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RESUMO

O Brasil h4 muito tempo se destaca como um pais que utiliza uma grande quantidade
de agrotdéxicos em suas areas de cultivo. Além disso, o pais também ganhou
notoriedade por permitir muitos pesticidas e herbicidas que ndo receberam aprovacoes
em outros Estados. Em especial, percebe-se uma falta de regulamentagéo propria para
limitar 0 uso desses agentes em plantagcdes que nao se relacionam com produtos
destinados a alimentacdo, com destaque para flores de corte comumente utilizadas
para ornamentacéo e buqués. Esse trabalho tem por finalidade analisar o perfil quimico
de rosas para nortear o mapeamento de contaminantes do solo na regiao do cinturéo
verde do estado do Rio de Janeiro (regido politica Serrana). Isso se da a partir da
extracdo de moléculas que compde pesticidas e herbicidas de flores de corte colhidas
no local a ser estudado, das quais sdo identificadas a classe de moléculas piretréides
devido a padrbes disponiveis para estudo. Além disso, o método e as condicbes de
extragcdo séo variados com o intuito de ter resultados mais abrangentes e diminuir erros
relativos a possiveis degradacdes ocasionadas por essas variaveis. Essa extracao sera
performada de acordo com um Design de Experimento de Box-Behnken, o que permite
a elaboracdo de modelos para determinar as melhores condi¢cdes de extracdo para o
processo. E explorado ainda, com brevidade, os efeitos adversos desses compostos

no organismo humanao.

Palavras-Chave: mapeamento, contaminantes, Cinturdo Verde, extracdo, pesticidas,

caracterizacao quimica, 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. INTRODUCAO

Agrotéxicos sdo produtos quimicos sintéticos utilizados para ocasionar a morte
de agentes como insetos, larvas e outros organismos vivos com o intuito de regular o
crescimento da vegetacédo, tanto no ambiente rural quanto no campo, tendo em vista a
justificativa de controlar as doencas causadas por esses vetores (BRASIL, 2002).
Nesse sentido, muitos produtos foram reportados em épocas muito antigas, ainda que
ndo houvesse uma exata classificagdo e conhecimento técnico para denomina-los. Na
Idade Antiga, por exemplo, reporta-se a queima de enxofre para purgar os domicilios,
ao passo que em meados do século XVII foi constatado o uso de arsénio com mel
como veneno para formigas (SHEPARD, 1941). A fabricacdo de substancias sintéticas
desse género data do periodo compreendido entre os anos de 1935 e 1950, com a
descoberta das propriedades inseticidas do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT, Figura 1)
e posterior producdo desse e outros produtos (principalmente, organoclorados e

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

Cl
Cl Cl

Cl Cl

Figura 1 — Formula quimica do DDT.

Ainda nesses primeiros anos, algumas das principais funcdes quimicas
presentes nessas substancias mostraram-se fortemente agressivas ndo somente aos
seus alvos, mas também contra os seres humanos, tendo sido observados efeitos
neurotdxicos e carcinogénicos em muitos casos (GEORGE & SHUKLA, 2011;
RICHARDSON et al., 2019). Por conta disso, por volta da década de 1970, alguns
paises passaram a mostrar seus primeiros indicios em agir para regular e catalogar
esses pesticidas, criando legislagcbes especificas que orientassem seu uso e
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concentragfes aceitaveis (COSTA, 1987; BENCKO & FOONG, 2017; ECOBICHON,
2001).

Atualmente, ainda que haja regulamentacdes e limites rigidos impostos sobre o
uso de pesticidas em plantacdes destinadas a industria de alimentos na maior parte
dos paises do mundo, ainda ha pouco ou, em algumas nacoes, inexistente controle
sobre o uso desses com relacdo 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 plantacdo, a fim de comparar com os limites
permitidos para outros tipos de cultivo e, sobretudo, chamar a atengao das autoridades
para a necessidade de propiciar maior controle sobre essas regides, dado 0s riscos
oferecidos por esses agentes. Para que esse mapeamento seja feito da melhor forma,
€ necessario também avaliar e otimizar os parametros que envolvem a extracdo desses
contaminantes das matrizes analisadas.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho tem como objetivo determinar o perfil quimica de rosas cultivadas
na cidade de Nova Friburgo, localizada na Regido Serrana do estado Rio de Janeiro.
Esse local foi escolhido com o intuito de nortear o0 mapeamento dos contaminantes

presentes no cinturdo verde do estado.

Figura 2 — Mapa do estado do Rio de Janeiro, em que suas regides de governo sdo destacadas, de
acordo com a numeragdo: 1 — Médio Paraiba; 2 — Costa Verde; 3 — Metropolitana; 4 — Centro — Sul
Fluminense; 5 — Serrana (enfoque do estudo, onde se encontra o cinturdo verde do estado); 6 —
Baixadas Litoraneas; 7 — Noroeste Fluminense; 8 — Norte Fluminense. Imagem alterada de
CEPERJ (2021).

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do projeto consistem em:
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a) Realizar extensa pesquisa bibliografica que tanto norteie o desenvolvimento
do projeto quanto sirva de base para desenvolvimentos posteriores nessa area de

pesquisa;

b) Fazer extracBes de pétalas de flores de corte cultivadas na regido de Nova

Friburgo, sob diferentes condicdes de extracao;

c) Aplicar conceitos de Design de Experimentos (DoE) para garantir
representatividade do experimento e determinar as condicées de extracdo étimas;

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

moléculas associadas a agrotoxicos utilizadas no cultivo;

e) Avaliar os riscos associados a esses agrotéxicos especificos em se tratando

da saude humana e da contaminagéo de terras e da gua local;

1.3 JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo de substancias quimicas presentes em amostras quaisquer €
de grande importancia no contexto de defesa quimica e biolégica, uma das areas de
atuacdo do Exército Brasileiro (EB). Essa capacidade vai ao encontro de umas das
Ultimas grandes conquistas alcancadas pelo EB nesse quesito, a qual reside no
credenciamento, pela Organizacdo para a Proibicdo de Armas Quimicas (OPCW, em
inglés) do Laboratério de Andlises Quimicas (LAQ) do Instituto de Defesa Quimica,
Biologica, Radiolégica e Nuclear (IDQBRN). Isso foi possivel apds o LAQ alcancar seu
2° conceito A, em 2021, no Teste de Proficiéncia Oficial da OPCW (EB, 2022).

Além disso, em se tratando da funcdo social da Forca Terrestre, € de suma
importancia que esta esteja capacitada a desbravar os riscos aos quais os cidadaos
estdo expostos por conta de atividades locais que, por vezes, ndo sao feitas com o
devido cuidado. Isso contribui para a prevencdo e acdo mais rapida contra efeitos
oriundos dessas ameacas, em especial também para tropas que séo estabelecidas em
regides importantes a essas atividades. Cabe ainda citar o alinhamento do projeto com

um dos Obijetivos Estratégicos do Exército (OEES). Isto refere-se ao OEE 9, o qual



18

versa sobre o aperfeicoamento do sistema de ciéncia, tecnologia e informacdo, em se
tratando da modernizacdo de produtos de defesa (PRODE). A area de Defesa Quimica
Biologica Radioldgica e Nuclear (DQBRN) é uma esfera de atuacdo citada como
aplicavel aos projetos de desenvolvimento de PRODE de curto prazo (BRASIL.
EXERCITO. ESTADO-MAIOR, 2020).

