigdes
experimentais para que nao houvesse quaisquer alteragdes de uma extragao para outra (p.ex.,
mesmo analista, mesmo dia, etc.). Todo o procedimento foi realizado em 5 (cinco) replicatas.
O método ¢ considerado preciso quando o RSD das medidas ficar abaixo de 20 %

(SANTE/11813/2017).

3.4.5.5.2 Reprodutibilidade dentro do laboratorio

A precisdao do método foi avaliada também com relacdo a reprodutibilidade dentro
do laboratdrio, também conhecida como precisdo intermedidria (ANVISA, 2017), na qual
uma das condi¢des experimentais foi modificada de um conjunto de medidas para outro. A
condicdo experimental alterada foi o dia da realizagdo da extragdo dos residuos de
agrotoxicos das amostras de agua. Para tal, o procedimento de extragdo DPX do carbendazim

de suco de laranja otimizado foi repetido em trés dias distintos. O método ¢ considerado
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reprodutivel dentro do laboratério quando o RSD entre os dias para os extratos for inferior a

20 % (SANTE/11813/2017).

3.4.6 Aplicacdo do método DPX na extracdo de carbendazim de amostras de suco de

laranja

O método DPX com o sorvente Si(PGPMS), apds otimizado e validado, foi aplicado
na determinagao de carbendazim em 5 amostras de suco de laranja obtidas no comércio local
de Ituiutaba/MG, fortificando-as com 1,0 pg mL™! de solugio padrdo de carbendazim. Todas
as amostras foram analisadas em triplicatas pelo método proposto e por um método
QuEChERS (RIZZETTI et al., 2016). Resumidamente, 5,0 mL de amostra de suco de laranja
foram transferidos para um tubo de centrifuga de 50 mL. 5,0 mL de acetonitrila acidificada
com 50 microlitros de acido acético foram entdo adicionados ao tubo, sendo estes agitados
por 1 min. Em seguida, 2,0 g de MgSO4 e 0,85 g de acetato de sodio foram adicionados e os
tubos agitados por 1 min, sendo posteriormente centrifugados a 2500 r.p.m. por 8§ min. Para
a etapa de limpeza, 2,0 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf contendo
20 mg de PSA and 75 mg de MgSOj4 anidro. A mistura foi agitada por 1 minuto. Em seguida,

1,0 mL do sobrenadante foi colocado em um frasco apropriado e analisado por CLAE-DAD.

3.5 Condicoes cromatograficas de analise

A quantificacdo dos residuos de carbendazim nos extratos dos sucos de laranja foi
realizada em um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia no modo de fase reversa,
empregando deteccao por arranjo de diodos (DAD) (Fernandes, Oliveira, Chaves, 2018). As
condicdes de andlises empregadas para a determinagdo dos residuos de carbendazim foram:

» Comprimento de onda de detec¢ao no ultravioleta: 285 nm;

» Elui¢do no modo isocratico: ACN:solugdo aquosa de anidrido trifluoracético
(TFAA) a 0,1% (15:85, v/v);

» Coluna comercial X-Bridge de 125 mm por 4,6 mm de didmetro interno recheada
com particulas de 5 pm de Cig quimicamente ligado a silica com ponte metilénica
(Waters).

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo a liquido com

sistema quaternario de distribuicdo de solventes modelo Alliance €2695 da Waters com
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detecgdo por arranjo de diodos PDA 2695 e sistema de injecdo automatico. O registro, a

integracio e aquisi¢do de dados foram realizados pelo software Empower3®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao fisico-quimica do Si(PGPMS)

O sorvente Si(PGPMS) foi preparado com o intuito de obter um material com
polaridade moderada para a retengcdo de compostos moderadamente polares, assim como o
carbendazim, que possui um coeficiente de particao (logP) de 1,46. Quanto maior o valor do
logP maior a hidrofobicidade do composto, comparativamente o carbendazim possui logP
préoximo aos de éter di-isopropilico (1,51), 1-pentanol (1,51), fenol (1,50), benzaldeido
(1,48), acido feniletanoico (1,41), etc. (SANGSTER, 1989). A polaridade do material sera
fornecida pelo grupamento glicidéxi presente na estrutura do polimero PGPMS,
possibilitando uma maior interacdo com grupamentos polares presentes nos analitos. Apos
a preparagao do sorvente, por¢des do material foram submetidas a diferentes técnicas para

caracterizagdo de suas principais propriedades.
4.1.1 Microscopia eletronica de varredura

O sorvente Si(PGPMS) foi avaliado quanto a sua morfologia a partir da obtengao das
micrografias por microscopia eletronica de varredura. A Figura 5 apresenta as micrografias

eletronicas das particulas do sorvente Si(PGPMS) e da silica sem modificagdo.

Figura 5. Micrografias eletronicas de varredura da (a) silica pura e do (b) sorvente Si(PGPMS).
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De uma forma geral, observa-se que as particulas de silica apresentam formato
irregular e que nao sofreram mudancas significativas com a incorporacdo da camada
polimérica do PGPMS. Além disso, a camada polimérica ndo promove a aglomeragao das
particulas, o que poderia levar a uma distribui¢cao nao uniforme do fluxo de solventes pelas
particulas do sorvente, quando dispostas dentro da ponteira descartavel de micropipeta, na
aplicagdo do método DPX. Além disso, a maior disponibilidade dos sitios ativos no material
ndo aglomerado, possibilita as moléculas do carbendazim acesso a estes sitios ativos do
sorvente, promovendo maior remog¢ao dos residuos do agrotoxico das amostras de suco de

laranja.

4.1.2 Andlise de area superficial e porosidade

As particulas de Si(PGPMS) foram submetidas a medidas de adsor¢ao de nitrogénio
para determinagdo de suas area superficial e propriedades de poros. A area superficial (SgeT)
foi determinada pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller) e as propriedades de poros a
partir do método de ponto tnico na dessor¢ao total do volume de nitrogénio dos poros das
particulas. As medidas foram realizadas nas particulas de silica antes e apds a etapa de

imobilizacdo do PGPMS e os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Area superficial especifica (Sger), volume (V,) e didmetro de poros (d,) das particulas de

silica pura e do sorvente Si(PGPMS).

