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RESUMO 

O Brasil há muito tempo se destaca como um país que utiliza uma grande quantidade 

de agrotóxicos em suas áreas de cultivo. Além disso, o país também ganhou 

notoriedade por permitir muitos pesticidas e herbicidas que não receberam aprovações 

em outros Estados. Em especial, percebe-se uma falta de regulamentação própria para 

limitar o uso desses agentes em plantações que não se relacionam com produtos 

destinados à alimentação, com destaque para flores de corte comumente utilizadas 

para ornamentação e buquês. Esse trabalho tem por finalidade analisar o perfil químico 

de rosas para nortear o mapeamento de contaminantes do solo na região do cinturão 

verde do estado do Rio de Janeiro (região política Serrana). Isso se dá a partir da 

extração de moléculas que compõe pesticidas e herbicidas de flores de corte colhidas 

no local a ser estudado, das quais são identificadas a classe de moléculas piretróides 

devido a padrões disponíveis para estudo. Além disso, o método e as condições de 

extração são variados com o intuito de ter resultados mais abrangentes e diminuir erros 

relativos a possíveis degradações ocasionadas por essas variáveis. Essa extração será 

performada de acordo com um Design de Experimento de Box-Behnken, o que permite 

a elaboração de modelos para determinar as melhores condições de extração para o 

processo.  É explorado ainda, com brevidade, os efeitos adversos desses compostos 

no organismo humano.     

 

Palavras-Chave: mapeamento, contaminantes, Cinturão Verde, extração, pesticidas, 

caracterização química, Box-Behnken  

  



ABSTRACT 

For a long time now, Brazil has been highlighted as a country which uses an 

excessively massive quantities of pesticides and herbicides in its crops. Furthermore, 

it’s also notable that Brazil is very permissive concerning the specific products that are 

not prohibited in here if compared to others developed countries. The lack of a proper 

regulation to restrict these agents’ application in nonfood related plantations is 

highlighted in this scenario when it is considered the vast variety of cut flowers such as 

the ones used in ornaments and bouquets. This work aims to analyzing the chemical 

profile of roses to guide the soil contaminants’ mapping of the Rio de Janeiro state’s 

Green Belt (which is in the “Serrana” political region). This is achieved from the 

extraction of pesticides and herbicides molecules from cut flowers cultivated in that 

region. Pesticide molecules known as piretroids are targeted and identified within these 

extracts on account of available piretroid standards. The extraction methods and 

conditions are varied to enhance more reliable results as well as to prevent occasional 

degradation or flaws derived from the procedure. The extraction is performed according 

to a Box-Behnken design of experiment to develop a model to predict the conditions 

needed to enhance the extraction optimization. It is shortly explored the side effects 

caused by pesticides and herbicides in human organism.  

Keywords: mapping, contaminants, Green Belt, extraction, pesticides, herbicides, 

chemical characterization, Box-Behnken 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 Agrotóxicos são produtos químicos sintéticos utilizados para ocasionar a morte 

de agentes como insetos, larvas e outros organismos vivos com o intuito de regular o 

crescimento da vegetação, tanto no ambiente rural quanto no campo, tendo em vista a 

justificativa de controlar as doenças causadas por esses vetores (BRASIL, 2002). 

Nesse sentido, muitos produtos foram reportados em épocas muito antigas, ainda que 

não houvesse uma exata classificação e conhecimento técnico para denominá-los. Na 

Idade Antiga, por exemplo, reporta-se a queima de enxofre para purgar os domicílios, 

ao passo que em meados do século XVII foi constatado o uso de arsênio com mel 

como veneno para formigas (SHEPARD, 1941). A fabricação de substâncias sintéticas 

desse gênero data do período compreendido entre os anos de 1935 e 1950, com a 

descoberta das propriedades inseticidas do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT, Figura 1) 

e posterior produção desse e outros produtos (principalmente, organoclorados e 

organofosfatos) como produtos comercializáveis para esse fim (COSTA, 1987). 

 

 

Figura 1 – Fórmula química do DDT. 

 

Ainda nesses primeiros anos, algumas das principais funções químicas 

presentes nessas substâncias mostraram-se fortemente agressivas não somente aos 

seus alvos, mas também contra os seres humanos, tendo sido observados efeitos 

neurotóxicos e carcinogênicos em muitos casos (GEORGE & SHUKLA, 2011; 

RICHARDSON et al., 2019). Por conta disso, por volta da década de 1970, alguns 

países passaram a mostrar seus primeiros indícios em agir para regular e catalogar 

esses pesticidas, criando legislações específicas que orientassem seu uso e 
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concentrações aceitáveis (COSTA, 1987; BENCKO & FOONG, 2017; ECOBICHON, 

2001).   

 

Atualmente, ainda que haja regulamentações e limites rígidos impostos sobre o 

uso de pesticidas em plantações destinadas à indústria de alimentos na maior parte 

dos países do mundo, ainda há pouco ou, em algumas nações, inexistente controle 

sobre o uso desses com relação ao cultivo de flores utilizadas para outros fins 

(PEREIRA, 2021). Com isso, surge a necessidade de pesquisar e mapear a quantidade 

de contaminantes presentes nesse tipo de plantação, a fim de comparar com os limites 

permitidos para outros tipos de cultivo e, sobretudo, chamar a atenção das autoridades 

para a necessidade de propiciar maior controle sobre essas regiões, dado os riscos 

oferecidos por esses agentes. Para que esse mapeamento seja feito da melhor forma, 

é necessário também avaliar e otimizar os parâmetros que envolvem a extração desses 

contaminantes das matrizes analisadas.  

 

1.2 OBJETIVOS 
1.2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Esse trabalho tem como objetivo determinar o perfil química de rosas cultivadas 

na cidade de Nova Friburgo, localizada na Região Serrana do estado Rio de Janeiro. 

Esse local foi escolhido com o intuito de nortear o mapeamento dos contaminantes 

presentes no cinturão verde do estado. 

 

 

Figura 2 – Mapa do estado do Rio de Janeiro, em que suas regiões de governo são destacadas, de 
acordo com a numeração: 1 – Médio Paraíba; 2 – Costa Verde; 3 – Metropolitana; 4 – Centro – Sul 
Fluminense; 5 – Serrana (enfoque do estudo, onde se encontra o cinturão verde do estado); 6 – 
Baixadas Litorâneas; 7 – Noroeste Fluminense; 8 – Norte Fluminense. Imagem alterada de 
CEPERJ (2021). 

1.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Os objetivos específicos do projeto consistem em: 
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a) Realizar extensa pesquisa bibliográfica que tanto norteie o desenvolvimento 

do projeto quanto sirva de base para desenvolvimentos posteriores nessa área de 

pesquisa; 

b) Fazer extrações de pétalas de flores de corte cultivadas na região de Nova 

Friburgo, sob diferentes condições de extração;  

c) Aplicar conceitos de Design de Experimentos (DoE) para garantir 

representatividade do experimento e determinar as condições de extração ótimas;   

d) Analisar os componentes presentes nos extratos e caracterizar as principais 

moléculas associadas a agrotóxicos utilizadas no cultivo; 

e) Avaliar os riscos associados a esses agrotóxicos específicos em se tratando 

da saúde humana e da contaminação de terras e da água local;  

 

1.3 JUSTIFICATIVA 

 

A caracterização de substâncias químicas presentes em amostras quaisquer é 

de grande importância no contexto de defesa química e biológica, uma das áreas de 

atuação do Exército Brasileiro (EB). Essa capacidade vai ao encontro de umas das 

últimas grandes conquistas alcançadas pelo EB nesse quesito, a qual reside no 

credenciamento, pela Organização para a Proibição de Armas Químicas (OPCW, em 

inglês) do Laboratório de Análises Químicas (LAQ) do Instituto de Defesa Química, 

Biológica, Radiológica e Nuclear (IDQBRN). Isso foi possível após o LAQ alcançar seu 

2° conceito A, em 2021, no Teste de Proficiência Oficial da OPCW (EB, 2022). 

 

Além disso, em se tratando da função social da Força Terrestre, é de suma 

importância que esta esteja capacitada a desbravar os riscos aos quais os cidadãos 

estão expostos por conta de atividades locais que, por vezes, não são feitas com o 

devido cuidado. Isso contribui para a prevenção e ação mais rápida contra efeitos 

oriundos dessas ameaças, em especial também para tropas que são estabelecidas em 

regiões importantes a essas atividades. Cabe ainda citar o alinhamento do projeto com 

um dos Objetivos Estratégicos do Exército (OEEs). Isto refere-se ao OEE 9, o qual 
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versa sobre o aperfeiçoamento do sistema de ciência, tecnologia e informação, em se 

tratando da modernização de produtos de defesa (PRODE). A área de Defesa Química 

Biológica Radiológica e Nuclear (DQBRN) é uma esfera de atuação citada como 

aplicável aos projetos de desenvolvimento de PRODE de curto prazo (BRASIL. 

EXÉRCITO. ESTADO-MAIOR, 2020).  