N&o obstante, em se tratando de agrotoxicos, é possivel tracar semelhancas
marcantes entre compostos presentes nesses produtos e agentes de guerra quimica. A
criacdo do Tabun, primeiro neurotoxico sintético registrado, a partir de pesquisas
relacionadas com o desenvolvimento de pesticidas € fato histérico que corrobora com
essa afirmacdo (JOHSON et al.,, 2020). Portanto, com este trabalho, é possivel
permear e embasar uma metodologia confiavel para identificacdo desses compostos
mais nocivos contanto que haja ou padrées disponiveis deles nos equipamentos de
identificacdo ou registros numa biblioteca que se tenha acesso para determinar o que

um determinado sinal de um detector esta associado.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA E METODOLOGIA
2.1 CINTURAO VERDE DO RIO DE JANEIRO

Cinturdes Verdes sdo areas vegetativas e metropolitanas de determinados
municipios em que estdo concentrados rios ou outros recursos naturais da regido. Além
disso, pode contar a sua area de cultivo e producdo agricola (DOS SANTOS, 2020).
Apesar dos cinturbes verdes mais conhecidos e difundidos mundialmente estarem
localizados nos Estados Unidos da América (DANIELS, 2010), a grande maioria dos
paises ao redor do globo possuem seus proprios cinturdes verdes, como € o caso do
Brasil, com destaque para o cinturdo verde da Regido Metropolitana do estado de S&o
Paulo (GEORGES & BLANC, 2013), localizado na cidade de Ibiuna.

Por outro lado, em se tratando do estado do Rio de Janeiro, a regido entre Nova
Friburgo e Teresopolis € historicamente marcada pela producao rural. As restricbes a
mecanizacdo e implementacdo de uma efetiva linha de producdo séo impostas
geograficamente, devido ao fato desse local estar localizado na Regido Serrana do
estado (AUN & DE ASSIS, 2021).
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O que torna essa regido tao interessante ao cultivo é seu clima ameno (Tropical
de Altitude) e uma cobertura vegetal extremamente rica, marcada pela presenca da
mata atlantica e elevado indice pluviométrico durante o ano. Essas caracteristicas
permitiram o estabelecimento dessa regido como o Cinturéo Verde do estado (AUN &
DE ASSIS, 2021). Tal area 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
responsavel pela producdo de mais de 90% do fornecimento de vegetais (CARNEIRO
& ROCHA, 2009) para os mais de 12,5 milhdes de habitantes da regido (IBGE, 2017).

2.2 MAPEAMENTO DE CONTAMINANTES

Assim como todas as grandes areas de cutivo atuais ao redor do mundo, o
cinturdo verde do estado do Rio de Janeiro se utiliza dos mais variados recursos
necessarios ao aumento da produtividade, garantir maior eficiéncia no cultivo e evitar a
proliferacdo de pragas. Nesse contexto, o uso de agrotdéxicos € uma das principais
técnicas empregadas com esse objetivo. Desde o principio de seu uso, em que nao
existiam estudos claros sobre os efeitos dessas substancias quimicas tanto no corpo
guanto no ambiente (JALLOW et al., 2017), até os dias atuais, seu emprego extensivo
tem mostrado efeitos adversos, de forma geral, ao gerar a contaminacdo do
ecossistema com substancias nocivas aos organismos comuns aos locais de cultivo
(MENDEZ et al., 2018).

No caso do Brasil, o pais € historicamente conhecido por ser um dos paises que
mais consome agrotoxicos em relacdo tanto ao volume de produto consumido, valor
este que bateu a marca de 377 mil toneladas (FAO, 2021) quanto em relacédo a area
plantada, registrando 5,94 kg de agrotoxico por hectare de cultivo (FAO, 2022).
Pesticidas sdo substancias comumente associadas ao seu potencial estrogénico,
exercendo a funcdo de desregular o sistema enddcrino dos organismos (no que tange
a producao, transporte e regulacédo de horménios) e causando efeitos danosos mesmo
em concentragdes baixas (NEGINTAJI et al., 2018).
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Desse modo, cada vez mais, faz-se necessario o estudo dos efeitos especificos
desses compostos e, como muitos estudos j& apontam, seus efeitos negativos séo
extremamente variados e os subprodutos oriundos da sua degradacdo quimica séo
ainda mais perigosos, por diversas vezes (NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016).
Com base nisso, antes de mais nada, € necessério identificar os principais compostos
contaminantes presentes nos solos das regibes, denotando a importancia do
mapeamento dessas substancias no solo (DAVILA-SANTIAGO et al., 2022;
CHARBONNET et al., 2021; TAHERVAND et al., 2021).

Nesse contexto, percebe-se que uma forma razoavelmente confidvel e assertiva
de realizar esse mapeamento sem ao menos entrar em contato com o solo estudado é
por meio da andlise da composicéo de flores cultivadas nesses locais (ROBINSON et
al., 2009; LIN et al., 2010; KUBOVA et al., 2008). Isto porque, como esses campos
estdo sujeitos constantemente a intensos ataques de pestes — tais como insetos e
fungos -, as perdas na producao séo prevenidas pelo uso de pesticidas (MENGISTIE et
al.,, 2017). Um dos agravantes nesse cenario é a alta demanda pelo mercado
internacional de produtos de alta qualidade e sem agentes patogénicos presentes, o
gue impulsiona o uso desses produtos para evitar as perdas e melhorar essa aparente
qualidade (PERES & MOREIRA, 2007).

Contudo, o que ha de mais preocupante em se tratando do uso extensivo de
pesticidas no cultivo de flores reside no fato de que ha uma notéavel falta de regulacdes
envolvendo os limites maximos de residuos (LMR) para aquelas ndo associadas a
alimentacao de seres humanos (PEREIRA et al., 2021; TOUMI et al., 2017). Segundo
Pereira et al. (2021), ainda que muitas nacdes sejam meticulosas na avaliacdo de
flores importadas, nenhuma estabelece um critério claro com relacdo nem a aplicacao
de pesticidas no cultivo flores de corte nem tampouco determinam um LMR para tais

toxinas.

Os impactos associados a essa aplicacdo exagerada vém sendo estudados e

verifica-se que esses sédo observados nas mais diferentes esferas de atuacdo. Nesse
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sentido, recursos hidricos sé@o alterados inclusive em caracteristicas organolépticas,
como cor e odor, 0 que afeta diretamente os mecanismos de sobrevivéncia da fauna
marinha (BREILH et al.,, 2012; JANSEN & HARMSEN, 2011). Por outro lado, foi
reportado que pesticidas contribuem para a reducéo da fertilidade do solo (AGUIRRE,
2003) ao passo que a atmosfera sofre com o transporte desses compostos por longas
distancias por massas de ar, afetando inclusive locais destinados & conservagdo da

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

N&o obstante, tanto fazendeiros quanto comerciantes e cidadaos que vivem
proximos a essas plantacdes sofrem com os efeitos adversos do uso de agrotoxicos
(TOUMI et al, 2017; LU, 2005; FRIEDMAN et al., 2020). Dentre os efeitos associados
constatados, 0s que demandam maior atencdo sdo a intoxicacdo do sistema
neurolégico (HARARI et al.,, 2010), a 22repondera da fecundidade (HANDAL et al.,
2008) e os problemas acarretados por dificuldades respiratérias (HANSSEN et al.,
2015).

Algumas das concentracbes de pesticidas foram medidas em estudos
anteriores, tanto em solo e composta (adubo) de areas de producéo e cultivo de flores
de corte (Tabela 1) quanto em proéprias rosas (Tabela 2), em que se destaca a
concentracdo dos pesticidas e a funcdo quimica associada aos compostos. Além disso,
ainda ha alguns efeitos colaterais em floriculturistas que foram estudados por diversos

autores para muitos paises, inclusive para o Brasil.

No caso dos trabalhadores brasileiros, Nassar & Ribeiro (2020) performaram um
biomonitoramento de floriculturistas e verificaram a inibigdo da enzima
acetilcolinesterase (AchE) a partir da medicdo dos niveis dessa proteina,
extremamente importante na transmissado de sinais nervosos. Além disso, Wilhelm et
al. (2015), em estudo epidemioldgico, verificaram a genotoxicidade nesses
trabalhadores, a partir de teste de microndcleo com célula bucal e ensaios com

linfécitos.
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Tabela 1 — Concentragao de pesticidas medida em amostras de solo e de composta em areas
relacionadas ao cultivo de flores.

Funcdo Quimica Pesticida Concentracao (ug/kg) Amostra

Carbamato Carbofurano* 2.92 Solo

Organoclorado Endosulfan* 2.212 Solo?
4.12° CompostaP

Organofosforado Metalataxyl 22.382 Solo?@
61.92° Composta®

Piretroide Permethrin 5.682 Solo

Pirimidina Fenarimol* 26.052 Solo?
63.23° CompostaP

Pirimidinol Bupirimate 3.022 Solo?
5.23b Composta®

Triazol Penconazole 40.52 Solo?
210.36" CompostaP

Triadimefon* 11.474 Solo

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

Tabela 2 — Concentracdo de pesticidas medida em rosas.

