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RESUMO

ALVES, Renata Domingos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2010.
Otimizagdo e validagcdao de metodologia para determinagcdo de aldicarbe e
carbofurano em amostras de café bebida. Orientadora: Maria Eliana Lopes
Ribeiro de Queiroz. Co-orientadores: Antonio Augusto Neves e Laércio Zambolim.

O emprego doméstico de aldicarbe e carbofurano tem acarretado
envenenamento acidental ou intencional, tornando-se um grave problema de
saude publica. A mistura do chumbinho em café (p6 e bebida) € uma
alternativa frequente de envenenamento em fung¢ao do forte odor e cor do café
que disfargam a presenga do chumbinho. Assim, o objetivo desse trabalho foi
adaptar, otimizar e validar a técnica de extragcao liquido-liquido com particéo
em baixa temperatura (ELL-PBT) para determinacdo de aldicarbe e
carbofurano em café bebida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
UV) visando a disponibilizacdo da técnica para elucidacdo de casos de
interesse forense e agrario. Testes preliminares foram realizados na
otimizacado do método para avaliacdo de variaveis na extracdo dos agrotéxicos
como: solvente extrator, volume de amostra e de solvente extrator, pH da
amostra, forca ibnica, modo de homogeneizacdo e tempos de agitagdo, de
fortificacdo e de particdo. Posteriormente, um planejamento fatorial completo
22, foi realizado para avaliacdo do comportamento simultdneo da concentracao
de NaCl na amostra (0% ou 3% m/v) e do pH da amostra (3,0 ou 5,5) na
eficiéncia de extragcdo dos carbamatos. O método otimizado consiste em
acrescentar a 2,0 mL do café bebida (8% m/v), 4,0 mL de acetonitrila,
verificando-se a formacao de fase unica. Essa mistura é entdo, agitada em
mesa agitadora (5 minutos) e levada ao freezer a -20 °C por 3 horas. Nestas
condi¢cbes as fases sédo separadas e o extrato organico, contendo os principios
ativos sdo recuperados e analisados por CLAE, empregando agua e
acetonitrila como fase mével (65:35). A técnica otimizada foi validada,
determinando as principais figuras de mérito, tais como: seletividade, limites de
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detecgdo e de quantificacdo e linearidade. Avaliou-se também o efeito de
matriz na quantificacdo desses principios ativos por CLAE. Os resultados
indicam que o método de ELL-PBT é eficiente para a extracdo dos dois
agrotoxicos em amostras de café bebida, mostrando porcentagens de
recuperagdo maiores que 94%. Os limites de deteccdo e quantificacdo do
meétodo foram 0,54 e 1,80 mg L™ respectivamente, para o aldicarbe e 0,28 e
0,92 mg L™ para o carbofurano. O efeito da matriz mostrou-se presente na
quantificacdo dos agrotéxicos por cromatografia liquida. No estudo da
estabilidade desses principios ativos, observou-se que dos trés fatores
analisados, a temperatura de armazenamento das amostras foi o fator que
mais afetou a degradacéo dos carbamatos. A temperatura ambiente, observou-
se ap6s 5 dias o crescimento de fungos e também maior degradacéo dos
compostos. Logo, a otimizacdo da ELL-PBT para extragdo de residuos de
agrotoxicos em amostras de café bebida e analise por CLAE resultou em um
método simples, eficaz, com pequeno consumo de solvente, alta frequéncia

analitica e baixo custo.
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ABSTRACT

Alves, Renata Domingos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2010.
Optimization and validation of methodology for determination of aldicarb and
carbofuran in coffee samples. Advisor: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.
Co-advisors: Antdnio Augusto Neves and Laércio Zambolim.

Domestic use of aldicarb and carbofuran has resulted in accidental or
even intentional poisonings, making it a severe public health problem. A mixture
of “chumbinho” (aldicarb) in coffee is frequently a poisoning agent due to strong
odor and color of coffee which hide the presence of “chumbinho”. Thus, the
objective of this study was to adapt, optimize and validate a liquid-liquid
extraction technique with low temperature partitioning (LLE-LTP) for
determination of aldicarb and carbofuran in coffee by high performance liquid
chromatography (HPLC-UV), aiming to make the technique available for
poisoning cases of forensic and agrarian interest. Preliminary tests were
performed on optimization of the method for the evaluation of variables from
extraction of pesticides such as: solvent extractor, volume of the sample and
solvent extractor, pH of the sample, ionic force, homogenization mode and
times of agitation, fortification and partitioning. Later, a complete 22 factorial
scheme was used for evaluation of the simultaneous behavior of NaCl
concentration in the sample (0% or 3% wi/v) and pH of the sample (3.0 or 5.5)
on extraction efficiency of the carbamates. The optimized method consisted of
adding 2.0 mL of the coffee sample (8% w/v) and 4.0 mL of acetonitrile,
verifying the formation of a single phase. This mixture is then agitated on a table
agitator (5 minutes) and placed in a freezer at -20°C for 3 hours. Under these
conditions the phases are separated and the organic extract which contains the
active principles which is recovered and analyzed by HPLC, employing water
and acetonitrile as the mobile phase (65:35). The optimized technique was
validated, determining the principle figures of merit, including: selectivity,
detection and quantification limits and linearity. Effect of the matrix on
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quantification of these active principles by HPLC was also evaluated. The
results indicated that the LLE-LTP method is efficient for extraction of the two
pesticides in coffee samples, showing recovery percentages greater than 94%.
Detection and quantification limits of the method were 0.54 and 1.80 mg L™
respectively for aldicarb and 0.28 and 0.92 mg L™ for carbofuran. The effect of
the matrix showed to be present on quantification of the pesticides by liquid
chromatography. In the study of the stability of these active principles, it was
observed that of the three factors analyzed, storage temperature of the samples
was the factor that most affected degradation of the carbamates. At room
temperature, fungi growth as well as greater degradation of the composts was
observed after 5 days. Therefore, optimization of the LLE-LTP method for
extraction of pesticide residues from coffee samples and analysis by HPLC
resulted in a simple and effective method, with little consumption of solvent,

high analytical frequency and low cost.
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, quando o homem iniciou as primeiras atividades
agricolas cultivando plantas de uma mesma espécie ao seu redor, surgiram
também, as pragas e doencas. A preocupacdo com seu controle &, portanto,
um problema tdo velho quanto a agricultura.

Segundo Vaz et al. (1996), os primeiros esforcos para controlar
quimicamente as pestes se deram pelo uso de substancias téxicas de
ocorréncias naturais como mercurio, enxofre e extratos de plantas como
nicotina e piretro. A era dos modernos pesticidas sintéticos se iniciou em 1939,
com a descoberta das propriedades inseticidas do DDT. Os agrotdxicos tém
hoje uma utilizacdo bastante ampla, incluindo herbicidas, inseticidas,
acaricidas, nematicidas, raticidas, fungicidas, bactericidas, reguladores de
crescimento, desfolhantes, dessecantes e feromonios.

Basicamente, os agrotdxicos s&o usados na agricultura com trés
objetivos: manter o potencial produtivo das culturas, melhorar a aparéncia dos
produtos e reduzir o trabalho e os gastos com energia. Sem duvida, esses
objetivos foram alcangados nessas ultimas décadas.

Toda a experiéncia acumulada nesses anos de uso intensivo de
agrotoxicos trouxe por um lado um relativo controle das pragas com efeito na
produtividade e por outro, muita preocupacédo. O uso indiscriminado, sem
critérios e sem conhecimento aprofundado de sua acao e efeitos, trouxe e esta
trazendo problemas sério a saude do homem e contaminagdo do meio
ambiente e, consequentemente, a qualidade de vida do ser humano.

O Brasil aparece no mercado mundial como o 3° maior consumidor de
agrotéxicos de modo geral, movimentando em torno de US$ 3,9 bilhdes em
2006 (YAMASHITA, 2008). De todo esse agrotdxico comercializado, cerca de

50% é destinado a producao de soja, sendo o pais 0 segundo maior produtor
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mundial desse grdo e o unico com capacidade de aumentar a area cultivada
(YAMASHITA, 2008).

Os N-metilcarbamatos foram introduzidos no mercado no inicio dos anos
60. Desde entao, tornaram-se os agrotoxicos mais utilizados no mundo como
substitutos dos compostos organoclorados por causa da elevada eficiéncia
como inseticida e nematicida e do baixo potencial de bioacumulagcado (ABAD et
al., 1999).

Embora os agrotoxicos sejam benéficos para a protecao de plantas
contra doengas e pragas, o transporte desses produtos pela agua, em regides
nao exploradas pelo sistema radicular, ndo somente os tornam indisponiveis as
plantas, mas também, podem alterar drasticamente a qualidade da agua dos
aquiferos subterraneos, os quais séo bastante explorados pelo homem, uma
vez que se constituem em importante fonte de agua limpa para a humanidade
(CORREA et al., 1999).

No Brasil faltam, infelizmente, dados que indiquem o grau de poluigédo
das aguas subterrédneas provocado pelos agrotoxicos. No entanto, o inseticida,
acaricida e nematicida sistémico aldicarbe e seus produtos de oxidacéo,
sulféxido e sulfona de aldicarbe, tém sido detectados em fontes de
abastecimento de agua localizadas préximo a cultivos de batata (RIGITANO e
GOUVEIA, 1995). Atencédo especial deve ser creditada a esses produtos de
oxidagdo que, além de apresentarem atividade como agrotoxico, sao toxicos ao
homem. Estes compostos sao rapidamente lixiviados no solo, sendo as formas
predominantes apdés algumas semanas da aplicacdo do produto comercial
(CORREA et al., 1999).

O carbofurano, que também pertence a classe dos N-metilcarbamatos,
assim como o aldicarbe, devido a sua ampla utilizagdo na agricultura e relativa
solubilidade em &gua, pode contaminar aguas superficiais e subterraneas.
Brkic” et al. (2008) relataram que o carbofurano tem sido frequentemente
detectado como contaminante das aguas subterrdneas na América, bem como
na Europa e na Asia ao longo das ultimas duas décadas.

Além de extensos casos notificando a contaminagdo de aguas
subterraneas e superficiais (CARBO et al., 2008; GARCIA de LLASERA e
BERNAL-GONZALEZ, 2001; PARREIRA et al., 2001) e alimentos (frutas,
verduras, carnes e produtos industrializados (NUNES et al., 2006; TOTTI et al.,
2006; BORKOVCOVA et al.,, 2004; NUNES et al,. 2000), muitos relatos de
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mortes e intoxicagdes individuais e coletivas foram e tém sido frequentes
(AZEREDO et al., 2005; CHRISMAN, et al., 2005; MARTINS et al., 2005;
PROENCA et al., 2004; MORAES, 1999).

De 1985 a 2006 foram registrados pelo Sistema Nacional de
Informagdes Toxico-Farmacologicas (SINITOX, 2008) 192.308 casos de
intoxicacdo humana, incluindo agrotoxicos de uso agricola, domissanitarios,
produtos veterinarios e raticidas.

Como se sabe, no Brasil apesar dos esforgcos no controle da
comercializacdo e do uso de agrotdxicos, por entidades publicas e privadas
tem sido constatado aumento no numero de envenenamentos, 0os quais podem
ser intencionais ou nao.

Dentre os agrotoxicos de uso restrito a agricultura, o aldicarbe tem se
configurado como um grave problema de saude publica devido aos casos de
morte e intoxicacdo registrados. Somente em 2003, foram registrados 122
casos de morte devido intoxicagao por aldicarbe no estado do Rio de Janeiro,
sem considerar os outros estados e os casos nao registrados (CHRISMAN et
al., 2005).

O aldicarbe é vendido no comércio informal como raticida, sob
denominacédo de chumbinho, e é considerado como um dos carbamatos mais
toxicos disponiveis (AZEREDO et al.,, 2005, RAGOUCY-SENGLER et al.,
2000).

A mistura do chumbinho em café (p6 e bebida) € uma alternativa
frequente de envenenamento em funcéo do forte odor e cor do café que
disfarcam a sua presenca. Taga e Oliveira (2006) relataram um caso de
envenenamento em virtude do uso ilegal desse agrotoxico no Brasil, em
amostra de café bebida. Nesse trabalho, foram analisadas amostras de café
torrado e moido, e de café bebida originadas da Secretaria de Seguranca
Publica de S&o Paulo (SSP-SP). Foi constatada em uma amostra de café
bebida a presenca de aldicarbe, comprovando assim o envenenamento.

Os principais métodos de analise de residuos de agrotoxicos sdo os
cromatograficos, destacando-se a cromatografia gasosa e a liquida. Tais
métodos sdo precisos, sensiveis, seletivos, permitindo a analise simultédnea de
varios compostos. O desenvolvimento de métodos, para determinagdo de

residuos de aldicarbe e carbofurano realizado neste trabalho, pode auxiliar
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duas grandes areas da quimica que tém interesses comuns: a quimica analitica
aplicada a agropecuaria e a quimica forense.

A quimica forense aplica a quimica na investigacao de crimes, estuda os
fatos de interesse legal como casos de envenenamento, homicidios, suicidios,
intoxicagbes agudas, etc. A quimica analitica aplicada a agropecuaria, por sua
vez, desenvolve métodos com o objetivo de monitorar eventuais residuos de
compostos nocivos presentes no ambiente e em alimentos.

Tendo em vista tudo o que foi apresentado, pode-se perceber que vém
aumentando cada vez mais os problemas de interesses forense e agricola.
Assim, neste trabalho procurou-se desenvolver uma metodologia para
determinacdo de aldicarbe e carbofurano em amostras de café bebida
utilizando a extragéo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-
PBT) e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector
de ultravioleta (CLAE-UV).

Com este estudo pretende-se dar suporte técnico aos Institutos de
Criminalistica da Policia Civil na analise de amostras de café com suspeita de
envenenamento por chumbinho. Pretende-se também avaliar a melhor forma
de conservacdo e armazenamento dessas amostras, bem como avaliar a
qualidade do café consumido no Estado, uma vez que aldicarbe e carbofurano
também s&o utilizados na cultura de café para controle de insetos-pragas e
nematoides.

Sendo o café bebida ma matriz muito complexa, constituida de muitos
compostos volateis e semi-volateis que interferem na anadlise de aldicarbe e
carbofurano, ha necessidade do preparo de amostras. A ELL-PBT tem-se
mostrado uma técnica propicia para isso, ja que em uma unica etapa realiza a

extragcdo e clean up das amostras, é simples, rapida e de baixo custo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Adaptar a técnica de ELL-PBT para determinacéo de residuos de agrotoxicos

aldicarbe e carbofurano em amostras de café bebida por CLAE-UV.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Otimizar e validar a técnica de ELL-PBT para determinac&o de residuos
dos agrotdxicos aldicarbe e carbofurano em amostras de café bebida por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.2.2. Estabelecer condigbes Otimas de separagao, identificacdo e

quantificacdo simultanea dos carbamatos.

2.2.3. Avaliar o efeito da adigdo de agucar e adogante na determinacao destes

principios ativos em café bebida.

2.2.4. Comparar a eficiéncia da extragcado de aldicarbe e carbofurano de café
bebida preparada com amostras de pé de café fortificadas com os valores
obtidos a partir da extracdo de amostras de café bebida fortificadas, na mesma

concentracgao.

2.2.5. Avaliar a estabilidade dos produtos comerciais (Temik e Furadan) nessa
matriz, em diferentes temperaturas, com e sem agucar e em presenga/auséncia

de luz em fungéo do tempo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ACAFEICULTURA

O café (Coffea) planta perene de porte arbustivo pertence a familia
Rubiaceae, produtora de frutos tipo baga, encerrando, normalmente, duas
sementes que representa o seu produto econdémico. Estas depois de
convenientemente processadas sao consumidas na forma de infuséo. A bebida
€ nutritiva e estimulante, com aroma e sabor caracteristicos (SILVA, 2004),
sendo seu consumo disseminado pelo mundo.

Séao conhecidas mais de 100 espécies do género Coffea, sendo as mais
importantes Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre, café arabica e café
conilon, respectivamente (RIBEIRO et al., 2009; CAIXETA et al., 2007; ALVES
et al., 2006; ZAMBOLIM et al., 2005; MARTIN et al., 1999). O café arabica
produz uma bebida de café mais fino, que apresenta bebida de qualidade
superior, com maior aroma e sabor (RIBEIRO et al., 2009; CAIXETA et al.,
2007; MARTIN et al., 1999). O café conilon é adicionado ao café arabica para
acentuar o sabor e o corpo da bebida e na preparagdo de café soluvel
(MORAIS et al., 2009).

A matriz café é& extremamente complexa e seu processamento
(torrefagdo) da origem a uma grande quantidade de compostos volateis
responsaveis pelo aroma desse produto. Assim, o café processado contém
mais compostos volateis do que qualquer outro alimento ou bebida
(aproximadamente mil compostos volateis ja foram identificados nesse produto)
0S quais sao associados ao flavor e aroma do café. O estudo dessas
substancias volateis é extremamente complexo e seu desenvolvimento vem
ocorrendo de modo lento e continuo (BANDEIRA et al., 2009; RIBEIRO et al.;
2009; ZAMBONIN et al., 2005; MOREIRA et al., 2000). Zambonin et al. (2005)
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citam que os principais compostos quimicos encontrados no café verde
responsaveis pela formagdo de compostos volateis no café torrado sao:
alcaldides, trigonelina, acidos clorogénicos, carboidratos lipideos, proteinas e
acucares livres como sacarose.

As bebidas de café sado feitas de graos de café torrados, arabica e
robusta ou misturas (blends) desses dois (Zambonin et al., 2005; MARTIN et
al., 1999).

Vale ressaltar que, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada a varios detectores, principalmente o ultravioleta, tem sido muito
utilizada (ALVES et al.,, 2009; MORAIS et al., 2009; ALVES et al.,, 2006;
MONTEIRO e TRUGO, 2005; DE MARIA e MOREIRA, 2004; NOGUEIRA e
TRUGO, 2003) na identificacdo e quantificagdo de compostos que discriminam,
caracterizam graos de café arabica e robusta. Além disso, tem sido utilizado
também para identificacdo de compostos que contribuem para a qualidade e
funcionalidade do café.

O café € uma importante commodity no mercado mundial de produtos
agricolas. E o segundo maior gerador de riquezas do planeta, perdendo
apenas para o petréleo (BANDEIRA et al., 2009; CAMPOS, 2005; MOREIRA et
al., 2000). Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de café, sendo
responsavel por 30% do mercado internacional, volume equivalente a soma da
producdo dos outros seis maiores paises produtores. Em 2007 produziu 33,4
milhdes de sacas. E o maior exportador do mundo, com 28,1 milhdes de sacas
embarcadas em 2007 (ABIC, 2009). A terceira estimativa de producao total de
café (arabica e conilon), para a safra 2009, indica que o pais devera colher
39,0 milhdes de sacas de 60 quilos de café beneficiado. O resultado dessa
pesquisa representa uma reducdo de 15,20% quando comparada com a
producdo de 46,0 milhdes de sacas obtidas na temporada anterior (CONAB,
2009).

A producao do café arabica representa 72,81% (28,4 milhdes de sacas
de café beneficiado) da producéo do Pais, e tem como maior produtor o Estado
de Minas Gerais, com 68,08% do total do ciclo 2008/09. Levando-se em conta
apenas a variedade arabica, o Estado foi responsavel por 66,4% (18,97
milhdes de sacas de café beneficiado). Ja o Espirito Santo esta na vice-
lideranga, com 22,2% do volume. Maior produtor de conilon, o Estado fechou o

ano com 70% do montante desse tipo especifico de café (CONAB, 2009).
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O Brasil € também o segundo maior mercado consumidor mundial, com
a marca de 17 milhdes de sacas em 2007, atras somente dos Estados Unidos
(ANUARIO Brasileiro do Café, 2009).

O nivel tecnoldgico no sistema agroindustrial do café no Brasil aumentou
na ultima década e junto com ele cresceram as exigéncias dos consumidores
no mercado mundial de café, a procura de alimentos sadios e isentos de
residuos de agroquimicos prejudiciais a saude (PEREIRA et al., 2007).

Em junho, o Japao informou que foi detectada a presenca de residuo de
piraclostrobina em lotes de contéineres de café importado do Brasil em niveis
acima do permitido pela legislagdo daquele pais. Embora, o comércio néo
tenha sido interrompido (AGENCIA ESTADO, 2009), percebe-se a necessidade
de um controle mais rigoroso no que tange a qualidade café, seja ele bebida,
gréo cru (verde) ou torrado e moido.

Segundo Portocarrero e Kososki (2007), € necessario também
harmonizar as exigéncias internacionais para estas questdes e utilizar, também
0s conceitos e regras estabelecidas pelo Codex Alimentarius, para que diminua
o total de notificagdes advindas da Europa e dos Estados Unidos sobre o limite
maximo de residuos (LMR) de agroquimicos utilizados em produtos
agropecuarios.

Estas exigéncias podem ser atendidas com a adog¢éo dos programas de
certificagédo que apresentam foco na rastreabilidade (PEREIRA et al., 2007),
um sistema de identificacdo que permite resgatar a origem e a histéria do
produto, da producdo ao consumo. Portanto, garante segurancga e conforto aos
consumidores e aos envolvidos no processo (PORTOCARRERO, 2007).

A rastreabilidade consiste em um conjunto de praticas passiveis de
adogado por diversos setores da economia, para disponibilizar todas as
informagdes essenciais sobre seus produtos, desde as matérias-primas
utilizadas na sua elaboragéo, passando pelo transporte, até o momento em que
os produtos s&o vendidos ou chegam ao consumidor final (PEREIRA et al.,
2007).Na cafeicultura, a rastreabilidade € um tema que comegou a ser
discutido ha pouco tempo na esfera de produgéo, e ocorre, principalmente,
devido as exigéncias dos consumidores e demais atores do sistema
agroindustrial do café (PEREIRA et al., 2007).

Dentre os diversos aspectos envolvidos com o controle quimico das

doencas do cafeeiro, os itens mais importantes relacionados a rastreabilidade
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sdo: os métodos empregados na aplicagdo dos agrotoxicos, as caracteristicas
dos mesmos, aplicagéo racional, a maquinaria, condi¢gdes do meio ambiente e
os critérios empregados na tomada de decisdo para se realizar o controle
(ZAMBOLIM et al., 2007).