 

Não obstante, em se tratando de agrotóxicos, é possível traçar semelhanças 

marcantes entre compostos presentes nesses produtos e agentes de guerra química. A 

criação do Tabun, primeiro neurotóxico sintético registrado, a partir de pesquisas 

relacionadas com o desenvolvimento de pesticidas é fato histórico que corrobora com 

essa afirmação (JOHSON et al., 2020). Portanto, com este trabalho, é possível 

permear e embasar uma metodologia confiável para identificação desses compostos 

mais nocivos contanto que haja ou padrões disponíveis deles nos equipamentos de 

identificação ou registros numa biblioteca que se tenha acesso para determinar o que 

um determinado sinal de um detector está associado.       
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA E METODOLOGIA 
 

2.1 CINTURÃO VERDE DO RIO DE JANEIRO 

 

Cinturões Verdes são áreas vegetativas e metropolitanas de determinados 

municípios em que estão concentrados rios ou outros recursos naturais da região. Além 

disso, pode contar a sua área de cultivo e produção agrícola (DOS SANTOS, 2020). 

Apesar dos cinturões verdes mais conhecidos e difundidos mundialmente estarem 

localizados nos Estados Unidos da América (DANIELS, 2010), a grande maioria dos 

países ao redor do globo possuem seus próprios cinturões verdes, como é o caso do 

Brasil, com destaque para o cinturão verde da Região Metropolitana do estado de São 

Paulo (GEORGES & BLANC, 2013), localizado na cidade de Ibiúna. 

 

Por outro lado, em se tratando do estado do Rio de Janeiro, a região entre Nova 

Friburgo e Teresópolis é historicamente marcada pela produção rural. As restrições à 

mecanização e implementação de uma efetiva linha de produção são impostas 

geograficamente, devido ao fato desse local estar localizado na Região Serrana do 

estado (AUN & DE ASSIS, 2021).  

 

 

Figura 3 – Número de estabelecimentos agropecuários por tamanho das propriedades e 
atividades econômicas na Região Serrana do Rio de Janeiro. Fonte: Modificado de IBGE, Censo 
Agropecuário, 2006.   
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O que torna essa região tão interessante ao cultivo é seu clima ameno (Tropical 

de Altitude) e uma cobertura vegetal extremamente rica, marcada pela presença da 

mata atlântica e elevado índice pluviométrico durante o ano. Essas características 

permitiram o estabelecimento dessa região como o Cinturão Verde do estado (AUN & 

DE ASSIS, 2021). Tal área é repleta de propriedades pequenas (Figura 3) e, em geral, 

de agricultura familiar (DE ASSIS et. al, 1996; WAQUIL et al., 2013), ainda que seja 

responsável pela produção de mais de 90% do fornecimento de vegetais (CARNEIRO 

& ROCHA, 2009) para os mais de 12,5 milhões de habitantes da região (IBGE, 2017). 

 

2.2 MAPEAMENTO DE CONTAMINANTES 

 

Assim como todas as grandes áreas de cutivo atuais ao redor do mundo, o 

cinturão verde do estado do Rio de Janeiro se utiliza dos mais variados recursos 

necessários ao aumento da produtividade, garantir maior eficiência no cultivo e evitar a 

proliferação de pragas. Nesse contexto, o uso de agrotóxicos é uma das principais 

técnicas empregadas com esse objetivo. Desde o princípio de seu uso, em que não 

existiam estudos claros sobre os efeitos dessas substâncias químicas tanto no corpo 

quanto no ambiente (JALLOW et al., 2017), até os dias atuais, seu emprego extensivo 

tem mostrado efeitos adversos, de forma geral, ao gerar a contaminação do 

ecossistema com substâncias nocivas aos organismos comuns aos locais de cultivo 

(MENDEZ et al., 2018). 

 

No caso do Brasil, o país é historicamente conhecido por ser um dos países que 

mais consome agrotóxicos em relação tanto ao volume de produto consumido, valor 

este que bateu a marca de 377 mil toneladas (FAO, 2021) quanto em relação à área 

plantada, registrando 5,94 kg de agrotóxico por hectare de cultivo (FAO, 2022). 

Pesticidas são substâncias comumente associadas ao seu potencial estrogênico, 

exercendo a função de desregular o sistema endócrino dos organismos (no que tange 

a produção, transporte e regulação de hormônios) e causando efeitos danosos mesmo 

em concentrações baixas (NEGINTAJI et al., 2018).  
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Desse modo, cada vez mais, faz-se necessário o estudo dos efeitos específicos 

desses compostos e, como muitos estudos já apontam, seus efeitos negativos são 

extremamente variados e os subprodutos oriundos da sua degradação química são 

ainda mais perigosos, por diversas vezes (NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016). 

Com base nisso, antes de mais nada, é necessário identificar os principais compostos 

contaminantes presentes nos solos das regiões, denotando a importância do 

mapeamento dessas substâncias no solo (DÁVILA-SANTIAGO et al., 2022; 

CHARBONNET et al., 2021; TAHERVAND et al., 2021). 

 

Nesse contexto, percebe-se que uma forma razoavelmente confiável e assertiva 

de realizar esse mapeamento sem ao menos entrar em contato com o solo estudado é 

por meio da análise da composição de flores cultivadas nesses locais (ROBINSON et 

al., 2009; LIN et al., 2010; KUBOVÁ et al., 2008). Isto porque, como esses campos 

estão sujeitos constantemente a intensos ataques de pestes – tais como insetos e 

fungos -, as perdas na produção são prevenidas pelo uso de pesticidas (MENGISTIE et 

al., 2017). Um dos agravantes nesse cenário é a alta demanda pelo mercado 

internacional de produtos de alta qualidade e sem agentes patogênicos presentes, o 

que impulsiona o uso desses produtos para evitar as perdas e melhorar essa aparente 

qualidade (PERES & MOREIRA, 2007). 

 

Contudo, o que há de mais preocupante em se tratando do uso extensivo de 

pesticidas no cultivo de flores reside no fato de que há uma notável falta de regulações 

envolvendo os limites máximos de resíduos (LMR) para aquelas não associadas à 

alimentação de seres humanos (PEREIRA et al., 2021; TOUMI et al., 2017). Segundo 

Pereira et al. (2021), ainda que muitas nações sejam meticulosas na avaliação de 

flores importadas, nenhuma estabelece um critério claro com relação nem à aplicação 

de pesticidas no cultivo flores de corte nem tampouco determinam um LMR para tais 

toxinas. 

 

Os impactos associados a essa aplicação exagerada vêm sendo estudados e 

verifica-se que esses são observados nas mais diferentes esferas de atuação. Nesse 
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sentido, recursos hídricos são alterados inclusive em características organolépticas, 

como cor e odor, o que afeta diretamente os mecanismos de sobrevivência da fauna 

marinha (BREILH et al., 2012; JANSEN & HARMSEN, 2011). Por outro lado, foi 

reportado que pesticidas contribuem para a redução da fertilidade do solo (AGUIRRE, 

2003) ao passo que a atmosfera sofre com o transporte desses compostos por longas 

distâncias por massas de ar, afetando inclusive locais destinados à conservação da 

biodiversidade, como parques naturais (DUNN et al., 2013). 

 

Não obstante, tanto fazendeiros quanto comerciantes e cidadãos que vivem 

próximos a essas plantações sofrem com os efeitos adversos do uso de agrotóxicos 

(TOUMI et al, 2017; LU, 2005; FRIEDMAN et al., 2020). Dentre os efeitos associados 

constatados, os que demandam maior atenção são a intoxicação do sistema 

neurológico (HARARI et al., 2010), a 22repondera da fecundidade (HANDAL et al., 

2008) e os problemas acarretados por dificuldades respiratórias (HANSSEN et al., 

2015). 

 

Algumas das concentrações de pesticidas foram medidas em estudos 

anteriores, tanto em solo e composta (adubo) de áreas de produção e cultivo de flores 

de corte (Tabela 1) quanto em próprias rosas (Tabela 2), em que se destaca a 

concentração dos pesticidas e a função química associada aos compostos. Além disso, 

ainda há alguns efeitos colaterais em floriculturistas que foram estudados por diversos 

autores para muitos países, inclusive para o Brasil. 

 

No caso dos trabalhadores brasileiros, Nassar & Ribeiro (2020) performaram um 

biomonitoramento de floriculturistas e verificaram a inibição da enzima 

acetilcolinesterase (AchE) a partir da medição dos níveis dessa proteína, 

extremamente importante na transmissão de sinais nervosos. Além disso, Wilhelm et 

al. (2015), em estudo epidemiológico, verificaram a genotoxicidade nesses 

trabalhadores, a partir de teste de micronúcleo com célula bucal e ensaios com 

linfócitos.  
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Tabela 1 – Concentração de pesticidas medida em amostras de solo e de composta em áreas 
relacionadas ao cultivo de flores.  