Funcdo Quimica Pesticida Concentragao (mg/kg)
Acilalanina Furalaxyl* 9.9
Acido Acilamino Benalaxyl 0.14
Amidoxina Cyflufenamida 0.01
Anilinopirimidina Cyprodinil 7.4
Mepanipyrim 5.2
Pyrimethanil 13.7
Diamida Antranilica Chlorantraniliprole 0.03
Benzamida Fluopicolide 1.6
Fluopyram 0.36
Benzeno Dicarboxamida Flubendiamida 0.28
Benzimidazol Benomyl* 27.3
Thiabendazole 4.2

Thiophanate-methyl 9.9




Funcao Quimica Pesticida Concentracdo (mg/kg)
Benzofenona Metrafenona 10.3
Benzoilureia Flufenoxuron* 0.02
Lufenuron* 1.90
Novaluron* 2.2
Difenil em Ponte Tetradifon* 0.08
Carbamato Bifenazate 0.12
Methiocarb* 13.6
Oxamyl 0.01
Pirimicarb 0.26
Propamocarb 354
Carboxamida Boscalide 12.9
Hexythiazox 0.16
Cloronitrila Chlorothalonil* 0.12
Diacilhidrazina Methoxyfenozide 5.2
Dicarboximida Iprodione* 17.4
Procymidione 35.3
Difenil Oxazolina Etoxazole 1.2
Hidroxianilida Fenhexamid 19.5
Prochloraz 3.1

Imidazol Fenamidone* 1.1
Mandelamida Mandipropamid 6.7
Morfolina Dimethomorph 1.9
Dodemorph 41.9

Spiroxamina 15
Neonicotindide Acetamiprid 0.71
Dinotefuran* 2.1

Imidacloprid 3

Thiacloprid 5.8

Thiamethoxam* 4.2

Organoclorado Dicofol* 1
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Funcao Quimica Pesticida Concentracdo (mg/kg)
Organofosforado Acephate* 21.9
Chlorpyrifos 0.012-0.055
Dimethoate 0.33
Fenamiphos 3.3
Fensulfothion* 0.02
Fosthiazate 0.02
Isocarbophos* 0.01
Methamidophos* 5.4
Methidathion* 0.012-0.016
Quinalphos* 0.05
Oxadiazina Indoxacarb 1.2
Oxatiina Oxycarboxin* 0.11
Carboxin 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
Piretréide Acrinathrin 0.05
Bifenthrin* 0.69
Cyfluthrin* 0.39
Cyhalothrin* 2.4
Cypermethrin 0.014-0.92
Deltamethrin 0.22
Fenvalerate* 0.06
Piridazinona Chloridazon* 0.02
Pyridaben 0.08
Piridina Pymetrozine* 0.56
Flonicamid 1.4
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Funcao Quimica Pesticida Concentracdo (mg/kg)
Pirimidina Fenarimol 0.03
Pirimidinol Ethirimol* 0.36

Bupirimate 1.8

Pirrol Chlorfenapyr 0.04
Spinosina Spinetoram 0.13
Spinosad 0.58

Strobilurina Azoxystrobin 0.06
Kresoxim-methyl 1.4

Picoxystrobin* 1.8

Pyraclostrobin 1.3

Trifloxystrobin 0.09

Tetrazina Clofentezine 15.3
Acido Tetrénico Spirotetramat 0.03
Triazol Bitertanol* 0.03
Difenoconazole 0.02

Myclobutanil 0.13

Tebuconazole 5.2

Triflumizole 0.54

Triazolopirimidina Ametoctradin 0.3
N&o classificados Buprofezin 0.69
Fenpropidin 0.02

Continuacao da Tabela 2. (*) Pecidas hoje banidos pela Unido 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 comparagao. Isso resulta, portanto, na necessidade de
possuir amostras disponiveis desses contaminantes e utiliza-los como padrdes para
essas analises (ADAMS et al., 2007). Além disso, a identificacdo de seus possiveis
derivados € possivel com o conhecimento da estrutura quimica de agrotoxicos

utilizados comumente em determinada regido, como Brasil ou, mais restritamente, o
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Rio de Janeiro (Figura 4). Dentre eles, os compostos conhecidos como piretroides sdo
amplamente empregados, devido a sua origem natural (SODERLUND, 1989; CASIDA
& BLOOMQUIST, 1980) e relativa seguranca para mamiferos (DURIGAN et al., 2017).

g

ST

\

Figura 4 — Exemplos de compostos usualmente encontrados na composicdo de agrotoxicos
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 EXTRACAO E SEPARACAO
2.3.1 CONCEITOS

As metodologias de extragcdo consistem em processos pelos quais uma amostra
€ submetida com o intuito de separar fisicamente as principais moléculas que a
compde de sua matriz, o que corresponde a sua estrutura fisica (QUEVAUVILLER,
1998). Essa extragédo é feita, de forma simplificada, a partir do contato entre a matriz e
um solvente com o auxilio de mudancas na temperatura, pressdo, pH, inducdo de
ondas eletromagnéticas, ou outro fendmeno associado as transformacdes fisicas.
Essas variagbes buscam favorecer a interacdo entre o solvente e as substéancias que
se deseja extrair, em detrimento das ligacbes dessas com a matriz (HANSEN &
PEDERSEN-BJERGAARD, 2019).
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Os primeiros métodos tentados foram o0s conhecidos como extracdo 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 diluido neste. Contudo,
esse método € muito pouco eficiente e costuma utilizar compostos organicos nocivos
ao meio ambiente, o que vai de encontro com principios da quimica verde (HANSEN &
PEDERSEN-BJERGAARD, 2019). Verificou-se, portanto, que usar solventes mais
brandos e menos poluentes era necessario e, para isso, surgem diversas alternativas
gue visam submeter esse contato a condicfes que favorecam tanto o desprendimento
das substancias de interesse da matriz quanto a interacdo dessas com o solvente
(CUNHA & FERNANDES, 2018).

As alternativas escolhidas para esse trabalho, devido a sua praticidade e
facilidade de aplicacdo, foram a extracdo por agitacdo (maceracdo) e a extragcao
assistida por ultrassom (UAE, em inglés). No caso da primeira, utiliza-se métodos de
agitacdo do conjunto amostra-solvente (em geral, com o auxilio de bastes e placas de
agitacdo magnéticos), com o intuito de aumentar o choque entre as moléculas e
homogeneizar a mistura (QUEVAUVILLER, 1998).

Por outro lado, a UAE consiste na aplicacdo de ondas sonoras de frequéncia
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 liquido, as quais colapsam e aumentam a interagdo entre o solvente utilizado
e a amostra. Esse fendbmeno é conhecido como cavitagcdo e os colapsos induzidos
produzem a energia de ativacdo necessaria para as reac¢fes quimicas dessas
interacdes (KADERIDES et al., 2015). Como ha a possibilidade de utilizar agua e,
assim, reduzir a necessidade do emprego de agentes orgéanicos poluentes, além de

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

Cabe, ainda, ressaltar o que deve ser feito com as amostras apos a extracao ter
sido realizada. Para fazer a separacao de um extrato liquido (solvente com substancias

extraidas da matriz) com o que restou da amostra sélida, pode se fazer um processo
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convencional de filtragcdo (MAHATO et al., 2019). Esse processo consiste em fazer com
gue o conjunto seja colocado sobre uma pelicula (como, por exemplo, papel de filtro),
de modo que esse retenha a parte solida e permita que a solucéo liquida perpasse sua
estrutura (MILNE et al., 1992). A filtracdo a vacuo é feita com o auxilio de papel de filtro
e um funil de Buchner, sobre o qual se coloca essa pelicula, com seu orificio inserido
na parte aberta maior de um kitassato e uma bomba de vacuo acoplada a este ultimo
equipamento. A condicdo de vacuo imposta no interior do kitassato forca a passagem
da solucdo com maior vazéo pelo papel de filtro, o qual retém a parte sélida (MILNE et
al., 1992).