Material Spet (m? g1) Vp (em3 g1) dp (nm)
SiO2 440 0,77 7,0
Si(PGPMYS) 250 0,38 6,1

De acordo com a Tabela 6, observa-se que a deposi¢ao e imobilizagdo do PGPMS
ocorre na superficie e poros da silica, levando a uma redugdo de 45 % da area superficial
especifica das particulas de silica no sorvente preparado no laboratorio. Além disso, o
diametro médio de poro € reduzido na ordem de 0,9 nm, em média, sugerindo que esta seja
a espessura da camada polimérica formada na superficie e poros da silica. A deposi¢do do
polimero PGPMS nos poros da silica leva a uma redugdo do volume total dos poros de 50
%, nao os preenchendo totalmente, que ¢ uma caracteristica vantajosa para o sorvente no
processo de extragdo posteriormente, uma vez que promove processos rapidos de

transferéncia de massa.
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A isoterma de adsor¢do de N obtida para o sorvente Si(PGPMS) durante a obtengao

das suas propriedades morfoldgicas esta apresentada na Figura 6.

Figura 6. Isoterma de adsorgdo e dessor¢ao de N, no sorvente Si(PGPMS).
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A isoterma de adsor¢do de N> nas particulas Si(PGPMS), Figura 6, indica um perfil
de isoterma do tipo IV, caracteristica de materiais mesoporosos (2-50 nm), confirmado pelo
diametro médio de poros na Tabela 6. Além disso, a isoterma de adsor¢do apresenta uma
histerese do tipo H1, indicando que o Si(PGPMS) apresenta poros cilindricos e abertos, ndo
bloqueados, caracteristica desejadvel para um sorvente que sera aplicado na remog¢do de
residuos de agrotoxicos de amostras liquidas, facilitando o acesso do analito aos sitios ativos

internos do sorvente.

4.1.3 Andlise termogravimétrica

O Si(PGPMS) foi também caracterizado quanto a sua estabilidade térmica e quanto
ao teor de PGPMS imobilizado nas particulas de silica através de analise de por¢des do
sorvente por um analisador termogravimétrico. Curvas termogravimétricas (TG) para o

polimero PGPMS e para o sorvente sdo registradas na Figura 7.
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Figura 7. Curvas TG para o polimero (a) PGPMS e para (b) o sorvente Si(PGPMS).
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Pela andlise das curvas TG da Figura 7, observa-se que o perfil termogravimétrico
do sorvente possui similaridade com o perfil do polimero PGPMS. O polimero apresenta
estabilidade térmica até cerca de 210 °C, quando entdo se observa o inicio da perda de massa
do PGPMS, tendo uma perda mais acentuada a partir de 326 a 600 °C, indicando a
mineralizagdo total do polimero nessa temperatura (Figura 7a). No sorvente ocorre um
aumento da estabilidade do PGPMS promovida pela interacdo com a superficie da silica,
tendo inicio de maior perda de massa em 382 °C (Figura 7b). Essa perda € precedida de uma
perda de massa branda e continua provavelmente associada a volatilizacdo de solvente de
preparacdo do sorvente que se encontrava ocluido no material. A perda de massa referente
ao PGPMS no sorvente equivale a 6,8 % da massa total, o que provavelmente esta associado
a quantidade de PGPMS imobilizada na silica. O residuo de material a 600 °C (92,6 %) na
curva TG do sorvente esta relacionado a silica, que ndo ¢ degradada até 600 °C. Portanto,
pela curva TG pode-se indicar cerca de 6,8 % de PGPMS imobilizado no sorvente

Si(PGPMS).

4.1.4 Espectroscopia de absor¢do na regiao do infravermelho

A presengca de grupos funcionais do polimero PGPMS que confirmam sua
imobilizac¢do na superficie da silica foi determinada por espectroscopia de absor¢ao na regido
do infravermelho (IV). Para fins de comparacdo, uma amostra da silica pura foi também
analisada. Os espectros IV obtidos para o sorvente e para a silica pura sao mostrados na

Figura 8.
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Figura 8. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (a) da silica nua e (b) do sorvente

Si(PGPMS).
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De acordo com os espectros IV da Figura 8 da silica e do Si(PGPMS), sdo registrados
e destacados os principais estiramentos e vibragdes dos grupos funcionais presentes nos

materiais. A Tabela 7 apresenta as atribuigdes para os sinais de absor¢ao mais importantes

registrados para o sorvente Si(PGPMS).

Tabela 7. Principais atribuigdes das bandas dos espectros vibracionais do Si(PGPMS) na regido do

infravermelho.
Nimero de R
onda (cm™!) Atribuicoes
Estiramento da ligagdo O-H de grupos SiOH e de moléculas de
3455 . . . 1
agua fisicamente adsorvidas na silica

3050 Estiramento da ligacdo C-H de anéis epdxi
2940 Estiramento da ligagdo C-H de grupos CH3
2850 Estiramento da ligagdo C-H de grupos CH>
1250 Estiramento simétrico C-O-C
1090 Estiramento assimétrico Si-O-Si
980 Estiramento vibracional Si-OH
805 Estiramento simétrico Si-O-Si

A imobiliza¢ao do PGPMS sobre a silica pode ser confirmada principalmente pelos
sinais registrados na regido compreendida entre 2850-3050 cm™ e pelo alargamento do pico
intenso registrado em torno de 1100 cm™. O sinal em 3050 cm™, em especifico, é atribuido
ao estiramento C-H de grupamentos epoxi, presente na estrutura monomérica do PGPMS,

confirmando que o material organico imobilizado na silica se trata do polimero. Além disso,
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o sinal registrado em 1090 cm™ no espectro do sorvente Si(PGPMS) se apresenta mais
alargado que o do espectro da silica pura. Este fato esta associado a sobreposi¢do do sinal
atribuido ao estiramento C-O-C, que é registrado em 1250 cm™!, ao sinal do estiramento
assimétrico Si-O-Si da silica, causando um alargamento do pico no espectro. A ligacao C-
O-C esta presente no anel epoxi e na ligagdo entre o anel epdxi e o grupamento propilico

ligado a cadeia siloxano do polimero, conforme mostrado na Figura 3.
4.2 Otimizacao do método DPX para extracao de carbendazim de suco de laranja
4.2.1 Planejamento fatorial fraciondrio 27

O desenvolvimento do método DPX para a extracdo do carbendazim de sucos de
laranja foi iniciado com a selecdo de varidveis que efetivamente afetavam a porcentagem de
recuperagdo do agrotoxico da matriz da amostra. Um planejamento fatorial fracionario foi
entdo escolhido para avaliar a influéncia de diferentes condi¢des experimentais (variaveis)
no processo de extracdo do carbendazim de suco de laranja, com o objetivo de avaliar uma
grande quantidade de varidveis, porém realizando um numero relativamente reduzido de
experimentos. A Figura 9 apresenta as recuperagdes percentuais obtidas para os

experimentos realizados nas condi¢des descritas na Tabela 3.