Função Química Pesticida Concentração (µg/kg) Amostra 

Carbamato Carbofurano* 2.9a Solo 

Organoclorado Endosulfan* 2.21a 

4.12b 

Soloa 

Compostab 

Organofosforado Metalataxyl 22.38a 

61.92b 

Soloa 

Compostab 

Piretróide Permethrin 5.68a Solo 

Pirimidina Fenarimol* 26.05a 

63.23b 

Soloa 

Compostab 

Pirimidinol Bupirimate 3.02a 

5.23b 

Soloa 

Compostab 

Triazol Penconazole 

 

Triadimefon* 

40.5a 

210.36b 

11.47a 

Soloa 

Compostab 

Solo 

(*) Pecidas hoje banidos pela União Europeia (UE). Fonte dos dados: AGUIRRE (2003). 

Tabela 2 – Concentração de pesticidas medida em rosas.  

Função Química Pesticida Concentração (mg/kg) 

Acilalanina Furalaxyl* 9.9 

Ácido Acilamino Benalaxyl 0.14 

Amidoxina Cyflufenamida 0.01 

Anilinopirimidina Cyprodinil 

Mepanipyrim 

Pyrimethanil 

7.4 

5.2 

13.7 

Diamida Antranílica Chlorantraniliprole 0.03 

Benzamida Fluopicolide 

Fluopyram 

1.6 

0.36 

Benzeno Dicarboxamida Flubendiamida 0.28 

Benzimidazol Benomyl* 

Thiabendazole 

Thiophanate-methyl 

27.3 

4.2 

9.9 
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Função Química Pesticida Concentração (mg/kg) 

Benzofenona Metrafenona 10.3 

Benzoilureia Flufenoxuron* 

Lufenuron* 

Novaluron* 

0.02 

1.90 

2.2 

Difenil em Ponte Tetradifon* 0.08 

Carbamato Bifenazate 

Methiocarb* 

Oxamyl 

Pirimicarb 

Propamocarb 

0.12 

13.6 

0.01 

0.26 

35.4 

Carboxamida Boscalide 

Hexythiazox 

12.9 

0.16 

Cloronitrila Chlorothalonil* 0.12 

Diacilhidrazina Methoxyfenozide 5.2 

Dicarboximida Iprodione* 

Procymidione 

17.4 

35.3 

Difenil Oxazolina Etoxazole 1.2 

Hidroxianilida Fenhexamid 

Prochloraz 

19.5 

3.1 

Imidazol Fenamidone* 1.1 

Mandelamida Mandipropamid 6.7 

Morfolina Dimethomorph 

Dodemorph 

Spiroxamina 

1.9 

41.9 

15 

Neonicotinóide Acetamiprid 

Dinotefuran* 

Imidacloprid 

Thiacloprid 

Thiamethoxam* 

0.71 

2.1 

3 

5.8 

4.2 

Organoclorado Dicofol* 1 
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Função Química Pesticida Concentração (mg/kg) 

Organofosforado Acephate* 

Chlorpyrifos 

Dimethoate 

Fenamiphos 

Fensulfothion* 

Fosthiazate 

Isocarbophos* 

Methamidophos* 

Methidathion* 

Quinalphos* 

21.9 

0.012-0.055 

0.33 

3.3 

0.02 

0.02 

0.01 

5.4 

0.012-0.016 

0.05 

Oxadiazina Indoxacarb 1.2 

Oxatiina Oxycarboxin* 

Carboxin 

0.11 

0.03 

Oxazol Famoxadone 3.3 

Fenilamida Metalaxyl 0.29 

Fenilpirazol Fipronil* 0.68 

Fenilpirrol Fludioxonil 2 

Fenilureia Forchlorfenuron 0.19 

Piperazina Triforine* 0.79 

Piretróide Acrinathrin 

Bifenthrin* 

Cyfluthrin* 

Cyhalothrin* 

Cypermethrin 

Deltamethrin 

Fenvalerate* 

0.05 

0.69 

0.39 

2.4 

0.014-0.92 

0.22 

0.06 

Piridazinona Chloridazon* 

Pyridaben 

0.02 

0.08 

Piridina Pymetrozine* 

Flonicamid 

0.56 

1.4 
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Função Química Pesticida Concentração (mg/kg) 

Pirimidina Fenarimol 0.03 

Pirimidinol Ethirimol* 

Bupirimate 

0.36 

1.8 

Pirrol Chlorfenapyr 0.04 

Spinosina Spinetoram 

Spinosad 

0.13 

0.58 

Strobilurina Azoxystrobin 

Kresoxim-methyl 

Picoxystrobin* 

Pyraclostrobin 

Trifloxystrobin 

0.06 

1.4 

1.8 

1.3 

0.09 

Tetrazina Clofentezine 15.3 

Ácido Tetrônico Spirotetramat 0.03 

Triazol Bitertanol* 

Difenoconazole 

Myclobutanil 

Tebuconazole 

Triflumizole 

0.03 

0.02 

0.13 

5.2 

0.54 

Triazolopirimidina Ametoctradin 0.3 

Não classificados Buprofezin 

Fenpropidin 

0.69 

0.02 

Continuação da Tabela 2. (*) Pecidas hoje banidos pela União Europeia (UE). Fonte dos Dados: TOUMI 

et al. (2016).  

 

Com o intuito de identificar alguns desses contaminantes, diversas metodologias 

podem ser empregadas. No entanto, as formas mais difundidas e empregadas 

atualmente consistem em certa comparação. Isso resulta, portanto, na necessidade de 

possuir amostras disponíveis desses contaminantes e utilizá-los como padrões para 

essas análises (ADAMS et al., 2007). Além disso, a identificação de seus possíveis 

derivados é possível com o conhecimento da estrutura química de agrotóxicos 

utilizados comumente em determinada região, como Brasil ou, mais restritamente, o 
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Rio de Janeiro (Figura 4). Dentre eles, os compostos conhecidos como piretróides são 

amplamente empregados, devido à sua origem natural (SODERLUND, 1989; CASIDA 

& BLOOMQUIST, 1980) e relativa segurança para mamíferos (DURIGAN et al., 2017). 

 

Figura 4 – Exemplos de compostos usualmente encontrados na composição de agrotóxicos 
utilizados no Rio de Janeiro. De acordo com os indicativos da imagem: (A) Bifentrina; (B) 
Ciflutrina; (C) Fenotrina; e (D) Cipermetrina.  

 

2.3 PROCESSOS DE EXTRAÇÃO E SEPARAÇÃO 

2.3.1 CONCEITOS 

 

As metodologias de extração consistem em processos pelos quais uma amostra 

é submetida com o intuito de separar fisicamente as principais moléculas que a 

compõe de sua matriz, o que corresponde à sua estrutura física (QUEVAUVILLER, 

1998). Essa extração é feita, de forma simplificada, a partir do contato entre a matriz e 

um solvente com o auxílio de mudanças na temperatura, pressão, pH, indução de 

ondas eletromagnéticas, ou outro fenômeno associado às transformações físicas. 

Essas variações buscam favorecer a interação entre o solvente e as substâncias que 

se deseja extrair, em detrimento das ligações dessas com a matriz (HANSEN & 

PEDERSEN-BJERGAARD, 2019).  
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Os primeiros métodos tentados foram os conhecidos como extração por 

solvente, que consistiam em colocar a amostra em contato direto com o solvente e 

analisar o que havia se desprendido daquela e passar a estar diluído neste. Contudo, 

esse método é muito pouco eficiente e costuma utilizar compostos orgânicos nocivos 

ao meio ambiente, o que vai de encontro com princípios da química verde (HANSEN & 

PEDERSEN-BJERGAARD, 2019). Verificou-se, portanto, que usar solventes mais 

brandos e menos poluentes era necessário e, para isso, surgem diversas alternativas 

que visam submeter esse contato a condições que favoreçam tanto o desprendimento 

das substâncias de interesse da matriz quanto a interação dessas com o solvente 

(CUNHA & FERNANDES, 2018). 

 

As alternativas escolhidas para esse trabalho, devido à sua praticidade e 

facilidade de aplicação, foram a extração por agitação (maceração) e a extração 

assistida por ultrassom (UAE, em inglês). No caso da primeira, utiliza-se métodos de 

agitação do conjunto amostra-solvente (em geral, com o auxílio de bastões e placas de 

agitação magnéticos), com o intuito de aumentar o choque entre as moléculas e 

homogeneizar a mistura (QUEVAUVILLER, 1998).  

 

Por outro lado, a UAE consiste na aplicação de ondas sonoras de frequência 

superior a valores de 10 MHz (MAHATO et al., 2019). Isso ocorre com o intuito de 

alterar paredes celulares, além de algumas serem suficientemente fortes para formar 

bolhas no líquido, as quais colapsam e aumentam a interação entre o solvente utilizado 

e a amostra. Esse fenômeno é conhecido como cavitação e os colapsos induzidos 

produzem a energia de ativação necessária para as reações químicas dessas 

interações (KADERIDES et al., 2015).  Como há a possibilidade de utilizar água e, 

assim, reduzir a necessidade do emprego de agentes orgânicos poluentes, além de 

outras praticidades, essa técnica é considerada um método de extração verde. 