ApOs essas etapas, por vezes, ainda se faz necessario 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 extracdo de solventes organicos
(JOHNSON et al., 2007), ou liofilizadores, em se tratando da eliminacdo de agua do
extrato (SAMPATH & REDDI, 1981). Essa pratica consiste em retirar agua de uma
amostra congelada por meio da alteracdo de pressdo do meio e consequente
sublimacdo desta além de, por vezes, posterior dessorcdo, tornando a estrutura que
resta porosa (BARRESI et al., 2008; PRZIC 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 suspenséao. Para o caso de sua aplicagcédo nesse trabalho, determinar
a porcentagem, em peso, de compostos extraidos da amostra em relagdo ao peso

inicial da matriz, depende diretamente da correta execu¢do 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 elaboracdo de trabalhos cientificos que envolvam uma série de experimentos
(NIEDZ & EVENS, 2016). Esse conceito envolve o emprego de ferramentas estatisticas
com o intuito de otimizar um processo de modo a permitir a analise de determinados

fenbmenos submetidos a variacdes de determinados parametros 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 necessarios para obter
resultados representativos e validos para determinar, por exemplo, a influéncia de
parametros envolvidos, tais como tempo, temperatura, pressao, dentre outros (POLITIS
et al., 2017).

Com relacéo as aplicacfes praticas desse conceito, Ferreira et al. (2007) foram
responsaveis por elaborar uma metodologia relacionada a esse conceito que €
classificada como design Box-Behnken (BBD), em homenagem aos autores que
propuseram esse novo tipo de DoE para o estudo de varidveis quantitativas para
designs de trés niveis. Box & Behnken (1960) caracterizam suas técnicas propostas
como uma classe de modelos de segunda ordem baseado em designs fatoriais
incompletos de trés niveis. Para aplicacdo desse conceito em experimentos que
envolvem trés parametros de trés niveis cada, utiliza-se a representacao gréafica de um
cubo para reproduzir todas as possibilidades de condi¢ces desse tipo de experimento,
considerando tanto vértices quanto os pontos médios das arestas, os centros da face e

o centro desse cubo (Figura 5).

X2 ®

X3

X4

Figura 5 - Representacéo grafica do DoE prosposto por Box-Behnken (1960)
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A partir disso, usualmente, € elaborada uma equagéo polinomial de segunda
ordem (Equacdo 1) capaz de estabelecer a relacdo entre os parametros (variaveis

independentes) e o valor resultante e objetivado do experimento, ou seja, a variavel de
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resposta (ALHAJABDALLA et al., 2021,; SWAMY et al., 2014; KREUTZ et al., 2018).
Os valores das constantes da equacdo polinomial de segunda ordem e gréficos de
contorno e superficie de respostas podem ser obtidos com a utilizacdo de softwares

como Minitab®.

Além dos valores dessas constantes, comumente € necessario também destacar
a relevancia desses valores na equacdo. Para isso, utiliza-se um parametro
probabilistico denominado P-value, o qual € usado para determinar tal significancia.
Acrescenta-se que, em geral, qual menor esses valores, mais significantes sdo 0s
termos e considera-se que p-values menores de 0,05 apresentam efeitos muito
significantes na resposta por conta do intervalo de confianca da distribuicdo normal
(TIAN et al., 2017).

Y =ng +n Xy + X, + 13X + ng X2+ nsX2 + ngX2 +n,X X, + ngXi Xz + noXoXs (1)
onde:

e Y é avariavel de resposta;

e X, X, e X;sdo as variaveis independentes;

e n, é uma constante atrelada ao modelo;

e ny,n, € ng sao coeficientes lineares;

e 1n,4,ns € ng representam os efeitos quadraticos; e

e n,,ng € nyg sao os coeficientes de efeitos de interacdo do modelo

2.4 METODOS DE ANALISE EMPREGADOS

Cromatografia, em se tratando do processo quimico de separagéo e andlise, foi
definida por Lederer & Lederer (1953) como uma palavra utilizada para operagdes ou
processos que acabam por fazer a separagao total ou parcial de componentes de
misturas em diferentes porc¢des, sejam essas de natureza quimica ou fisica, nédo
importando a(s) natureza(s) da(s) forca(s) motriz(es) que ocasiona(m) essa separacao.

Processos cromatograficos sédo excessivamente utilizados para realizar essa resolucao
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de misturas com o intuito de ndo somente isolar como também de identificar seus
componentes (GROB & BARRY, 2004). H& diversos tipos de processos
cromatograficos, os quais se diferenciam seja pelo estado fisico que a mistura sera
analisada, seja pelas formas e forcas envolvidas no processo de segregacdo
(GIDDINGS, 2002), sendo os primeiros experimentos reportados nessa area datados
de 1834 (FIGUEROA-ESPINOZA et al., 1999), com o primeiro artigo cientifico tedrico
em cromatografia publicado apenas em 1940 (WILSON, 1940).

De forma simplificada, os processos cromatograficos mais utilizados atualmente
baseiam-se nos principios de intera¢cdes intermoleculares (0os quais apresentam,
geralmente, intensidades distintas para cada par de moléculas) entre as substancias
presentes na mistura a ser analisada e outros dois componentes primordiais do
processo cromatografico: uma fase movel e uma fase estacionaria (GIDDINGS, 2002).
Esta serve como suporte da separacao, a qual ira reter as fracbes da mistura de acordo
com a intensidade de suas interacfes, ao passo que aguela assume a funcdo de
carrear essas fracdes ao longo desse suporte, com base nas ligacdes intermoleculares
estabelecidas. Por esse motivo, diversos desses processos cromatograficos recebem o
nome de “corridas cromatograficas” no meio cientifico, expressdo que sumariza essas
operacbes (WOOLF, 2014). A fase estacionaria e a fase movel 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 a situacdo contraria da-se o nome
de fase reversa (GLOOR & JOHNSON, 1977).

Dentre as formas mais comuns de cromatografia de maior precisdo para
identificacdo de compostos utilizadas atualmente encontram-se a cromatografia gasosa
e a cromatografia liquida (SANDRA et al., 2014). Esses métodos cromatograficos séo
assim denominados por utilizarem, como fase moével (ou solvente), substancias ou
misturas que se encontram na forma gasosa e liquida, respectivamente. Nos dois
casos, 0 solvente arrasta as substancias que se almeja separar pelo interior de uma
coluna cromatografica, sendo esta um tubo revestido interiormente pela fase

estacionaria. Nos dois casos, como a extensdo dessa coluna é de tamanho
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consideravel (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 €, o tempo de retencédo da coluna (ETXEBARRIA et al.,
2009). Além disso, por razbes de analise quantitativa, ha ainda analisadores que
registram a intensidade de determinada propriedade de cada composto com o intuito
de, a partir de um padrao, determinar a quantidade desse presente na amostra que foi
analisada (CHARLESWORTH, 1978).

Por outro lado, a espectrometria de massas (MS, em inglés) consiste num
método analitico utilizado extensivamente para analisar a composicdo de moléculas
organicas, em sua maioria (GROSS, 2006). Esse método consiste, inicialmente, em
ionizar as moléculas do composto que sera 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 iGnicas mais
estaveis, ou seja, de menor nivel energético. Desse modo, com o auxilio de algum
equipamento de analise, em geral, detecta-se a quantidade de particulas carregadas
gue sao obtidas de acordo com suas razbes 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 auxilio de outras técnicas de analise,

inclusive sua férmula quimica (DASS, 2007).

Uma pratica muito comum em diversos equipamentos empregados atualmente
para a analise de uma amostra randémica € o emprego de um espectrébmetro de
massas acoplado no final de um cromatégrafo, seja esse destinado a cromatografia
gasosa ou liquida (KARASEK & CLEMENT, 2012). Desse modo, num primeiro
momento, o cromatdgrafo atua no isolamento das substancias de tal amostra, as quais
séo diferenciadas pelo tempo de retencdo medido pelo detector. Apds essa etapa, 0
espectrometro de massas atua na analise mais apurada dessas fragfes, permitindo
descobrir os aspectos mencionados delas e, possuindo padrdes de comparacao de

substancias especificas, é possivel ndo somente identificar a presen¢a delas como
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também quantificar sua contribuicdo na massa original de analise (ADAMS et al.,
2007).