Figura 9. Recuperagoes de carbendazim do suco de laranja apos a extragdo DPX delineada de

acordo com o planejamento fatorial fracionario 27
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Conforme pode ser observado no grafico da Figura 9, alguns experimentos nao
resultaram em extracdes do carbendazim, indicando que algumas variaveis podem
influenciar negativamente no processo de remoc¢ao do carbendazim do sorvente, ou até
mesmo, impedir que o carbendazim seja retido no sorvente. Para avaliar a importancia de
cada uma das variaveis estudadas no planejamento fatorial fracionaria 27~ para a extragio
DPX de carbendazim de suco de laranja, foram calculados os seus efeitos principais. O efeito
de uma variavel ¢ obtido pela diferenca entre a média das recuperacdes de carbendazim no

nivel (+) e a média das recuperagdes no nivel (-) daquela variavel, conforme a Equacao 3.

Ef = R4y — R Equagdo 3

Aplicando a equacao de célculo de efeitos para as sete variaveis, obtém-se valores
que correspondem a significancia dos efeitos, ou seja, quanto maior o valor de efeito maior
a importancia da variavel no processo de extragdo DPX. A Figura 10 apresenta o grafico de
Pareto com os valores de efeitos para as varidveis principais estudadas no planejamento

fatorial fracionario 27-.

Figura 10. Efeito das variaveis no processo de extracado DPX de residuos carbendazim de suco de

laranja, empregando Si(PGPMS).
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De acordo com o planejamento fatorial fracionario as principais variaveis que afetam
a extracao de carbendazim de suco de laranja pelo método DPX com o sorvente Si(PGPMS)
sao o solvente e o volume de solvente, que possuem os maiores efeitos na recuperagao do
agrotoxico. Como o solvente ¢ uma variavel qualitativa, pode-se fixar no nivel de maior
resposta, que para a recuperacao do carbendazim foi o metanol acidificado (nivel menos). O
aumento do volume de solvente extrator resulta em melhores rendimentos de recuperagao,
valor positivo para o efeito na Figura 10. Além disso, outras variaveis que apresentaram
influéncia significativa na resposta, porém com menores valores de efeitos, foram a massa
de sorvente, o volume de amostra ¢ a adigdo de eletrolito. Para estas variaveis, uma maior
massa de sorvente (efeito positivo), um menor volume de amostra (efeito negativo) e a ndo
adicdo de eletrélito (efeito negativo) indicaram maiores influéncias na recuperacdo do
carbendazim. Apesar da adi¢ao de eletrolito ter indicado menor recuperagao do carbendazim,
¢ importante mencionar que mesmo as amostras que ndo foram adicionadas massas de
eletrélitos na avaliacdo desta variavel, elas ja continham eletrdlito pelo tamponamento da
amostra de suco de laranja com solugdo de acetato ou fosfato de sédio. A adi¢do do eletrdlito
pode levar a um aumento da reteng¢ao do carbendazim no sorvente, através da solvatagao dos
ions do eletrolito por moléculas de 4gua que sdo deslocadas da solvatagdo das moléculas do
carbendazim, deixando-as disponiveis para interagir com os sitios do sorvente. Assim, ao
realizar o estudo preliminar sem controlar o pH da amostra e adicionando 50 mg de KCl foi
observada uma maior recuperagdo do carbendazim quando comparada com extracdo sem
adicao do eletrolito. Como a adigao de eletrdlito era uma varidvel qualitativa, foi mantida a
adicao de 50 mg de KCI nas amostras de suco de laranja para os estudos posteriores de
otimiza¢do. Uma vez que o pH da amostra ndo indicou influéncia no processo de extragao
DPX e decidiu-se ndo fixar o pH do suco de laranja.

Neste estudo foi observado também que a variavel de menor influéncia no processo
de extragdo do carbendazim foi o numero de ciclos, ou seja, um nimero maior de ciclos nao
afeta a recuperacdo do agrotoxico, provavelmente porque o adsorvente apresentou
seletividade pelo carbendazim, retendo-o adequadamente na etapa de elui¢cdo da amostra e o
metanol acidificado foi capaz de dessorvé-lo totalmente na etapa de elui¢do do carbendazim
do sorvente. Essa condi¢do ¢ vantajosa, pois o processo de extracdo DPX otimizado requer
um numero menor de etapas comparado a outros métodos que sao empregados para extragcao
do carbendazim de suco de laranja, além do sorvente Si(PGPMS) apresentar retengdo

adequada para o carbendazim.



44

Desta forma, as varidveis que foram definidas para o estudo de otimizacdo do
processo de extragdo DPX em um planejamento composto central foram o volume de
solvente extrator, o volume de amostra e a massa de sorvente Si(PGPMS), fixando o metanol
acidificado com solvente extrator, adi¢ao de 50 mg de KCl, um ciclo de extracao e o pH

natural do suco de laranja.

4.2.2 Planejamento composto central

As trés variaveis selecionadas no estudo anterior foram submetidas ao processo de
otimizagdo, para obtencdo de seus niveis que proporcionassem maior recuperacdo de
carbendazim do suco de laranja, empregando um planejamento composto central
(planejamento fatorial 2* + triplicata no ponto central + planejamento axial). Ao total foram
realizados 17 (dezessete) experimentos, combinando todos os niveis das variaveis (matriz
de planejamento, Tabela 5, (pagina 33), e os resultados de recuperagio para o carbendazim

em cada experimento ¢ apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Recuperagao de residuos de carbendazim em suco de laranja, empregando um

planejamento composto central.

Exp. R (%) Exp. R (%) Exp. R (%)
17 81,9 23 73,3 29 109,5
18 96,5 24 78,9 30 96,7
19 106,7 25 107,4 31 125,9
20 100,5 26 106,7 32 90,8
21 63,3 27 101,8 33 79,0
22 78,5 28 41,7

De uma forma geral, como apresentado na Tabela 8, os resultados de recuperacdo do
carbendazim em suco de laranja ficaram na faixa de 70-120%, recomendada para residuos
de agrotdxicos em matrizes alimenticias. A excecdo se deu para o experimento 28 em que o
volume de solvente extrator empregado foi de apenas 0,6 mL, se mostrando insuficiente para
uma extracao eficiente do carbendazim. Os experimentos 21 e 31, apesar de fora da faixa,
ficaram proximos. Os experimentos 25, 26 e 27, que se trataram da triplicata no nivel
intermediario das trés variaveis, foram os unicos que empregaram condi¢des idénticas de
realizacdo e, portanto, o desvio padrao relativo (RSD, relative standard deviation) dessas

medidas indica o grau de variagdo da resposta do planejamento composto central. O RSD



45

obtido para essas medidas foi de 2,90 %, indicando uma baixa dispersao dos resultados de
recuperagdo quando o mesmo procedimento de extracdo DPX ¢ realizado em repeticdes.