 

Cabe, ainda, ressaltar o que deve ser feito com as amostras após a extração ter 

sido realizada. Para fazer a separação de um extrato líquido (solvente com substâncias 

extraídas da matriz) com o que restou da amostra sólida, pode se fazer um processo 
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convencional de filtração (MAHATO et al., 2019). Esse processo consiste em fazer com 

que o conjunto seja colocado sobre uma película (como, por exemplo, papel de filtro), 

de modo que esse retenha a parte sólida e permita que a solução líquida perpasse sua 

estrutura (MILNE et al., 1992). A filtração à vácuo é feita com o auxílio de papel de filtro 

e um funil de Buchner, sobre o qual se coloca essa película, com seu orifício inserido 

na parte aberta maior de um kitassato e uma bomba de vácuo acoplada a este último 

equipamento. A condição de vácuo imposta no interior do kitassato força a passagem 

da solução com maior vazão pelo papel de filtro, o qual retém a parte sólida (MILNE et 

al., 1992). 

 

Após essas etapas, por vezes, ainda se faz necessário o emprego de métodos 

capazes de extrair o solvente da parte de interesse do extrato (GROB & BARRY, 

2004). Para isso, pode ser empregado tanto aparelhos conhecidos como evaporadores 

rotativos, empregados normalmente para a extração de solventes orgânicos 

(JOHNSON et al., 2007), ou liofilizadores, em se tratando da eliminação de água do 

extrato (SAMPATH & REDDI, 1981). Essa prática consiste em retirar água de uma 

amostra congelada por meio da alteração de pressão do meio e consequente 

sublimação desta além de, por vezes, posterior dessorção, tornando a estrutura que 

resta porosa (BARRESI et al., 2008; PRŽIĆ et al., 2004). Isso é feito com o intuito de 

retirar o solvente da amostra tornando-a pura nos componentes que se encontravam 

dissolvidos ou em suspensão. Para o caso de sua aplicação nesse trabalho, determinar 

a porcentagem, em peso, de compostos extraídos da amostra em relação ao peso 

inicial da matriz, depende diretamente da correta execução desse processo. 

 

2.3.2 DESIGN DE EXPERIMENTOS – PLANEJAMENTO BOX-BHENKEN 

 

O Design de Experimentos (DoE) é um conceito muito presente em se tratando 

da elaboração de trabalhos científicos que envolvam uma série de experimentos 

(NIEDZ & EVENS, 2016). Esse conceito envolve o emprego de ferramentas estatísticas 

com o intuito de otimizar um processo de modo a permitir a análise de determinados 

fenômenos submetidos a variações de determinados parâmetros simultaneamente 
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(PARK, 2007). Nesse sentido, portanto, o DoE pode ser aplicado a procedimentos 

extrativos com o intuito de analisar a quantidade de ensaios necessários para obter 

resultados representativos e válidos para determinar, por exemplo, a influência de 

parâmetros envolvidos, tais como tempo, temperatura, pressão, dentre outros (POLITIS 

et al., 2017). 

 

Com relação às aplicações práticas desse conceito, Ferreira et al. (2007) foram 

responsáveis por elaborar uma metodologia relacionada a esse conceito que é 

classificada como design Box-Behnken (BBD), em homenagem aos autores que 

propuseram esse novo tipo de DoE para o estudo de variáveis quantitativas para 

designs de três níveis. Box & Behnken (1960) caracterizam suas técnicas propostas 

como uma classe de modelos de segunda ordem baseado em designs fatoriais 

incompletos de três níveis. Para aplicação desse conceito em experimentos que 

envolvem três parâmetros de três níveis cada, utiliza-se a representação gráfica de um 

cubo para reproduzir todas as possibilidades de condições desse tipo de experimento, 

considerando tanto vértices quanto os pontos médios das arestas, os centros da face e 

o centro desse cubo (Figura 5).  

 

 

Figura 5 - Representação gráfica do DoE prosposto por Box-Behnken (1960) 

 

A partir disso, usualmente, é elaborada uma equação polinomial de segunda 

ordem (Equação 1) capaz de estabelecer a relação entre os parâmetros (variáveis 

independentes) e o valor resultante e objetivado do experimento, ou seja, a variável de 
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resposta (ALHAJABDALLA et al., 2021,; SWAMY et al., 2014; KREUTZ et al., 2018). 

Os valores das constantes da equação polinomial de segunda ordem e gráficos de 

contorno e superfície de respostas podem ser obtidos com a utilização de softwares 

como Minitab©.  

 

Além dos valores dessas constantes, comumente é necessário também destacar 

a relevância desses valores na equação. Para isso, utiliza-se um parâmetro 

probabilístico denominado P-value, o qual é usado para determinar tal significância. 

Acrescenta-se que, em geral, qual menor esses valores, mais significantes são os 

termos e considera-se que p-values menores de 0,05 apresentam efeitos muito 

significantes na resposta por conta do intervalo de confiança da distribuição normal 

(TIAN et al., 2017). 

 

𝑌 = 𝑛0 + 𝑛1𝛸1 + 𝑛2𝛸2 + 𝑛3𝛸3 + 𝑛4𝛸1
2 + 𝑛5𝛸2

2 + 𝑛6𝛸3
2 + 𝑛7𝛸1𝛸2 + 𝑛8𝛸1𝛸3 + 𝑛9𝛸2𝛸3 (1) 

onde: 

• 𝑌 é a varíavel de resposta; 

• 𝛸1, 𝛸2 e 𝛸3 são as variáveis independentes; 

• 𝑛0 é uma constante atrelada ao modelo; 

• 𝑛1, 𝑛2 e 𝑛3 são coeficientes lineares; 

• 𝑛4, 𝑛5 e 𝑛6 representam os efeitos quadráticos; e 

• 𝑛7, 𝑛8 e 𝑛9 são os coeficientes de efeitos de interação do modelo    

 

2.4 MÉTODOS DE ANÁLISE EMPREGADOS 

 

Cromatografia, em se tratando do processo químico de separação e análise, foi 

definida por Lederer & Lederer (1953) como uma palavra utilizada para operações ou 

processos que acabam por fazer a separação total ou parcial de componentes de 

misturas em diferentes porções, sejam essas de natureza química ou física, não 

importando a(s) natureza(s) da(s) força(s) motriz(es) que ocasiona(m) essa separação. 

Processos cromatográficos são excessivamente utilizados para realizar essa resolução 
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de misturas com o intuito de não somente isolar como também de identificar seus 

componentes (GROB & BARRY, 2004). Há diversos tipos de processos 

cromatográficos, os quais se diferenciam seja pelo estado físico que a mistura será 

analisada, seja pelas formas e forças envolvidas no processo de segregação 

(GIDDINGS, 2002), sendo os primeiros experimentos reportados nessa área datados 

de 1834 (FIGUEROA-ESPINOZA et al., 1999), com o primeiro artigo científico teórico 

em cromatografia publicado apenas em 1940 (WILSON, 1940).  

 

De forma simplificada, os processos cromatográficos mais utilizados atualmente 

baseiam-se nos princípios de interações intermoleculares (os quais apresentam, 

geralmente, intensidades distintas para cada par de moléculas) entre as substâncias 

presentes na mistura a ser analisada e outros dois componentes primordiais do 

processo cromatográfico: uma fase móvel e uma fase estacionária (GIDDINGS, 2002). 

Esta serve como suporte da separação, a qual irá reter as frações da mistura de acordo 

com a intensidade de suas interações, ao passo que aquela assume a função de 

carrear essas frações ao longo desse suporte, com base nas ligações intermoleculares 

estabelecidas. Por esse motivo, diversos desses processos cromatográficos recebem o 

nome de “corridas cromatográficas” no meio científico, expressão que sumariza essas 

operações (WOOLF, 2014). A fase estacionária e a fase móvel devem apresentar 

polaridades distintas entre si. Quando esta for mais polar que aquela, diz-se que a 

cromatografia ocorre em fase normal, ao passo que à situação contrária dá-se o nome 

de fase reversa (GLOOR & JOHNSON, 1977). 

 

Dentre as formas mais comuns de cromatografia de maior precisão para 

identificação de compostos utilizadas atualmente encontram-se a cromatografia gasosa 

e a cromatografia líquida (SANDRA et al., 2014). Esses métodos cromatográficos são 

assim denominados por utilizarem, como fase móvel (ou solvente), substâncias ou 

misturas que se encontram na forma gasosa e líquida, respectivamente. Nos dois 

casos, o solvente arrasta as substâncias que se almeja separar pelo interior de uma 

coluna cromatográfica, sendo esta um tubo revestido interiormente pela fase 

estacionária. Nos dois casos, como a extensão dessa coluna é de tamanho 



33 
 

considerável (em geral, mais de 10 metros), os compostos costumam ser efetivamente 

separados e, ao final da corrida, um detector registra o tempo que cada composto 

levou para ser arrastado, isto é, o tempo de retenção da coluna (ETXEBARRIA et al., 

2009). Além disso, por razões de análise quantitativa, há ainda analisadores que 

registram a intensidade de determinada propriedade de cada composto com o intuito 

de, a partir de um padrão, determinar a quantidade desse presente na amostra que foi 

analisada (CHARLESWORTH, 1978).  