A cultura do café caracteriza-se por utilizar muitos insumos agricolas.
Segundo Vieira (2005a) os agrotéxicos empregados na cultura do café se
enquadram em trés grandes grupos para o controle de insetos-pragas, doencas
e plantas daninhas (inseticidas, fungicidas e herbicidas), sendo mais
frequentemente utilizados o Tamaron (Metamidofés), Baysiston (Triadimenol e
Dissulfotom), Round-up (Glifosato) e Dursban (Clorpirifés). Segundo a Anvisa
(2010), o dissulfotom e o metamidofés possuem classificacado toxicolégica |
(extremamente toxicos), o clorpirifés e o triadimenol, classificacéo toxicoloégica
Il e o glifosato, classificagao toxicologica IV.

Além desses agrotdxicos, outros de uso permitido e bastante difundido,
principalmente entre os cafeicultores da regidao do Alto Paranaiba e Triangulo
Mineiro, em Minas Gerais sdo o TEMIK e o FURADAN, (RIGITANO et al.,
2001), cujos principios ativos séo o aldicarbe e o carbofurano, respectivamente.
Tais produtos pertencem as classes dos inseticidas, nematicidas e acaricidas,
apresentando elevada eficiéncia no controle a nematoides e também contra
cigarras do cafeeiro, bicho mineiro e cochonilha verde.

O cafeeiro hospeda inumeras espécies de insetos e acaros, algumas
das quais s&o pragas de importancia econdbmica e frequentemente causam
prejuizos, enquanto que outras ndo chegam a causar nenhum dano. Os
principais insetos-pragas da cultura do café no estado de Minas Gerais,
embora possa haver diferengas entre as regides cafeeiras, de modo geral séo:
o bicho mineiro (Leucoptera coffeella); a broca do café (Hypothenemus hampei)
e as cigarras do cafeeiro (Quesada gigas) (REIS e SOUZA, 1998). Cita-se
ainda, a ferrugem (Hemileia vastatrix) e a cercosporiose, ou mancha de olho
pardo (Cercospora coffeicola).

Com relagao a distribuicdo geografica, o bicho mineiro é o inseto-praga
de ocorréncia generalizada no Estado, enquanto que, as cigarras tém atacado
cafezais a noroeste da regido Sul de Minas e em parte do Alto Paranaiba
(REIS e SOUZA, 1998). Os nematoides (M. exigua, M. incégnita e M.

paranaensis) encontram-se amplamente disseminados na cafeicultura
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brasileira, mesmo nas regides emergentes e promissoras, como o Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba, em Minas Gerais (GONCALVES et al., 1998) .

As cigarras s&o importantes insetos-pragas do cafeeiro, podendo causar
prejuizos consideraveis as lavouras infestadas (SOUZA, 2004). A espécie mais
comumente encontrada, Quesada gigas, é de grande importancia para a
cultura do café devido a sucgéo da seiva das raizes (figura 1). O seu ataque
provoca grandes quedas na producao da lavoura (SIA, 2009). O controle deve
visar as ninfas no solo. O género Quesada deve ser controlado, quando a
populacéo de ninfas/cova de cafeeiro for igual ou superior a 35. Este € feito
com inseticidas granulados sistémicos, a base de aldicarbe, carbofurano,
dissulfotom, forato e terbufés (REIS e SOUZA, 1998).

Figura 1. Cigarra do cafeeiro.
Fonte: <www.nucleoestudo.ufla.br/necaf/lavour1.jpg>

Gongalves e Faria (1989) avaliaram a eficiéncia dos inseticidas
sistémicos granulados aldicarbe 10%, carbofurano 5% e dissulfotom a 2,5 e
10%, em dois tipos de solo, no controle das ninfas méveis das cigarras do
cafeeiro. Utilizaram-se doses desses inseticidas proximas as recomendadas
para o controle do bicho mineiro, as quais proporcionaram uma redugdo meédia
de 67,5 e 54,1% na populagédo das ninfas méveis da praga, respectivamente,
em solo arenoso e argiloso. E o controle dos insetos-praga apos a aplicagao de
aldicarbe, carbofurano e dissulfotom propicionou que as plantas pudessem
produzir 175, 227 e 246%, respectivamente. Almeida (2004) recomendou entre
outros, o uso de carbofurano (Furadan 5 G) e aldicarbe (Temik 10 G) como
controle das cigarras.

O bicho mineiro, Leucoptera coffeella, uma das pragas mais importantes
da cafeicultura brasileira, pode provocar sérios prejuizos a produg¢do, bem

como redugéo no rendimento e na longevidade dos cafeeiros. Os danos séo
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ocasionados pela lagarta que, apds a eclosdo, penetra na folha destruindo o
parénquima e diminuindo a capacidade fotossintética da planta (DIEZ-
RODRIGUEZ et al.,, 2006). Infestacbes severas podem provocar elevados
niveis de desfolha, fazendo com que as lavouras demorem até dois anos para

se recuperarem. A Figura 2 ilustra o bicho mineiro em folha de cafeeiro.

Figura 2. Lesdo causada pelo bicho mineiro onde se observa no centro a larva do
inseto.
Fonte: <www.nucleoestudo.ufla.br/necaf/lavour2.jpg>

O controle do bicho mineiro tem sido realizado, principalmente, por meio
da utilizagdo de inseticidas: aldicarbe, carbofurano, dissulfotom e forato (REIS
e SOUZA, 1998). A aplicagdo no solo, como é o caso dos granulados
sistémicos, destaca-se pela elevada eficiéncia, longo periodo residual e
seletividade para predadores e parasitoides, sendo, desta forma, apropriados
para a implementacédo de programas de manejo integrado de pragas (DIEZ-
RODRIGUEZ et al., 2006). Esses mesmos autores verificaram a ocorréncia dos
metabolitos de aldicarbe em folhas de cafeeiro (correspondentes aos trés
tercos das plantas) demonstrando a translocag&o do inseticida, desde as raizes
até a parte aérea. O aldicarbe na maior dose estudada contribuiu para manter a
infestagdo do bicho mineiro inferior a da testemunha, nas avaliagdes realizadas
entre os 90 DAA (dias apds aplicagdo) e 210 DAA. Carvalho et al. (2003)
constataram que aldicarbe (Temik 150G) causou menor impacto sobre os
parasitoides do bicho mineiro em relagdo aos demais inseticidas testados,
sendo este recomendado em estratégias e taticas de controle desse inseto-
praga chave do cafeeiro.

Dentre os diversos entraves a produtividade do cafeeiro, os nematoides
sdo responsaveis por significativa redugcédo na producéo e, em alguns casos,

até mesmo o abandono da atividade cafeeira. M. exigua tem ampla
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disseminagdo nos cafezais brasileiros. O controle de nematoides do género
Meloidogyne é, de modo geral, uma operacao dificil de ser realizada e sua
erradicacao é praticamente impossivel (ZAMBOLIM et al., 2007; ZAMBOLIM et
al., 2005; GONCALVES et al., 1998). Entretanto, esses parasitos podem,
muitas vezes, ter sua populacdo reduzida e mantida em niveis baixos através
de integracéo de medidas de controle, ou seja, através do manejo integrado. O
manejo quimico dos fitonematoides em cafezais infestados tem sido realizado
com nematicidas sistémicos granulados, sendo mais comumente utilizados na
cafeicultura: aldicarbe, carbofurano, terbufés (GONCALVES et al., 1998), que
atuam diminuindo o nivel populacional desses parasitos por um determinado
periodo; entretanto, apds certo tempo a populagdo do nematoide volta a
multiplicar, necessitando de outra aplicagdo de nematicidas, atitude que passa
a ser constante, gerando contaminagcdo ambiental e aumento no custo de
produgédo (ZAMBOLIM et al.,, 2007). A Figura 3 ilustra os nematoides das

galhas em raizes de cafeeiro.

Figura 3. Galha de nematoide do género Meloidogyne contendo massa de ovos em
seu interior.
Fonte: <www.nematoides.com.br>

A cochonilha da raiz do cafeeiro, Dysmicoccus sp., € um inseto sugador

de seiva, que vive em colbnias nas raizes do cafeeiro, Figura 4.
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Figura 4. Cochonilha da raiz.
Fonte: <www.plantasonya.com.br/pragas-e-doencas/inseticidas-naturais-para-
combater-cochonilhas.html>

As cochonilhas farinhentas s&o formadas por insetos em colbnia, de
coloracédo rosada, denominados de ninfas e adultos, revestidos por uma
camada de secrec¢ao cerosa branca, que Ihes da o aspecto de haverem sido
envolvidos em farinha. Nas raizes, ninfas e adultos da cochonilha sugam
continuamente a seiva. Nessa fase, ndo causa prejuizos irreversiveis a planta,
tampouco manifesta sintomas na parte aérea. Com o passar do tempo, o inseto
vai tomando todo o sistema radicular do cafeeiro, resultando no
comprometimento de suas raizes, ndo havendo mais absorcdo de agua e
nutrientes via solo. O controle quimico da cochonilha da raiz € realizado por
meio da aplicacédo de inseticidas sistémicos granulados no solo: carbofurano
350 SC, com controle apenas parcial da cochonilha (SOUZA et al., 2001).

O uso de defensivos agricolas para aplicagdo no solo tornou-se uma
pratica rotineira, tanto em cafeicultura do cerrado quanto em lavouras de
montanha para o controle da ferrugem e do bicho mineiro. Nessas regides, os
defensivos sdo aplicados em carater preventivo nos anos de alta carga da
lavoura, devido ao grande potencial que a ferrugem e o bicho mineiro
representam para a cultura (ZAMBOLIM et al., 2007).

Um estudo foi conduzido por Bastos et al. (2003) para avaliar o impacto
do aldicarbe sobre a entomofauna no solo de cafezais. Verificou que o
aldicarbe impactou a comunidade de artropodes do solo de café,

principalmente uma espécie de acaro.
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3.2. ALDICARBE E CARBOFURANO

Os carbamatos, que comecgaram a ser utilizados como inseticidas em
1951, derivam-se do acido carbamico, cuja férmula é apresentada na Figura
5a. Um dos hidrogénios ligado ao nitrogénio encontra-se substituido por um
grupo alquila (R’), normalmente metila, e o hidrogénio ligado ao oxigénio esta
substituido por um grupo organico mais longo e complexo, radical (R), Figura
5b (BAIRD, 2002). Aldicarbe e carbofurano pertencem ao grupo quimico

carbamato, ou melhor, metilcarbamato (ANVISA, 2009a).

Figura 5. Formula estrutural (a) acido carbamico; (b) geral de carbamato.

Os carbamatos s&o similares aos organofosforados: apresentam uma
meia-vida curta no meio ambiente. S&o inibidores reversiveis das
colinesterases, porém as intoxicagcbes podem ser igualmente graves (OPAS,
1997). A toxicidade dos carbamatos € influenciada pelo veiculo e pela via de
exposi¢cdo. Uma vez absorvidos, os carbamatos s&o rapidamente distribuidos
aos tecidos e 6rgédos. O metabolismo e a eliminagéo sao relativamente rapidos,
e ndo ha evidéncias de haver bioacumulacdo dos carbamatos (PASSAGLI et
al., 2009b).

Estes agrotoxicos tém sido muito utilizados na agricultura para o controle
de insetos-pragas devido a sua eficiéncia e rapida degradacdo no meio
ambiente (PARREIRA et al., 2001). A degradacao moderadamente rapida dos
carbamatos contribui para que estes compostos ndo sofram problemas de
bioacumulagdo nos organismos vivos e nem ao longo das cadeias alimentares
como ocorre com os organoclorados (BOGIALLI et al., 2004). Por outro lado, os
carbamatos s&o mais tdxicos que os organoclorados, podendo apresentar
toxicidade aguda ao homem e mamiferos (BARON, 1994) e também a aves e
peixes (BRKI'C et al., 2008; PATRICIO et al., 2002). Estes compostos  sdo
instaveis em condi¢des neutras e alcalinas, a temperatura ambiente (GALLI et

al., 2006). Embora apresentem baixa persisténcia e tempos de meia vida curto,
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sofrem oxidacgéo rapida e produzem compostos que séo tao tdéxicos quanto os
mesmos (PARREIRA et al.; 2001).

Aldicarbe, 2-metil-2-(metiltio)propionaldeido O-metilcarbamato de oxima,
€ um inseticida, acaricida e nematicida do grupo quimico metilcarbamato de
oxima, comercializado no pais sob a forma exclusiva do agrotoxico Temik 150,
da empresa Bayer Cropssciences. Possui autorizacdo de uso exclusivamente
agricola, em solo de culturas de algodéo, batata, café, cana-de-agucar, citros e
feijao (ANVISA, 2010). Sua férmula molecular é C;H14N2O,S, e as principais
propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Carbofurano, 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofurano-7-ilmetilcarbamato, é
um inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida do grupo quimico
metilcarbamato de benzofuranila, possui autorizagdo de uso exclusivamente
agricola no solo para as culturas de algodao, amendoim, arroz, banana, cafe,
cana-de-agucar, cenoura, feijdo, fumo, milho, repolho, tomate e trigo e em
sementes de algodéo, arroz, feijao, milho e trigo (ANVISA, 2010). Sua férmula
molecular € Cq2H1sNO3; e as principais propriedades fisico-quimicas sao
apresentadas na Tabela 1. E comercializado pela FMC Quimica do Brasil Ltda,

com o nome de Furadan.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos selecionados para estudo.

Composto Aldicarbe? Carbofurano®
Massa molar 190,25 221,25
(g mol™)
CH3 OCONHCH3
0 CHs
Estrutura quimica H3CS——C——CH=NOCONHCH,;
CH3 CHs
Solubilidade em agua
(gL, 20 °C) 6.0 0.7
Pressé&o de vapor o o
(mPa) 13,0 (25 °C) 2,66 (33 °C)
Densidade relativa 1,19 (25 °C) 1,18 (20°C)
Coeficiente de particéo 1,36 113

octanol-agua (logKow)

2 Obtido de WHO (1991);
® Obtido de WHO (2008);
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Segundo a ANVISA (2009a), apresentam classificagdo toxicoldgica I,
séo extremamente toxicos. Exibem valores de DLsy oral em ratos de 0,9 e 8,0
mg kg™, respectivamente, razao pela qual o envenenamento de trabalhadores
rurais por exposicéo direta a esses agrotoxicos € muito comum (BOGIALLI et
al., 2004; PROENCA et al., 2004; NUNES et al., 2002; LACASSIE et al., 2001).

Aldicarbe apresenta elevada toxicidade aguda para mamiferos (DLsp =
0,3-1,5 mg kg™') dependendo do veiculo de administragdo usado. A toxicidade
aguda de aldicarbe sulfoxido também ¢é similar a do aldicarbe (BARON, 1994).
O metabolismo do aldicarbe envolve hidrolise do éster carbamico e oxidagéo
do enxofre em derivados sulfoxido e sulfona. Os produtos de hidrélise séo
compostos sem atividade inseticida ou com pouca atividade inseticida e pouco
toxicos a outros organismos. Ja os produtos da oxidagdo sao inibidores
colinesterasicos (RISHER et al., 1987).

Podem ser absorvidos por via oral, respiratoria e dérmica (MORAES,
1999). Uma vez absorvido, os carbamatos sédo rapidamente distribuidos aos
tecidos e 6rgaos. O metabolismo e a eliminagdo séo relativamente rapidos, e
ndo ha evidéncias de haver bioacumulagcdo de carbamatos (RISHER et al.,
1987).

Os limites maximos de residuo (LMR) permitido para aldicarbe e
carbofurano em leite sdo respectivamente: 10 e 100 ug LT, segundo a Uniao
Européia e, 2 e 100 pg L™ segundo a Administragdo de Alimentos e Drogas dos
Estados Unidos (Food and Drug Administration — FDA) (BOGIALLI et al., 2004).
Os valores permitidos para aldicarbe e carbofurano em agua para consumo séo
respectivamente: 10 e 7 pg L™ (WHO, 2004). Em graos de café, o Codex
Alimentarius (2009) estabelece o LMR para aldicarbe de 0,1 mg kg™, ja a
ANVISA (2010) estabelece que a quantidade maxima de aldicarbe e
carbofurano em solos de cultura de café é de 0,1 mg kg e o intervalo de
seguranca (IS), estabelecido pelo primeiro, € de 90 dias.

O aldicarbe, depois de sua aplicagéo, € rapidamente transformado em
aldicarbe sulféxido e aldicarbe sulfona. Ele também pode ser degradado em
oximas e nitrilas (NUNES et al., 2000). E muito persistente em &aguas
subterraneas, particularmente aquelas com carater acido, a meia-vida para
degradacéao a produtos nao téxicos varia de poucas semanas a muitos anos. O
modo primario de degradacéo € a hidrolise quimica, embora, também possa

ser por decomposi¢éo microbiana (WHO, 2003).
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O principal metabodlito do carbofurano é o 3-hidroxicarbofurano,
quimicamente conhecido por 2,3-dihidro-2,2-dimetil-3-hidroxi-7-benzofurano.
Sua ocorréncia se da pelo processo de hidroxilagcdo, o qual pode ser oxidado
com a formagédo do 3-cetocarbofurano ou hidrolisado para formacdo do 3-
hidroxi-7-fenol ou ainda a formagéo de conjugado (WHO, s.d.).

No solo, o carbofurano € degradado por hidrélise, acdo microbiana e
fotodecomposicao. Sua persisténcia € dependente do valor do pH, do tipo de
solo, temperatura, composi¢cado da mistura, e da populagdo microbiana. Estudos
no campo indicam que tem uma meia-vida de 26 a 110 dias em solos. Na agua,
pode ser degradado por hidrolise, decomposi¢cao microbiana e fotolise (WHO,
s.d.).

A FMC Corporation (1997) concluiu que o carbofurano e seus
metabdlitos sdo estaveis apds hidrolise acida em uma grande variedade de
commodities e podem ser armazenados refrigerados por 8 meses.

Em funcdo da elevada toxicidade, possuem uso restrito aos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo e Bahia, apenas para agricultores cadastrados e
certificados. Esses agricultores foram treinados por uma equipe de técnicos
contratados com essa finalidade especifica, e s6 recebem o certificado apds se
mostrarem aptos para aplicacdo do produto em suas lavouras, incluindo a
conscientizagdo dos problemas gerados pelo seu desvio aos centros urbanos.
(ANVISA, 2009a).

A analise do risco ambiental decorrente do uso de um determinado
agrotoxico deve conduzir a normas reguladoras, incluindo tanto a analise do
grau de exposicdo quanto seus efeitos ambientais. A avaliagdo de risco dos
agrotoxicos consta dos seguintes parametros: identificar o perigo, avaliagao da
dose resposta, estimativa da exposi¢cdo, caracterizagdo do risco e o
gerenciamento. Para analise de exposicdo supde conhecer as vias de
dispersao do composto quimico no meio ambiente e ser capaz de estimar e
prever as concentragbes que estes compostos podem alcangar nos distintos
compartimentos do ecossistema (SILVA, 2004).

A contaminagdo de recursos hidricos com residuos de aldicarbe e
carbofurano pode colocar em risco ndo apenas os seres humanos, mas
também a fauna aquatica. Com relagdo a agua potavel, a legislacéo brasileira

estabelece o limite maximo permitido de 10 ug L™, no caso de compostos
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carbamatos. Em paises da Europa, esse limite € bem menor, sendo inferior a
0,5 ug L' (PATRICIO et al., 2002).

As analises de agua potavel da cidade de Para de Minas na estacéo
seca (julho/98), apbds as primeiras chuvas pds-seca (agosto/98) e na estacao
chuvosa (janeiro/99), nao revelaram valores acima do LD (limite de detecgéo)
para nenhum agrotoxico N-metilcarbamato ou metabdlito. As concentragdes
dos agrotéxicos carbofurano e metomil quantificadas nas amostras ficaram
abaixo dos limites estabelecidos pelas legislagbes brasileira e americana.
Entretanto, os valores de agrotoxicos quantificados em alguns pontos
mostraram-se acima dos limites estabelecidos na legislagcdo européia
(PARREIRA et al., 2001).

Garcia de Llasera e Bernal-Gonzalez (2001) avaliaram a presenca de
agrotoxicos carbamatos em areas agricola e industrial do México. A deteccéo
foi por CLAE/fluorescéncia e foram encontrados residuos de 3-hidroxi-
carbofurano e metiocarbe.

A toxicidade aguda de alguns agroquimicos utilizados na cultura de arroz
irrigado sobre juvenis de carpa (Cyprinus carpio) também foi avaliada. Os
produtos Furadan, Ronstar, Goal, Facet e Gamit foram os que ofereceram
maiores riscos ambientais exigindo cuidados ap6s sua aplicagao no sentido de
evitar o deslocamento dos mesmos para fora das lavouras (RESGALLA
JUNIOR et al., 2002). Patricio et al. (2002) constataram que o valor de CLsg
(concentracgao letal) do aldicarbe para Orthospinus franciscensis, uma espécie
nativa de piaba, comumente encontrada na Regiao Sudeste foi 1,12 mg.L'1.

Pessoa et al. (2003) estudaram a tendéncia de movimento vertical de
aldicarbe e tebuthiuron em solos do submédio S&do Francisco. Verificaram que
o aldicarbe apresentou maior mobilidade inicial, intensificada a partir do
segundo ano depois da aplicagdo, e menor tendéncia a risco a partir do
segundo ano, onde as concentracbes remanescentes s&o praticamente nulas.
O deslocamento miscivel do inseticida sulfona de aldicarbe nas principais
regides produtoras de batata de Minas Gerais: Conselheiro Lafaiete, Maria da
Fé e Bueno Brandao foi estudado por Correa et al. (1999). O agrotdxico
estudado, em condicdes de fluxo em solo saturado, apresentou pouca
interacao e alta mobilidade nos solos estudados.

Assim, estudos sobre a toxicidade do aldicarbe a outras espécies nativas

de peixes e o continuo monitoramento de seus residuos em recursos hidricos,
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em solos e em areas onde 0 seu uso é intensivo sdo de suma importancia para
a avaliacao do impacto ambiental do composto em ambientes aquaticos.

A presenca desses residuos de agrotéxicos tem sido verificada também
em alimentos. Residuos de aldicarbe foram detectados em amostras de tomate
analisadas pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA). Tal
principio ativo ndo possui uso autorizado para a cultura, demonstrando que ha
necessidade de se combater a pratica de utilizacdo de agrotdxicos néo
autorizados para a cultura, pois das 1773 amostras de frutas e verduras
analisadas pelo PARA em 2008, 271 encontravam-se em situagcéo
insatisfatéria, sendo que dessas, 99,6% foram pelo uso ndo autorizado
(ANVISA, 2009b).