2.5 METODOLOGIA
2.5.1 MATERIAIS

- Balanca de preciséao;

- Baldes de fundo cbnico;
- Bastao Magnético;

- Béqueres de 500 ml;

- Bomba de Vacuo;

- Espétula;

- Evaporador rotatorio;

- Funil de Buchner;

- Kitassato de 500 ml;

- Liofilizador;

- Liquidificador,

- Papel de Filtro n° 4;

- Pétalas de Rosas;

- Placas de Agitacao 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 balanca de precisdo, pesaram-se as

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

Figura 6 — Pesagem de amostra de pétala de rosa realizada por balanca elétrica de preciséo.

Mediram-se os volumes de solvente (dgua destilada) utilizado com o auxilio 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
pedacos menores. As misturas sdo entdo transferidas para bécheres (sendo essa
transferéncia, portanto, uma fonte de desvios e erros em relacdo ao que fora pesado
inicialmente) e prosseguiram a etapa de extracao.

A extracdo por agitacao foi feita a partir da insercdo de barras magnéticas para
homogeneizar misturas no interior dos bécheres e posterior colocacdo desses sobre

placa de aquecimento e agitacdo magnética. Foi feito o acionamento da agitacéo e a
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extracdo € assim realizada de acordo com o tempo designado para o experimento
(Figura 7). Apés a extracdo, os bécheres foram encaminhados a etapa de filtrag&o.

A filtracéo foi feita com o auxilio de funil de Buchner, kitassato, papel de filtro e
bomba de vacuo. O funil € colocado no orificio maior do kitassato e, a saida lateral,
acoplou-se a mangueira ligada a succdo da bomba de vacuo. O papel de filtro foi

Figura 7 — Extracéo por agitagcado realizada com a amostra em mistura com agua, sobre uma placa
de agitacdo magnética e contendo um bastdo magnético imerso na mistura.

Figura 8 — Aparato realizado para afiltracdo dos extratos obtidos das extracdes.
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colocado sobre o funil de Buchner nessa configuragéo e os extratos foram colocados
sobre essa estrutura, com a parte solida retida pelo papel de filtro e a parte liquida
(extrato) depositada ao fundo do corpo do kitassato (Figura 8). Apos a filtracdo, o
contetudo do kitassato foi depositado em outro compartimento, o qual foi levado ao
ultra-freezer para posterior liofilizagdo (Figura 9). Essa liofilizagdo operou a
temperaturas proximas a -44 °C e pressfes em torno de 0,05 mPa.

Figura 9 — Aparelho de liofilizacdo e bomba de vacuo acoplada, a esquerda. Algumas amostras
encontram-se dentro da clpula de vidro, passando pelo processo de eliminagao do solvente.

Por fim, ap6s a obtencdo das amostras liofilizadas, com o intuito de seguir as
diretrizes estabelecidas do laboratorio de outra instituicdo de ensino que auxiliou no
desenvolvimento do projeto, foi necessario seguir para uma etapa de purificacdo das
amostras. Isso se deu com o intuito de aumentar a sensibilidade do equipamento
analitico (GC-MS) e posterior identificagdo dos compostos, buscando extrair 0s

compostos piretroides do extrato seco.

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

purificagédo. Para tal, inseriu-se incialmente algodéo e um disco de fibra de vidro, para
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evitar que os adsorventes (recheio, composto por alumina basica e octadecilcilano)
saissem da coluna pela ponta. As colunas foram posicionadas na camara de vacuo,
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 insercdo de 5 g de alumina basica e, apos a
decantacdo dessa, adicionou-se octadecilcilano (C18) como segundo adsorvente e
aguardou-se até sua decantacao. As colunas foram entdo empacotadas com a abertura
dos liners até que o menisco do solvente tocasse a parte superior da superficie da
camada de C18. A coluna, entéo, foi fechada e os frascos de descarte substituidos por
tubos de ensaio nos quais foram depositadas as substancias de interesse. Seguiu-se,
entdo, a etapa de inser¢gdes das amostras na coluna, iniciando pela dissolucdo dessas
com acetonitrila, ainda nos baldes em que estavam armazenadas. O conteudo dos
bal6es, 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 substancias de interesse fossem obtidas pela coluna.

O material coletado teve, entdo, de ser seco no evaporador rotatério, com a
evaporacao 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
injecdo no equipamento de GC-MS. Por fim, ao inserir as amostras no equipamento,
foram colocados padrdes internos para garantir a deteccdo do aparelho. O
equipamento de CG-MS operou com tempo de corrida de 48,5 minutos com Hélio como
gas de eluicdo adotado, a uma vazédo 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
estacionaria composta de (5% fenil)-metilpolisiloxano e dimensdes de 30 m x 0,25 mm
x 0,25 um. O perfil da variacdo 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 trés
parametros considerados (tempo, temperatura e propor¢do amostra:solvente) e trés

niveis para cada um desses parametros (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Pardmetros e niveis utilizados para 0s experimentos de extracdo de pétalas de rosa.
Parametro Tempo (min) Temperatura (°C) Proporcdo Amostra:Solvente (g/ml)

Nivel -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 propor¢cado de amostra:solvente utilizados
em cada experimento.

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

A -1 -1 0
B +1 -1 0
C 0 -1 +1
D -1 -1
E -1 0 -1
F -1 0 +1
G 0 0

H 0

I 0 0

J +1 0 -1
K +1 0 +1
L -1 +1 0
M +1 -1
N 0 +1 +1
(@) +1 +1 0
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A diferenca da ordem disposta dos experimentos realizados em comparagao
com a ordem desses na teoria desenvolvida na secdo de Fundamentacao Tedrica é por
conveniéncia e com base na evolucdo do nivel da temperatura. As maiores massas
foram utilizadas para alguns experimentos que apresentam menor nivel de proporgcao
amostra:solvente para ter, consequentemente, maior quantidade de solvente e assim

nao prejudicar a trituracao.

De acordo com as condi¢des descritas como disposto acima, foram extraidos os
valores de massa de amostra utilizada e os volumes de solvente para cada condicao

de extracao (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)
Al 20,052 £ 5e-3 100+£0,5
A A2 20,017 £ 5e-3 100+0,5
A3 20,041 + 5e-3 100+0,5
Bl 20,010 £ 5e-3 100+£0,5
B B2 20,059 + 5e-3 100+£0,5
B3 20,002 + 5e-3 100+0,5
Cl 20,027 £ 5e-3 160 +0,5
C C2 20,023 £ 5e-3 160+ 0,5
C3 20,058 + 5e-3 160+ 0,5
D1 20,014 + 5e-3 60+ 0,5
P D2 20,042 + 5e-3 60 + 0,5
El 40,044 + 5e-3 120+0,5
E E2 40,072 + 5e-3 120+0,5
E3 40,074 + 5e-3 120+0,5
F1 20,017 £ 5e-3 160+0,5
F F2 20,027 £ 5e-3 160+ 0,5
F3 20,088 + 5e-3 160 +0,5
G Gl 20,022 £ 5e-3 100+£0,5
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Ensaio Replicata Peso de Amostra () Volume de Solvente (ml)
G2 20,043 £ 5e-3 100+0,5
© G3 20,002 £ 5e-3 100£0,5
H1 20,058 + 5e-3 100+£0,5
H H2 20,018 + 5e-3 100+£0,5
H3 20,081 + 5e-3 100+0,5
I 11 20,069 + 5e-3 100£0,5
12 20,065 + 5e-3 100£0,5
I 13 20,001 + 5e-3 100+0,5
J1 40,017 + 5e-3 120+0,5
J J2 40,013 + 5e-3 120+£0,5
J3 40, 016 * 5e-3 120+£0,5
K1 20,035 £ 5e-3 160 £0,5
K K2 20,016 + 5e-3 160+ 0,5
K3 20,014 + 5e-3 160+0,5
L1 20,014 + 5e-3 100£0,5
L L2 20,011 + 5e-3 100+£0,5
L3 20,041 + 5e-3 100+0,5
M1 40,067 + 5e-3 120+0,5
M M2 40,014 £ 5e-3 120+0,5
M3 40,052 + 5e-3 120+0,5
N1 20,048 + 5e-3 160 +0,5
N N2 20,022 + 5e-3 160+0,5
N3 20,011 £ 5e-3 160+ 0,5
01 20,071 £ 5e-3 100+£0,5
0] 02 20,028 + 5e-3 100+0,5
03 20,064 + 5e-3 100+0,5