 

Por outro lado, a espectrometria de massas (MS, em inglês) consiste num 

método analítico utilizado extensivamente para analisar a composição de moléculas 

orgânicas, em sua maioria (GROSS, 2006). Esse método consiste, inicialmente, em 

ionizar as moléculas do composto que será analisado a partir da retirada de elétrons 

dessas de determinada forma. De acordo com a molécula ionizada, ela tende a se 

rearranjar e/ou sofrer cisalhamentos com o intuito de gerar estruturas iônicas mais 

estáveis, ou seja, de menor nível energético. Desse modo, com o auxílio de algum 

equipamento de análise, em geral, detecta-se a quantidade de partículas carregadas 

que são obtidas de acordo com suas razões de massa e carga (usualmente 

representado por m/z), o que permite, por vezes, obter detalhes estruturais do 

composto inicial, sua massa molecular e, com o auxílio de outras técnicas de análise, 

inclusive sua fórmula química (DASS, 2007).   

 

Uma prática muito comum em diversos equipamentos empregados atualmente 

para a análise de uma amostra randômica é o emprego de um espectrômetro de 

massas acoplado no final de um cromatógrafo, seja esse destinado a cromatografia 

gasosa ou líquida (KARASEK & CLEMENT, 2012). Desse modo, num primeiro 

momento, o cromatógrafo atua no isolamento das substâncias de tal amostra, as quais 

são diferenciadas pelo tempo de retenção medido pelo detector. Após essa etapa, o 

espectrômetro de massas atua na análise mais apurada dessas frações, permitindo 

descobrir os aspectos mencionados delas e, possuindo padrões de comparação de 

substâncias específicas, é possível não somente identificar a presença delas como 
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também quantificar sua contribuição na massa original de análise (ADAMS et al., 

2007). 

 

2.5 METODOLOGIA 

2.5.1 MATERIAIS 

 

- Balança de precisão; 

- Balões de fundo cônico; 

- Bastão Magnético; 

- Béqueres de 500 ml; 

- Bomba de Vácuo;  

- Espátula; 

- Evaporador rotatório; 

- Funil de Buchner; 

- Kitassato de 500 ml; 

- Liofilizador; 

- Liquidificador; 

- Papel de Filtro n° 4; 

- Pétalas de Rosas; 

- Placas de Agitação e Aquecimento; 

- Provetas de 500 ml; 

- Tubo de ensaio; 

- Ultrassom; 
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2.5.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS 

 

Utilizando bécheres em conjunto com a balança de precisão, pesaram-se as 

amostras de pétalas de rosa que foram utilizadas para a extração (Figura 6).  

 

 

Figura 6 – Pesagem de amostra de pétala de rosa realizada por balança elétrica de precisão. 

 

Mediram-se os volumes de solvente (água destilada) utilizado com o auxílio de 

proveta graduada, de acordo com o experimento. Inicialmente, inseriram-se as pétalas 

pesadas em um aparelho triturador e, em seguida, acrescentou-se a esse aparelho o 

solvente presente na proveta aos poucos, de modo a misturar e triturar a amostra em 

pedaços menores. As misturas são então transferidas para bécheres (sendo essa 

transferência, portanto, uma fonte de desvios e erros em relação ao que fora pesado 

inicialmente) e prosseguiram à etapa de extração. 

  

A extração por agitação foi feita a partir da inserção de barras magnéticas para 

homogeneizar misturas no interior dos bécheres e posterior colocação desses sobre 

placa de aquecimento e agitação magnética. Foi feito o acionamento da agitação e a 
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extração é assim realizada de acordo com o tempo designado para o experimento 

(Figura 7). Após a extração, os bécheres foram encaminhados à etapa de filtração. 

 

A filtração foi feita com o auxílio de funil de Buchner, kitassato, papel de filtro e 

bomba de vácuo. O funil é colocado no orifício maior do kitassato e, à saída lateral, 

acoplou-se a mangueira ligada à sucção da bomba de vácuo. O papel de filtro foi  

 

 

Figura 7 – Extração por agitação realizada com a amostra em mistura com água, sobre uma placa 
de agitação magnética e contendo um bastão magnético imerso na mistura. 

 

 

Figura 8 – Aparato realizado para a filtração dos extratos obtidos das extrações. 
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colocado sobre o funil de Buchner nessa configuração e os extratos foram colocados 

sobre essa estrutura, com a parte sólida retida pelo papel de filtro e a parte líquida 

(extrato) depositada ao fundo do corpo do kitassato (Figura 8). Após a filtração, o 

conteúdo do kitassato foi depositado em outro compartimento, o qual foi levado ao 

ultra-freezer para posterior liofilização (Figura 9). Essa liofilização operou a 

temperaturas próximas a -44 °C e pressões em torno de 0,05 mPa. 

 

 

Figura 9 – Aparelho de liofilização e bomba de vácuo acoplada, à esquerda. Algumas amostras 
encontram-se dentro da cúpula de vidro, passando pelo processo de eliminação do solvente.   

 

Por fim, após a obtenção das amostras liofilizadas, com o intuito de seguir as 

diretrizes estabelecidas do laboratório de outra instituição de ensino que auxiliou no 

desenvolvimento do projeto, foi necessário seguir para uma etapa de purificação das 

amostras. Isso se deu com o intuito de aumentar a sensibilidade do equipamento 

analítico (GC-MS) e posterior identificação dos compostos, buscando extrair os 

compostos piretróides do extrato seco.  

 

Após a secagem do material, foram preparadas as colunas de vidro para 

purificação. Para tal, inseriu-se incialmente algodão e um disco de fibra de vidro, para 
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evitar que os adsorventes (recheio, composto por alumina básica e octadecilcilano) 

saíssem da coluna pela ponta. As colunas foram posicionadas na câmara de vácuo, 

com as pontas corretamente alinhadas com os tubos de descarte. Com os liners das 

colunas fechados (ou seja, impedindo a passagem do solvente pela ponta), adicionou-

se acetonitrila até que essa ocupe aproximadamente metade da coluna.  

 

Seguiu-se uma lenta e gradual inserção de 5 g de alumina básica e, após a 

decantação dessa, adicionou-se octadecilcilano (C18) como segundo adsorvente e 

aguardou-se até sua decantação. As colunas foram então empacotadas com a abertura 

dos liners até que o menisco do solvente tocasse a parte superior da superfície da 

camada de C18. A coluna, então, foi fechada e os frascos de descarte substituídos por 

tubos de ensaio nos quais foram depositadas as substâncias de interesse. Seguiu-se, 

então, a etapa de inserções das amostras na coluna, iniciando pela dissolução dessas 

com acetonitrila, ainda nos balões em que estavam armazenadas. O conteúdo dos 

balões, agora com amostras dissolvidas em acetonitrila, foram inseridos na coluna 

juntamente com a sua abertura, de forma a despender quantidade de solvente até que 

todas as substâncias de interesse fossem obtidas pela coluna. 

  

O material coletado teve, então, de ser seco no evaporador rotatório, com a 

evaporação de acetonitrila. Por fim, misturaram-se as amostras secas com cerca de 1 

mL de acetonitrila, armazenando-as em local apropriado (freezer) até que fosse feita a 

injeção no equipamento de GC-MS. Por fim, ao inserir as amostras no equipamento, 

foram colocados padrões internos para garantir a detecção do aparelho. O 

equipamento de CG-MS operou com tempo de corrida de 48,5 minutos com Hélio como 

gás de eluição adotado, a uma vazão de 1,2 mL/min. Os solvetes utilizados foram 

metanol e hexano, ao passo que a coluna empregada foi a GC DB-5ms, com fase 

estacionária composta de (5% fenil)-metilpolisiloxano e dimensões de 30 m x 0,25 mm 

x 0,25 µm. O perfil da variação da temperatura do forno com o tempo se deu por: 

temperatura inicial de 90°C; aumento de 10°C/min até 180°C, assim permanecendo por 

3 minutos; aumento de 10°C/min até 250°C, assim permanecendo por 5 minutos; 
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aumento de 5°C/min até 300°C, assim permanecendo por 0 minutos; e aumento de 

20°C/min até 310°C, assim permanecendo por 13 minutos. 

 

2.5.3 DADOS PRELIMINARES DOS EXPERIMENTOS 

 

Os experimentos foram pensados segundo a metodologia de BBD, com três 

parâmetros considerados (tempo, temperatura e proporção amostra:solvente) e três 

níveis para cada um desses parâmetros (Tabelas 3 e 4). 

 

Tabela 3 – Parâmetros e níveis utilizados para os experimentos de extração de pétalas de rosa. 