Apesar das legislacdes vigentes, verifica-se que em muitas situacdes a
falta de controle na comercializagdo e a falta de conhecimentos aos critérios
que devem ser adotados durante o uso de agrotdéxicos, possam estar
comprometendo a saude humana e o meio ambiente.

Residuos de carbofurano foram encontrados em graos de café verdes
colhidos 30 dias ap6s a ultima de duas aplicagbes de 1,5 g/cova/aplicagdo. O
intervalo das aplicacbes foi préximo de 6 meses e a concentracdo de
carbofurano nos grios de café verdes variaram de 0,05 a 2,55 g kg™' (FMC
CORPORATION, 1997). Os valores obtidos nesse estudo foram maiores que o
LMR estabelecido pela ANVISA e pelo Codex Alimentarius.

A presenca de residuos de metabolitos do carbofurano em graos de
café torrado e em café instantdneo, ambos processados de gréos de café
verde também foi avaliada pela FMC Corporation (1997). Concluiram que néo é
necessario estabelecer tolerdncias de residuos de agrotoxicos para esses
outros tipos de gréos, uma vez que o LMR estabelecido para o grdo de café
verde é adequado para cobrir os residuos esperados nos cafés processados.

Os residuos de clorpirifés, diclorvds e paration metilico adicionados ao
p6 de café e remanescentes na borra e na bebida de café, apds a preparagéo
por meio da extracdo aquosa a quente foram analisados por Oliveira et al.
(2002). Constataram que a preparagao da bebida de café provocou redugéo
do diclorvos e clorpirifés adicionados ao p6 de café, enquanto que o paration
metilico manteve-se estavel. A maior parte dos agrotdéxicos manteve-se na
borra. J& Reis (2007) apresentou resultados de alguns estudos realizados que

visaram a determinagao de residuos de agrotoxicos em gréos de café. Nenhum
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dos produtos estudados (BHC, endossulfam, eldrin e lindano) foi encontrado
acima do limite de tolerancia em grdos de café. Destacou também que, a
torracédo dos graos de café reduz os niveis de residuos de endossulfam a
valores abaixo ao LMR. A época de aplicagédo do produto, também é um fator
importante na quantidade de residuos nos graos de café, pois quanto mais
préximo da colheita o produto for aplicado, maior sera a concentracado de
residuo, mostrando entdo a necessidade de se obedecer ao periodo de

caréncia.

3.3. INTOXICAGOES

Manufaturado na forma de pequenos granulos, com 15% de principio
ativo (TEMIK 150), o aldicarbe é popularmente conhecido no Brasil como
‘chumbinho” (XAVIER, et al., 2007), ndo s6 pela cor cinza-chumbo, mas
também pelo formato de pequenos granulos arredondados que lembram a
forma de chumbinho utilizado como muni¢cdo nas armas de fogo (MELITO,
2004).

Tem-se verificado atualmente o uso irregular e indiscriminado desses
compostos (principalmente aldicarbe) no pais como raticida, bem como em
tentativas de homicidio e de suicidio, acarretando em um grave problema de
saude publica, de amplitude nacional, dada a facilidade que se tem a seu
acesso, particularmente nos centros urbanos e em feiras livres (PASSAGLI et
al., 2009b; ANVISA, 2009a).

Além do aldicarbe, encontrado em 50% dos chumbinhos analisados,
outros agrotoxicos também encontrados em amostras analisadas foram
carbofurano, terbufés, forato, monocrotofés e metomil (ANVISA, 2009a)

MORAES (1999) demonstrou em seu trabalho, as intoxicagdes ocorridas
no Rio de Janeiro, salientando principalmente a importancia das intoxicagdes
por chumbinho, um agrotdxico que por ser desviado do seu uso exclusivo como
inseticida e usado no comércio informal como raticida e tem contribuido muito
para o aumento do numero de casos de envenenamento no estado, e também
no pais.

Depois de observarem dezoito pacientes com sintomas colinérgicos e

outros dois com histérico de intoxicagdo por aldicarbe admitidos em uma
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Unidade de Emergéncia da Franga, Ragoucy-Sengler et al. (2000) afirmaram
que a intoxicagdo por aldicarbe € muito severa. Quatro desses pacientes
tiveram sérias complicagbes, sendo que dois desses faleceram. Intoxicagbes
por aldicarbe e carbofurano, entre outros, também foram relatadas por
Lacassie et al. (2001). Um homem de 72 anos de idade ap6s ingerir
carbofurano foi a ébito e um homem de 57 anos ap6s ingestdo de aldicarbe
intoxicou-se voluntariamente.

No ano de 2003, foram registrados 721 casos de intoxicagbes por
raticidas nas 31 Diretorias Regionais de Saude (DIRES) do Estado da Bahia,
sendo que em 83% dos casos (598 registros), o chumbinho foi o principal
agente toéxico, e a principal causa observada foi a tentativa de suicidio,
correspondendo a 69,4 % dos casos (415 registros) (MARTINS, 2005).

Um homem de 24 anos de idade foi encontrado morto em sua cela, na
llha de Sdo Tomé e Prince (Africa). As andlises toxicolégicas revelaram
concentragdes toxicas de aldicarbe em amostras post-mortem: sangue (6,2 ug
mL™"), estdmago (48,9 ug g™), coragdo (6,70 ug g') e urina (17,50 ug mL™).
Sendo assim, a morte foi devida a intoxicagdo aguda por aldicarbe, embora n&o
puderam afirmar se foi suicidio ou homicidio (PROENCA et al., 2004).

Intoxicagdo aguda moderada de onze reeducandos da Agéncia Prisional
de Goias, foi relatada por Azeredo et al. (2005). Os detentos ingeriram
aldicarbe com refrigerante sabor cola para que pudessem apresentar sinais e
sintomas de intoxicagédo e assim, serem transferidos para um hospital e serem
resgatados da prisdo. Como a intoxicagdo foi moderada, os cuidados foram
prestados na prépria Agéncia Prisional.

Como pode-se observar, o aldicarbe esta entre os raticidas mais usados.
Taga e Oliveira (2006) relataram um caso de envenenamento em virtude do
uso ilegal desse agrotoxico no Brasil, em amostra de bebida de café. Em seu
trabalho, foram analisadas amostras de café torrado e moido, e de bebida de
café enviadas pela SSP-SP (Secretaria de Seguranca Publica de Sdo Paulo).
Utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
coluna de fase reversa, e detecgdo por espectrofotometria ultravioleta foi
constatada em uma amostra de bebida de café a presenca de aldicarbe,
comprovando assim o envenenamento. A mistura do chumbinho em café (pé e
bebida) é uma alternativa frequente de envenenamento em funcéo do forte

odor e cor do café que disfargam a presenca do chumbinho.
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Junto ao IML-DF (Instituto Médico Legal), Oliveira Filho et al. (2008)
quantificaram o numero de 6bitos apds intoxicagao por inseticidas carbamatos
no Distrito Federal, entre os anos de 2000 a 2004. Nesse periodo foram
notificados 72 casos de suspeita de intoxicacao por carbamatos, sendo o
mesmo confirmado em 13,9% dos casos. Desses, 90% foram ocasionadas por
aldicarbe e 10% por carbofurano.

llustrando ainda mais a problematica do uso irregular e clandestino de
aldicarbe e carbofurano, seguem alguns relatos tristes que cotidianamente séo
divulgados em noticiarios nacionais:

Em julho de 2006, trés alunas de uma escola publica municipal, tentaram
envenenar a diretora, dissolvendo chumbinho no café servido na sala dos
professores. Uma professora percebendo o odor forte e desagradavel alertou a
diretora e assim, o envenenamento ndo se consumou (ALUNAS tentam
envenenar diretora, 2006).

Nesse mesmo més, um pedreiro mineiro de Alto Paranaiba, colocou
Temik 150 no p6 de café para matar a familia e ficar com o imével onde os
mesmos residiam. Foram intoxicadas 4 pessoas e ninguém faleceu. O pedreiro
foi preso em flagrante (TENTOU matar..., 2006).

Em agosto de 2006, uma mée apds discutir e brigar com o companheiro,
colocou chumbinho no mingau da filha, levando a mesma & obito (MAE
colocou..., 2006).

Em novembro de 2007, dez funcionarios de um hospital em Salvador
foram envenenados tomando café com chumbinho. A bebida estava em uma
garrafa térmica na copa do hospital e havia sido preparada na cozinha do
hospital. Nenhum funcionario faleceu (FUNCIONARIOS de hospital bebem...,
2007).

Em fevereiro de 2009, uma adolescente de 15 anos tentou envenenar os
pais, a avo e tia colocando chumbinho no p6é de café durante o preparo da
bebida, em Peruibe, Sdo Paulo. Nenhuma das 4 pessoas faleceu
(ADOLESCENTE..., 2007).

Em novembro de 2009, uma aluna em Juiz de Fora (MG) colocou
chumbinho em um galdo de agua na sala dos professores, como

consequéncia, 30 pessoas foram intoxicadas (ALUNA é acusada..., 2009).
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Em dezembro de 2009, a atriz Leila Lopes foi encontrada morta em seu
apartamento no Rio de Janeiro. A suspeita é que tenha ingerido chumbinho
com comida (LEILA Lopes..., 2009).

A problematica do uso irregular e clandestino de aldicarbe e carbofurano
atinge varios paises, e nao somente o Brasil, com clara repercussdo a Saude
Publica e a sociedade, devido ao grande numero de pessoas intoxicadas por
estes compostos em suicidios, assassinatos e acidentes com criangas. Quando
empregados com esta finalidade, o chumbinho é misturado a alimentos, como
bombons, marmitas, refrigerantes, achocolatados, café, p6 de café, etc.

Tendo em vista tudo o que foi apresentado, pode-se perceber que vem
aumentando cada vez mais os problemas de interesse forense, além dos ja
citados interesses agricolas, em virtude das contamina¢cdes ambientais. E a
mistura do chumbinho em café (pé e bebida) é uma alternativa frequente de
envenenamento em funcédo do forte odor e cor do café que disfargam a

presenca do mesmo.

3.4. METODOS DE EXTRAGAO E ANALISE

O uso de agrotoxicos em lavouras cujos produtos séo destinados ao
consumo humano ou animal pode conduzir a residuos apo6s sua colheita. Os
alimentos ainda podem conter residuos remanescentes de utilizagdo durante o
armazenamento e transporte. Por outro lado, os agrotoxicos podem se mover
do local de aplicacdo e se transportar para outro lugar no meio ambiente e
podem ser transferidos para a cadeia alimentar. A capacidade de um
agrotoxico persistir por certo periodo de tempo pode ser desejavel e tem sido
considerado como importante em algumas situagdes para o controle bem
sucedido de pragas e doencas. Todavia, a presenga de residuos de
agrotoxicos nos alimentos e no meio ambiente preocupa o consumidor e as
autoridades competentes, ja que pode oferecer riscos para a saude humana e
ambiental.

As técnicas de extragdo e/ou pré-concentracdo permitem que as
analises dos componentes de interesse se tornem possiveis. A meta final € a
obtencdo de uma subfragdo da amostra original enriquecida com as

substancias de interesse analitico, de forma que se obtenha uma separagéo

Dissertagdo de Mestrado 26



Revisédo Bibliografica

cromatografica livre de interferentes, com deteccdo adequada e um tempo
razoavel de analise. E visando alcancgar os limites de quantificacdo cada vez
mais baixos, conduziu ao desenvolvimento de técnicas de extracdo e pré-
concentragdo de agrotoxicos cada vez mais eficientes. Os métodos mais
frequentemente empregados séo: extragcéo liquido-liquido (ELL) e a extracao
em fase solida (EFS) (QUEIROZ et al., 2001).

A ELL é uma técnica muito usada em métodos padrdes, sendo
recomendada pela EPA (PICO et al,. 2007), baseia-se na particdo da amostra
entre duas fases imisciveis (aquosa e organica). As principais vantagens sao:
simplicidade, variedade de solventes, puros e disponiveis comercialmente, os
quais fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade (QUEIROZ et
al., 2001). Entretanto, tem inUmeras desvantagens como o fato de poder formar
emulsdo, requerer grandes volumes de solventes, muitas vezes tdxicos e
inflamaveis, demandar longo tempo de extragdo, além de ser trabalhosa e de
dificil automacao (TOTTI et al., 2006; LAMBROPOULOU e ALBANIS, 2005;
BIZIUK et al., 1996).

Segundo Valenzuela et al. (1999), a ELL tem sido usada na extragcéo de
carbamatos e outros agrotdxicos em diversas matrizes ambientais. E os
solventes mais frequentemente empregados tem sido: diclorometano e
diferentes misturas como diclorometano:cicloexano e diclorometano:acetona.
Porém, como os solventes utilizados nao séo seletivos, eles extraem muitos co-
extrativos da matriz, necessitando entdo de uma etapa posterior de clean-up
(VALENZUELA et al., 1999; BIZIUK et al., 1996).

A EFS, apesar de ser mais recente que a ELL, apresenta maior
aceitacdo como uma ferramenta eficiente na extracdo e enriquecimento de
fracbes de agrotoxicos em solugdes onde se encontram muito diluidos como a
agua, gerando concentracdes suficientes do analito para deteccéo (PICO et al,.
2007). Além disso, a fase sélida retém com eficiéncia analitos presentes em
liquidos, gases ou fluidos supercriticos, associando enorme versatilidade a
técnica (ALQUINO NETO e NUNES, 2003). E uma das ferramentas mais
poderosas e mais empregadas para extracdo e/ou concentragdo de analitos
presentes em matrizes complexas (QUEIROZ et al., 2001).

As principais vantagens da EFS s&o: menor tempo de analise, consumo
reduzido de solvente organico, ser menos trabalhosa, promover o

enriquecimento de tragcos e apresenta alto potencial para automatizagao
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(ALQUINO NETO e NUNES, 2003). Logo, pelas inumeras vantagens
apresentadas, a EFS tem se tornado uma das técnicas mais utilizadas para
extracdo de N-metilcarbamatos (NUNES et al., 1998; GARCIA de LLASERA e
BENAL-GONZALEZ, 2001). E tradicionalmente usada na forma de cartuchos,
sendo a fase estacionaria um sorvente, porém, Silva et al. (1999) relataram
como desvantagens entupimento, falta de reprodutibilidade e a n&o reutilizacao
dos cartuchos.

A FMC Corporation (1997) realizou a determinagcédo de residuos de
carbofurano e seus metabdlitos em amostras de graos de café usando a EFS
com uma coluna de Cqs acoplada a cartucho de amino-propil. Os residuos
foram eluidos com 1% de metanol em diclorometano, evaporados e
redissolvidos em acetonitrila para analise por CLAE/fluorescéncia, utilizando
uma coluna de fase reversa (C4g) e eluicdo gradiente da fase mobvel
acetonitrila:agua. Os limites de quantificacdo e detecgédo obtidos para os
carbamatos foram respectivamente: 0,05 e 0,01 mg L™

A miniaturizagdo de processos traz inumeras vantagens, em especial,
menor consumo de amostra e solvente, menor tempo, redugédo de efluente e
rejeito e maior facilidade de automacdo. Dessa forma as vantagens da EFS
podem ser ainda maiores com o uso da microextracéo por fase solida (MEFS),
em que uma fibra de fase estacionaria é operada com extensdo de um émbolo
de uma seringa de cromatografia (ALQUINO NETO e NUNES, 2003).

Baseada no equilibrio entre fases e aplicada na extragdo de diversos
grupos de analitos volateis e semi-volateis em matrizes tais como agua, ar e
solo. Entre as vantagens estdo: simplicidade de amostragem, baixo custo, a
nao utilizagdo de solventes, maior precisdo, menor limite de deteccéo,
reutilizagao da fibra e facil automacédo. A fibra (silica fundida coberta por uma
fase estacionaria) adaptada em uma seringa, para efetuar a extragcdo dos
analitos, pode ser colocada diretamente na amostra ou em “Headspace”
(SILVA et al, 1999), na qual a amostra é freqientemente aquecida e os
componentes volateis sdo adsorvidos na fibra (QUEIROZ et al., 2001). A Unica
condicao que se faz é que o analito necessita ser volatil e termicamente estavel
para ser dessorvido e determinado por CG. Segundo Basheer e Lee (2004)
essa técnica combina simultaneamente extracdo e pré-concentracdo dos
analitos em varias matrizes. Entretanto, Basheer et al. (2009) ressaltam que as

fibras utilizadas s&o frageis e de custo mais elevado.
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A microextragdo em fase liquida (MEFL) é a miniaturizacdo da ELL
convencional, o qual apenas microlitros de solventes sdo usados em vez de
centenas de mililitros em ELL. E rapida, barata e pode ser facilmente
automatizada. Nessa técnica, uma pequena quantidade de solvente é
impregnado na membrana da fibra oca (HOU e LEE, 2004). Ha liberdade de
selecionar solventes apropriados para extracdo de diferentes analitos, os quais
podem ser injetados no CG e essa técnica combina extragdo, concentragao e
introducdo de amostra em uma unica etapa (LAMBROPOULOU e ALBANIS,
2005).

Lambropoulou e Albanis (2005) utilizaram a MEFL para extrair 7
organofosforados e um carbamato (carbofurano) de amostras de aguas
superficial e de consumo. A analise foi realizada por cromatografia gasosa e
detector termionico de chama. Os limites de detecgao ficaram abaixo de 72 ng
L. As porcentagens de recuperacdo ficaram entre 80 e 104 % com desvios-
padrao abaixo de 12%.

Uma das técnicas também promissoras a reduzir a extracdo de
interferentes da matriz € a disperséo de matriz em fase sélida (DMFS). Esta
envolve a dispersdo da amostra solida ou semi-s6lida em um adsorvente sélido
e eluicdo dos analitos com ligeiro volume de solvente. Além disso, as etapas de
extragdo e clean-up ocorrem em uma mesma etapa, diminuindo o tempo de
analise e consumo de solventes organicos (PINHO et al., 2009a; PICO et al.,
2007; TOTTl et al., 2006; VALENZUELA et al., 1999).

A DMFS tem sido citada por Fernandez et al. (2000) como uma boa
alternativa para extracdo de carbamatos e outros agrotoxicos por causa de sua
simplicidade e robustez. Consome muito pouco solvente e evita a formacgéo de
emulsao.

A dispersao de matriz em fase sélida foi utilizada por Totti et al. (2006)
(DMFS), tendo C4g como dispersante e diclorometano-metanol como eluente. A
cromatografia liquida de ionizacdo quimica a pressao atmosférica e
espectrometria de massas (CLAE-IQPA/EM) foi usada para a determinacgéo
simultdnea de imidacloprido, acido 6-cloronicotinico, carbaril, aldicarbe,
aldicarbe sulfoxido e aldicarbe sulfona em abelhas.

Benfuracarbe (carbamato) e quatro inseticidas foram extraidos de
laranjas e determinados por CLAE-UV utilizando a DMFS para microextracéo

(VALENZUELA et al., 1999).
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O carbofurano e outros 12 carbamatos foram analisados em frutas e
vegetais por DMFS seguida de CL/EM. Diferentes fases sélidas (Cg, C1s, ciano,
amino e fenil) foram testadas, sendo obtidas melhores porcentagens de
recuperagédo com Cg, as quais variaram de 64 a 106%, com desvios-padréao
relativo abaixo de 15% e limites de detecgdo entre 0,001 e 0,01mg kg'1
FERNANDEZ et al., 2000).

Bogialli et al. (2004) utilizaram a DMFS para determinacao de seis
carbamatos, entre eles aldicarbe e carbofurano, em amostras de leite bovino. O
solvente extrator utilizado foi agua aquecida, a qual mostrou ser uma proposta
ambientalmente segura, para extracdo de contaminantes polares e
medianamente polares. A analise foi realizada por CL/EM e as porcentagens
de recuperacao obtida foram acima de 76% com desvios-padréao abaixo de 8%.
Os limites de detecgao para aldicarbe e carbofurano foram 3 e 4 ug L™,

Em matrizes complexas, a recuperagdao dos agrotoxicos normalmente
ocorre por extracdo exaustiva com uma variedade de solventes organicos:
hexano, éter de petroleo, acetona, acetonitrila, metanol e suas combinagdes.
Os métodos variam desde simples agitacdo e outros mais exaustivos como a
extragdo por Soxhlet até métodos mais modernos como Extragdo por Fluido
Supercritico ou Extracado Assistida por Microondas (TAYLOR et al., 2002).

A andlise de substancias presentes em matrizes complexas como soro,
plasma, urina e amostras ambientais, em geral, requer um pré-tratamento da
amostra. As razdes para isso sao inumeras, destacando a complexidade das
matrizes biolégicas e ambientais, das quais os compostos sdo obtidos, a
existéncia de proteinas que sao incompativeis com as colunas cromatograficas
e a concentragéo das substancias a serem analisadas, a nivel trago (QUEIROZ
et al., 2001). A extracdo de residuos de pesticidas de vegetais e frutas produz
misturas complexas que frequentemente requerem purificagcdo de amostras e
procedimentos de preparo para isolar os analitos para analise (TAYLOR et al.,
2002).

Um clean up simples e barato, que evita o uso de solventes toxicos e
evita perdas do analito vem sendo utilizado em extratos lipidicos de vegetais e
animais para analise de residuos de agrotdéxicos organoclorados e
organofosforados € a precipitacdo por abaixamento da temperatura (JUHLER,
1997; LENTZA-RIZOS et al., 2001). Particdo liquido-liquido combinada com

precipitagdo a baixa temperatura € uma combinagédo simples que vem sendo
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utilizada para analise de agrotoxicos em matrizes gordurosas (GILBERT-
LOPEZ et al, 2009).

Juhler (1997) desenvolveu e otimizou a determinagdo de residuos de
organofosforados em carnes e matrizes gordurosas por cromatografia gasosa
com detector nitrogénio e fosforo. A extracao foi realizada com acetato de etila
e agua e o clean-up foi feito pelo congelamento dos extratos que favoreceu a
precipitacdo das gorduras combinado a extracdo em fase sélida com colunas
Cig. Tais procedimentos resultaram em um clean up suficiente para a
determinacdo de sete agrotdxicos organofosforados, com limite de detecgéo
de 1a20 ug kg™

A partir dai, outros trabalhos comecaram a ser desenvolvidos utilizando
o0 abaixamento de temperatura como clean-up para extragdo de agrotéxicos.
Lentza-Rizos et al. (2001) desenvolveram um simples, rapido e eficiente
método de clean-up por precipitagdo a baixa temperatura para analise de
residuos de agrotdxicos em 6leo de oliva.