A otimizagdao do volume de solvente extrator, massa de Si(PGPMS) e volume de
amostra foi realizada através da aplicacdo da metodologia de superficie de respostas aos
resultados de recuperacdo de residuos de carbendazim pelo método DPX obtidos nos
experimentos do planejamento composto central. Trés superficies de respostas, que
representam as combinagdes entre duas variaveis e as respostas, foram construidas para a
obteng¢do das condigdes experimentais que levam as maiores recuperagdes de carbendazim.

Estas superficies estdo apresentadas nas Figura 11 a Figura 13.

Figura 11. Superficie de respostas para a recuperacdo de carbendazim de suco de laranja
empregando extragdo na ponteira descartavel com o sorvente Si(PGPMS). Variaveis sob

otimizacdo: massa de adsorvente e volume de solvente extrator.
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A primeira superficie de resposta apresenta a relacdo entre o volume de metanol
acidificado e a massa de Si(PGPMS) empregados no processo de extragdo DPX do
carbendazim de suco de laranja, Figura 11 Os valores de maior recuperagao de residuos de

carbendazim foram obtidos quando a massa de adsorvente foi a maior possivel, devido a
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maior capacidade de adsor¢do do sorvente em virtude do maior nimero de sitios ativos
disponiveis para a retencdo do carbendazim. No entanto, os volumes de metanol acidificado
que apresentaram maiores recuperacoes de carbendazim foram os maiores que 1,5 mL,
volumes de metanol inferiores nao apresentaram eficiéncia para a extragao do carbendazim.
Como pode ser observado na superficie de resposta da Figura 11, a recuperagao dos residuos
de carbendazim apresenta maior dependéncia do volume de solvente que propriamente da
massa de adsorvente, quanto menor o volume de solvente extrator menor € a recuperagao do
carbendazim. Independente da massa de Si(PGPMS) empregada, a recuperagdo do
carbendazim do suco de laranja alcanga no maximo 80 %. Recuperacdes em torno de 100 %
foram obtidas quando o volume de solvente foi superior a 1,5 mL.

A superficie de resposta que relaciona a influéncia dos volumes de amostra e de
solvente extrator na recuperagdo dos residuos de carbendazim do suco de laranja estd
apresentada na Figura 12. Nesta superficie de resposta observa-se que o maximo de
recuperagdo do carbendazim (regido de coloragdo vermelha mais escura) ocorre quando o
volume de metanol acidificado corresponde a 1,25 mL (nivel -0,5) ¢ o volume de amostra
de suco de laranja eluido pela ponteira descartavel preenchida com o sorvente foi de 1,75
mL (nivel +0,5). A recuperagdo alcanga os 100 % nessa condicao e registra pequena variagao
quando os volumes empregados de solvente extrator ficam na faixa de 1,00 a 1,75 mL (niveis
-1,0 a +0,5) e volumes de amostras de suco de laranja na faixa de 1,50 a 2,00 mL (niveis 0,0

a+1,0).
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Figura 12. Superficie de respostas para a recuperacdo de carbendazim de suco de laranja
empregando extracdo na ponteira descartdvel com o sorvente Si(PGPMS). Variaveis sob

otimiza¢do: volume de amostra e volume de solvente extrator.
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A relagdo entre a massa de adsorvente Si(PGPMS) e o volume de suco de laranja
empregados no método DPX esta representada na superficie de resposta da Figura 13. Pelos
resultados da superficie de resposta, observa-se que quanto maior a massa de adsorvente e
menor o volume de amostra, maior a taxa de recupera¢do do carbendazim. Esse resultado
era esperado uma vez que quanto maior a disponibilidade de sitios ativos € menor a
quantidade de soluto, mais eficiente € a retencdo desses solutos nos sitios ativos do sorvente.
Desta forma, quanto menor o volume de suco de laranja fortificado, menor a quantidade de
residuos de carbendazim e que, por sua vez, sdo mais eficientemente retidos em uma maior

massa de Si(PGPMS), por possuir maior nimero de sitios ativos disponiveis.
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Figura 13. Superficie de respostas para a recuperacdo de carbendazim de suco de laranja

empregando extracdo na ponteira descartdvel com o sorvente Si(PGPMS). Variaveis sob

otimiza¢do: volume de amostra e massa de adsorvente.
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Com base nas informagdes obtidas pelas superficies de respostas das Figuras 11 a 13,
definiu-se como as melhores condig¢des para extrair os residuos de carbendazim das amostras
de suco de laranja uma massa de 200 mg de sorvente Si(PGPMS), 1,50 mL de suco de laranja
e 1,50 mL de solvente de elui¢do metanol acidificado com 1% de HNOs. Essas condigoes
foram empregadas para a extragao dos residuos de carbendazim de suco de laranja no estudo
de validagao do método.

Além da simplicidade do preparo do sorvente, visto que € necessario apenas o uso do
agitador magnético e de um forno sem controle rigoroso das condi¢des experimentais, e da
facilidade de aplicagdo do Si(PGPMS) no interior da ponteira descartdvel, requerendo
apenas um pedaco pequeno algodao comercial (~1 mg) como retentor das particulas, o
método DPX desenvolvido para a extracao do carbendazim de sucos de laranja se apresentou
com alta frequéncia analitica, mais de 20 extragdes/hora, com boas taxas de recuperagdo e

baixa dispersdo dos resultados. As condigdes experimentais otimizadas do método foram:



49

massa de sorvente de 0,200 g de Si(PGPMS), volume de amostra de 1,5 mL e o volume
de solvente 1,5 mL. O volume de amostra empregado no método DPX proposto pode ser
considerado pequeno quando se compara a outros trabalhos que empregaram diferentes
métodos de extracao de carbendazim de suco de laranja. Essa condicdo se torna uma
vantagem frente a amostras de laranja com pouco néctar disponivel ou para amostras que ja
foram parcialmente consumidas e foram coletadas como prova de contaminacdo. Barahona
et al. (2010) empregaram a microextragdo em fase liquida (LPME, liquid phase
microextraction) com fibra oca para extrair trés fungicidas, dentre eles o carbendazim, de
suco de laranja. Apesar do método ndo fazer uso de volumes significativos de solventes de
eluigdo, necessita de aparato de disponibilidade limitada (microsseringa especifica contendo
uma fibra oca porosa no interior da agulha), bem como empregou volumes de amostra duas
vezes maiores que o do presente trabalho. Como se trata de um método de extracdo na
condi¢do de equilibrio, a recuperacdo do carbendazim das amostras de suco de laranja
alcangada pelos autores ficou na faixa de 17 a 22 %.