Parâmetro Tempo (min) Temperatura (°C) Proporção Amostra:Solvente (g/ml) 

Nível -1 0 1 -1 0 1 -1 0 1 

Valor 20 40 60 30 40 50 1:3 1:5 1:8 

 

Tabela 4 – Ensaios e valores de tempo, temperatura e proporção de amostra:solvente utilizados 
em cada experimento. 

Ensaio Tempo (min) Temperatura (°C) Proporção Amostra:Solvente (g/ml) 

A -1 -1 0 

B +1 -1 0 

C 0 -1 +1 

D 0 -1 -1 

E -1 0 -1 

F -1 0 +1 

G 0 0 0 

H 0 0 0 

I 0 0 0 

J +1 0 -1 

K +1 0 +1 

L -1 +1 0 

M 0 +1 -1 

N 0 +1 +1 

O +1 +1 0 
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A diferença da ordem disposta dos experimentos realizados em comparação 

com a ordem desses na teoria desenvolvida na seção de Fundamentação Teórica é por 

conveniência e com base na evolução do nível da temperatura. As maiores massas 

foram utilizadas para alguns experimentos que apresentam menor nível de proporção 

amostra:solvente para ter, consequentemente, maior quantidade de solvente e assim 

não prejudicar a trituração.  

 

De acordo com as condições descritas como disposto acima, foram extraídos os 

valores de massa de amostra utilizada e os volumes de solvente para cada condição 

de extração (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Pesos de amostras e volumes de solvente utilizados em cada replicata dos ensaios 
realizados.  

Ensaio Replicata Peso de Amostra (g) Volume de Solvente (ml) 

A 

A1 20,052 ± 5e-3 100 ± 0,5 

A2 20,017 ± 5e-3 100 ± 0,5 

A3 20,041 ± 5e-3 100 ± 0,5 

B 

B1 20,010 ± 5e-3 100 ± 0,5 

B2 20,059 ± 5e-3 100 ± 0,5 

B3 20,002 ± 5e-3 100 ± 0,5 

C 

C1 20,027 ± 5e-3 160 ± 0,5 

C2 20,023 ± 5e-3 160 ± 0,5 

C3 20,058 ± 5e-3 160 ± 0,5 

D 
D1 20,014 ± 5e-3 60 ± 0,5 

D2 20,042 ± 5e-3 60 ± 0,5 

E 

E1 40,044 ± 5e-3 120 ± 0,5 

E2 40,072 ± 5e-3 120 ± 0,5 

E3 40,074 ± 5e-3 120 ± 0,5 

F 

F1 20,017 ± 5e-3 160 ± 0,5 

F2 20,027 ± 5e-3 160 ± 0,5 

F3 20,088 ± 5e-3 160 ± 0,5 

G G1 20,022 ± 5e-3 100 ± 0,5 
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Ensaio Replicata Peso de Amostra (g) Volume de Solvente (ml) 

G 
G2 20,043 ± 5e-3 100 ± 0,5 

G3 20,002 ± 5e-3 100 ± 0,5 

H 

H1 20,058 ± 5e-3 100 ± 0,5 

H2 20,018 ± 5e-3 100 ± 0,5 

H3 20,081 ± 5e-3 100 ± 0,5 

I I1 20,069 ± 5e-3 100 ± 0,5 

 I2 20,065 ± 5e-3 100 ± 0,5 

I I3 20,001 ± 5e-3 100 ± 0,5 

J 

J1 40,017 ± 5e-3 120 ± 0,5 

J2 40,013 ± 5e-3 120 ± 0,5 

J3 40, 016 ± 5e-3 120 ± 0,5 

K 

K1 20,035 ± 5e-3 160 ± 0,5 

K2 20,016 ± 5e-3 160 ± 0,5 

K3 20,014 ± 5e-3 160 ± 0,5 

L 

L1 20,014 ± 5e-3 100 ± 0,5 

L2 20,011 ± 5e-3 100 ± 0,5 

L3 20,041 ± 5e-3 100 ± 0,5 

M 

M1 40,067 ± 5e-3 120 ± 0,5 

M2 40,014 ± 5e-3 120 ± 0,5 

M3 40,052 ± 5e-3 120 ± 0,5 

N 

N1 20,048 ± 5e-3 160 ± 0,5 

N2 20,022 ± 5e-3 160 ± 0,5 

N3 20,011 ± 5e-3 160 ± 0,5 

O 

O1 20,071 ± 5e-3 100 ± 0,5 

O2 20,028 ± 5e-3 100 ± 0,5 

O3 20,064 ± 5e-3 100 ± 0,5 

Continuação da Tabela 5  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

3.1 PERFORMANCE GERAL DA EXTRAÇÃO  

 

Procedidas as etapas de extração inicial e posterior secagem das amostras, é 

possível obter valores representativos para avaliar o procedimento extrativo. Os 

parâmetros que podem ser obtidos após esses passos são a massa média do extrato 

seco para cada condição de extração imposta e consequente rendimento médio total 

de extração (isto é, a média entre as massas de extrato seco obtido e da respectiva 

matriz extraída). Além disso, para fins de validação do método e representatividade, é 

igualmente interessante ter conhecimento dos valores de desvio padrão das massas de 

extrato seco obtidos para cada experimento de extração (Tabela 6).   

 

Tabela 6 - Valores de massa média do extrato seco obtido, rendimentos médios de extração e 
desvio padrão das massas de extrato seco obtidas para as diferentes condições de extração.  

Condição 

de Extração 

Massa média do 

extrato seco (g) 

Rendimento médio 

de extração (%) 

Desvio padrão de massas 

de extrato seco (g) 

A 1,3600 6,7906 0,1952 

B 0,8890 4,4437 0,0664 

C 1,0600 5,2847 0,2128 

D 0,8505 4,2464 0,0728 

E 1,6780 4,1891 0,3974 

F 0,8915 4,4456 0,1534 

G 1,0990 5,4890 0,0040 

H 1,2740 6,3577 0,0692 

I 0,7590 3,7948 0,0714 

J 2,0675 5,1668 0,1888 

K 1,4307 7,1455 0,0615 

L 0,8155 4,0750 0,1308 

M 2,3890 5,9636 0,0494 

N 1,4100 7,0441 0,1343 

O 1,1530 5,7492 0,0028 
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Tendo em vista os dados disponibilizados na tabela acima, é possível verificar 

valores satisfatórios de rendimentos de extração para cada condição apresentada, com 

base em estudos anteriores. A extração por agitação, ainda que melhore a interação 

entre a matriz e o solvente extrator de modo a propiciar o uso de solventes menos 

danosos ao meio ambiente, não costuma apresentar valores de extração maiores que 

10% para esse tipo de extrato (KRAKOWSKA et al., 2017; LAL et al., 2008). 

 

Dos valores obtidos para o rendimento de extração, em se tratando da 

individualidade das replicatas, foi possível constatar um valor máximo dado para a 

condição de extração N (sendo esse valor de 7,52%) e um valor mínimo para a 

condição de extração E (avaliado em 3,49%). Os valores das maiores massas médias 

de extrato seco não devem ser confundidos com o rendimento, dado que algumas 

condições de extração utilizaram uma massa inicial de matriz maior devido a menor 

proporção amostra:solvente e consequente dificuldade em triturar a mistura. Os valores 

de desvio padrão foram significativos para algumas das replicatas, o que indica uma 

falta de significância estatística do experimento, sendo assim necessária sua repetição 

com a disponibilidade de mais tempo hábil para tal. 

 

Como foi implementado o modelo de Box-Behnken, foi possível estimar os 

valores das constantes presentes na equação polinomial de segunda ordem atrelada 

ao modelo com o auxílio do software Minitab©, o qual também foi capaz de determinar 

os p-values associados a esses parâmetros (Tabela 7). A equação final fica disposta 

como abaixo, em que 𝛸1 é o nível de tempo, 𝛸2 o de temperatura e 𝛸3 o de proporção 

amostra:solvente, como exposto na seção de metodologia. 

 

𝑌 = 5,223 + 0,376𝛸1 + 0,258𝛸2 + 0,544𝛸3 − 0,177𝛸1
2 + 0,216𝛸2

2 + 0,193𝛸3
2

+ 1,007𝛸1𝛸2 + 0,430𝛸1𝛸3 + 0,012𝛸2𝛸3 
(2) 

 

Dos valores das constantes da equação polinomial é possível extrair 

informações importantes a respeito do desempenho da extração. Ao notar tanto os 
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módulos dos valores dessas constantes quanto os p-values dispostos, observa-se que 

o fator mais relevante por uma diferença bem considerável é, sem dúvidas, o da 

constante atrelada ao modelo 𝑛0. 