Goulart et al. (2008) desenvolveram uma metodologia simples e de baixo
custo para analise de deltametrina e cipermetrina em amostras de leite por
cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons. Utilizaram a
extragcdo liquido-liquido e purificacao por precipitacdo a baixa temperatura e,
obtiveram as seguintes porcentagens de recuperacéo: 93% para cipermetrina e
84 % para deltametrina.

O principio da extracéo liquido-ligido e purificacdo a baixa temperatura
consistiu em colocar a amostra liquida (ou sélida) em contato com um solvente
miscivel em agua e menos denso que esta, e que tenha ponto de fusdo abaixo
de -20 °C. Em seguida a mistura foi agitada e levada ao freezer por um tempo
suficiente que permitiu o congelamento da fase aquosa. Apds o congelamento
da fase aquosa, a fase orgénica contendo os analitos (parte superior) foi
extraida, e filtrada com sulfato de so6dio anidro para eliminar a possivel
presenca de agua. Finalmente, o extrato foi analisado por cromatografia,
fornecendo boas porcentagens de recuperacéo e limites de detecgédo de 0,25
ug L' (GOULART et al., 2008; GOULART, 2004).

O meétodo foi aperfeicoado por Vieira et al. (2007) para extragao
simultdnea de cipermetrina, deltametrina, A-cialotrina e permetrina em

amostras de agua e solo. A técnica passou a ser denominada extragao liquido-

Dissertagdo de Mestrado 31



Revisédo Bibliografica

liguido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e extracao sélido-liquido
com particao em baixa temperatura (ESL-PBT) e apresentou limites de
deteccdo que variaram de 1,1 a 3,2 pg L (VIEIRA et al., 2007; VIEIRA,
2005b).

E posteriormente, em virtude dos bons resultados obtidos com essa
nova técnica, a mesma foi aplicada a amostras de alimentos como analise de
clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em batata (DARDENGO,
2007), em tomate (PINHO, 2007), e em mel (PINHO, 2009), clorpirifés e
thiametoxam em batata (BITTENCOURT, 2008), clorpirifés, thiametoxam e
deltametrina em macad (PUSSENTE, 2008) e clorpififés, endossulfam,
cipermetrina e deltametrina em carne bovina (SILVA, 2008).

A aplicabilidade dessa técnica esta nos bons resultados obtidos com
extracdo de principios ativos em matrizes sélidas e liquidas, e na possibilidade
de se realizar em um unico passo a extracdo de agrotoxicos e o clean-up dos
extratos, além de reducédo do uso de solventes orgéanicos e quantificacdo em
nivel de ppb por CG.

As técnicas analiticas instrumentais mais empregadas na analise de
residuos de agrotdxicos sdo: a cromatografia gasosa (CG) com detecgbes por:
captura de elétrons (ECD), nitrogénio e fésforo (NPD), fotométrico de chama
(FPD), espectrometria de massas (EM) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detectores: ultravioleta/visivel (UV/vis),
fluorescéncia (Fl), espectrometria de massas (EM) e espectrometria de massas
em série (EM / EM). A combinacgao destas etapas possibilita o desenvolvimento
de métodos analiticos multirresiduos mais sensiveis e seletivos para amostras
ambientais e de alimentos (GALLI et al.; 2006; BARRIONUEVO e LANCAS,
2001; BARCELO, 1993). Essas técnicas sdo muito importantes na analise
quimica, pois permitem efetuar as separacdes, identificar e quantificar as
espécies presentes na amostra por meio da utilizagdo de detectores
especificos (GALLI et al., 2006).

Os sistemas cromatograficos modernos tém ampla aplicabilidade na
maioria das industrias, no desenvolvimento de novos produtos e no controle de
qualidade de producéo, e s&o indispensaveis nas analises do meio ambiente,
no controle antidoping, nas investigacdes forenses, entre outros (PASSAGLI et
al., 2009a).
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Compostos organicos contendo nitrogénio (N) e fosforo (P) sé&o
frequentemente analisados por cromatografia gasosa acoplada ao detector
seletivo nitrogénio e fésforo (CG/DNP). Ja os halogenados sdo determinados
utilizando cromatografia gasosa acoplada ao detector por captura de elétrons
(CG/DCE). A cromatografia gasosa com espectrdbmetro de massas tem sido
extensivamente usada para identificacdo e determinacdo de analitos e a
cromatografia liquida com deteccgéo ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD)
espectrometro de massas (EM) e fluorescéncia (FI) tém sido aplicada na
determinacdo de compostos de largo espetro (BIZIUK et al., 1996).

Nas anadlises de rotina, sdo utilizadas a cromatografia em camada
delgada (CCD), a cromatografia gasosa com detector de massas (CG-EM) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para identificacdo dos
carbamatos. Os solventes orgénicos recomendados em cada uma dessas
técnicas para analise dos carbamatos sdo, respectivamente, acetona,
cloroférmio ou diclorometano e acetonitrila ou metanol (PASSAGLI et al.,
2009b).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de absorgéo
que utiliza da separacao liquido-solido. Essa separagao da-se pela diferenca
de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estacionaria. Por ser
um método de simples aplicacado, visual, e de baixo custo, tem uma enorme
aplicacao na separacao de misturas (PASSAGLI et al., 2009a).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica sofisticada, sendo
considerada uma das mais importantes disponiveis atualmente, pois apresenta
excelente poder de resolugcdo, precisdo e sensibilidade, permitindo a
determinacdo qualitativa e quantitativa simultdnea de varios compostos em
matrizes complexas. E adequada a separacdo e andlise de misturas de
substancias volateis ou que possam ser volatilizadas, aplicando-se a amostras
gasosas, liquidas ou soélidas desde que os analitos nao sofram decomposi¢édo
térmica. Pode ser aplicada a andlise de misturas cujos constituintes
apresentem pontos de ebulicdo de até 300 °C e que sejam termicamente
estaveis (PASSAGLI et al., 2009a; BONATO, 2006).

A cromatografia gasosa tem sido a técnica selecionada para a analise de
muitos agrotoxicos em frutas e verduras. Entretanto, nos ultimos anos, pode-se
observar uma tendéncia para o uso de agrotoxicos mais polares, os quais

apresentam menor persisténcia e toxicidade que os apolares. Os compostos
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polares ibnicos sdo menos adequados para analise usando CG, e isto implica
no uso de técnicas alternativas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (JARDIM et al., 2009).

A CLAE tem sido a técnica analitica mais desenvolvida, difundida e
empregada em laboratorios de analise de industria quimicas e farmacéuticas,
em areas médicas e em muitos outros campos da ciéncia e até em 6rgaos
governamentais (MALDANER e JARDIM, 2009). Utiliza instrumentos que
podem ser totalmente automatizados. Tem a capacidade de realizar
separagdes e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos
presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos
minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e detectabilidade (JARDIM et al., 2006).

As separacgbes analiticas em analises forenses sao preferencialmente
realizadas com cromatografia liquida em fase reversa (fase moével tem carater
polar, enquanto que a fase estacionaria tem carater mais apolar). A fase
estacionaria mais usada € C4g € a grande versatilidade desta técnica reside na
possibilidade de utilizar agua, acetonitrila ou metanol como unicos eluentes e
acido férmico e trietilamina como aditivos e mesmo assim gerar um grande
numero de fases méveis, com as quais temos a possibilidade de separar uma
ampla quantidade de misturas complexas com alta eficiéncia (PASSAGLI et al.,
2009a).

A maioria dos métodos desenvolvidos para determinacdo N-
metilcarbamatos é baseado na separacéo por cromatografia gasosa e liquida
(BASHEER et al., 2009; NUNES et al., 2000; NUNES et al., 1998; WHO, 1991).
Embora, a determinagédo desses residuos de carbamatos frequentemente seja
considerada um problema.

A sensibilidade e precisdo na determinagcado dos N-metilcarbamatos pode
ser comprometida pelo tradicional método da cromatografia gasosa, uma vez
que esses compostos sdo termicamente instaveis (BASHEER et al., 2009;
LACASSIE et al., 2001; GARCIA de LLASERA e BENAL-GONZALEZ, 2001;
ABAD et al., 1999; PLEASANCE et al., 1992) e de natureza relativamente polar
(TOTTI et al, 2006; NUNES et al., 2000). Assim, por causa da instabilidade
térmica, aldicarbe e carbofurano podem degradar no injetor ou na coluna,
durante analises por cromatografia gasosa (WHO, 1991). Em virtude disso,
alguns autores acham que o mais conveniente € a utilizagcdo da cromatografia

liguida de alta eficiéncia com derivatizacdo poés-coluna e detecgdo por
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fluorescéncia, sendo este o método recomendado pela Environmental
Protection Agency, EPA (DAMASCENO et al., 2008; BORKOVCOVA et al,,
2004; GARCIA de LLASERA e BENAL-GONZALEZ, 2001; PARREIRA et al.,
2001; ABAD et al., 1999). Esses mesmos autores ressaltam que embora
sensivel e bem estabelecida, a técnica requer instrumentagdo complexa e cara,
exigindo pessoal altamente qualificado. E também laboriosa e pode reduzir as
porcentagens de recuperagdo de alguns compostos (NUNES et al., 1998).
Esses ultimos destacaram, porém, que técnicas de detecc&o seletiva como
fluorescéncia e espectrometria de massas podem minimizar a etapa de clean-
up, uma vez que excluem os co-extrativos co-eluidos junto com os NMC.

A determinacdo de tracos de carbamatos em amostras de aguas pode
ser realizada por injecao direta usando sistema CLAE/fluorescéncia com
derivatizagdo pods-coluna (GARCIA de LLASSERA e BERNAL-GONZALEZ,
2001).

Aldicarbe e seus produtos de oxidacdo poderiam ser determinados por
cromatografia gasosa acoplada ao detector nitrogénio e fésforo apos
derivatizagcdo destes aos derivados nitrogenados. Porém, alguns
procedimentos seriam dificeis e laboriosos de executar devido a instabilidade
térmica, necessidade de preparo de amostras e etapa de clean-up para
amostras complexas (Damasceno et al., 2008).

Assim, um método alternativo para analise de N-metilcarbamatos é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV).
Este tipo de detector tem sido empregado na andlise de aldicarbe
(DAMASCENO et al., 2008; MARQUES et al., 2007; RAGOUC-SENGLER et
al., 2000; NUNES et al., 1998), carbofurano (NUNES et al., 2006; NUNES et
al., 1998), entre outros.

Independentemente da limitacdo da volatilidade ou estabilidade térmica,
a CLAE requer somente que a amostra seja soluvel na fase movel. Essa é
muito importante, pois ela arrasta os componentes da amostra através do
sistema cromatografico e participa do processo de separagao (JARDIM et al.,
2006).Ja o funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se na
absorvancia da luz por parte da amostra, ao passar através dela qualquer
radiacdo eletromagnética. A resposta desse detector sera seletiva, porque s6
detectara os compostos que absorvem no comprimento de onde em que opera

o detector. Os compostos que absorvem radiacdo UV possuem elétrons m,
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elétrons desemparelhados, além de conter bromo, iodo, enxofre, carbonila (-
C=0), grupo nitro (-NOy), ions inorganicos (Br, I, NO3;, NOy') e duas duplas
conjugadas (-C=C-C=C-) (JARDIM et al., 2006).

A determinagdo de aldicarbe, carbofurano e carbaril, além de trés
herbicidas em amostras de aguas pertencentes a bacia hidrografica do Vale do
Ribeira de Iguapé, Sao Paulo foi otimizada por Marques et al. (2007).
Utilizaram a EFS (colunas preenchidas com Ci3) e CLAE-UV/Visivel, um
sistema “off-line”, onde a amostra foi extraida separadamente e posteriormente
uma aliquota do extrato foi injetada no cromatégrafo. O aldicarbe nao foi
detectado em nenhuma das amostras analisadas. Ja o carbofurano, foi
encontrado em 14% das amostras (agua superficial e tratada), fato coerente
por ele estar entre os principios ativos mais vendidos e aplicados na area de
estudo. As concentragcbes encontradas foram extremamente baixas, mas
apresentou indicios de contaminagao pelo uso de agrotoxicos na regido.

Um método multirresiduo empregando CLAE/DAD para a determinagao
de doze agrotoxicos em aguas subterraneas em lavouras de algodao foi
desenvolvido por Carbo et al. (2008). Utilizaram a extracdo em fase solida,
usando um copolimero estireno divinilbenzeno (SDVB). As porcentagens de
recuperacao foram acima de 73%, o desvio padrao relativo foi inferior a 16% e
limites de deteccdo variando de 0,06 a 0,57 pg L™'. O método foi aplicado em
110 amostras de aguas subterraneas de lavouras de algodao localizadas em
Primavera do Leste, Mato Grosso, Brasil. Dos agrotoxicos analisados, oito
foram detectados nas amostras de agua, incluindo aldicarbe e carbofurano,
sendo que 18% continham pelo menos um dos agrotoxicos, com
concentragdes variando de 0,78 a 68,79 ug L-1, excedendo em alguns casos,
os niveis estabelecidos pela Unido Européia. Esses resultados confirmaram a
vulnerabilidade do lencol freatico no que diz respeito a contaminagcéo por
agrotoxicos.

Um método de determinagao de arprocarbe, carbofurano, isoprocarbe e
fenobucarbe foi proposto baseado em reag¢des de derivatizagcdo. Os quatro
carbamatos foram hidrolizados e submetidos a reacdo com 4-aminoantipireno
para formar compostos coloridos, de maneira que puderam ser analisados por
CLAE-UV/VIS na regiao do visivel (ZHOU et al., 2009).

A cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas com

interface ionizagdo quimica a pressédo atmosférica (CLAE-IQPA/EM) e para
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determinar aldicarbe e seus dois maiores metabdlitos (sulféxido e sulfona) em
frutas e vegetais também foi utilizada. O método foi seletivo e apresentou
porcentagens de recuperagéo acima de 68% (NUNES et al., 2000).

A eficiéncia da extracdo em fluido supercritico para analise de inseticidas
carbamatos em amostras de batata foi avaliada por Nunes et al. (2002). Para
as determinagcbes cromatograficas, duas técnicas foram utilizadas:
CLAE/fluorescéncia para quantificacdo e CLAE-IQPA/EM para quantificacéo e
também confirmacéo de produtos de degradacdo. A técnica de extracao em
fluido supercritico mostrou-se eficiente, na maioria dos casos, exceto para o
agrotoxico carbaril, que nédo pdde ser extraido das amostras, devido
provavelmente a algum efeito de matriz. A técnica mostrou-se rapida, barata e
ambientalmente mais limpa. Entretanto, para alguns compostos, a
reprodutibilidade foi insatisfatéria, evidenciando a necessidade de estudos mais
aprofundados. Comprovaram também que, a especificidade e a seletividade
que foram alcancadas em andlises diretas de carbamatos em matrizes
complexas, por CLAE/fluorescéncia, por si sé ja justificariam o seu uso para
quantificagcdo dos compostos. A confirmagcdo por CLAE/EM utilizando a
interface IQPA foi necessaria, uma vez que a metodologia de extragdo por
fluido supercritico estava sendo avaliada.

A adequacao da CLAE/EM para analise de N-metilcarbamatos e seus
metabdlitos em vegetais e frutas também foi verificada por Taylor et al. (2002).

Lacassie et al. (2001) utilizaram a EFS para detecgédo de 61 agrotoxicos
de interesse toxicolégico em matrizes biolégicas humanas. A quantificacéo e
identificacdo dos compostos volateis foi por CG/EM, enquanto que os
compostos termicamente instaveis e polares foram determinados por
CLAE/EM.

Barr et al. (2002) desenvolveram um método preciso para quantificar 29
agrotoxicos (organofosforados, carbamatos, piretroides, etc) em plasma
humano, sendo esse método aplicado para analise de amostras de plasma em
mulheres da cidade de Nova lorque. O método empregou a extracédo em fase
sélida seguido por cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de
massas de alta resolugdo. Obtiveram limites de detecgédo abaixo de pg g'e
detectaram concentragdes de carbaryl/naftaleno, propoxur, bendiocarbe,
clorpirofés, diazinon, captan, folpete e seus metabdlitos em mais de 20% das

amostras de plasma analisadas.
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A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL/EM) é
uma das técnicas mais poderosas para a analise de residuos de agrotoxicos
polares ibnicos, de baixa volatilidade ou instabilidade térmica. Instrumentos
modernos de CL/EM empregando ionizagdo a pressdo atmosférica provém
excelentes seletividade e detectabilidade, que habilitam analises dos
compostos-alvos em niveis de tragos (JARDIM et al., 2009).

No entanto, é conveniente mencionar que a técnica por CLAE/EM é
extremamente cara, nao sé pelo fato de que a prépria analise requer grandes
volumes de solventes, mas também devido a manutencdo necessaria do
equipamento. A vantagem adicional, que se constitui no grande trunfo da
técnica analitica CLAE-IQPA/EM, é que se pode, a um so6 tempo, determinar os
residuos dos agrotoxicos e confirmar a presenca desses residuos e de outros
que porventura aparegam no cromatograma (NUNES et al., 2002).

Galli et al. (2006) citam que embora as técnicas cromatograficas
apresentem bons limites de deteccdo, elas possuem como desvantagem a
necessidade de um longo tempo para o preparo de amostras, uso de
instrumentacéo cara, o que eleva o custo final das analises, propondo para
isso, 0 uso de técnicas eletroanaliticas. Essas podem ser aplicadas para
analise de amostras complexas, sejam estas biolégicas ou ambientais.
Entretanto, a analise de agrotéxicos carbaril e carbofurano, a deteccao
eletroanalitica s6 é possivel pela determinacdo dos produtos de hidrolise em

meio alcalino.

3.5. VALIDACAO

Atualmente, ha varios conceitos e definigdes, provenientes tanto de
pesquisadores como de agéncias e normas reguladoras nacionais e
internacionais, que objetivam responder questbes como: qual a fungdo da
validagdo de métodos e de que maneira deve ser realizada (ARAGAO et al.,
2009; PASSAGLI et al., 2009c; PASCHOAL et al., 2008; BOTTOLI et al., 2004;
RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2003; INMETRO, 2003; ICH, 2005).

Ribani et al.(2002) apresentaram, de maneira clara e objetiva, a
validacdo de métodos como sendo um processo continuo de avaliagdo dos

meétodos, desde a etapa de planejamento, passando pelo desenvolvimento e
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coleta de dados, até o monitoramento constante da aplicagdo e transferéncia
deste.

O objetivo desse cuidado nada mais é que garantir que os dados
gerados possuam a qualidade necessaria, em termos de confiabilidade e
rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propde. Assim, deve-se
selecionar, estudar e monitorar constantemente os parametros minimos
necessarios para garantir a interpretacdo inequivoca dos resultados. As
principais figuras de mérito envolvidas no processo de validagdo de métodos
analiticos s&o: curva analitica, linearidade, exatidao, precisdo, limites de
deteccao e de quantificagao e seletividade.

A seletividade de um método instrumental de separacao é a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra
complexa. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente
do composto de interesse. Se a seletividade néo for assegurada, a linearidade,
a exatiddo e a precisao estardo seriamente comprometidas. A primeira forma
de avaliar a seletividade é comparar o cromatograma da matriz isenta da
substancia de interesse com o da matriz adicionada com esta substancia. O
método de adicdo de padréao também pode ser aplicado, porém é utilizado
quando nao é possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse. Neste
caso é feita uma curva analitica com adicdo da substancia de interesse na
amostra e comparada com a curva analitica sem a presenca da matriz. Outro
procedimento para avaliar a seletividade € através da analise pela técnica
cromatografica, acoplada a espectrometria de massa (BOTTOLI et al., 2004).

A linearidade de um método analitico pode ser definida como sendo a
habilidade deste método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito, em uma determinada faixa de concentracéo
(PASSAGLI et al., 2009c; RIBANI et al, 2004; INMETRO, 2003).

Na pratica, a linearidade € determina através das chamadas curvas
analiticas, que sao graficos de calibragdo que relacionam a resposta do
equipamento em fungdo das diferentes concentragbes do analito. Para a
maioria das técnicas cromatograficas, observa-se uma relacdo linear de
primeira ordem entre a resposta instrumental medida (eixo y) (variavel

dependente) e a concentragao do analito (eixo x) (variavel independente). Essa
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relacdo produz uma equacéo de regressao linear, Equacéo 1, que relaciona as
duas variaveis x e y e gera os coeficientes de regressao ‘a’ (inclinagédo da

curva) e ‘b’ (intersecéo da curva analitica com o eixo y, quando x = 0).

y=ax+bhb (Equagéao 1)

Essa equacao é valida para um intervalo determinado de concentragéo
do analito, independente da técnica instrumental utilizada. Também é possivel
calcular o coeficiente de correlacao (r), que pode ser utilizado para estimar a
qualidade da curva analitica uma vez que demonstra uma menor variagao dos
dados obtidos quanto mais proximo de 1 for o valor de r (RIBANI et al., 2004).
Valores de r iguais ou superiores a 0,99 e 0,90, sdo recomendados,
respectivamente, pela ANVISA (2003) e pelo INMETRO (2003).

A faixa linear de trabalho de um método é o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentragdo dos analitos no qual foi demonstrado ser
possivel a determinac&o com a precisdo, exatidao e a linearidade exigidas, sob
as condigbes especificadas para o ensaio (INMETRO, 2003).

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de concentragdo dos agrotéxicos
para o qual o ensaio sera aplicado, em que a concentragdo central deve ser,
sempre que possivel, a concentragdo previsivel nos ensaios. Os valores
inferiores dos limites de deteccdo e quantificacdo sdo considerados muitas
vezes como a sensibilidade do método e devem ser distinguidos do branco do
método. O limite superior da faixa de trabalho depende da limitagdo do sistema
de resposta do equipamento, sendo que a linearidade do método devera ser
constante em toda a extensao da faixa de trabalho.

A quantificacdo do composto de interesse em validacéo pode ser obtida
através dos seguintes métodos: padronizagcao externa, padronizagao interna,
superposicao da matriz e adigcdo de padrdo. Os métodos mais comumente
encontrados em métodos cromatograficos s&do padronizagdo externa e
padronizacao interna (BOTTOLI et al., 2004; RIBANI et al,. 2004).