Young ef al. (2001) empregaram a extragdo em fase sélida com cartuchos recheados
com mistura de sorventes mistos (com particulas de um material de fase reversa ¢ de um
trocador forte de cations) para fornecer a seletividade adequada para remocao de residuos de
carbendazim e tiabendazol de sucos de laranja, uva e maga. As recuperagdes alcancadas para
o carbendazim ficaram na faixa de 84 a 91% e os autores empregaram 10 mL de amostras
de suco de laranja com eluicdo de metanol alcalinizado com hidréxido de aménio. Um
volume de amostra cerca de 6 vezes maior que o empregado no método DPX proposto, bem
como uma massa de adsorvente de 6 g nos cartuchos, 30 vezes maior que a massa de
Si(PGPMS) na ponteira da micropipeta.

Radisic et al. (2009) empregaram a extragao por dispersdo da matriz em fase solida
(MSPD) para extracdo de residuos de agrotoxicos de sucos de frutas, dentre eles o
carbendazim em suco de laranja. No método de extragdo proposto pelos autores, foram
necessarios 10 mL de amostra e pelo menos 1 g de material adsorvente, terra diatomacea,
além do maior envolvimento do analista na preparagdo da amostra as quantidades
empregadas pelos autores foram superiores ao otimizado no método DPX.

Rizzetti et al. (2016) empregaram o método QuUEChERS para extrair diversos
residuos de agrotdxicos de suco de laranja, entre esses o carbendazim. Apesar de
consolidado, o método QUEChERS envolve um numero maior de etapas quando comparado
com o método DPX. Além disso, os autores empregaram 10 mL de amostras de suco e 10

mL de solvente extrator, obtendo recuperagdo do carbendazim na faixa de 77 a 99 %.
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Frente aos trabalhos citados, pode-se destacar como vantagem do método DPX o uso
de apenas o sorvente Si(PGPMS) e o solvente de elui¢do, ndo requerendo etapa adicional de
limpeza, necessaria em praticamente todos os métodos disponiveis na literatura para

extracao de carbendazim de suco de laranja.

4.3 Valida¢ao do método DPX

4.3.1 Seletividade/especificidade

A seletividade do método foi determinada de acordo com a recomendacdo do
documento SANTE/11813/2017 (SANTE, 2017). Amostras de suco de laranja fortificadas
com carbendazim em 1,0 pg mL™! (limite maximo residual, LMR, estabelecido pela FAO),
bem como amostras de suco de laranja nao fortificadas foram submetidas ao processo de
extragdo DPX e os extratos obtidos foram analisados por CLAE-DAD. Os cromatogramas
dos extratos do branco e de uma das amostras fortificadas com carbendazim foram obtidos

e estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14. Cromatogramas sobrepostos para analise de uma amostra em branco (submetida ao
processo de extracao); uma amostra do branco fortificada com soluc¢ao padrao de carbendazim no
LMR, e; de uma solugdo padrao de carbendazim em metanol na concentragdo do LMR. Condig¢des

de analise vide segdo 3.5.

* | b
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Branco + LMR
Padrio carbendazim

< carbendazim

Tempo (min)
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De acordo com o Documento SANTE/11813/2017, o método pode ser considerado
seletivo/especifico desde que o pico do analito ndo seja comprometido com a presenca de
interferentes da amostra no mesmo tempo de retengao e que sua area nao sofra uma variacao
significativa. Na Figura 14 os cromatogramas dos extratos do branco e da amostra fortificada
foram comparados com o cromatograma de uma solugdo padrao de carbendazim na mesma
concentragdo de fortificagdo. Observa-se visualmente que nao ha a coeluigdo de picos no
tempo de retengdo do carbendazim, em 4,010 min. Os picos registrados, principalmente nos
cromatogramas das amostras, anteriores a esse tempo estao relacionados a componentes da
matriz do suco de laranja que sao coextraidos pelo método juntamente ao carbendazim. Apds
realizar a integragdo do pico do carbendazim no branco fortificado e o pico da solugdo padrao
de carbendazim na mesma concentragdo, as areas registradas se diferenciaram em apenas
0,6%, havendo uma perda da area do pico do carbendazim na amostra. Este resultado indica
que o método DPX além de eficiente na extragcdo do carbendazim do suco de laranja no
limite méaximo residual indicado no Codex Alimentarius (FAO, 2018), a analise por CLAE-
DAD apresenta boa seletividade para o carbendazim, mesmo a amostra sendo considerada
complexa, com constituintes que geram sinais no detector DAD. Dentre os componentes
possiveis presentes na matriz do suco de laranja podem ser destacados: minerais, vitaminas,
lipidios, aminoécidos, etc.

A resposta do carbendazim preparado em solvente e fortificado na matriz do suco de
laranja, apresentada nos cromatogramas sobrepostos da Figura 14, é recomendada pelo
documento SANTE/11813/2017 para avalia¢ao do efeito de matriz. Como foi observado nao
ha efeito matriz significativo na resposta do carbendazim. Para compensar a pequena
interferéncia que pode ocorrer de uma amostra para outra, com a mudanga da concentragao
dos componentes do suco de laranja, as curvas analiticas foram construidas na propria

matriz.

4.3.2 Limite de detecgdo e limite de quantificacio

O limite de detec¢ao (LOD) do método DPX-CLAE-DAD para a determinagdo de
carbendazim em suco de laranja foi determinado a partir da injecdo de solucdes padrao do
agrotoxico com concentragdes decrescentes até a obtencao do sinal, visualmente, trés vezes
maior que o nivel de ruido da linha de base no tempo de reten¢do registrado para o
carbendazim em 4,010 min. O limite de quantificagdo (LOQ) foi determinado pela injecao

de uma solu¢ao padrao de carbendazim com a menor concentragao capaz de ser quantificada,



52

registrando exatiddo na faixa de 70-120% da concentragdo e uma precisdo com RSD <20 %.