Continuacao da Tabela 5
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PERFORMANCE GERAL DA EXTRACAO

Procedidas as etapas de extracao inicial e posterior secagem das amostras, €
possivel obter valores representativos para avaliar o procedimento extrativo. Os
parametros que podem ser obtidos apds esses passos sdo a massa media do extrato
seco para cada condicdo de extragdo imposta e consequente rendimento médio total
de extracdo (isto é, a média entre as massas de extrato seco obtido e da respectiva
matriz extraida). Além disso, para fins de validacdo do método e representatividade, é
igualmente interessante ter conhecimento dos valores de desvio padrdo das massas de

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

Tabela 6 - Valores de massa média do extrato seco obtido, rendimentos médios de extracéo e
desvio padrdo das massas de extrato seco obtidas para as diferentes condi¢cbes de extracéo.

Condicao Massa médiado Rendimento médio Desvio padrédo de massas

de Extracdo extrato seco (Q9) de extracao (%) 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
0] 1,1530 5,7492 0,0028
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Tendo em vista os dados disponibilizados na tabela acima, € possivel verificar
valores satisfatorios de rendimentos de extragdo para cada condi¢cao apresentada, com
base em estudos anteriores. A extracdo por agitacdo, ainda que melhore a interacao
entre a matriz e o solvente extrator de modo a propiciar o uso de solventes menos
danosos ao meio ambiente, ndo costuma apresentar valores de extracdo maiores que
10% para esse tipo de extrato (KRAKOWSKA et al., 2017; LAL et al., 2008).

Dos valores obtidos para o rendimento de extracdo, em se tratando da
individualidade das replicatas, foi possivel constatar um valor maximo dado para a
condicdo de extracdo N (sendo esse valor de 7,52%) e um valor minimo para a
condicdo de extracdo E (avaliado em 3,49%). Os valores das maiores massas médias
de extrato seco ndo devem ser confundidos com o rendimento, dado que algumas
condicBes de extracdo utilizaram uma massa inicial de matriz maior devido a menor
proporcao amostra:solvente e consequente dificuldade em triturar a mistura. Os valores
de desvio padrdo foram significativos para algumas das replicatas, o que indica uma
falta de significancia estatistica do experimento, sendo assim necessdria sua repeticao

com a disponibilidade de mais tempo habil para tal.

Como foi implementado o modelo de Box-Behnken, foi possivel estimar os
valores das constantes presentes na equacao polinomial de segunda ordem atrelada
ao modelo com o auxilio do software Minitab®, o qual também foi capaz de determinar
0s p-values associados a esses parametros (Tabela 7). A equacao final fica disposta
como abaixo, em que X; é o nivel de tempo, X, 0 de temperatura e X; o de proporcéo

amostra:solvente, como exposto na secao de metodologia.

Y = 5,223 + 0,376X; + 0,258X, + 0,544X; — 0,177X? + 0,216X% + 0,193X?
+1,007X,X, + 0,430X,X5 + 0,012X,X;

(2)

Dos valores das constantes da equacdo polinomial € possivel extrair

informagdes importantes a respeito do desempenho da extragdo. Ao notar tanto os
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modulos dos valores dessas constantes quanto os p-values dispostos, observa-se que
o fator mais relevante por uma diferenca bem consideravel €, sem duvidas, o da

constante atrelada ao modelo n,.

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

Constante Valor P-value
o 5,223 0,001
ny 0,376 0,460
n; 0,258 0,607
N3 0,544 0,299
Ny -0,177 0,809
ns 0,216 0,768
L3 0,193 0,791
ny 1,007 0,190
ng 0,430 0,546
ng 0,012 0,986

Isso indica que as condicdes de extracao, ainda que distintas, devem apresentar
diferencas significativas para a condicdo padrao estabelecida (isto €, dos niveis nulos
dos parametros) para influenciar de forma apreciavel no rendimento de extracdo. Esse
por sua vez, portanto, assumird valores por volta de 5,223%, em especial para
condicdes de extracdo proximas a 45 minutos de experimento, a 40 °C e a uma
proporcao de amostra solvente de 1:5, dado que essas sdo as condi¢cdes de nivel nulo

para cada parametro, nos experimentos realizados.

De todo modo, ainda que ndo de forma tdo expressiva, 0s seguintes parametros
mais relevantes para a extracao sao relativos aos efeitos de interacdo entre o tempo e
a temperatura (n,) e o valor singular da propor¢cao de amostra:solvente (n3). Os valores
positivos dessas constantes indicam o carater diretamente proporcional da relagédo

entre essas e 0 rendimento de extracdo. Ou seja, segundo o modelo calculado
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baseado nos resultados dos experimentos, a extracdo obter4d maior éxito em se
tratando do rendimento total de extracdo quado maior seja a proporgdo de
amostra:solvente e os valores combinados da temperatura e do tempo de extracdo, ao
passo que evidéncias indicam a estabilidade dos agrotoxicos analisados a essas
temperaturas e por esses tempos de exposicao (LIU et al., 2005), ainda que seja
necessaria a analise das outras condigdes de extracdo para corroborar esse resultado.
Por outro lado, observa-se que o modelo considerou a interacdo entre a temperatura e

a proporcdo de amostra:solvente praticamente irrelevante para essa pratica.

Tais observacgfes sao ratificadas visualmente a partir da elaboracdo de figuras

de contorno e superficies de resposta que representem o problema (Figuras 10 a 12).
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Figura 10 - Superficie de Resposta e Gréfico de Contorno para o rendimento de extracdo (em
porcentagem) em funcéo do tempo e da temperatura
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Figura 11 - Superficie de Resposta e Gréafico de Contorno para o rendimento de extracdo (em
porcentagem) em funcéo do tempo e da propor¢do amostra:solvente
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Figura 12 - Superficie de Resposta e Grafico de Contorno para o rendimento de extracdo (em
porcentagem) em funcéo da temperatura e da propor¢cdo amostra:solvente

Cabe ressaltar que as primeiras nada mais sdo do que representacfes
planificadas das ultimas, em que é utilizado esquema de cores para ressaltar o nivel
médio da variavel de resposta para determinada regido. As superficies de resposta, por
sua vez, sdo elaboradas a partir da equacéo polinomial de segunda ordem do modelo,
com a fixacdo de cada um dos parametros no nivel 0 para cada par possivel de
variaveis independentes a serem consideradas, dispostas entdo no plano horizontal do
grafico. A variavel resposta, por sua vez, € mensurada no eixo perpendicular ao plano
gue contém as variaveis independentes, o que permite a constru¢cdo dessas

superficies.

3.2 CARACTERISTICAS DOS EXTRATOS

Acrescenta-se ainda que foi possivel observar visualmente diferencas entre as
amostras de acordo com as condicdes de extracdo (Figura 13). Ao comparar extratos
obtidos em condicdo mais branda de temperatura (40°C) e por menos tempo (20 e 40
minutos para as condicdes F e G, respectivamente) com uma extracao feita a 50°C e
por 60 minutos (condicdo O), tanto em relacdo ao aspecto quanto a cor do extrato
seco. Evidéncias mostram que tal mudanca € causada por uma possivel caramelizacao
de acucares presentes nas pétalas de rosa, processo que ocorre a temperaturas mais
elevadas (JIAN et al., 2008; AJANDOUZ et al., 2008). E o caso da glucose, por
exemplo, que apresenta temperatura de transicdo vitrea (um dos indicadores do

fenbmeno de caramelizacdo) catalogada em torno dos 40°C e evolugdo observavel
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para tempos maiores do que 50 minutos, por exemplo (QUINTAS et al., 2007). Outras
amostras nao foram analisadas devido a imprevistos e complicagbes com a outra

instituicdo de ensino que colaborou para o projeto.