O Limite de Deteccao (LD) representa a menor concentragdo da
substancia em analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada. O Limite de Quantificacéo (LQ) representa a menor concentragéo
da substancia em analise que pode ser medida com precisdo e exatidao,

utilizando determinado procedimento experimental.
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Existem diferentes procedimentos para estimar o LD, entre esses o
método visual, raz&o sinal-ruido e a partir da curva analitica (ARAGAO et al.,
2009); a ANVISA (2003) sugere apenas que o LD deve ser estabelecido por
meio da analise de solugbes de concentracbes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel, recomendando que o LD seja 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha de base, no entanto, ndo fazendo referéncia se o
estudo deve ser realizado com a matriz e o numero de replicatas que devem
ser realizadas. Segundo o INMETRO (2003), o LQ pode ser considerado como
sendo a concentragdo do analito correspondente ao valor da média do branco
mais 5, 6 ou 10 desvios padrao.

O LQ pode ser obtido por meio da analise da amostra branco adicionada
de concentracbes decrescentes do analito até o menor nivel quantificavel com
precisdo e exatidao aceitaveis. O LQ deve corresponder ao primeiro nivel de
concentragdo da curva analitica. Determina-se o ruido da linha de base e
considera-se como limite de quantificagdo aquela concentragdo que produza
relacdo sinal-ruido superior a 10:1 (ANVISA, 2003). E importante ressaltar que
o LQ deve ser menor que o LMR estabelecido para o analito (contaminante) em
questao para que o método seja aceitavel para a determinagédo de residuo de
agrotoxicos em alimentos.

A exatiddo € uma medida da concordancia existente entre os dados
obtidos em uma determinada medida e um valor de referéncia assumido como
sendo o verdadeiro (RIBANI et al., 2004). Na indisponibilidade de material de
referéncia certificado, a exatiddo pode ser avaliada através dos ensaios de
fortificacdo e recuperacao (geralmente expressa em percentual), podendo esta

ser calculada através da Equagéo 2.

C1-C2
C3

R (%) = x 100 (Equagéo 2)
Onde: C1 = Concentragcdo determinada na amostra fortificada;, C2 =
Concentragao determinada na amostra nao fortificada; e, C3 = Concentragéo
usada para fortificagao.

Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacéo entre 70 e 120%, com
precisdo de até 20% para a maioria dos métodos analiticos, inclusive para

analise de residuos de agrotéxicos. Além disso, segundo Passagli et al.
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(2009c) e ANVISA (2003) deve-se preparar em triplicata no minimo trés niveis
de concentragado que cubra toda a faixa linear da curva analitica. Para Bottoli et
al. (2004) deve ter trés concentragdes, por exemplo, préximo ao limite de
quantificacédo, proximo a concentracdo maxima permitida pelo método e uma
concentragdo proxima a média da faixa de uso do método. Na maioria dos
casos a dispersdao dos resultados, segundo esses autores, aumenta com a
diminuicdo da concentragdo e a recuperagcédo pode diferir substancialmente a
altas e baixas concentracdes. Por este motivo, a recuperagdo deve ser
avaliada na faixa de concentragédo esperada para o composto de interesse.

A International Conference on Harmonisation (ICH, 2005) estabelece
que um minimo de nove determinagbes envolvendo um minimo de trés
diferentes niveis de concentracao deve ser obedecido.

Precisdo é o termo geral utilizado para avaliar a dispersdo dos
resultados de ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou solugdes analiticas de referéncia, analisadas em
condigbes definidas (PASSAGLI et al., 2009c; INMETRO, 2003). Pode ser
numericamente expressa em termos do desvio padréo relativo (DPR), também
denominado coeficiente de variacdo (CV), o qual pode ser calculado pela
Equacéo 3.

Desvio padr &o das replicatas da amostra

CV (%) = x 100 (Equacao 3)

Média das replicatas da amostra

Em meétodos de analise de tragos ou impurezas, sao aceitos CV de até
20%, dependendo da complexidade da amostra. Uma maneira simples de
melhorar a precisdo é aumentar o numero de replicatas. A precisdo em
validacado de métodos é considerada em trés niveis diferentes: repetitividade;
precisao intermediaria; reprodutibilidade.

De acordo com o INMETRO (2003), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta em relacdo a pequenas variagdes dos seus
valores otimizados. Considera-se que um método € robusto quando ele néo é
afetado por uma modificacédo pequena e deliberada em seus paréametros. Em
CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando-se o conteudo de
um dos constituintes da fase moével em + 2%, o pH da fase mével em 0,1
unidades de pH ou a temperatura da coluna em + 5 °C (ARAGAO et al., 2009).
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Se estas mudancgas estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo e
seletividade aceitaveis, entdo o método possui robustez e tais variagbes podem
ser incorporadas ao procedimento (RIBANI et al., 2004).

Do ponto de vista da validagdo de métodos cromatograficos, os
requerimentos necessarios para a validacdo estabelecidos pelas agéncias
reguladoras séo basicamente os mesmos, independentemente do sistema de
deteccdo utilizado. No entanto, quando a espectrometria de massas for
empregada como sistema de deteccdo em associacdo com a cromatografia
liquida, algumas consideracdes devem ser feitas em relacédo ao efeito matriz,
uma vez que a matriz pode causar uma supressao da eficiéncia de ionizagao e,
conseqientemente, pode ocorrer uma redugcdo na sensibilidade do método.
Assim, esse parametro deve ser avaliado para validagdo de métodos
empregando a LC-EM ou LC-EM-EM para garantir que a precisao, seletividade
e sensibilidade ndo sejam afetadas (PASCHOAL et al., 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. SOLVENTES, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os solventes utilizados na otimizagc&o e validagado da extragcéo liquido-
liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) para anélise de residuos
de carbamatos em amostras de café foram: acetonitrila (Mallinckrodt, HPLC),
acetona (Vetec, HPLC); acetato de etila (Mallinckrodt, HPLC), diclorometano
(Pr6-Quimicos, HPLC), hexano (Mallinckrodt, HPLC), e metanol (Mallinckrodt,
HPLC).

Os principais reagentes utilizados na otimizagao da técnica foram: acido
cloridrico (Vetec - PA), hidroxido de sédio (Sigma - PA), cloreto de sédio
(Reagen - PA), sulfato de sodio anidro (Vetec — PA), acetato de zinco (Reagen
— PA), ferrocianeto de potassio (Carlo Erba — PA).

Foram utilizados também cartuchos contendo C1s, Cs € SAX (Supelclean
LC), adsorventes Florisil (Fluka), carvao ativado (Carlo Erba), silica-gel (Merck,
0,063-0,2 mm).

Utilizou-se peagémetro (Digimed DM 21), banho-ultrassénico (Unique,
Maxi Clean 750), mesa agitadora (Tenal TE 420), vortex (B. Braun Biotech
International, Certomat MV), balanga analitica (Sartorius EP 221S) e um
cromatografo a liquido (Shimadzu LC20AT) equipado com detector UV-Vis
(Shimadzu SPD 20A), forno da coluna (Shimadzu CTO 10ASVP), injetor
automatico (Shimadzu SIL 10AF) e sistema de integracdo (Shimadzu Lab
Solutions). A coluna utilizada foi Coluna Phenomenex Luna 3u C4g, 100 A 150 x

4,6 mm.
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4.2. PRINCIPIOS ATIVOS

Foram utilizados padrdes de aldicarbe (99,9% m/m — Riedel-de Haen) e
carbofurano (99,9% m/m — Fluka Analytical) e os produtos comerciais Temik®
150 (BAYER S. A. - S&o Paulo - granulado) e Furadan® 100 G (FMC QUIMICA
DO BRASIL LTDA. — Campinas - granulado), contendo os principios ativos

aldicarbe (150 g kg™) e carbofurano (100 g kg™), respectivamente.

4.2.1. Preparo de solugdes padrao

Solugbes estoque de 1.000,0 mg L™ foram preparadas para cada
padrdo, pela solubilizagdo de quantidades adequadas dos principios ativos
aldicarbe e carbofurano em acetonitrila. A partir de diluigdo das solug¢des
estoque, foi preparada, em acetonitrila, a solugao padréo de trabalho contendo
os dois principios ativos em concentragdes de 500,0 mg L. As demais
solugdes foram obtidas a partir de diluicbes destas solugdes.

Os principios ativos aldicarbe e carbofurano foram extraidos dos
produtos comerciais Temik (aldicarbe) e Furadan (carbofurano) empregando a
metodologia modificada de Orlanda (2002). Para isto, 0,2000 g dos produtos
comerciais Temik e Furadan foram submetidos a agitacdo mecéanica, em mesa
agitadora por 5 minutos, com 15,0 mL de acetona. Em seguida o sobrenadante
foi filtrado em papel de filtro (tomando-se o cuidado de n&o transferir junto os
granulos do produto) e a fase organica foi reservada. Essa etapa de extracéo
foi repetida mais duas vezes. Em seguida, juntaram-se a s trés fases organicas
evaporando-se o solvente até completa secura, em evaporador rotatério. Os
residuos foram quantitativamente recuperados em 10,0 mL de acetonitrila. O
extrato foi analisado por CLAE-UV, para determinar a sua concentragdo. Foram
obtidas para aldicarbe e carbofurano concentragbes de 74,05 mg g’ e 54,50
mg g'1, respectivamente. Em seguida, essa foi diluida para o preparo das
solugdes de trabalho.

Para o processo de otimizac&o da técnica ELL-PBT as amostras de
café bebida foram fortificadas com solugbes dos principios ativos aldicarbe e
carbofurano em concentragbes conhecidas preparadas a partir destes

principios ativos extraidos dos produtos comerciais. Para a etapa de validacao,
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foram utilizadas solugdes de trabalho contendo os principios ativos obtidos dos

padrdes puros.

4.3. ANALISE CROMATOGRAFICA

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a
liquido com coluna de fase reversa C1g (octadecilsilica) e detector ultravioleta.

As seguintes condigbes cromatograficas foram otimizadas: proporgéo da
fase mével (d4gua:acetonitrila), vazdo da fase mével, comprimento de onda de
maxima absor¢ao dos compostos e volume de injecéo.

A quantificagdo dos principios ativos aldicarbe e carbofurano foi
realizada pelo método da padronizagéo externa.

44, AMOSTRAS

Foram analisadas amostras de café bebida recém preparadas,
fortificadas com quantidades conhecidas de aldicarbe e carbofurano para a
otimizag&o e validagdo da metodologia de analise dos agrotodxicos aldicarbe e
carbofurano. Foram analisadas também amostras de café bebida preparadas a
partir de um p6 de café contaminado intencionalmente com aldicarbe e
carbofurano. Foi avaliado o efeito da adicdo de agucar e adocante e a
temperatura do café, na extragao dos principios ativos.

A estabilidade dos produtos comerciais na matriz foi avaliada por um
periodo de 28 dias em presenca e auséncia de luz e agucar e variando também

a temperatura de armazenamento dessas amostras.

4.4.1. Preparo do café bebida

Para otimizacgdo e validagao da extragao liquido-liquido com partigdo em
baixa temperatura de aldicarbe e carbofurano em café bebida, foram adquiridas
amostras de po6 de café moido e empacotado no comércio de Vigosa.

O café bebida foi preparado conforme recomendagdes da Associagéo
Brasileira da Industria do Café (ABIC, 2009) para preparacao em filtro de papel,

isto €, 8 a 10 g de p6 de café para 100 mL de agua aquecida a temperatura

Dissertagdo de Mestrado 47



Materiais e Métodos

préxima da fervura. Assim, 8,0000 g de pd de café foram acondicionados em
um filtro de papel apoiado em um suporte de plastico, e em seguida, foram
adicionados 100,0 mL de agua a 90 + 3 °C. A bebida foi recolhida em béquer,

fortificada e submetida a extracao e analise.

4.4.2. Fortificagao do café bebida

Apds atingirem a temperatura ambiente, amostras do café bebida foram
fortificadas com quantidades conhecidas dos principios ativos aldicarbe e
carbofurano.

Em testes preliminares, 4,0 mL da amostra de café bebida foram
fortificados com 80,0 pL da solugdo padrao de trabalho contendo os dois
inseticidas na concentragdo de 500,0 mg L. Para a otimizagdo univariada,
planejamento fatorial e validagcéo, foram 2,0 mL de amostras de café bebida
foram fortificadas com 40,0 uL da solugao padréo de trabalho contendo os dois
agrotoxicos na concentracgo de 500,0 mg L™

As amostras fortificadas foram agitadas em vortex por 10 segundos e
deixadas em repouso por aproximadamente 3 horas para que houvesse maior
interacdo dos agrotoxicos com a amostra e também a evaporacgéo do solvente.
Posteriormente, estas amostras foram submetidas aos procedimentos de
extragcdo, para determinacdo das condicbes Otimas para analise dos
agrotoxicos aldicarbe e carbofurano, por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

4.5. OTIMIZACAO DA TECNICA DE EXTRACAO LiQuIDO-
LIQUIDO COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA
(ELL-PBT)

4.5.1. Testes preliminares

No processo de otimizacdo da técnica ELL-PBT para analise dos
agrotoxicos aldicarbe e carbofurano em bebida de café, por CLAE-UV, alguns

testes preliminares como tempo de particdo em freezer e volume de amostra e

Dissertagdo de Mestrado 48



Materiais e Métodos

de solvente necessarios para uma boa porcentagem de recuperagao dos
analitos, foram realizados.

Nessa etapa a técnica ELL-PBT, consistiu em colocar a amostra em
contato com solvente organico, de maneira a formar fase Unica, agitar por um
determinado tempo e posteriormente levar a mistura ao freezer para separacao
das fases. Decorrido o tempo estabelecido, o extrato foi passado por um papel
de filtro, previamente lavado com acetonitrila, contendo sulfato de s6dio anidro.
O extrato foi recuperado e aferido em baldo volumétrico de 10,0 mL com
acetonitrila e armazenado em frasco de vidro no freezer até o momento da
analise cromatografica.

A seguir, estdo descritas as etapas realizadas no processo de
otimizacao da técnica ELL-PBT, para analise dos residuos de agrotoxicos em
café bebida.

a) Tempo de particdo em baixa temperatura

Inicialmente, foi testado o tempo ideal de particdo em freezer, para a
extracdo dos principios ativos aldicarbe e carbofurano em café bebida. Quatro
mililitros (4,00 mL) de café bebida fortificado foi colocado em contato com 8,00
mL de acetonitrila e agitado por 10 minutos em banho ultrassoénico.
Posteriormente, as amostras foram levadas ao freezer para separagao das
fases organicas e aquosas, por periodos que variaram de 1; 2; 3; 5; 10; 20, 25
e 28 horas. Decorrido o intervalo de tempo estipulado para as amostras

particionarem, as mesmas foram filtradas conforme descrito acima.

b) Volume de amostra e de solvente extrator

Outro parametro avaliado foi o volume de amostra e solvente extrator a
ser utilizado no preparo de amostras.
Os volumes de amostra e de acetonitrila testados foram 2,0 mL de

amostra / 4,0 mL de acetonitrila e 4,0 mL de amostra / 8,0 mL de acetonitrila.
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4.5.2. Otimizagao univariada

O estudo univariado foi realizado para auxiliar na escolha das variaveis e
na especificacdo dos niveis em que cada fator seria estudado, na realizagdo do
planejamento fatorial completo.

Assim, em frasco de vidro transparente com tampa e septo de Teflon®,
de 22,0 mL de capacidade, foram adicionados 2,0 mL de café bebida
fortificados com padrdes dos dois carbamatos em concentragéo de 10,0 mg L’
e 4,0 mL de solvente extrator. Essa solugao foi mantida em agitacao e levada
ao freezer a -20 + 5 °C por 3 horas para separacaéo das fases. ApOs esse
periodo, a fase organica foi retirada e armazenada em frasco de vidro em
freezer até o momento da analise cromatografica.

As variaveis analisadas e as etapas realizadas no processo de
otimizacao da técnica ELL-PBT, para analise dos residuos de agrotoxicos em
café bebida foram: modo e tempo de agitagdo, solvente extrator, tempo de
fortificacédo, pH e forga idnica da amostra.

4.5.2.1. Modo e tempo de agitagao

A Tabela 2 apresenta os modos e os tempos de agitacdo avaliados no

procedimento descrito acima (4.4.2).

Tabela 2. Modo e tempo de agitagéo da mistura amostra:acetonitrila.

Modo de agitagio Tempo de agitagao

(minutos)
Sem agitacao -
Banho Ultrassénico (US) 5
Banho Ultrassénico (US) 10
Banho Ultrassénico (US) 20
Agitacao mecanica (AM) 5
Agitacdo mecanica (AM) 30
Vortex 0,5
Vortex 1
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4.5.2.2. Solvente extrator

Outro parametro que também foi avaliado na otimizagédo da ELL-PBT
para a extragéo dos principios ativos de café bebida foi o solvente extrator. As
amostras foram preparadas conforme procedimento descrito no item 4.4.2,
adotando-se o0 modo e tempo de agitagao estabelecido no item 4.4.2.1.

Foram testados acetonitrila (ACN), acetato de etila (AE), diclorometano
(DCM), metanol (MeOH), e as misturas acetonitrila:acetato de etila (ACN:AE)
(6,5:1,5, vlv), hexano:diclorometano (HEX:DCM) (90:10, v/v) e
hexano:diclorometano (HEX:DCM) (85:15, v/v) como solventes extratores.

As respostas utilizadas para avaliar o melhor solvente extrator foram as
porcentagens de recuperacdo meédias obtidas para cada um dos agrotoxicos
ap6s os ensaios de extracdo realizados em triplicatas com as diferentes

misturas extratoras.

4.5.2.3. Tempo de fortificagao

Esse estudo foi realizado para avaliar o efeito do tempo de fortificagao
na eficiéncia de extracdo. Assim, amostras de café bebida fortificadas com os
dois agrotéxicos a 10,0 mg L™ foram mantidas em repouso sob condigbes
ambientais (20-24 °C) por 0; 0,5; 1; 3; 5; 8; 12; 24; 32 e 48 horas.

Decorrido o intervalo de tempo estipulado para o repouso das amostras,
estas foram submetidas a etapa de extragdo empregando as condig¢des
analiticas otimizadas anteriormente (solvente extrator e modo e tempo de

agitacao).

4.5.2.4. Efeito do pH da amostra

Avaliou-se também o efeito do pH da amostra na eficiéncia de extracéo
dos analitos. O estudo foi realizado ajustando-se o pH das amostras de café
bebida em valores que variaram de 2,2 a 12,0, incluindo o pH da amostra sem
ajuste, cujo valor é 5,50. O pH do meio foi ajustado com solu¢des de acido

cloridrico e de hidroxido de sédio.
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Amostras de 10,0 mL de café bebida tiveram os seus valores de pH
ajustados para: 2,2; 3,0; 4,0; 8,0; 10,0 e 12,0. Em seguida, aliquotas de 2,0 mL
das amostras foram fortificadas a 10,0 mg L™ e colocadas em contato com 4,0
mL de acetonitrila. A extragéo foi realizada nas condi¢des analiticas otimizadas

anteriormente. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas.

4.5.2.5. Forga idnica

A influéncia da forga ibnica na taxa de recuperagcdo dos compostos em
café bebida foi avaliada pela adicdo de NaCl nas amostras . A estas amostras
foram adicionadas quantidades suficientes de NaCl para se obter uma
concentracdo de 0,02 mol L e 0,10 mol L™'. A mistura foi agitada em vortex por
10 segundos para homogeneizacéo, e em seguida, foram adicionados 4,0 mL

de acetonitrila, seguindo os procedimentos ja otimizados previamente.

4.5.3. Planejamento fatorial 22

Realizou-se um planejamento fatorial 2% para estudar o comportamento
simultaneo de dois fatores: (1) Forcga l6nica e (2) pH da amostra. Cada um dos
fatores foi avaliado em dois niveis, nivel maximo (+) e nivel minimo (-),
conforme representado na matriz de planejamento da Tabela 3, para as
amostras de café bebida fortificadas com aldicarbe e carbofurano a 10 mg L™.

Os niveis dos dois fatores utilizados no planejamento fatorial foram
estabelecidos em experimentos prévios (otimizagdo univariada). A adicao de
sal foi utilizada no nivel maximo que permitia ainda a existéncia de uma fase
unica entre os solventes, agua e acetonitrila.

Como se trata de um experimento 22 foram realizados 4 ensaios com
uma repeticao, totalizando 8 ensaios.

Em frasco de vidro transparente com tampa de polietileno, de 22 mL de
capacidade foram adicionados 2,0 mL de bebida café e 0 g ou 0,0600 g de
NaCl, correspondente aos niveis (-) e (+) do fator 1, respectivamente. Em
seguida, ajustou-se o valor do pH das amostras conforme o nivel (-) do fator 2
da Tabela 3, sendo o nivel (+) equivalente ao pH da amostra. Posteriormente,

as amostras foram fortificadas com 40,0 pyL de aldicarbe e carbofurano (500,0
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mg L") e agitadas por 10 segundos em vortex. Foram adicionados 4,0 mL de
acetonitrila. A extracdo foi realizada nas condi¢cdes otimizadas previamente
(tempo de particao em freezer e tempo e modo de agitagcédo). Os extratos foram
mantidos em frascos de vidro, em freezer, at¢é o momento da analise

cromatografica.

Tabela 3. Planejamento fatorial 22 para as amostras de café bebida fortificadas com

aldicarbe e carbofurano S10,0 mg/Lz.

Fatores Codificados Fatores originais
Ensalos Fator (1) Fator (2) (‘I(l)nI::rE?'Lc“;r(\:i;a (2) pH
1e1R - - 0,000 3,0
2e2R + - 0,512 3,0
3e3R - + 0,000 55
4e4R + + 0,512 55

As melhores condi¢gdes do planejamento foram avaliadas em fung¢ao das
porcentagens de extracao obtidas em cada ensaio. Esses dados foram tratados

empregando o programa Excel® da Microsoft.

4.6. EFICIENCIA DA ETAPA DE CLEAN-UP DOS EXTRATOS
DE CAFE BEBIDA NA ELL-PBT

Os extratos orgénicos obtidos da ELL-PBT otimizada para extracédo de
carbamatos em amostras de café bebida foram submetidos a uma etapa de
clean-up para melhorar a qualidade dos mesmos com vistas a analise

cromatografica.