A Tabela 9 aponta os valores obtidos para o LOD e LOQ do método DPX-CLAE-DAD.

Tabela 9. Limites de detecg@o e de quantificagdo do método de extracdo DPX de residuos de

carbendazim de suco de laranja com quantificagdo por CLAE-DAD.

. Limite de deteccao Limite de Quantificacao RSD
Agrotoxico 4 4 o

(ngL) (ngL7) (%)

Carbendazim 30,0 100,0 12,4

O LOQ obtido para o método DPX-CLAE-DAD, 0,1 ppm, ¢ dez vezes menor que o
LMR registrado para o carbendazim em laranja na lista do Codex Alimentarius (FAO, 2018)
que ¢ de 1 ppm, conforme indicado na Tabela 9. Essa condi¢ao ¢ o suficiente para realizar
as determinagdes em suco de laranja e avaliar se 0 mesmo encontra em conformidade ou
contaminado de acordo com as recomendagdes internacionais definidas pela FAO. O LOD
obtido para o método foi de 30 pg L', relativamente alto se comparado com outros métodos
desenvolvidos para a mesma finalidade, porém empregando sistemas de deteccdo mais
sensiveis como a espectrometria de massas (LC-MS) ou espectrometria de massas em série
(UHPLC-MS/MS). Rizzetti et al. (2016) desenvolveram um método de determinagdo de
residuos de carbendazim de suco de laranja com um LOD de 3,0 pg L' em um sistema
UHPLC-MS/MS. Boeris, Arancibia e Olivieri (2014) empregaram a cromatografia liquida
com detec¢do por arranjo de diodos (CLAE-DAD) para determinacdo de residuos de
carbendazim em suco de laranja, alcangando LOD de 2,3 pg L™, com auxilio de ferramentas
que discriminam o sinal do analito de interferentes como a resolucao de curva multivariada.

Apesar do LOD registrado para o método ser pelo menos dez vezes que estas
referéncias, outros métodos reportados na literatura indicam valores de LOD para o
carbendazim extraido de suco de laranja, ainda maior que o apresentado neste trabalho.
Bedendo et al. (2012) alcancaram um limite de detec¢io de 110 pg L' e limite de
quantificagdo de 330 ug L! para o carbendazim em suco de laranja, mesmo empregando um
sistema mais sensivel como LC-MS/MS.

No entanto, ¢ importante dizer que o LOD e o LOQ do método DPX-CLAE-DAD
podem ser reduzidos caso o solvente do extrato final seja evaporado e o extrato re-
suspendido em um volume menor de solvente antes da medida instrumental, uma vez que
no método proposto ndo ha concentragdo do analito no extrato. Sdo empregados os mesmos

volumes de amostra e de solvente de eluicao no método DPX, 1,50 mL.
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4.3.3 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade, a faixa de trabalho e a sensibilidade do método DPX foram
determinadas a partir de parametros das curvas analiticas construidas para solu¢des padrao
do carbendazim fortificados na matriz da amostra submetida ao processo de extragdo DPX.
Curvas analiticas para o carbendazim foram construidas periodicamente para calibrar de
forma adequada a resposta instrumental. Duas curvas analiticas, uma preparada em solvente
(método padrio externo) e outra na propria matriz (método calibragdio na matriz),
representativas do estudo sdo apresentadas na Figura 15a e os parametros analiticos obtidos
a partir da curva preparada na matriz estdo apresentados na Tabela 10. Os cromatogramas
obtidos para os padrdes das solugdes de carbendazim empregadas para a construgdo das

curvas analiticas sdo apresentados na Figura 15b.

Figura 15. (a) Curvas analiticas para o carbendazim preparado em solvente e na matriz da amostra
extraida pelo método DPX otimizado. (b) Cromatogramas dos padrdes de carbendazim empregados

na construcdo da curva analitica.
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A equagado da reta, obtida a partir da regressao linear dos dados da Figura 15a, foi de
Scez =0,0712*[CBZ] + 0,1924. Em que: Scpz € a area de pico para o carbendazim e [CBZ]
¢ a concentracdo do agrotoxico nos extratos das amostras obtidos pelo método DPX. O
cruzamento das duas curvas analiticas na Figura 15a indica que existe um pequeno efeito
matriz para o sinal do carbendazim, sendo esse efeito positivo para concentracdes mais

baixas e negativo para concentracdes mais elevadas do carbendazim. Assim, para compensar
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o efeito matriz, as curvas analiticas empregadas para quantificacdo do carbendazim neste

trabalho foram calibradas no extrato da matriz da amostra.

Tabela 10. Parametros analiticos extraidos da curva analitica para 0 método DPX de residuos de

carbendazim de suco de laranja com quantificagdo por CLAE-DAD.

. Faixa de trabalho . . Sensibilidade
Agrotoxico r Linearidade (r) r
(ng mL™) (mL pg™)
Carbendazim 0,10 -20,0 0,999 0,0125

A faixa de trabalho ou faixa dinamica linear para o carbendazim foi definida a partir
do LOQ até uma concentracio de 20 pg mL! do agrotéxico. Apesar da resposta apresentar
comportamento linear para concentracdes maiores, a faixa de concentragdes estabelecida
neste trabalho ¢ suficiente para a determinagao do teor de carbendazim nas amostras a serem
analisadas. A linearidade do método foi medida pelo coeficiente de correlagdo linear da
equacdo da curva analitica, sendo sempre superior a 0,99, conforme recomendado pela
ANVISA (ANVISA, 2017). A sensibilidade do método foi definida pelo coeficiente angular
da equacao da reta e nao possui um valor de referéncia recomendado pelos protocolos de

validacao.