Figura 13 — Comparagdo visual entre as amostras. As condi¢des de extragdo sdo, conforme a
numeragédo,1-F; 2-G;e3-0

Além disso, cabe ressaltar que essas amostras foram separadas para serem
levadas a outro centro de pesquisa com o intuito de analisar a presenca de moléculas
comuns de pesticidas com os equipamentos e padrées especificos disponiveis. Dito
isto, é possivel relatar uma aparente diferenca também de densidade entre esses
extratos, dado que foram pesados e possuem massas bem semelhantes, o que nao
condiz com a diferenca de volume que ocupam nos frascos. Acredita-se também que a
diferenca de coloracdo entre as amostras se da devido a degradacdo das antocianinas
presentes nos pigmentos que conferem as rosas seus respectivos tons de cor (YU &
LV, 2019). Cabe ainda citar que as principais antocianinas presentes em rosas, de
acordo com estudos anteriores, sao a cianidina, pelargondina, peonidina, petunidina e

delfinidina .

Desses frascos enviados, os correspondentes as extracbes “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 condi¢des de extragao “G”
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Tabela 8 — Tempos de retencdo e concentracdo dos compostos encontrados por GC-MS na

amostra “G”.

Composto

Tempo de Retencdo (min)

Concentracao (ng/ml)

CipermetrinaD6-cis*
CipermetrinaD6-trans*
Bifentrina
Lambda cialotrina
Permetrina-cis
Permetrina-trans
Ciflutrina-cis1
Ciflutrina-transl
Ciflutrina-cis2
Ciflutrina-trans2
Cipermetrina-cisl
Cipermetrina-transl
Cipermetrina-cis2
Cipermetrina-trans2
Fenvalerato-cis

Fenvalerato-trans

27,236
27,477
21,513
23,137
24,852
25,195
26,276
26,550
26,653
26,790
27,048
27,322
27,425
27,545
29,127
29,623

100,00
100,00
2,81
0,09
1,08
2,43
0,16
0,33
0,43
0,77
2,10
1,33
2,48
1,63
0,24
0,47

*Padroes internos
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Figura 14 — Cromatograma da amostra com condi¢des de extragao “O”

Tabela 9 - Tempos de retencdo e concentragcdo dos compostos encontrados por GC-MS na
amostra “O”

Composto Tempo de Retencdo (min) Concentracao (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-cisl 27,031 1,13
Cipermetrina-transl 27,322 0,66
Cipermetrina-cis2 27,425 1,20

Cipermetrina-trans2 27,545 0,82
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Composto Tempo de Retencdo (min) Concentracao (ng/ml)
Fenvalerato-cis 29,127 0,08
Fenvalerato-trans 29,609 0,10

Continuacao da Tabela 9. *Padrfes internos

Ambas as moléculas mais presentes na condicdo de extracdo G (ciflutrina e
cipermetrina) ja apresentam extensa pesquisa bibliografica (ULLAH et al., 2018;
RAVULA et al.,, 2021; ENI et al.,, 2019; FARAG et al., 2021) com relacdo aos seus
efeitos nocivos a saulde, inclusive em se tratando de resultados preocupantes em
experimentos com animais. No caso da ciflutrina, por meio da exposicdo do peixe
Truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), foi verificado que concentracdes de 32 ng/L
dessa substancia foram capazes de comprometer os habitos alimentares desse animal,
ao passo que concentracfes de 450.000 ng/mL foram letais para periodos de 14 dias
(ZIMMER et al., 2018).

Ja no caso da cipermetrina, ha ainda mais resultados danosos em evidéncia na
comunidade cientifica, desde disfuncbes em tiredides e comprometimento das
habilidades motoras de Danio rerio’s, mais conhecidos como peixe zebra (XU et al.,
2018), a lesbes hepatorrenais em Cyprinus carpio’s, 0s quais S80 carpas comuns
(KHAFAGA et al, 2020). Ainda h& muitos outros efeitos danosos constatados por esses
agentes (FARAG et al., 2021) e ndo somente em peixes, mas também em outros
animais como roedores (SONI et al., 2011) e outras espécies marinhas, como
Palaemonetes argentinus, uma espécie de camardo (COLLINS & CAPPELLO, 2006).

Ainda com relacdo a essas moléculas isdbmeras de cipermetrina, ha alguns
casos reportados de humanos infectados por esses agentes (PARAJULI, 2006;
SHILPAKAR & KARKI, 2021). Esses relatos ndo apontam nenhum antidoto especifico
indicado pela Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization, - WHO, em
inglés), se ndo somente medidas para tratamento dos sintomas (WHO, 2002). O valor
elevado do LD50 (dose necessaria para ocasionar a morte de metade de uma
populacdo em teste) para humanos dessas substancias (de 100 — 1000 mg/kg de

massa corporal) justifica tal falta de orientacdes especificas para esse envenenamento
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(WHO et al., 2020; WHO et al., 1989). Cabe citar, portanto, que alguns dos sintomas
observados associados a exposicao e contato a cipermetrina sdo coma, lesdes renais,
insuficiéncia respiratoria, hipotensdo, dentre outras que podem inclusive acarretar a
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 presenca preponderante
da molécula Fenotrina-cis (Figura 15). Acredita-se que as diferencas nas
concentragfes e inclusive nas substancias encontradas nos dois extratos deve-se as
condi¢cBes de extracdo distintas dessas duas amostras. Além disso, em se tratando da
Fenotrina-cis, cabe destacar a presenca mais comum desse composto inclusive no dia
a dia da populacdo, visto que essa € utilizada inclusive na composicdo de
antiparasitarios empregados em animais domésticos para a eliminagdo 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 linfocitos e hepatécitos em seres humanos para

concentragdes baixas, entre 20umol/l e 50pmol/l (NAGY et al., 2014).

Cabe citar que os outros compostos presentes identificados nos dois extratos,
em sua maioria, ndo sdo altamente nocivos ao corpo humano e exigem concentracdes
bem maiores do que as constatadas para apresentar efeitos (RAMCHANDRA et al.,
2019). A excecado € o composto da bifentrina, composto presente de forma apreciavel
nos extratos e considerado tdo toxico quanto organoclorados, organofosforados e
carbamatos empregados em agrotéxicos (THATEYUS & SELVAM, 2013; YANG et al.,
2018).

A S

Figura 15 — Estrutura quimica da Fenotrina-cis
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4. CONCLUSAO

4.1 CONTRIBUICAO DO PROJETO

Esse trabalho prop6s-se a fazer um mapeamento de contaminantes presentes
no solo do cinturdo verde do estado do Rio de Janeiro. Isso foi feito a partir da andlise
da presenca de moléculas denominadas piretréides em amostras de rosas plantadas
nessa regiao, mais precisamente de um produtor local de Nova Friburgo. Tais
compostos foram alvo desse estudo por serem amplamente empregados na
formulacdo de agrotéxicos autorizados e utilizados em plantacdes em territério nacional

e por ter padrdes disponiveis em literatura para identificacdo por GC-MS.

Para chegar a tal objetivo, o projeto contribui para o estabelecimento de métricas
para o método de extracdo por agitacdo dessa matriz organica com solvente aquoso. A
partir da variacdo de alguns dos parametros pertinentes a extracdo (tempo,
temperatura e proporcdo de amostra:solvente), foi possivel verificar variacdes no
rendimento total de extracdo. Esse fator é essencial para que se obtenha sucesso na
analise da amostra, visto que uma maior quantidade de extrato indica maior remocéao
dos compostos presentes e, portanto, resultados mais apurados em se tratando da
guantidade de contaminantes presentes. Além disso, a analise de um produto plantado
em determinado solo como norteador da avaliagdo da composicao do préprio solo € 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 ja ter apresentado

resultados interessantes em estudos recentes.