4.6.1. Clean-up com carvao ativado e florisil

Utilizando a técnica otimizada, ap6s a particao a frio da mistura, a fase
organica liquida foi retirada e filtrada em papel de filtro contendo uma camada

de adsorvente (0,7500 g). Os extratos foram recuperados para 5,0 mL em
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acetonitrila e armazenados no freezer até o momento da analise
cromatografica. Os adsorventes avaliados foram florisil e carvao ativado.
Também foi avaliado o clean-up dos extratos com adi¢cdo do florisil e
carvao ativado (1,0000 g) diretamente na mistura da amostra com a fase
extratora, antes da etapa de agitagao.
O clean-up dos extratos foi avaliado pelas caracteristicas dos
cromatogramas (ruidos da linha de base e picos interferentes) e pela

porcentagem de extracdo dos agrotoxicos.

4.6.2. Extragdo em fase sélida

Extragdo em fase solida empregando cartuchos C+g (6 mL), Cs (6 mL) e
SAX (3 mL), (cloreto de trimetil-propil-amdnio-silica) como adsorventes e
acetonitrila como eluente foram avaliados na etapa de clean-up dos extratos de
café bebida. Apds a particédo a frio, 3,7 mL da fase orgénica foram transferidos
para os cartuchos contendo os diferentes adsorventes previamente
condicionados com 4,0 mL de agua destilada e 4,0 mL de acetonitrila. Essa
fase organica foi recolhida em balbées volumétricos de 5,0 mL, e em seguida
aferida com acetonitrila. Foi empregado para esse estudo um sistema a vacuo

(Visiprep, Supelco). Os extratos foram analisados por CLAE-UV.

4.6.3. Clean-up em cartuchos de florisil, silica e carvao ativado

Cartuchos de florisil, silica e carvao ativado foram preparados colocando
1,5000 g de cada um dos adsorventes em cartuchos de polietileno (10,0 mL)
contendo papel de filtro em sua extremidade inferior. Esses cartuchos foram
ativados com 1,0 mL de acetonitrila.

O extrato orgéanico (3,7 mL) contendo os analitos foi transferido para
esses cartuchos, e recolhido em baldo volumétrico de 5,0 mL. Apds ajustar o
volume, os mesmos foram armazenados em freezer até a andlise

cromatografica.

4.6.4. Permeacgao em Gel

A cromatografia de permeagdo em gel também foi avaliada na

purificagdo de extratos de café bebida contendo aldicarbe e carbofurano.
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Para isso, foi utilizado colunas de vidro (20 cm de altura e 2 cm de
didmetro) contendo 2,0000 g de silica-gel preparada em acetonitrila. O extrato
organico (3,7 mL) foi transferido para essa coluna. Alguns extratos foram
eluidos com 16,0 mL de acetonitrila e outros com 16,0 mL de fase mobvel
H>O:ACN (65:35, v/v). Os mesmos foram recolhidos e armazenados em frasco
de vidro em freezer até o momento da analise cromatografica. Esse teste foi

realizado em duplicata.

4.6.5. Solugoes clarificadoras: Reagente de Carrez

O uso de solugdes clarificadoras de extratos e matrizes com muita cor
também é muito citado em analises envolvendo extratos de café bebida
(MONTEIRO e TRUGO, 2005; DE MARIA e MOREIRA, 2004; NOGUEIRA e
TRUGO, 2003). Por isso, elaborou-se um estudo utilizando os reagentes de
Carrez (ferrocianeto de potassio 6,0% m/v e acetato de zinco 12% m/v) para
avaliar o efeito desses na clarificacdo das amostras de café bebida. Esses
reagentes foram adicionados a amostra (café bebida) antes da fortificacéo
(CAF); apds a fortificagdo (CDF); e aos extratos obtidos ap6s a particao em
baixa temperatura (CE).

Inicialmente foram preparadas solu¢gbes denominadas de reagente de
Carrez com adicdo de quantidades suficientes de ferrocianeto de potassio e
acetato de zinco para preparar 5,0 mL dessas solu¢des a 6,0% m/v e 12,0%
m/v, respectivamente.

Em seguida, amostras de café bebida preparadas como descrito no item

4.3.1 foram submetidas aos testes de clarificagdo descritos abaixo.

a) Clarificagao de café bebida antes da fortificagdo (CAF)

Retirou-se uma aliquota de 10,0 mL de café bebida a temperatura
ambiente, adicionou 0,2 mL dos reagentes de Carrez, agitou e deixou em
repouso por 15 minutos. Em seguida a amostra foi filtrada em papel de filtro,
fortificada com aldicarbe e carbofurano a 10,0 mg L' e submetida a

metodologia ELL-PBT otimizada.
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b) Clarificagdo de café bebida depois da fortificagcao (CDF)

Apbs a etapa de fortificagdo das amostras de café bebida, foram
adicionados 40,0 pL dos reagentes de Carrez para clarificagdo das mesmas
(simulando a clarificagdo de amostras reais, que ja se encontram
contaminadas). Em seguida, essas amostras foram agitadas e deixadas em
repouso por 15 minutos, para precipitagdo de componentes do café e
clarificagcdo do mesmo. Essas foram posteriormente filtradas, e submetidas a

metodologia ELL-PBT otimizada.
c) Clarificagao de extratos de café apés ELL-PBT (CE)

Aos extratos de café bebida obtidos pelo método ELL-PBT foram
adicionados 80,0 pL dos reagentes de Carrez para clarificagdo dos mesmos.
Esses foram homogeneizados e deixados em repouso por 15 minutos. Em
seguida, foram filtrados em papel de filtro e armazenados em frascos de vidro

(vial) até o momento da analise cromatografica.

4.7. COMPARACAO DE METODOS DE PARTICAO LiQUIDO-
LiQUIDO

A eficiéncia da particao pela diminuicdo temperatura para extracao de
aldicarbe e carbofurano em amostras de café bebida foi comparada a particéo
pelo efeito Salting-out (particdo entre as fases organicas e aquosas por adicao
de solucgdo salina).

As amostras de café bebida foram preparadas e fortificadas. Para a
particdo em baixa temperatura (PBT), a metodologia otimizada foi utilizada. Ja
a particao por “salting-out”, seguiu a técnica otimizada até a homogeneizacéo
do solvente extrator com a amostra, resultando em fase unica. Posteriormente,
para o rompimento do equilibrio liquido-liquido foi utilizado 0,5 mL de solucdo
de NaCl 3 mol L™ (ja que em testes preliminares essa foi a maior concentragao
que possibilitou uma boa separacao entre as fases organicas e aquosa, com
menor volume de solugdo aquosa adicionado, buscando ndo variar muito a

propor¢cédo amostra solvente extrator). Ap6s homogeneizagdo da mistura, essa
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foi deixada em repouso em temperatura ambiente, por 3 horas. Em seguida,
recolheu-se 1,0 mL do extrato orgénico para analise por CLAE-UV. Foram
preparadas 7 replicatas de cada um.

A comparagdo dos resultados foi realizada utilizando o teste de

diferengas entre médias populacionais com auxilio do programa ORIGIN®.

4.8. VALIDAGAO

Na etapa de validacdo foram avaliados os seguintes parametros ana-
liticos: seletividade; linearidade; precisao (repetibilidade); limite de deteccao e
limite de quantificagcdo. E os procedimentos realizados para a validagdo do
método proposto e otimizado, foram baseados em recomendag¢des do ICH
(2005), RIBANI et al. (2004), ANVISA (2003b), INMETRO (2003) e outras

publicacdes.

4.8.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagcdo dos
cromatogramas dos extratos obtidos apds a extracdo de amostras de café
bebida isenta dos inseticidas aldicarbe e carbofurano com os cromatogramas
dos extratos obtidos da matriz fortificada. Ambas amostras foram submetidas

ao procedimento de extracao otimizado.

4.8.2. Linearidade de resposta do detector

A linearidade de resposta do detector UV foi verificada pela injegdo de
padrées dos agrotoxicos em acetonitrila em concentragbes crescentes: 0,025;
0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00; 25,00; 50,00; 100,00 e 250,00 mg L™

Apds a analise cromatografica, foram construidas curvas analiticas,
relacionando as areas com as concentracbes dos analitos. A linearidade foi
avaliada pelo coeficiente de correlagdo determinado pela regresséo linear,

calculados com auxilio do programa Excel (Microsoft Office 2007).
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4.8.3. Limite de detecc¢ao e limite de quantificagdo do
equipamento

O LD do aparelho, menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado foi determinado injetando solugbes padréo
contendo aldicarbe e carbofurano nas concentra¢des 1,00; 0,50; 0,10; 0,05 e
0,025 mg L. O LD do aparelho foi considerado como a concentragdo que
forneceu uma area trés vezes a area do ruido do solvente, no tg dos analitos. O
LQ, menor concentragdo do analito que pode ser quantificada, foi determinado

como a concentragéo que forneceu uma area dez vezes o ruido.

4.8.4. Linearidade do método

Amostras de café bebida foram fortificadas com os principios ativos e
submetidas a metodologia otimizada para obtencdo de extratos nas
concentragdes de 0,025; 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00; 25,00; 50,00;
100,00 e 250,00 mg L™

Avaliou-se a linearidade pelo coeficiente de correlagdo (r) obtido da
curva analitica.

A faixa de trabalho utilizada foi de 0,10 a 25,0 mg L™ Para essa faixa, a
avaliacao da linearidade foi pela construgdo da curva analitica pelo método da

superposicao de matriz e determinou-se o coeficiente de correlacao (r).

4.8.5. Limite de deteccao e quantificagcao do método

Para o estudo da determinagdo dos valores de LD e LQ do método,
foram realizadas varias injecdes dos extratos, de matrizes de café bebida
fortificadas em concentragdes decrescentes, 2,00; 1,00; 0,50; 0,10 e 0,05 mg
L. Foram realizadas injecbes de solugdes diluidas da mistura dos padrées em
baixas concentracbes no extrato organico da matriz préximas ao 1° ponto da
curva de calibracdo até a obtencdo de picos que resultassem em sinais
graficos com a razéo sinal-ruido 3:1 e 10:1, correspondendo aos limites de

deteccgéo e quantificacéo, respectivamente.
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4.8.6. Precisao

A precisédo do método de extracdo liquido-liquido e particdo em baixa
temperatura e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi verificada
sob condi¢des de repetitividade.

A repetitividade do método de extracdo dos agrotdxicos aldicarbe e
carbofurano em amostras de café bebida foi determinada, conforme sugerido
pelo INMETRO, realizando-se sete extragbes idénticas dos agrotoxicos,
segundo a metodologia otimizada, avaliando-se o desvio padréo relativo ou

coeficiente de variagéo (CV).

4.9. AVALIAGAO DO EFEITO DE MATRIZ

Para verificagdo do possivel efeito da matriz no método proposto nesse
trabalho, foram construidas duas curvas analiticas. A primeira curva analitica
foi construida com os agrotoxicos aldicarbe e carbofurano diluidos em
acetonitrila. A outra curva foi construida pela injecdo de padrdes preparados
em extratos organicos obtidos de uma matriz, com todos os interferentes e co-
extrativos do café bebida.

As concentragdes das solugdes padrao preparadas para construgdo das
curvas analiticas foram de 100,0; 50,0; 25,0; 10,0; 5,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05 e
0,025 mg L.

Apbs a analise das solugbes padrao preparadas em acetonitrila e no
extrato orgénico por CLAE-UV, foram construidas duas curvas analiticas para
cada principio ativo. O efeito de matriz foi avaliado comparando os parametros
(coeficiente angular) das equacgdes de reta obtidas pela regressao linear das

curvas analiticas.

4.10. APLICAGAO DA METODOLOGIA OTIMIZADA EM
DIFERENTES AMOSTRAS DE CAFE BEBIDA

A técnica ELL-PBT otimizada para determinacédo de aldicarbe e
carbofurano em café bebida foi aplicada em diferentes amostras com os

seguintes objetivos:
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e Avaliar a influéncia da presencga de agucar e adogante em café bebida
na determinac¢ao dos carbamatos;

e Avaliar a influéncia da temperatura do café bebida na eficiéncia de
extracdo de aldicarbe e carbofurano;

e Avaliar a influéncia do preparo da bebida de café empregando um pé de
café fortificado com padrdes dos principios ativos;

e Avaliar a estabilidade dos produtos comerciais (Temik e Furadan) nessa
matriz, em diferentes temperaturas, com e sem acgucar e em presenca e

auséncia de luz.

4.10.1. Influéncia da presenc¢a de agucar e adogante na
determinagao dos agrotéxicos

As amostras de café bebida foram preparadas e fortificadas de acordo
como os itens 4.3.1.

A quantidade de acgucar utilizada para adogar o café foi correspondente
a proporcao caseira normalmente utilizada. A medida caseira corresponde a
duas colheres (sopa) de agucar (31,25 g) para um copo de agua (250 mL).

A quantidade de adogante utilizada foi utilizada conforme
recomendac¢des no rétulo do produto, isto €, 6 gotas/100 mL.

Assim, as diferentes amostras de café bebida (sem doce, com agucar ou
com adogante) foram submetidas ao método ELL-PBT e analisadas por CLAE-
uVv.

4.10.2. Influéncia da temperatura do café bebida durante a
fortificacao na eficiéncia de extracao de aldicarbe e

carbofurano

Nesse estudo, a influéncia da temperatura do café bebida na etapa de
fortificacao foi avaliada pela eficiéncia de extragcdo dos carbamatos aplicando a
metodologia otimizada.

Dessa maneira, as amostras de café bebida foram preparadas de acordo
com o item 4.3.1. Trés amostras foram fortificadas (10,0 mg L") logo apés o
preparo do café bebida (83 + 3 °C) e outras foram fortificadas apdés as mesmas

atingirem a temperatura ambiente (35 + 3 °C).
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4.10.3. Influéncia do preparo da bebida de café sobre os niveis

de agrotoxicos

Esse estudo teve como objetivo avaliar a transferéncia de residuos de
carbamatos presente no p6 de café para o café bebida, ja que o café é
submetido a um processo de infusdo antes do consumo humano.

Para isso, 3,2000 g de p6 de café foi fortificado com 0,8 mL da solugao
padrdo contendo os principios ativos aldicarbe e carbofurano a 500,0 mg L™
homogeneizado e deixado em repouso a temperatura ambiente por 1 hora para
evaporacao do solvente e interagdo dos analitos com o p6 de café.

Em seguida, preparou-se o café bebida, conforme descrito no item 4.3.1,
utilizando o p6 de café fortificado e aplicou a metodologia otimizada. Os
resultados obtidos foram comparados aos da extracdo do café bebida
fortificados com os agrotéxicos na mesma concentragao (10,0 mg L™).

De posse dos resultados, viu-se a necessidade, porém de aplicar essa
técnica otimizada na determinacdo de residuos desses principios ativos
remanescentes na borra de café. Para isso, 1,0000 g de amostra de borra de
café acrescida de 1,0 mL de agua destilada foi submetida ao processo de
extragcdo ELL-PBT. Porém, apos retirar as amostras do freezer, retirou-se a
fase organica e diluiu para 10,0 mL, completando o volume com acetonitrila.
Em seguida, retirou-se 1,0 mL para analise por cromatografia liquida. As

analises foram realizadas em ftriplicata.

4.10.4. Avaliagao da estabilidade dos produtos comerciais em

café bebida

Um estudo da degradacao de aldicarbe e carbofurano foi realizado em
café bebida, armazenando as amostras por um periodo de 28 dias, em trés
temperaturas (-20, 4 e 22° C), na presenca e auséncia de agucar (12,5%) e em
presenga ou auséncia de luz.

A determinacdo dos carbamatos foi realizada pela metodologia
otimizada.

O café bebida foi preparado como descrito no item 4.3.1 e apos atingir a
temperatura ambiente, 50,0 mL de café bebida foi fortificado com os produtos

comerciais Temik e Furadan (80 mg L™ e 600 mg L™, respectivamente).
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Antes da fortificacdo, foi adicionado 12,5% m/v de agucar em 23
amostras para verificar se o agucar interfere na degradagdo dos principios
ativos aldicarbe e carbofurano.

Em seguida, 36 amostras de café bebida (6,0 mL) foram armazenadas
em freezer (-20 + 3 °C), quatro (50,0 mL) em geladeira (4 + 3 °C), e 6 (50,0 mL)
a temperatura ambiente (22 + 5 °C). Nesse ultimo foi verificado também o efeito
da presenca e auséncia de luz, deixando 3 amostras sob o efeito de uma
ldmpada incandescente de intensidade 60 W, e 3 amostras foram entéo
armazenadas em frascos de vidro ambar cobertos com papel aluminio para
impedir a passagem de luz.

As extracbes foram realizadas apds 1, 12 e 24 horas e também apos 3,
5, 10, 15, 21 e 28 dias ap6s a aplicacédo dos produtos comerciais em café
bebida.

O resultado obtido para a amostra submetida ao processo de extracao
no primeiro dia (tempo zero) foi considerado 100%. E a porcentagem de

degradacéo foi verificada comparando os outros valores a esse.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE CROMATOGRAFICA

As condi¢cdes cromatograficas otimizadas que permitiram a separagéo
adequada dos agrotéxicos aldicarbe e carbofurano em um tempo relativamente
curto foram: fase mével: 4gua:acetonitrila (65:35, v/v); vazdo da fase movel: 0,8
mL min™"; temperatura da coluna: 30 °C e volume de injecdo 20,0 pL. O
comprimento de onda (A) que permitiu a maxima absor¢cao dos compostos
aldicarbe e carbofurano foi 195 nm.

O detector ultravioleta apresenta sensibilidade aos carbamatos, ja que
0S mesmos possuem elétrons m e grupos carbonila que absorvem a radiagao
ultravioleta. A identificacdo dos compostos estudados foi realizada por
comparacao entre os tempos de retencao (tr) destes nos extratos com os da
solucéo padrao.

Um cromatograma de uma solugdo padrdo contendo os agrotdxicos
aldicarbe e carbofurano na concentracdo de 5,0 mg L e um cromatograma
dos extratos apés a ELL-PBT obtido a partir de amostras de café bebida
fortificadas com os agrotéxicos aldicarbe e carbofurano é apresentado na
Figura 6. O tempo total de analise foi 16 minutos.

Observa-se nos primeiros minutos de analise, antes do tg do aldicarbe,
ao comparar os cromatogramas da amostra fortificada (Figura 6b) com o da
solugéo padréo dos agrotoxicos (Figura 6a), a presenca de muitos picos. Isso
indica a complexidade da matriz café bebida (BANDEIRA et al., 2009; RIBEIRO
et al.; 2009; ZAMBONIN et al., 2005; MOREIRA et al., 2000), que apresenta

muitos compostos que absorvem a radiagao ultravioleta.
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Figura 6. Cromatograma de (a) uma solugdo padréo a 5,0 mg L™ contendo os
agrotoxicos em acetonitrila; (b) amostra fortificada a 10,0 mg L e
submetida a ELL-PBT, onde: tg = 7,9 min: aldicarbe e tg = 13,5 min:
carbofurano.

5.2. OTIMIZAGAO DA TECNICA DE EXTRACAO LiQuIDO-
LiQUIDO COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA (ELL-
PBT)

Tendo em vista os excelentes resultados apresentados pela ESL-PBT e
ELL-PBT em matrizes solidas e liquidas, respectivamente (GOULART, 2004,
VIEIRA, 2005; DARDENGO, 2007; PINHO, 2007; VIEIRA et al, 2007;
BITTENCOURT, 2008; GOULART et al., 2008; PUSSENTE, 2008; SILVA,
2008; PINHO, 2009), essa mostrou ser uma técnica ideal para ser utilizada na

determinacao de agrotéxicos (aldicarbe e carbofurano) em café bebida, uma
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vez que foi desenvolvida para simplificar a etapa de clean-up, e tem se
mostrado simples, rapida e de facil execugao.

Esta consiste em adicionar a amostra contendo os analitos de interesse
uma quantidade de solvente organico miscivel em agua, formando uma fase
Unica, para que com o abaixamento da temperatura a aproximadamente -20 °C
ocorra a separacao das fases, em que café bebida (fase aquosa) congele na
parte inferior do recipiente utilizado e o solvente contendo os residuos de
agrotoxicos extraidos permanecam na parte superior. Durante o estudo da
técnica, alguns fatores como: mistura extratora ideal, tempo de extragéo e tipo
de agitacado, forga ibnica e pH da amostra, foram avaliados. Os resultados

obtidos seréo descritos a seguir.

5.2.1. Testes preliminares

Os recentes trabalhos que utilizaram a técnica ESL-PBT e ELL-PBT
(GOULART, 2004; VIEIRA, 2005; DARDENGO, 2007; PINHO, 2007; VIEIRA et
al, 2007; BITTENCOURT, 2008; GOULART et al., 2008; PUSSENTE, 2008;
SILVA, 2008; PINHO, 2009) realizaram a extracéo e clean-up por abaixamento
da temperatura deixando as amostras no freezer até que a fase aquosa
juntamente com os interferentes se congelassem, eliminando praticamente
toda agua do extrato, uma vez que a quantificacdo dos residuos de agrotoxicos
era feita por cromatografia gasosa.

Como nesse trabalho a determinacdo de aldicarbe e carbofurano em
café bebida, a quantificagdo é feita por CLAE-UV, foram realizados estudos
para verificar a necessidade do congelamento das amostras durante a particéo
por abaixamento da temperatura. Também foram realizados estudos no sentido
de diminuir o consumo de amostra e solventes orgéanicos. Os resultados sdo

apresentados abaixo.

a) Tempo de parti¢ao a frio

A separacado das fases pelo abaixamento da temperatura ocorre em
virtude da diminui¢c&o da solubilidade dos solventes organicos em meio aquoso.
Foi verificado que essa separacao de fases entre acetonitrila e agua (fase

aquosa do café) ocorreu 30 minutos apos a mistura ser colocada no freezer a
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uma temperatura de cerca de -20 °C. Ja o congelamento da fase aquosa foi
verificado entre 5-7 horas. Acreditando que a distribuicdo do analito entre as
fases aquosas e organicas ocorra predominantemente antes do congelamento
da fase aquosa, procurou-se quantificar essa transferéncia do analito em
fungéo do tempo de parti¢do a frio. Os resultados obtidos pelo estudo do tempo

de particao a frio sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de extragcdo do aldicarbe usando a técnica ELL-PBT em
amostra de café bebida variando o tempo de particdo em baixa temperatura.