4.3.4 Precisdo e exatiddao

A precisdo do método foi determinada por meio de estudos de repetibilidade e e
reprodutibilidade dentro do laboratorio de acordo com o recomendado pelo documento
SANTE/11813/2017. Para avaliar a repetibilidade do método, foi empregada uma unica
laranja, da qual foi extraido o suco e fortificado com as concentragdes do carbendazim em
2, 3,5 e 5 vezes o LOQ. As amostras foram entdo submetidas ao processo de extragdo DPX
com o Si(PGPMS), mantendo todas as condigdes idénticas. Para a determinacao da
reprodutibilidade dentro do laboratério foram aplicadas as mesmas condi¢des empregadas
no estudo de repetibilidade, porém avaliando o RSD das extragdes em trés dias distintos.
Durante o periodo, pode ocorrer algumas variacdes sejam nas etapas de extracdo, nas
analises, nas amostras e também variacdes ambientais o que pode acabar acarretando na
dispersdo dos resultados, a dimensao dessa dispersao informa sobre a precisdao do método,

que ¢ normalmente medida pelo desvio padrao relativo (RSD).
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A exatidao representa a concordancia de resultados de um determinado ensaio com
um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Uma das formas de avaliar a exatiddo do
método, definida no documento SANTE/11813/2017, ¢ o ensaio de recuperagdo. Neste
estudo, amostras de suco de laranja fortificadas com diferentes e conhecidas concentragdes
de carbendazim sao submetidas ao processo de extragdo DPX com o sorvente preparado no
laboratorio e porcentagem de recuperacdo (da quantidade inicialmente adicionada de
carbendazim) ¢ calculada, definindo a exatidao do método.

Na Tabela 11 sdo apresentadas as estimativas do desvio padrao relativo e a taxa de
recuperagdo do carbendazim, para a cada nivel de concentragdo estudado e dia avaliado. Para

este estudo foram realizadas 5 replicatas das medidas.

Tabela 11. Exatiddo e precisdo do método DPX na extragdo de residuos de carbendazim de suco de

laranja com detec¢do por CLAE-DAD.

[Carbendazim]| : Repeti.bilidade : Reprodutibilidade
(ng mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 dentro do lab.
R(%) RSD R (%) RSD R (%) RSD RSD
0,20 107,0 13,1 111,3 124 112,2 10,9 15,4
0,35 106,2 33 98,0 7,0 100,8 7,7 11,6
0,50 104,4 8,3 111,0 5,4 99.9 4,1 8,7

Como pode ser observado na Tabela 11 o método proposto para determinacido de
carbendazim em suco de laranja apresentou taxas de recuperagdo do residuo do agrotoxico
na faixa de 98 a 112 %. Recuperagdes acima de 100 % sao normalmente obtidas quando se
determinam analitos em niveis residuais proximos ao limite de quantificacdo instrumental.
Essa faixa de recuperagdes alcangada para o carbendazim indica que o método apresenta boa
exatiddo, uma vez que o critério de aceitagdo estabelecido no documento SANTE ¢ de 70 a
120 % para residuos de agrotoxicos em matrizes alimenticias. O método também pode ser
considerado preciso, uma vez que os RSD independentes das concentragdes e dias estudados
ficaram abaixo de 16 % (Tabela 11). Uma dispersdo dos resultados ligeiramente maior ¢
obtida, como esperado, para a reprodutibilidade dentro de laboratério (precisdo intermedidria
no protocolo recomendado pela ANVISA), obtida em diferentes dias do estudo. O critério
de aceitacdo para a dispersao dos resultados na determinagao de residuos de agrotoxicos em
alimentos ¢ de RSD < 20 % (SANTE, 2017).

A exatiddo e precisdo obtidas para o método DPX neste trabalho podem ser

consideradas, pelo menos similares, a outras relatadas na literatura para a determinacao de
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carbendazim em suco de laranja. Dreassi ef al. (2010) empregaram a extracao com solventes
de carbendazim fortificado em amostras de suco de laranja, obtendo recuperacdes de 99,3 a
101,2 % com RSD entre 4,9 a 7,3 % para diferentes concentragdes estudadas. Ferrer et al.
(2011) empregando um método de injecao direta em sistema LC-MS/MS a partir da extra¢ao
com solventes do carbendazim de suco de laranja obtiveram recuperagdes de 88,6 ¢ 114,5 %
em duas concentragdes analisadas com RSD < 13,8 %. Bedendo, Jardim e Carasek (2012)
empregando a microextragao liquido-liquido com fibra oca fizeram um estudo da precisao e
exatiddo do método para determinagao do carbendazim em suco de laranja, obtendo taxas
de recuperagdo de 76 a 116 % com RSD de 6,9 e 11,0 % para a repetibilidade e precisdo
intermedidria, respectivamente. Rizzetti et al. (2016) empregando o método QuUEChERS
alcangaram taxas de recuperagdo de 77-99 % para o carbendazim em suco de laranja com
RSD menor que 10 %. Akkbik e Hazer (2017) empregaram um método baseado na extra¢ao
em fase solida com um sorvente polimérico molecularmente impresso (MIP, molecularly
imprinted polymer) a base de metilacrilamida para extrair carbendazim de suco de laranja,
obtendo uma taxa de recuperagdo de 111,8 % com RSD de 5,2 %. Uma vantagem do método
DPX proposto frente aos demais ¢ sua combinagdo de uso de menores quantidades de
solventes, sorventes e amostra ¢ a simplicidade de execucdo da extracdo, levando a um

processo rapido e de menor custo.

4.4 Aplicacao do método DPX a amostras comerciais de suco de laranja

Apo6s o estudo de otimizagdo e validacdo do método DPX, trés amostras comerciais
de bebidas de laranja, de diferentes marcas, contendo 10 % de suco de laranja natural, foram
adquiridas em supermercados locais e submetidas ao processo de extragdo empregando o
sorvente Si(PGPMS). Nenhum dos extratos das amostras apresentou sinal no tempo de
retencdo do carbendazim no cromatograma, indicando que se houver residuos de
carbendazim nas amostras, estes se encontram abaixo do LOD do método. Desta forma, as
amostras foram fortificadas com solu¢io padrio de carbendazim com 1,0 pg mL™!, limite
maximo residual para o carbendazim em laranja no Codex Alimentarius (FAO, 2018), e
foram submetidas ao método DPX proposto neste trabalho e também a um método baseado
na extracdo QUEChERS (RIZZETTI et al., 2016), empregando-o como referéncia para o
estudo de exatidao por comparagdo de métodos. Os resultados de recuperacdo obtidos para

ambos os métodos estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Recuperagdo de residuos de carbendazim em amostras de suco de laranja fortificados no
limite maximo residual estabelecido pela FAO, empregando os métodos DPX e QuEChERS. N = 3.
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De acordo com a Figura 16, a recuperacdo do carbendazim pela técnica DPX
apresentou resultados estatisticamente similares ao método QUEChERS, com recuperagdes
dentro da faixa de recomendagdo, 70-120 % (SANTE, 2017). Os resultados indicaram
também que ndo houve efeitos matriz na resposta, mesmo as bebidas comerciais serem
constituidos de estabilizantes, edulcorantes, acucares, conservantes, entre outros
ingredientes adicionados ao produto. Destaca-se ainda que as extragdes realizadas pelo
método DPX além de mais simples, foram também mais rapidas, pelo menos trés vezes,
quando comparadas as realizadas pelo método QuEChERS.