Além disso, o emprego da metodologia Box-Behnken para DoE foi essencial
para otimizacdo do tempo e garantia da representatividade dos experimentos. O
conhecimento adquirido a partir da aplicacdo desses conceitos permitiu ainda
desenvolver superficies de resposta, curvas de contorno e fungbes polinomiais que
permitem prever a quantidade de extrato seco que deve ser obtido de acordo com a

condicdo de extragcdo, além de determinar a influéncia dos parametros avaliados na
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extracdo. Foi possivel constatar que, de maneira geral, a maior quantidade de extrato

seco é obtida quao maior forem os valores dessas variaveis.

Foi possivel, ainda, constatar a mudanca que os diferentes cenarios de
operacdo ocasionaram em se tratando das caracteristicas do extrato seco obtido ao
final. Ao comparar a aparéncia 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. Evidéncias apontam que essa mudanca
ocorreu devido a degradacdo de antocianinas (que conferem cor as rosas) e ao
fenbmeno de caramelizacdo de agUcares presentes na amostra, dado que tal reacéo é
reportadamente carreada para condi¢cdes de temperatura e por tempos similares aos
empregados em algumas condicdes de extracdo. Além disso, a percepcao tatil

guebradica desses extratos secos corrobora para tal concluséao.

Por outro lado, como ja verificado em diversos estudos distintos que tratam
desse tipo de experimento, as condicfes de extracdo também afetaram diretamente a
composicao dos extratos. Ao passo que um deles apresentou uma maior concentracao
de fenotrina no extrato seco, outra condicdo sequer gerou um extrato no qual tenha
sido constatada a presenca desse composto, cabendo a isdmeros de cipermetrina e
ciflutrina serem as substancias mais abundantes. Assim, portanto, ressalta-se a
necessidade de testar cenarios distintos para garantir a abrangéncia da analise desses

extratos e consequentemente, da matriz que deve ser analisada.

4.2 OPORTUNIDADES DE MELHORIA PARA TRABALHOS FUTUROS

Como explorado na introducéo deste trabalho, este projeto de final de curso
apresenta-se como uma etapa inicial de uma pesquisa maior que, no ambito do
Exército Brasileiro, objetiva a aplicacdo de metodologia similar para identificacdo de
armas quimicas. Ou seja, faz-se necessario uma constante adequacao 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 expansao e complementacgdo da biblioteca e padrdes disponiveis
para analise em equipamentos cromatograficos para diferenciagdo de moléculas tao
similares quanto, por exemplos, compostos organofosforados, que estdo presentes

tanto como agentes de guerra quimica quanto na formulac&o de alguns pesticidas.

Ademais, abordando o desenvolvimento do projeto, é oportuno ressaltar a
necessidade da insercdo desses projetos em planos orcamentarios para que sejam
desenvolvidos de forma mais efetiva e completa quanto possivel para um projeto de
final de curso. Apesar da grande carga burocrética envolvida no processo, acredita-se
gue acdes como o adiantamento da escolha dos temas de PFC seja uma opg¢éao que
auxiliard o desenvolvimento dessa e outras medidas benéficas para o melhor
desenvolvimento dos projetos. Outro fator que também cabe ser destacado € a
dificuldade em conciliar a carga horaria dos discentes a disponibilidade dos laboratérios
inclusive do proprio IME. Acredita-se que uma maior disponibilidade de técnicos de
laboratorios para acompanhamento dos alunos a esses locais seja pertinente para
melhoria ndo somente do processo em si, mas também para o aumento do nivel

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

Por fim, esse trabalho se encerra com a perspectiva de se tornar um estagio
importante para o desenvolvimento de metodologias para o controle e diminuicdo do
emprego desenfreado de agrotoxicos que assola o pais. Ademais, mesmo que de
forma aparentemente mais branda, os contaminantes explorados apresentam grave
perigo para a populacdo brasileira e seus efeitos sdo ameacas para as proximas
geracOes e constroem um ambiente propicio & mutacdo de agentes patolégicos. O EB
se beneficia desse intuito maior com o emprego de conceitos e técnicas abordados
neste trabalho, porém com adaptacbes para cenarios de guerra quimica, em
conformidade com seu planejamento estratégico. Desse modo, almeja-se perpetuar a
exceléncia e prestigio que o EB hoje possui frente a esse assunto, sendo referéncia
para o Brasil e toda américa latina, permitindo o aumento da sua capacidade técnica
para manutencdo da soberania nacional e garantia da protecdo do solo e populacéo

nacionais.
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EXTRACAO “G”

APENDICE

EXEMPLO DE RESULTADOS OBTIDOS PARA ESSA CONDICAO DE EXTRACAO

EM SE TRATANDO DA ANALISE DE PESTICIDAS

Compound

Internal Standards

1)
2)

CipermetrinaDé-cis

CipermetrinaDé-trans

Target Compounds

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)

Bifentrina
Fenotrina-cis
Fenotrina-trans
Lambda cialotrina
Permetrina-cis
Permetrina-trans
Ciflutrina-cisl
Ciflutrina-transl
Ciflutrina-cis?Z
Ciflutrina-trans?2
Cipermetrina-cisl
Cipermetrina-transl
Cipermetrina-cis?Z
Cipermetrina-trans2
Fenvalerato-cis
Fenvalerato-trans
Deltametrina

120000 4

130000

120000

100000

90000

70000

J

e

R.T. QIon Response Conc Units Dev(Min)
.236 213 256007m 100.00 ng mL .
.477 213 216833m 100.00 ng mL .04
Qvalue

.513 386 2119m 2.81 ng mL

000 0 N.D. d

000 0 N.D. d

.137 241 1390m 0.09 ng mL

.852 207 255m 1.08 ng mL

.195 207 468m 2.43 ng mL

.276 207 270m 0.16 ng mL

.550 207 753m 0.33 ng mL

.653 207 791m 0.43 ng mL

.790 207 2484m 0.77 ng mL

.048 207 3076m 2.10 ng mL

.322 207 2786m 1.33 ng mL

.425 209 2291 2.48 ng mL 99
.545 207 2705m 1.63 ng mL

127 211 1984m 0.24 ng mL

.623 211 1717m 0.47 ng mL

000 0 N.D. d

b | S

P,

4000

Cromatograma da amostra com padrfes inseridos

Cromatograma do branco com padrdes inseridos

T
3000
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EXTRACAO “O”

EXEMPLO DE RESULTADOS OBTIDOS PARA ESSA CONDICAO DE EXTRACAO
EM SE TRATANDO DA ANALISE DE PESTICIDAS

Compound R.T. QIon Response Conc Units Dev (Min)

Internal Standards

1) CipermetrinaDé6-cis 27.236 213 259976m 100.00 ng mL 0.03
2) CipermetrinaDé-trans 27.476 213 199967m 100.00 ng mL 0.04
Target Compounds Qvalue
3) Bifentrina 21.478 386 1150 1.65 ng mL# 68
4) Fenotrina-cis 22.272 167 618m 8.48 ng mL
100 0 N.D. d
16 241 177m 0.01 ng mL
7) Permetrina-cis 24.835 207 163m 0.75 ng mL
8) Permetrina-trans 25.178 207 218m 1.23 ng mL
9) Ciflutrina-cisl 26.259 207 81m 0.05 ng mL
10) Ciflutrina-transl 26.533 207 177m 0.08 ng mL
11) Ciflutrina-cis2 26.653 207 178 0.10 ng mL# 75
12) Ciflutrina-trans?2 26.773 207 468m 0.16 ng mL
13) Cipermetrina-cisl 27.031 207 1525m 1.13 ng mL
14) Cipermetrina-transl 27.322 207 1266m 0.66 ng mL
15) Cipermetrina-cis?2 27.425 209 1025 1.20 ng mL# 93
16) Cipermetrina-trans?2 27.545 207 1253 0.82 ng mL# 96
17) Fenvalerato-cis 29.127 211 583m 0.08 ng mL
18) Fenvalerato-trans 29.609 211 338m 0.10 ng mL
19) Deltametrina 0.000 0 N.D. d

bundance|
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3 ri (ﬁnm 3
110000
100000 -
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