Como pode-se observar, de 1 até 3 horas, sao obtidas as melhores
porcentagens de extracdo de aldicarbe, sendo que esses valores ndo sédo
diferentes significativiamente a 95% de confianca pelo teste t de Student. A
partir de 5 horas, houve uma redugao na porcentagem de extracéo do analito, e
ap6s 10 horas o sistema entrou em equilibrio, uma vez que n&o foram
verificadas diferencas significativas ao nivel de 95% de confianga pelo teste t
de Student, nesse decaimento.

A diminuicdo da temperatura reduz a solubilidade do solvente organico
em meio aquoso, favorecendo assim a separag¢ao de fases aquosa e organica.
E nessa separagao de fases, o solvente organico arrasta o analito. Porém, com
o congelamento da fase aquosa, uma quantidade do analito pode estar ficando
retida na fase aquosa, de maneira a diminuir a porcentagem de extracdo do
aldicarbe.

Vale ressaltar também que apés 10 horas, n&o foi verificada reducao dos

co-extrativos da matriz extraidos junto com o analito, evidenciando que para a
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etapa de clean-up n&o foi necessario um grande tempo de particdo em baixa
temperatura.

Sendo assim, durante os testes da otimizagédo univariada, foi utilizado o
tempo de 3 horas para particéo a frio, ja que este é tempo suficiente para que
ocorra uma boa particdo entre a amostra e o solvente extrator e também para o
clean-up da amostra.

Esse teste foi realizado apenas para o aldicarbe, e o0 melhor resultado foi
aplicado para o carbofurano. A resposta obtida para o mesmo foi satisfatoria,
permitindo-se assim utilizar o tempo de 3 horas em freezer para a particdo das

fases em baixa temperatura.

b) Volume de amostra e de solvente extrator

Com o objetivo de reduzir a quantidade de amostra e solvente organico
consumidos no preparo de amostras, realizou-se um estudo para ver se a
reducdo de ambos a metade afetaria a eficiéncia do método. Os resultados

desse estudo séo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Porcentagens de extragdo de aldicarbe e carbofurano em funcéo da
quantidade de amostra e solvente extrator (acetonitrila).

Como pode-se verificar, ndo ha diferenga significativa na porcentagem
de extragao dos analitos ao reduzir o volume de amostra e de solvente extrator.
Isso foi comprovado ao nivel de 95% de confianga pelo teste t de Student.
Significando que o importante &€ a proporcdo e ndo as quantidades de

amostras.
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Assim, na execug¢éo dos proximos passos do trabalho foram utilizados
2,0 mL de amostra e 4,0 mL de acetonitrila.

Observa-se que a porcentagem de extracao do carbofurano € maior que
a porcentagem de extracdo do aldicarbe. Essa diferenga significativa na
eficiéncia de extragédo esta relacionada a solubilidade desses principios ativos
em agua. Pelos dados apresentados na Tabela 1, o aldicarbe por ser mais
soluvel em meio aquoso, apresenta um carater mais polar que o carbofurano.
Assim, durante a extracdo com acetonitrila, solvente organico, o carbofurano
apresentou melhor eficiéncia de extragcao que o aldicarbe.

Vale destacar também, que esses testes iniciais foram importantes, pois
permitiram a modificacdo da metodologia ELL-PBT, técnica descrita para a
extragéo de deltametrina e cipermetrina em leite (GOULART, 2004, GOULART
et al.,, 2008), para extragcdo de quatro piretroides em agua e solo (VIEIRA,
2005; VIEIRA et al., 2007), e para analise de tomate (PINHO, 2007), batata
(DARDENGO, 2007; BITTENCOURT, 2008), carne bovina (SILVA, 2008),
maca (PUSSENTE, 2008) e mel (PINHO, 2009). Essa modificagao foi possivel,
uma vez que, para a determinacdo de aldicarbe e carbofurano por
cromatografia liquida, ndo é necessario o congelamento da fase aquosa, ja que
a mesma nao afeta esse sistema cromatografico. Com isso, as amostras
permanecem menos tempo no freezer, correspondendo apenas ao tempo
necessario para que ocorresse uma boa separacgéo de fases e boa distribuicéo
dos analitos na fase organica, reduzindo assim, o tempo de preparo de
amostras. Além disso, elimina-se a etapa de filtracdo dos extratos organicos
em funis contendo papel de filtro com sulfato de so6dio, que além de ser

trabalhosa, pode levar a perda do analito.
5.2.2. Otimizagao univariada

5.2.21. Modo e tempo de agitagao

A etapa de agitacdo das amostras € um dos fatores relevantes no
processo de otimizacdo de uma técnica, pois é nessa etapa que ocorre maior
interacdo dos solventes com os analitos que estdo sendo extraidos. Além
disso, alguns trabalhos tem mostrado que o tipo e o tempo de agitagdo da
mistura pode afetar a eficiéncia de extracao (VIEIRA et al., 2007; GOULART et

al., 2008).
Dissertagdo de Mestrado 69




Resultados e Discussao

Assim com o objetivo de verificar se 0 modo de agitagdo e o tempo de
agitacao afetariam a porcentagem de extragcdo dos carbamatos em café
bebida, um estudo foi realizado utilizando vértex, mesa agitadora e banho
ultrasdénico em diferentes tempos de agitagdo. Os resultados obtidos nesse

estudo sao apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Porcentagens de extragéo de aldicarbe e carbofurano em café bebida
utilizando diferentes modo e tempo de agitagéo. (US) agitagdo em banho ultrassénico;
(AM) agitacao mecanica em mesa agitadora.

Pelos resultados obtidos, percebe-se que a ndo agitacdo da mistura, a
agitagdo em vortex por 30 segundos forneceram as menores respostas com
maiores desvios-padrao.

Ja a agitacdo em banho ultrassénico, a medida que aumentou o tempo
de agitacdo, aumentou-se a eficiéncia de extragao.

A agitacdo mecanica nos tempos de 5 e 30 minutos ndo apresentaram
diferencas significativas ao nivel de 95% de confianga pelo teste t de Student.

Assim, comparando os resultados obtidos com a agitacdo mecanica por
5 minutos com os da agitagdo em banho ultrassénico por 20 minutos, percebe-
se também que nao ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
pelo teste t de Student.

Portanto, optou-se por trabalhar com agitagdo mecéanica por 5 minutos,
tendo em vista as boas porcentagens de extragcdo obtidas e com pequenos
desvios nas respostas. Além do mais, esse menor tempo de agitagdo, diminui o

tempo gasto com o preparo de amostras, favorecendo ainda mais para que o
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meétodo que estd sendo otimizado seja um método rapido e de excelente
frequéncia analitica.

Observa-se também que a eficiéncia de extracao do aldicarbe € menor
que a do carbofurano. Isso esta relacionado a polaridade e miscibilidade dos
compostos em meio aquoso. O aldicarbe por ser mais soluvel em agua que o
carbofurano (Tabela 1), apresenta um carater mais polar que este. Com a
adicao do solvente organico, o carbofurano que tem um carater menos polar é

mais eficientemente extraido para a fase organica.

5.2.2.2. Solvente extrator

Muitos estudos de analise de residuos de agrotoxicos tém sido descritos
utilizando diferentes solventes ou mistura de solventes na etapa de extracao,
aplicados em diferentes matrizes.

Os solventes organicos mais empregados na extracdo de residuos de
agrotoxicos de alimentos tém sido acetona, acetonitrila, acetato de etila e
metanol (DIEZ et al., 2006). MaStovska e Lehotay (2004) citam os trés
primeiros como 0s mais empregados em analises multirresiduo.

Para extracao de clorpirifés, diclorvés e paration metilico de café bebida
e de borra de café foi utilizado a mistura hexano: diclorometano (85:15, v/v)
(OLIVEIRA et al., 2002).

Os resultados obtidos pela avaliagao dos diferentes solventes extratores
testados sao apresentados na Figura 10.

Pelos resultados obtidos, optou-se pela escolha da acetonitrila como
solvente extrator, uma vez que todos os outros solventes testados, mesmo com
boas porcentagens de recuperacéo, apresentaram algumas desvantagens.

O acetato de etila (AE) por apresentar um tempo de retengéo préximo ao
aldicarbe, impediu a quantificagédo desse, tanto em solvente puro, quanto na
mistura com acetonitrila. Segundo Hercegova et al. (2007) esse solvente tem

polaridade suficiente para extrair pesticidas polares.
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Figura 10. Porcentagens de extragdo de aldicarbe e carbofurano em café bebida
utilizando diferentes solventes extratores.

O DCM por apresentar tempo de retencdo proximo ao carbofurano,
impediu a quantificagdo desse, quando utilizado como solvente puro. O mesmo
ocasionou uma perturbacdo ao sistema cromatografico, elevando a linha de
base. Vale destacar também, que o0 mesmo é mais denso que a amostra,
sendo assim, apés particao a frio, os analitos ficaram retidos na parte inferior
dos frascos de vidro utilizado para o preparo das amostras.

O MeOH formou fase unica ao ser adicionado a amostra, porém, apos
particdo a frio, o metanol continuou em fase unica, em virtude da alta
solubilidade em meio aquoso.

As misturas Hex:DCM nas proporcdes 85:15 e 90:10 formaram um
sistema bifasico com meio aquoso. Além disso, formaram emulsao na interface
das fases organicas e aquosas, nao sendo conveniente o uso das mesmas
para ELL-PBT. E durante as analises, perturbaram muito o sistema
cromatografico, ocasionando a subida da linha de base e formando alguns
picos de base mais largas.

Vale ressaltar também que Goulart et al. (2008) utilizaram acetonitrila
para extrair dois piretroides de amostras de leite, obtendo étimas porcentagens
de extracdo, sendo essas melhores quando a propor¢cao amostra:acetonitrilia

1:2, v/v foi utilizada.
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5.2.2.3. Tempo de fortificagao

Fortificagdo da matriz corresponde ao processo de adigdo das solugdes
dos agrotdéxicos em concentragbes conhecidas a matriz isenta de residuo,
definida como amostra testemunha. Assim, como esse procedimento pode nao
reproduzir na integra a amostra com os analitos quimicamente ligados aos
constituintes da matriz, deve-se levar em conta no processo de fortificagéo, o
tempo de interacao dos agrotéxicos na matriz (IMOTO, 2004).

Nao existem dados concretos quanto ao intervalo de tempo necessario
entre a fortificacdo de matriz e a extracdo dos analitos. Imoto (2004) utilizou o
tempo de 3 horas entre a fortificagdo de agrotoxicos em macés e a extragéo.

Nesse estudo foram avaliados os intervalos de 0 a 48 horas entre a
aplicacao da solugcéo padréao dos dois agrotéxicos aldicarbe e carbofurano a
amostra de café bebida e a realizagcao da extracdo. Os resultados das analises

séo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Porcentagens de extragéo de aldicarbe e carbofurano de amostras de café
bebida fortificadas com os agrotéxicos em func¢édo do tempo de contato com a matriz.

Observa-se que de 1 hora a 8 horas as porcentagens de extragéo dos
analitos ndo alteraram significativamente.

Apss 12 horas de contato entre os analitos e a amostra, percebe-se que
a medida que aumenta o tempo de contato, diminui-se a porcentagem de
recuperacdo. Essa diminuigdo da porcentagem de extracdo pode estar

relacionada a precipitacdo dos componentes do café que aumentou em funcéo
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do tempo. Provavelmente alguns desses componentes podem estar interagindo
com os analitos e impossibilitando que os mesmos passem para a fase
organica, diminuindo consequentemente a eficiéncia da extragao.

Como nao foi observada diferenca significativa na eficacia de extragcéo
nas primeiras 8 horas, optou-se por deixar os analitos em contato com a

amostra por 1 hora.

5.2.2.4. Efeito do pH da amostra

Esse estudo buscou avaliar a estabilidade dos principios ativos em
funcdo do pH da amostra e o efeito deste na eficiéncia da extragdo dos
principios ativos. Segundo Galli et al. (2006) os carbamatos s&o instaveis em
condi¢gdes neutras e alcalinas, a temperatura ambiente.

A mudanca do pH da amostra mudara a forma ionizada de certos
analitos e isto podera afetar sua solubilidade e eficiéncia de extracdo
(LAMBROPOULOU e ALBANIS, 2005).

A derivatizacdo (reagcdo com 4-aminoantipireno para formar compostos
coloridos, apds hidrolise) para determinar quatro carbamatos em graos por
extracdo em ponto nuvem seguida de CLAE-UV/VIS foi utilizada por Zhou et al.
(2009). Esses derivados foram extraidos com maior eficiéncia em pH acima de
9,0.

Vale ressaltar que café bebida apresentou um valor de pH equivalente a
5,50. Os outros valores foram ajustados com solugdes de acido cloridrico e
hidroxido de sodio. Os resultados desse estudo sdo apresentados na Figura
12.

Dissertagdo de Mestrado 74



Resultados e Discussao

14
% 0,0

E120,0

X
£ 100,0

QU N

r 80,0 +—

60,0

40,0 +—

0O MmMwv ©

20,0 +—

0,0

Aldicarbe Carbofurano

CpH2,2 HpH3,0 HpH40 NpHS55 HpHS0 HEHpH10,0 EpH 12,0

Figura 12. Porcentagens de extracéo de aldicarbe e carbofurano em café bebida em
diferentes valores de pH da amostra.

De modo geral, uma variagao do pH da amostra n&o afeta a extracéo de
aldicarbe e carbofurano, sendo observada uma diminuigdo da porcentagem de
extracao em meio alcalino (pH 10,0 e 12,0) principalmente para o carbofurano.
A porcentagem de extracdo dos compostos € fortemente influenciada pelo pKa
dos compostos. O aldicarbe que apresenta um pKa proximo 2,9 (KRUVE et al.,
2008) nao sofre muita influéncia do pH da amostra durante a extragcao, uma vez
que, 0 mesmo encontra-se na forma ionizada. Estando na forma ionizada, a
porcentagem de extracdo do aldicarbe € menor que se tivesse na forma nao
ionizada, uma vez que a forma ionizada, por apresentar um carater mais polar,
€ mais soluvel em fase aquosa. Para o carbofurano, como o pKa do mesmo é
proximo de 11,9 (PRZYBYLSKI e BONNET, 2009), o mesmo permanece em
sua forma protonada até pH 10,0, sendo extraido mais facilmente pelo solvente
organico. Porém, a eficiéncia de extragcdo do carbofurano, assim como nos
outros testes ja apresentados foi maior que a do aldicarbe, em virtude do
carater menos polar do carbofurano, como ja discutido. Porém, como pode-se
observar, em pH 12,0 a eficiéncia de extracdo do carbofurano diminui
significativamente, em virtude do efeito de hidrolise. Tal efeito foi verificado
também por Lambropoulou e Albanis (2005) ao estudarem o efeito da variagao
do valor de pH (2,5 a 8,5) na eficiéncia da extracdo de alguns agrotoxicos

incluindo o carbofurano de amostras de agua.
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Esses mesmos autores observaram que para amostras de suco, o pH
ideal para extracdo estd em torno de 3,5-4 (LAMBROPOULOU e ALBANIS,
2002).

Assim, no preparo de amostras seguintes, ndo foi adotado no protocolo
experimental, o ajuste do valor do pH da amostra, tendo em vista que o valor
de 5,5, (valor usual do café bebida), forneceu porcentagens de recuperacao
aceitaveis. Dessa maneira, menos uma fonte de erros nos procedimento de

preparo de amostras.
5.2.2.5. Forgaidnica

Os métodos de extragdo liquido-liquido utilizando acetonitrila, seguido de
adicao de sal a fase aquosa, permite uma separacédo eficiente do sistema
homogéneo levando a um aumento das porcentagens de recuperagdo de
compostos polares. A adicdo de sal ao sistema provoca uma redugao da
solubilidade do analito na matriz, facilitando a sua extragdo (HERCEGOVA et
al., 2007).

Os resultados obtidos pelo estudo da for¢ca ibnica influenciando a

porcentagem de extracédo dos analitos sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Porcentagens de extragéo de aldicarbe e carbofurano em amostras de café
bebida fortificadas com os agrotdxicos em fungéo da forga iGnica utilizada.

Como pode-se perceber, o aumento da for¢ca ibnica, nao alterou
significativamente a porcentagem de extracdo dos analitos. Isto pode se

comprovado pelo teste t de Student ao nivel de 95% de confianga.
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Vieira et al. (2007) verificaram efeito negativo de adicdo de sal na
extracdo de quatro piretroides de amostra de agua. Segundo esses mesmos
autores, o aumento da forgca ibnica da solugdo aquosa pela adicdo de NaCl
deveria provocar um efeito positivo devido a solvatagcdo dos ions pelas
moléculas de agua, facilitando a migragao dos piretroides para a fase organica.
Porém, a adicdo de sal pode dificultar a formacao de fase unica, diminuindo a
porcentagem de extracdo desses compostos.

Como a forga ibnica ndo alterou as porcentagens de recuperagao dos
analitos da maneira esperada, em teste posterior (otimizagdo multivariada),
sera avaliado uma concentragcdo salina maior, porém que nao quebre o

equilibrio da fase unica na ELL-PBT.

5.2.3. Planejamento fatorial 22

O estudo univariado realizado previamente foi importante para auxiliar
na escolha das variaveis e na especificacdo dos niveis em que cada fator seria
estudado. Para estudar o efeito de qualquer fator sobre uma dada resposta é
necessario fazé-lo variar de nivel e observar o resultado que essa variagcao
produz sobre a resposta. Para isso, precisa ter o fator em pelo menos dois
niveis diferentes (BARROS NETO et al., 2007).

Em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias de todas
as variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacéo na(s) resposta
(s). Se a combinacdo de k fatores €& investigada em dois niveis, um
planejamento fatorial consistira de 2* experimentos. Planejamentos fatoriais de
dois niveis permitem estimar apenas efeitos principais e interagées (TEOFILO
e FERREIRA, 2006).

Assim, com o objetivo de verificar a existéncia de efeito de interagao
entre os fatores forca ibnica e pH da amostra na eficiéncia do método, foi
realizado um planejamento fatorial 22. Vale ressaltar que foi utilizado uma maior
concentracédo de NaCl (a concentragdo maxima que permitiu a formagéo de
fase unica entre a amostra e o solvente extrator, acetonitrila), ja que
quantidades menores ndo afetaram significativamente a porcentagem de
extracdo.

Lambropoulou e Albanis (2005) verificaram que a maxima eficiéncia

de extragédo para agrotoxicos com baixa ou moderada solubilidade em agua foi
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conseguida utilizando 5% m/v (0,512 mol L) de NaCl. Enquanto que para os
relativamente polares com alta solubilidade em &agua, a eficiéncia aumentou
com o aumento da concentragao salina para 15% m/v.

As porcentagens de recuperagdo obtidas em cada ensaio foram
utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator e de suas interagdes. Em negrito
estdo destacadas as melhores respostas obtidas para a extracdo dos
carbamatos em estudo, as quais foram: forgca iénica em 0,512 mol L™ NaCl e
pH da amostra equivalente a 5,5. Esses resultados sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagens de recuperacdo média e o desvio padrdo associado as
respostas, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial para
amostras de bebida café.

Fatores Codificados Recuperagéo (%) + desvio padréo
Ensaios
F(1) F(2) Aldicarbe Carbofurano
1e1R - - 95,0+0,0 117,0+ 14
2e2R + - 97,0+ 1,4 118,5+ 0,7
3e3R - + 940+14 114,0+0,0
4e4R + + 99,0 +1,4 114,5+ 3,5

F(1) = Forga lénica e F (2) = pH
*(Em negrito) Melhor resposta médias obtida no planejamento fatorial

Com o auxilio do programa Excel® (Microsoft Office 2007) e das
porcentagens de recuperagdo obtidas nos ensaios, foi possivel calcular a
recuperacao média, os efeitos de cada fator e as interagdes entre os fatores na
extragao de cada um dos agrotoxicos. A Tabela 5 reune todos estes resultados.
Como os ensaios foram realizados em duplicata, pode-se estimar o erro
experimental associado a cada efeito, e a partir dai avaliar a significancia
estatistica dos fatores sobre a porcentagem de recuperagdo de cada
agrotoxico. Para decidir se os efeitos calculados foram significativos, realizou o
teste t de “Student” para o = 0,05 e v = 4. Com 95% de confianga o valor de t
correspondente a 4 graus de liberdade é 2,77645. Isso quer dizer que so foi

considerado estatisticamente significativo, o efeito cujo valor de tcacuado fOI
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maior que t4 X erro do efeito (sef) = 2,776 x 0,87% = 2,415. A Tabela 5 mostra,

simplificadamente, os resultados desta analise estatistica.

Tabela 5. Porcentagens de recuperagdo média, efeitos de cada fator e interacdes
entre os fatores (+ estimativa do erro experimental) na extragdo de cada um
dos agrotoxicos, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial para
amostras de bebida café.

Aldicarbe Carbofurano
Recuperacao Média 96,25+ 0,43 116,00 + 0,68
(1) Forga lénica 3,50 + 0,87 1,00 £ 1,37
(2) pH 0,50 + 0,87 -3,50 + 1,37
(e 1,50 + 0,87 -0,73 £ 1,37

*(Em negrito) Efeito estatisticamente significativo com 95% de confianca pelo teste
t de Student.

Para o aldicarbe foram significativos um efeito principal (for¢a ibnica) e
a interacdo entre eles. Para o carbofurano, nenhum efeito com 95% de
confianga foi significativo. Assim, como o efeito de interag&o é significativo, os
efeitos principais devem ser interpretados conjuntamente. A melhor forma de
fazer isso é tragcar um diagrama contendo as respostas médias em todas as

combinagdes de niveis das variaveis, como na Figura 14.

5,00

5,5 —— 94,00 - 5 99,00

1,00
pH 2,00

3,0 —— 95,00 - S 97,00
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i |
0,0 mol L™ 0,512 mol L1

Forga idnica

Figura 14. Diagrama para interpretacao dos resultados significativos do planejamento
fatorial 22 para o aldicarbe. Os valores nos vértices do quadrado sdo as
respostas médias (rendimentos percentuais).
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Examinando o diagrama, pode-se perceber que elevando a forga
ibnica, aumentou o rendimento da extracdo, mas esse efeito € muito mais
pronunciado em pH 5,5 do que em pH 3,0 (+5,00% contra +2,00%). Trocando o
valor do pH da amostra de 3,0 por 5,5, aumenta o rendimento da extragéo, e
esse efeito € mais significativo em uma amostra com forca iénica 0,512 mol L™
de NaCl do que com forga ibnica nula (+2,00% contra 1,00%). Logo, tendo em
vista o que foi apresentado, pode-se perceber que os maiores rendimentos
(99,00%, em média) foram obtidos quando se utilizou uma forga ibnica
equivalente a 0,512 mol L™ de NaCl (3,0% m/v) e pH da amostra igual a 5,5
(sem ajuste do valor do pH da amostra).