Outro aspecto que pode ser ressaltado com relagdo ao método DPX com o sorvente
Si(PGPMS) ¢ a sua maior seletividade ao carbendazim frentes aos componentes da matriz
do suco de laranja, apresentando cromatogramas mais limpos que os obtidos para o

carbendazim extraido pelo método QUEChERS, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17. Cromatogramas dos extratos de amostras comerciais de sucos de laranja, fortificadas
com 1,0 pg mL™! de solugdo padrdo de carbendazim, obtidos pelos métodos (a) DPX com o

sorvente Si(PGPMS) e (b) QuEChERS.
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4.5 Consideracoes finais

A Tabela 12 apresenta um resumo das principais caracteristicas do método DPX
empregando o sorvente Si(PGPMS) desenvolvido neste trabalho para a extragdo de residuos

de carbendazim de amostras de suco de laranja.

Tabela 12. Vantagens do método DPX empregando o sorvente Si(PGPMS) na extracdo de residuos

de carbendazim em suco de laranja.

Vantagens da DPX Si(PGPMS)

Simples, com uso de equipamentos simples e sem uso

Preparacao do sorvente Si(PGPMS) de reagentes quimicos

Quantidade de amostra 1,5 mL de amostra
Massa do sorvente 0,2 g do sorvente
Volume do solvente 1,5 mL do solvente

Poucas etapas para extracdo, sem a necessidade de

Método DPX com o Si(PGPMS) ctapa de limpeza

Pode ser realizado em manifold a vacuo ou

Processo de extragao . ) .
diretamente na micropipeta

Adequada, retém o carbendazim forte o suficiente e
em apenas um ciclo de extragcdo para remové-lo da

Seletividade do Si(PGPMS) matriz da amostra, porém permitindo a sua elui¢do
com pequena aliquota de metanol acidificado na
etapa seguinte
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De uma forma geral, a preparacdo do sorvente Si(PGPMS) pode ser considerada
simples e de facil acesso, uma vez que se utiliza apenas de agitador magnético e estufa,
refletindo também nos custos da preparacdo. Além disso, o controle das varidveis
experimentais nao ¢ tao rigoroso quanto na preparacdo de materiais quimicamente ligados,
ou seja, ndo requer ajuste rigoroso de temperatura ou solvente completamente anidro ou
atmosfera inerte para evitar reacdes secundarias. A preparacao do sistema DPX também ¢
simples e facil, pois o adsorvente ¢ adicionado a seco dentro da ponteira, requerendo apenas
a adicao de um pequeno pedago de algodao para reter as particulas do sorvente.

Com relagdo ao método DPX de extragao de residuos de carbendazim de amostras
de suco de laranja, pode-se considerar que a quantidade de amostra empregada no processo
de extragdo ¢ relativamente pequena (1,5 mL), assim como a massa de sorvente (0,200 g)
quando comparados a outros trabalhos disponiveis na literatura para extracdo de
carbendazim de suco de laranja. O volume do solvente empregado para extragdo foi de 1,5
mL, apesar de ndo resultar em uma concentragdo do analito no extrato, o mesmo pode ser
evaporado e re-suspendido em volumes menores para aumento do limite de quantificacdo do
carbendazim no método otimizado. Em especial, as extracdes DPX com o sorvente
Si(PGPMS) podem ser realizadas em uma unica etapa, um unico ciclo de extragdo do

carbendazim de suco de laranja, devido a boa seletividade do PGPMS para o agrotdxico.
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pelas anélises de MEV, area superficial e porosidade,
analise termogravimétrica e espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho pode-se
concluir que as particulas de silica foram modificadas significativamente com a incorporagao
de uma fina camada polimérica de PGPMS (cerca de 0,9 nm), com uma pequena redugdo da
area superficial e de volume e didmetro de poros em aproximadamente 50 %. O perfil da
curva TG revela que a perda de massa que ocorre na faixa de temperatura de 326 a 450 °C ¢
referente a degradagdo térmica do PGPMS, o que equivale a 6,8 % da massa total do
sorvente, sugerindo que esta seja a massa de polimero imobilizada termicamente na
superficie e poros da silica. Os espectros de infravermelho do sorvente confirmaram a
presenca do PGPMS na superficie da silica, uma vez que foram registrados sinais em 3050,
2940 e 2850 cm’' referentes aos estiramentos C-H de grupos epéxi, CH» e CHa,
respectivamente, além do alargamento do sinal em torno de 1100 cm™ que pode ser atribuido
a superposicao dos sinais referentes ao estiramento C-O-C do polimero e Si-O-Si da estrutura
do suporte. Logo, os sinais caracteristicos do PGPMS foram devidamente registrados no
material adsorvente, confirmando a obtencao do Si(PGPMS).

A aplicagdo do Si(PGPMS) como sorvente na ponteira descartavel de micropipeta se
apresentou efetiva para a extracdo de residuos de carbendazim de amostras de suco de
laranja. Apds a otimizagdo das condi¢des de extracdo, o método DPX resultou em
recuperagdes de carbendazim proximas a 100 %, nao apresentando efeitos matriz
significativos. O processo DPX para a extragdo empregando o sorvente Si(PGPMS) se
apresentou como uma alternativa simples, de facil execucdo, rapida e eficiente para a
determinag¢do de carbendazim em sucos de laranjas, sejam eles naturalmente obtidos da fruta
ou envazados comercialmente. Quanto aos estudos de validag¢do, empregando o protocolo
estabelecido pela comunidade europeia para a determinagao de residuos de agrotdxicos em
alimentos, o método desenvolvido neste trabalho se apresentou com boas exatiddo e
precisdo, seletivo e com limites de deteccdo e quantificacdo inferiores ao limite maximo
residual estabelecido para o carbendazim em laranjas pelo Codex Alimentarius. Dessa
forma, o método DPX para extracdo de carbendazim de suco de laranja, empregando o
sorvente Si(PGPMS), e quantificacdo dos extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos se apresenta como uma alternativa promissora

para determinagdo rapida de carbendazim frente aos métodos disponiveis na literatura.
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