 

Tabela 7 - Valores e p-values das constantes da equação polinomial de segundo grau associada 
ao modelo de Box-Behnken  

Constante Valor P-value 

𝑛0 5,223 0,001 

𝑛1 0,376 0,460 

𝑛2 0,258 0,607 

𝑛3 0,544 0,299 

𝑛4 -0,177 0,809 

𝑛5 0,216 0,768 

𝑛6 0,193 0,791 

𝑛7 1,007 0,190 

𝑛8 0,430 0,546 

𝑛9 0,012 0,986 

 

Isso indica que as condições de extração, ainda que distintas, devem apresentar 

diferenças significativas para a condição padrão estabelecida (isto é, dos níveis nulos 

dos parâmetros) para influenciar de forma apreciável no rendimento de extração. Esse 

por sua vez, portanto, assumirá valores por volta de 5,223%, em especial para 

condições de extração próximas a 45 minutos de experimento, a 40 °C e a uma 

proporção de amostra solvente de 1:5, dado que essas são as condições de nível nulo 

para cada parâmetro, nos experimentos realizados. 

 

De todo modo, ainda que não de forma tão expressiva, os seguintes parâmetros 

mais relevantes para a extração são relativos aos efeitos de interação entre o tempo e 

a temperatura (𝑛7) e o valor singular da proporção de amostra:solvente (𝑛3). Os valores 

positivos dessas constantes indicam o caráter diretamente proporcional da relação 

entre essas e o rendimento de extração. Ou seja, segundo o modelo calculado 
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baseado nos resultados dos experimentos, a extração obterá maior êxito em se 

tratando do rendimento total de extração quão maior seja a proporção de 

amostra:solvente e os valores combinados da temperatura e do tempo de extração, ao 

passo que evidências indicam a estabilidade dos agrotóxicos analisados a essas 

temperaturas e por esses tempos de exposição (LIU et al., 2005), ainda que seja 

necessária a análise das outras condições de extração para corroborar esse resultado. 

Por outro lado, observa-se que o modelo considerou a interação entre a temperatura e 

a proporção de amostra:solvente praticamente irrelevante para essa prática.   

 

Tais observações são ratificadas visualmente a partir da elaboração de figuras 

de contorno e superfícies de resposta que representem o problema (Figuras 10 a 12).  

 

 

Figura 10 - Superfície de Resposta e Gráfico de Contorno para o rendimento de extração (em 
porcentagem) em função do tempo e da temperatura 

 

 

Figura 11 - Superfície de Resposta e Gráfico de Contorno para o rendimento de extração (em 
porcentagem) em função do tempo e da proporção amostra:solvente 
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Figura 12 - Superfície de Resposta e Gráfico de Contorno para o rendimento de extração (em 
porcentagem) em função da temperatura e da proporção amostra:solvente 

 

Cabe ressaltar que as primeiras nada mais são do que representações 

planificadas das últimas, em que é utilizado esquema de cores para ressaltar o nível 

médio da variável de resposta para determinada região. As superfícies de resposta, por 

sua vez, são elaboradas a partir da equação polinomial de segunda ordem do modelo, 

com a fixação de cada um dos parâmetros no nível 0 para cada par possível de 

variáveis independentes a serem consideradas, dispostas então no plano horizontal do 

gráfico. A variável resposta, por sua vez, é mensurada no eixo perpendicular ao plano 

que contém as variáveis independentes, o que permite a construção dessas 

superfícies.  

 

3.2 CARACTERÍSTICAS DOS EXTRATOS 

 

Acrescenta-se ainda que foi possível observar visualmente diferenças entre as 

amostras de acordo com as condições de extração (Figura 13). Ao comparar extratos 

obtidos em condição mais branda de temperatura (40°C) e por menos tempo (20 e 40 

minutos para as condições F e G, respectivamente) com uma extração feita a 50°C e 

por 60 minutos (condição O), tanto em relação ao aspecto quanto à cor do extrato 

seco. Evidências mostram que tal mudança é causada por uma possível caramelização 

de açúcares presentes nas pétalas de rosa, processo que ocorre a temperaturas mais 

elevadas (JIAN et al., 2008; AJANDOUZ et al., 2008). É o caso da glucose, por 

exemplo, que apresenta temperatura de transição vítrea (um dos indicadores do 

fenômeno de caramelização) catalogada em torno dos 40°C e evolução observável 
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para tempos maiores do que 50 minutos, por exemplo (QUINTAS et al., 2007). Outras 

amostras não foram analisadas devido a imprevistos e complicações com a outra 

instituição de ensino que colaborou para o projeto.  

 

 

Figura 13 – Comparação visual entre as amostras. As condições de extração são, conforme a 
numeração, 1 - F; 2 - G; e 3 - O 

 

Além disso, cabe ressaltar que essas amostras foram separadas para serem 

levadas a outro centro de pesquisa com o intuito de analisar a presença de moléculas 

comuns de pesticidas com os equipamentos e padrões específicos disponíveis. Dito 

isto, é possível relatar uma aparente diferença também de densidade entre esses 

extratos, dado que foram pesados e possuem massas bem semelhantes, o que não 

condiz com a diferença de volume que ocupam nos frascos. Acredita-se também que a 

diferença de coloração entre as amostras se dá devido à degradação das antocianinas 

presentes nos pigmentos que conferem às rosas seus respectivos tons de cor (YU & 

LV, 2019). Cabe ainda citar que as principais antocianinas presentes em rosas, de 

acordo com estudos anteriores, são a cianidina, pelargondina, peonidina, petunidina e 

delfinidina .     

 

Desses frascos enviados, os correspondentes às extrações “O” e “G” foram 

analisados conforme a metodologia especificada, obtendo resultados relevantes no 

GC-MS (Figuras 13 e 14; Tabelas 8 e 9). 
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Figura 13 – Cromatograma da amostra com condições de extração “G” 
 
Tabela 8 – Tempos de retenção e concentração dos compostos encontrados por GC-MS na 
amostra “G”.  

Composto Tempo de Retenção (min) Concentração (ng/ml) 

CipermetrinaD6-cis* 27,236 100,00 

CipermetrinaD6-trans* 27,477 100,00 

Bifentrina 21,513 2,81 

Lambda cialotrina 23,137 0,09 

Permetrina-cis 24,852 1,08 

Permetrina-trans 25,195 2,43 

Ciflutrina-cis1 26,276 0,16 

Ciflutrina-trans1 26,550 0,33 

Ciflutrina-cis2 26,653 0,43 

Ciflutrina-trans2 26,790 0,77 

Cipermetrina-cis1 27,048 2,10 

Cipermetrina-trans1 27,322 1,33 

Cipermetrina-cis2 27,425 2,48 

Cipermetrina-trans2 27,545 1,63 

Fenvalerato-cis 29,127 0,24 

Fenvalerato-trans 29,623 0,47 

*Padrões internos 
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Figura 14 – Cromatograma da amostra com condições de extração “O” 
 
 
Tabela 9 - Tempos de retenção e concentração dos compostos encontrados por GC-MS na 
amostra “O”  

Composto Tempo de Retenção (min) Concentração (ng/ml) 

CipermetrinaD6-cis* 27,236 100,00 

CipermetrinaD6-trans* 27,476 100,00 

Bifentrina 21,478 1,65 

Fenotrina-cis 22,272 8,48 

Lambda cialotrina 23,116 0,01 

Permetrina-cis 24,835 0,75 

Permetrina-trans 25,178 1,23 

Ciflutrina-cis1 26,259 0,05 

Ciflutrina-trans1 26,533 0,08 

Ciflutrina-cis2 26,653 0,10 

Ciflutrina-trans2 26,773 0,16 

Cipermetrina-cis1 27,031 1,13 

Cipermetrina-trans1 27,322 0,66 

Cipermetrina-cis2 27,425 1,20 

Cipermetrina-trans2 27,545 0,82 
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Composto Tempo de Retenção (min) Concentração (ng/ml) 

Fenvalerato-cis 29,127 0,08 

Fenvalerato-trans 29,609 0,10 

Continuação da Tabela 9. *Padrões internos 

 

Ambas as moléculas mais presentes na condição de extração G (ciflutrina e 

cipermetrina) já apresentam extensa pesquisa bibliográfica (ULLAH et al., 2018; 

RAVULA et al., 2021; ENI et al., 2019; FARAG et al., 2021) com relação aos seus 

efeitos nocivos à saúde, inclusive em se tratando de resultados preocupantes em 

experimentos com animais. No caso da ciflutrina, por meio da exposição do peixe 

Truta-arco-íris (Oncorhynchus mykiss), foi verificado que concentrações de 32 ng/L 

dessa substância foram capazes de comprometer os hábitos alimentares desse animal, 

ao passo que concentrações de 450.000 ng/mL foram letais para períodos de 14 dias 

(ZIMMER et al., 2018).  

 

Já no caso da cipermetrina, há ainda mais resultados danosos em evidência na 

comunidade científica, desde disfunções em tireóides e comprometimento das 

habilidades motoras de Danio rerio’s, mais conhecidos como peixe zebra (XU et al., 

2018), a lesões hepatorrenais em Cyprinus carpio’s, os quais são carpas comuns 

(KHAFAGA et al, 2020). Ainda há muitos outros efeitos danosos constatados por esses 

agentes (FARAG et al., 2021) e não somente em peixes, mas também em outros 

animais como roedores (SONI et al., 2011) e outras espécies marinhas, como 

Palaemonetes argentinus, uma espécie de camarão (COLLINS & CAPPELLO, 2006).  

 

Ainda com relação a essas moléculas isômeras de cipermetrina, há alguns 

casos reportados de humanos infectados por esses agentes (PARAJULI, 2006; 

SHILPAKAR & KARKI, 2021). Esses relatos não apontam nenhum antídoto específico 

indicado pela Organização Mundial da Saúde (World Health Organization, - WHO, em 

inglês), se não somente medidas para tratamento dos sintomas (WHO, 2002). O valor 

elevado do LD50 (dose necessária para ocasionar a morte de metade de uma 

população em teste) para humanos dessas substâncias (de 100 – 1000 mg/kg de 

massa corporal) justifica tal falta de orientações específicas para esse envenenamento 
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(WHO et al., 2020; WHO et al., 1989). Cabe citar, portanto, que alguns dos sintomas 

observados associados à exposição e contato a cipermetrina são coma, lesões renais, 

insuficiência respiratória, hipotensão, dentre outras que podem inclusive acarretar à 

morte, encontrados em uma série de pacientes analisados em artigo publicado para 

registro de casos médicos (CHA et al., 2014).   

 

Contudo, no caso das amostras “O”, percebe-se uma presença preponderante 

da molécula Fenotrina-cis (Figura 15). Acredita-se que as diferenças nas 

concentrações e inclusive nas substâncias encontradas nos dois extratos deve-se às 

condições de extração distintas dessas duas amostras. Além disso, em se tratando da 

Fenotrina-cis, cabe destacar a presença mais comum desse composto inclusive no dia 

a dia da população, visto que essa é utilizada inclusive na composição de 

antiparasitários empregados em animais domésticos para a eliminação de pulgas, por 

exemplo (FERNANDES et al, 2013). Ainda assim, pesquisas apontam para o grande 

potencial para a toxicidade genética desse composto, tendo sido identificados certos 

danos no DNA de células linfócitos e hepatócitos em seres humanos para 

concentrações baixas, entre 20µmol/l e 50µmol/l (NAGY et al., 2014).  

 

Cabe citar que os outros compostos presentes identificados nos dois extratos, 

em sua maioria, não são altamente nocivos ao corpo humano e exigem concentrações 

bem maiores do que as constatadas para apresentar efeitos (RAMCHANDRA et al., 

2019). A exceção é o composto da bifentrina, composto presente de forma apreciável 

nos extratos e considerado tão tóxico quanto organoclorados, organofosforados e 

carbamatos empregados em agrotóxicos (THATEYUS & SELVAM, 2013; YANG et al., 

2018).  

 

 

Figura 15 – Estrutura química da Fenotrina-cis
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4. CONCLUSÃO 
 

4.1 CONTRIBUIÇÃO DO PROJETO 

 

Esse trabalho propôs-se a fazer um mapeamento de contaminantes presentes 

no solo do cinturão verde do estado do Rio de Janeiro. Isso foi feito a partir da análise 

da presença de moléculas denominadas piretróides em amostras de rosas plantadas 

nessa região, mais precisamente de um produtor local de Nova Friburgo. Tais 

compostos foram alvo desse estudo por serem amplamente empregados na 

formulação de agrotóxicos autorizados e utilizados em plantações em território nacional 

e por ter padrões disponíveis em literatura para identificação por GC-MS. 

 

Para chegar a tal objetivo, o projeto contribui para o estabelecimento de métricas 

para o método de extração por agitação dessa matriz orgânica com solvente aquoso. A 

partir da variação de alguns dos parâmetros pertinentes à extração (tempo, 

temperatura e proporção de amostra:solvente), foi possível verificar variações no 

rendimento total de extração. Esse fator é essencial para que se obtenha sucesso na 

análise da amostra, visto que uma maior quantidade de extrato indica maior remoção 

dos compostos presentes e, portanto, resultados mais apurados em se tratando da 

quantidade de contaminantes presentes. Além disso, a análise de um produto plantado 

em determinado solo como norteador da avaliação da composição do próprio solo é um 

campo de grande interesse. Isso por conta da maior facilidade propiciada por esse 

método e pelo vasto emprego ainda a ser explorado, apesar de já ter apresentado 

resultados interessantes em estudos recentes. 

 

Além disso, o emprego da metodologia Box-Behnken para DoE foi essencial 

para otimização do tempo e garantia da representatividade dos experimentos. O 

conhecimento adquirido a partir da aplicação desses conceitos permitiu ainda 

desenvolver superfícies de resposta, curvas de contorno e funções polinomiais que 

permitem prever a quantidade de extrato seco que deve ser obtido de acordo com a 

condição de extração, além de determinar a influência dos parâmetros avaliados na 
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extração. Foi possível constatar que, de maneira geral, a maior quantidade de extrato 

seco é obtida quão maior forem os valores dessas variáveis.  

 

Foi possível, ainda, constatar a mudança que os diferentes cenários de 

operação ocasionaram em se tratando das características do extrato seco obtido ao 

final. Ao comparar a aparência visual dos extratos, verificou-se que, ao ser submetido a 

temperaturas maiores por tempos mais prolongados, os extratos apresentaram cor 

mais escura e, de certa forma, brilhante. Evidências apontam que essa mudança 

ocorreu devido à degradação de antocianinas (que conferem cor às rosas) e ao 

fenômeno de caramelização de açúcares presentes na amostra, dado que tal reação é 

reportadamente carreada para condições de temperatura e por tempos similares aos 

empregados em algumas condições de extração. Além disso, a percepção tátil 

quebradiça desses extratos secos corrobora para tal conclusão. 

 

Por outro lado, como já verificado em diversos estudos distintos que tratam 

desse tipo de experimento, as condições de extração também afetaram diretamente a 

composição dos extratos. Ao passo que um deles apresentou uma maior concentração 

de fenotrina no extrato seco, outra condição sequer gerou um extrato no qual tenha 

sido constatada a presença desse composto, cabendo a isômeros de cipermetrina e 

ciflutrina serem as substâncias mais abundantes. Assim, portanto, ressalta-se a 

necessidade de testar cenários distintos para garantir a abrangência da análise desses 

extratos e consequentemente, da matriz que deve ser analisada.   

 

4.2 OPORTUNIDADES DE MELHORIA PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Como explorado na introdução deste trabalho, este projeto de final de curso 

apresenta-se como uma etapa inicial de uma pesquisa maior que, no âmbito do 

Exército Brasileiro, objetiva a aplicação de metodologia similar para identificação de 

armas químicas. Ou seja, faz-se necessário uma constante adequação das técnicas 

empregadas nesse trabalho para o fim que se destinar no futuro, variando de forma a 

obter maior quantidade e variedade de moléculas buscadas nos extratos. Além disso, 
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também é oportuna a expansão e complementação da biblioteca e padrões disponíveis 

para análise em equipamentos cromatográficos para diferenciação de moléculas tão 

similares quanto, por exemplos, compostos organofosforados, que estão presentes 

tanto como agentes de guerra química quanto na formulação de alguns pesticidas.  

 

Ademais, abordando o desenvolvimento do projeto, é oportuno ressaltar a 

necessidade da inserção desses projetos em planos orçamentários para que sejam 

desenvolvidos de forma mais efetiva e completa quanto possível para um projeto de 

final de curso. Apesar da grande carga burocrática envolvida no processo, acredita-se 

que ações como o adiantamento da escolha dos temas de PFC seja uma opção que 

auxiliará o desenvolvimento dessa e outras medidas benéficas para o melhor 

desenvolvimento dos projetos. Outro fator que também cabe ser destacado é a 

dificuldade em conciliar a carga horária dos discentes à disponibilidade dos laboratórios 

inclusive do próprio IME. Acredita-se que uma maior disponibilidade de técnicos de 

laboratórios para acompanhamento dos alunos a esses locais seja pertinente para 

melhoria não somente do processo em si, mas também para o aumento do nível 

entregue de projetos similares que dependam de experimentos para sua realização. 

  

Por fim, esse trabalho se encerra com a perspectiva de se tornar um estágio 

importante para o desenvolvimento de metodologias para o controle e diminuição do 

emprego desenfreado de agrotóxicos que assola o país. Ademais, mesmo que de 

forma aparentemente mais branda, os contaminantes explorados apresentam grave 

perigo para a população brasileira e seus efeitos são ameaças para as próximas 

gerações e constroem um ambiente propicio à mutação de agentes patológicos. O EB 

se beneficia desse intuito maior com o emprego de conceitos e técnicas abordados 

neste trabalho, porém com adaptações para cenários de guerra química, em 

conformidade com seu planejamento estratégico. Desse modo, almeja-se perpetuar a 

excelência e prestígio que o EB hoje possui frente a esse assunto, sendo referência 

para o Brasil e toda américa latina, permitindo o aumento da sua capacidade técnica 

para manutenção da soberania nacional e garantia da proteção do solo e população 

nacionais.  
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