Porém, como a forga ibnica nao alterou as taxas de recuperac¢ao dos
analitos em café bebida da maneira esperada, este fator foi desprezado, tendo
em vista que a adicdo de mais um reagente, aumenta mais uma etapa no
preparo de amostras, e também os custos da mesma, podendo ser também

mais uma fonte de erros.

5.3. METODOLOGIA OTIMIZADA

A metodologia otimizada para a analise de aldicarbe e carbofurano em
amostras de café bebida pela técnica ELL-PBT consiste na extragdo de 2,0 mL
da amostra com 4,0 mL de acetonitrila, sob agitacdo mecanica por 5 min. Essa
mistura € levada posteriormente ao freezer a aproximadamente -20 °C por 3 h.
Apdbs esse periodo, retira-se 1,0 mL da fase orgénica e analisa-se o extrato por
CLAE-UV.

A porcentagem de recuperacdo do método foi 94,5 + 6,0% para o

aldicarbe e 111,4 + 4,8% para o carbofurano.

5.4. EFICIENCIA DA ETAPA DE CLEAN-UP DOS EXTRATOS DE
CAFE BEBIDA NA ELL-PBT

O café € uma matriz complexa e os seus extratos apresentam
quantidades apreciaveis de pigmentos. Utilizando o detector ultravioleta (UV),

notou-se a presencga destes compostos nos cromatogramas, mesmo com
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resultados satisfatérios no processo de ELL-PBT dos agrotoxicos aldicarbe e
carbofurano em café bebida.

Assim, para melhorar a qualidade dos extratos obtidos por ELL-PBT de
amostras de café bebida, os mesmos foram submetidos a uma etapa adicional

de clean-up.

5.4.1. Clean-up com carvao ativado e florisil

Com o objetivo de tornar os extratos mais puros avaliou-se o clean-up
desses extratos pelo uso dos adsorventes florisil e carvao ativado, adicionando
0S mesmos, ora durante a particdo em baixa temperatura, ora numa etapa de
filtragdo da fase orgéanica apos retirar o extrato organico da particdo em baixa
temperatura. Tal processo deveria diminuir a quantidade de co-extrativos sem
interferir significativamente na recuperacéo dos carbamatos.

As taxas de recuperagédo dos agrotoxicos na ELL-PBT, utilizando dois
adsorventes no clean-up dos extratos comparados com padrées em
acetonitrila, sdo mostradas na Figura 15.

Dos adsorventes testados, o carvao ativado foi o que proporcionou os
extratos mais claros.

Observando a Figura 15, pode-se perceber que o florisil reduziu
significativamente a porcentagem de extracdo do aldicarbe. O florisil apresenta
carater polar, logo, como o aldicarbe apresenta um carater mais polar que o
carbofurano, é mais soluvel que esse em meio aquoso (Tabela 1), o aldicarbe &
mais retido pelo florisil que o carbofurano.

Os outros testes reduziram a taxa de recuperacéo do carbofurano, com
excecado da filtracdo com florisil. Para o aldicarbe, a filtracdo com carvao
ativado n&o afetou significativamente a recuperagédo do mesmo.

Porém, ao analisar os cromatogramas, nenhuma das etapas testadas
eliminou os co-extrativos de interesse. Dessa maneira, optou-se por nao utilizar

essa etapa de clean-up no preparo das amostras.
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Figura 15. Porcentagens de extragcdo de aldicarbe e carbofurano ap6s ELL-PBT e
clean-up com florisil e carvao ativado.

5.4.2. Extracao em fase sélida

A técnica extracdo em fase soélida tem sido muito utilizada para
analise de residuos de agrotoxicos em agua e alimentos, pois, além de
concentrar os analitos, simultaneamente realiza a etapa de clean-up.

A extracao em fase sélida € muito utilizada na extracao de agrotéxicos,
incluindo aldicarbe e carbofurano de amostras de agua (AGUILAR et al., 1999;
PARREIRA et al., 2001; BORKOVCOVA et al., 2004)

Além disso, essa técnica pode ser empregada para remover co-
extrativos de extratos (clean-up da amostra) (BORKOVCOVA et al., 2004).

Nesse trabalho, os adsorventes Cqs, Cs e SAX foram testados para a
eliminacdo dos co-extrativos de extratos de café bebida na analise de
carbamatos por cromatografia liquida. Os resultados obtidos sdo apresentados

na Figura 16.

Dissertagdo de Mestrado 82



Resultados e Discussao

120

100

80

60

= e~ X m

40

20

N

0O W wv

BN
B
N

Aldicarbe Carbofurano

@ Cartuchos C18 HECartuchos C8 Cartuchos SAX Sem clean-up

Figura 16. Porcentagens de extragcdo de aldicarbe e carbofurano ap6s ELL-PBT e
clean-up por extragdo em fase solida.

Como se pode observar, a extragdo em fase solida utilizando trés
adsorventes estudados reduziu significativamente a porcentagem de extracéo
de aldicarbe e carbofurano.

Comparando os adsorventes testados, o SAX foi 0 que proporcionou os
extratos mais claros e também o que forneceu as melhores taxas de
recuperacado. Porém, nem esse, nem Cg e Cg eliminaram os co-extrativos de
interesse.

Dessa maneira, optou-se por nao utilizar a EFS como clean-up dos
extratos de café bebida, ja que se aumentou mais uma etapa no preparo de
amostras e consequentemente o consumo de solvente organico e nédo cumpriu

os objetivos a que foi proposta.

5.4.3. Clean-up em cartuchos de florisil, silica e carvao ativado

Um tubo de vidro contendo florisil para a limpeza dos extratos de café
bebida e borra de café na determinacdo de diclorvés, clorpirifés e paration
metilico foi utilizado por Oliveira et al. (2002).

Cartuchos preparados com os adsorventes silica, florisil e carvao ativado
foram testados para avaliar a eficiéncia desses na eliminagcéo dos co-extrativos
do café bebida (item 4.5.3). Os resultados obtidos sdo apresentados na

Figura 17.
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Figura 17. Porcentagens de extracdo de aldicarbe e carbofurano em amostras de café
bebida apés ELL-PBT e clean-up em cartuchos de silica, florisil e carvao
ativado das amostras de café bebida fortificadas.

O carvao ativado foi o adsorvente que forneceu os extratos mais claros,
porém, vale ressaltar que a percolagédo dos extratos por esse adsorvente, por
ser realizada a pressao atmosférica, foi muito lenta.

Os resultados apresentados na Figura 17 permitem concluir que a silica
reduziu significativamente a porcentagem de extragdo dos carbamatos. Ja os
adsorventes, florisil e carvao ativado nao apresentaram diferencgas significativas
na porcentagem de extragdo de aldicarbe, quando comparados as
porcentagens obtidas de extratos que nédo foram submetidos a etapa de clean-
up.

O carbofurano também apresentou porcentagens de recuperacao
reduzidas pelo carvdo ativado, porém, apresentou porcentagens de
recuperacdo ligeiramente maiores quando o florisil foi utilizado como
adsorvente.

Uma comparagdo entre os cromatogramas obtidos nesse estudo é

apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Comparacao de cromatogramas de extratos de café obtidos por ELL-PBT e
submetidos ao clean-up: linha azul — cartucho com 1,5000 g de carvao
ativado; linha rosa — cartucho com 1,5000 g de florisil; linha preta —
cartucho com 1,5000 g de silica; linha vermelha — extrato sem etapa de
clean-up.

Os cromatogramas apresentados permitem observar que o clean-up
com carvao ativado (linha em azul) foi o Unico que eliminou o co-extrativo de tg
mais proximo ao do aldicarbe (realce em verde). Como 0 mesmo nao eliminou
outros interferentes de interesse, como o que sai no tg do carbofurano, essa

etapa de clean-up nao foi adotada no protocolo experimental.

5.4.4. Permeagao em Gel

A permeacdo em gel foi utilizada por Borkovcova et al. (2004) para
remocdo de compostos lipidicos de plantas na determinacdo de N-
metilcarbamatos.

Diez-Rodriguez et al. (2006). utilizaram coluna cromatografica de silica-
gel contendo 2 g desse adsorvente para determinar residuos de aldicarbe em
folhas de cafeeiro.

Outro método avaliado na purificagdo dos extratos de café bebida
contendo os analitos aldicarbe e carbofurano nesse estudo foi a permeagédo em
gel, cujos resultados sédo apresentados na Figura 19. Ap6s serem transferidos
para colunas de vidro contendo silica-gel, alguns extratos foram eluidos com
acetonitrila (PG-ACN) e outros com fase mével H,O:ACN (65:35) (PG —FM).
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Figura 19. Porcentagens de extragao de aldicarbe e carbofurano ap6s ELL-PBT e
clean-up por permeagédo em gel. PG — ACN = permeacao em gel e eluigéo
com acetonitrila; PG — FM = permeacgéo em gel e eluicdo com fase movel.

As recuperacgbes de aldicarbe e carbofurano em amostras de café
bebida submetida a ELL-PBT e posterior clean-up por permeacdo em gel
apresentaram-se menor que em extratos nao purificados, provavelmente em
virtude de perdas dos analitos retidos pelo adsorvente.

Pode-se perceber também que quando eluidos com fase moével, a
reducao do solvente organico acetonitrila, diminuiu a porcentagem de extracéo
de ambos os principios ativos.

A Figura 20 apresenta os cromatogramas obtidos nesse teste. A linha
em rosa representa os extratos da PG — FM, a azul PG — ACN, e a preta os

extratos sem clean-up.
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Figura 20. Comparacao de cromatogramas de extratos de café obtidos por ELL-PBT e
submetidos a permeacéo em gel: linha azul — PG — ACN; linha rosa — PG —
FM; linha preta — extrato sem etapa de clean-up.
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Assim, como se pode observar, a permeagdo em gel apresentou
resultados pouco satisfatérios, uma vez que nao eliminou os interferentes de
interesse, apresentou consumo elevado de solvente, acetonitrila, além de
aumentar muito o tempo de preparo de amostras. Por esses motivos, essa

técnica nao foi utilizada como etapa de clean-up dos extratos de café bebida.

5.4.5. Solugdes clarificadoras: Reagente de Carrez

Varios pesquisadores utilizaram os reagentes de Carrez (acetato de
zinco = 21% m/v e hexacianoferrato de potassio = 11% m/v) para clarificagdo
de extratos de café na determinagéo de cafeina e acidos clorogénicos (FARAH
et al., 2006; MONTEIRO e TRUGO, 2005; DE MARIA e MOREIRA, 2004;
NOGUEIRA e TRUGO, 2003).

O Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2004) utiliza ferrocianeto de potassio a 6%
m/v e acetato de zinco a 12% m/v para determinagcéo de glicideos em café
soluvel.

Nesse estudo foram utilizados os reagentes de Carrez (ferrocianeto de
potassio a 6,0% m/v e acetato de zinco a 12,0% m/v) para clarificacao de
amostras de café (antes e depois da fortificacéo) e extratos de café obtidos por

ELL-PBT. Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Porcentagens de extragéo de aldicarbe e carbofurano obtidos apés o teste
de clarificagdo com reagentes de Carrez , onde:
CAF = amostras clarificadas antes da fortificacao;
CDF = amostras clarificadas ap6s fortificagao;
CE = extratos clarificados apés PBT.
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A utilizacao de reagentes de Carrez como clarificadores proporcionou
amostras e consequentemente extratos bem mais claros. Porém, como pode-
se observar na Figura 21, esses reagentes reduziram significativamente a
porcentagem de extracdo de aldicarbe em ambos os testes. Em relagdo ao
carbofurano, a porcentagem de extragado foi significativamente menor para as
amostras clarificadas apds a fortificacdo (CDF) quando comparadas aos
resultados das analises sem clean-up.

Apés a adicdo do reagente de Carrez, verificou-se precipitacao de
componentes do café bebida, provavelmente pela adicao de ions ferro que
precipitou com a matéria organica e consequentemente arrastou os analitos,
diminuindo a distribuicado desses para a fase organica e consequentemente a
extragdo.

Em virtude desses resultados insatisfatorios, o uso de clarificadores
nao foi adotado como etapa de clean-up na determinacdo de carbamatos em
café bebida.

Tendo em vista que as metodologias propostas acima, para a
purificagdo dos extratos de café bebida ndo apresentaram resultados
satisfatorios, a etapa clean-up dos mesmos nao foi inserida na metodologia
otimizada, prevalecendo entdo para as analises seguintes apenas o descrito no
item 5.3.

5.5. COMPARACAO DE METODOS DE PARTICAO LiQUIDO-
LiQUIDO

A preparacao da amostra € a esséncia de todo método analitico. Grande
parte do tempo de uma analise € gasto no preparo da amostra. Assim, nesse
trabalho procurou comparar duas técnicas de extracdo de aldicarbe e
carbofurano em café bebida. A metodologia consistiu em adicionar um solvente
extrator as amostras de café bebida fortificadas, numa proporc¢éo tal (1:2) que
resultou em fase unica. Para rompimento do equilibrio liquido-liquido testou a
reducdo da temperatura da mistura (PBT) e a adicdo de uma solugéo aquosa
contendo um eletrélito forte de maneira a reduzir a miscibilidade do solvente
organico em fase aquosa (Salting-out). Os resultados obtidos s&o apresentados

na Tabela 6.

Dissertagdo de Mestrado 88



Resultados e Discussao

Tabela 6. Porcentagens de recuperacao (%R), desvio-padréo (s) e coeficiente de

variagéo SCVZ de cada método de Eartigéo

ELL-PBT Salting-out

Carbamatos
%R* +s; CV %R* +s; CV
Aldicarbe 75+4,7;6,2 63 +1,6;25
Carbofurano 102 +5,6; 5,4 77 +26; 3,4

*Recuperagdes médias equivalentes a sete repeticdes.

Esses resultados mostram que ambos os métodos de particdo sao
precisos, apresentaram CV inferiores a 6,2%. Utilizou-se entdo o teste de
diferencas entre médias populacionais para comparar as médias de duas
distribuigdes normais com auxilio do programa ORIGIN®. A andlise estatistica
mostrou que a 5% de significancia, os dois métodos sao significativamente
diferentes.

Logo, tendo em vista o que foi apresentado, percebe-se que a particao
em baixa temperatura apresentou melhor eficiéncia na extracao de aldicarbe e
carbofurano, mostrando-se assim apta a ser utilizada na extracado de ambos em

amostras de café bebida.

5.6. VALIDAGAO

Para avaliar o desempenho do método analitico, varios parametros
foram considerados, segundo recomendagdes do ICH (2005), RIBANI et al.
(2004), ANVISA (2003) e INMETRO (2003): seletividade, limite de detecgéo,
limite de quantificagcdo, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e efeito de

matriz.

5.6.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método de extracdo e analise por
cromatografia compararam-se os cromatogramas dos extratos obtidos pela
ELL-PBT de uma matriz de café bebida isenta dos agrotoxicos (Figura 22a)
com o extrato de amostra de café bebida fortificada com os compostos em
estudo (Figura 22b).
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A amostra de café bebida, por possuir uma composicao complexa,
apresentou interferentes no mesmo tempo de retengcéo do carbofurano. Para o
aldicarbe a metodologia foi seletiva.

Um pequeno pico pode ser observado no tempo de retencdo do
carbofurano, no extrato obtido do café bebida isento de agrotdxicos. A resposta
dessa area devera ser compensada subtraindo a area obtida no extrato cuja
amostra foi fortificada, pela area obtida no branco, uma vez que foi verificado

gue essa se manteve constante, durante o estudo.
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Figura 22. Cromatograma de extrato obtido de café bebida (a) isenta dos
principios ativos; (b) contendo os principios ativos a 10,0 mg L™.

5.6.2. Linearidade de resposta do detector

A linearidade é a resposta obtida em fungcéo da concentragao do analito,
a qual deve ser estudada em um intervalo de concentragdo apropriado (RIBANI
et al., 2004).

O LD é definido como sendo a menor quantidade do analito presente em

uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente
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quantificada, sob as condigbes experimentais estabelecidas (PASCHOAL et al.,
2008). Ja o LQ representa a menor concentracao da substancia em exame que
pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental
(RIBANI et al., 2004).

A linearidade de resposta do detector foi verificada pelas curvas
analiticas preparadas conforme descrito no item 4.4.2. Desta forma, apds
analise das solugbes padrao preparadas em solvente puro em concentragcdes
entre 0,025 e 250,0 mg L' foram construidas curvas analiticas para cada um
dos compostos, plotando no eixo y a area do composto de interesse e no eixo
X a concentragdo respectiva ao principio ativo. Na Figuras 23 estédo
representadas as curvas analiticas quando solu¢des padrdao foram analisadas
por CLAE-UV. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlacado
determinado pela regresséo linear.
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S
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©
£ 200 /
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Figura 23. Curva analitica preparada partir de solu¢cdes padrao de aldicarbe e
carbofurano na faixa de concentragdo entre 0,025 e 250,0 mg L’
analisadas por CLAE-UV.

Os coeficientes de determinagao (R?) foram apresentados na Figura 23,
extraindo a raiz quadrada dos mesmos, obtendo-se o coeficiente de correlagdo
(r), que para o aldicarbe foi 0,9996 e para o carbofurano, 0,9998. Os quais
estdo de acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA (2003) que
recomenda valores superiores a 0,99, indicando que existe uma resposta linear
do detector ultravioleta na faixa de concentracao estudada para os agrotdxicos

aldicarbe e carbofurano.
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Além disso, pode-se notar pela inclinagdo das retas (Figura 23) que o
detector ultravioleta (UV) € mais sensivel ao carbofurano que ao aldicarbe.
Esta sensibilidade esta relacionada provavelmente com a presenca de maiores
sitios de absorgao da radiagéo ultravioleta na estrutura quimica do carbofurano
(estrutura apresentada na Tabela 1, a qual contém anel benzénico e carbonila),
enquanto que na estrutura do aldicarbe pode ser verificado além da carbonila

apenas elétrons m.

5.6.3. Limite de deteccao e quantificagao do aparelho

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para cada um dos
agrotdxicos foram determinados pela relagédo sinal-ruido. A concentragdo que
proporcionou um sinal trés vezes maior que o ruido foi estabelecida como
sendo o limite de detecgédo e um sinal dez vezes maior que o ruido, o limite de
quantificagéo.

Para isso foram injetadas concentra¢des decrescentes (1,0; 0,5; 0,10;
0,05 e 0,025 mg L") e préximas ao suposto limite de detecgdo. Os valores de

LD e LQ obtidos para cada um dos carbamatos séo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Limites de detecgdo (LD) e Limites de quantificagédo (LQ) do aparelho

Aldicarbe Carbofurano
LD (mg L'1) 0,03 0,03
LQ (mg L'1) 0,10 0,10

Verificou-se que os valores dos limites de detec¢do e quantificacao do
aparelho obtidos para analise dos compostos aldicarbe e carbofurano utilizando
CLAE-UV foram respectivamente 0,03 e 0,10 mg L™ para ambos compostos. A
legislagéo brasileira ndo faz nenhuma referéncia aos limites maximos de
residuos permitidos em café bebida. Estabelece, no entanto, que em solos de
cultura de café, a quantidade maxima permitida é de 0,1 mg kg™ (ANVISA,
2010) para ambos. J& o Codex Alimentarius (2009) estabelece 0,1 mg kg™ o

limite maximo de residuos em gréaos de café.

Dissertagdo de Mestrado 92



Resultados e Discussao

5.6.4. Linearidade do método e Faixa de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracéo do
analito na qual o método pode ser aplicado. Segundo a ANVISA (2003), a
curva analitica representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentragcédo conhecida do analito.

A linearidade de resposta do método foi verificada pelas curvas
analiticas preparadas conforme descrito no item 4.4.4, através do calculo do
coeficiente de correlagao (r).

Desta forma, ap6s analise dos extratos preparados em café bebida
fortificado em concentragdes entre 0,025 e 250,0 mg L' e submetidos ao
meétodo de ELL-PBT, foram construidas curvas analiticas para cada um dos
compostos aldicarbe e carbofurano e avaliadas por métodos estatisticos como
regressao linear pelo método dos minimos quadrados.

As equacgdes das curvas analiticas, bem como os valores de R? obtidos
para aldicarbe e carbofurano pelo método da superposi¢gdo de matriz, sdo
apresentadas na Figura 24.
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Figura 24. Curva analitica preparada a partir de extratos de café bebida fortificados
com padréo de aldicarbe e carbofurano na faixa de concentragéo entre
0,025 e 250,0 mg L™ analisados por CLAE-UV.

Determinando o coeficiente de correlacdo (r) foram obtidos 0,9963 e
0,9938 para aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Assim, ambas curvas
analiticas obtidas pela superposi¢gao de matriz utilizando o método do padré&o

externo para quantificar, na faixa de concentracdo estudada, mostraram-se
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lineares para aldicarbe e carbofurano, uma vez que o r foi maior que 0,99,
conforme recomendagéo da ANVISA (2003).

A faixa de trabalho utilizada foi de 0,10 a 25,0 mg L™. A Figura 25
apresenta a curva analitica preparada a partir de extratos de café bebida
fortificados com padrdo de aldicarbe e carbofurano na faixa de concentragéo
entre 0,10 e 25,00 mg L" analisados por CLAE-UV. Os coeficientes de
correlagdo foram superiores a 0,99, mostrando que a mesma é€ linear (0,9993

para aldicarbe e 0,9980 para o carbofurano).
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Figura 25. Curva analitica preparada a partir de extratos de café bebida fortificados
com padrao de aldicarbe e carbofurano na faixa de concentragao entre 0,10 e 25,0 mg
L™ analisados por CLAE-UV.

E importante destacar que os coeficientes de regressdo das curvas
analiticas preparadas a partir de extratos de café bebida fortificados com
padrao de aldicarbe e carbofurano na faixa de concentragéo entre 0,10 e 25,0
mg L' (Figura 25) diferem dos parametros obtidos nas curvas analiticas
preparadas a partir de extratos de café bebida fortificados com padrdo dos

analitos em concentracéo entre 0,025 e 250,0 mg L (Figura 24).

5.6.5. Limite de deteccao e quantificacao do método

Para o estabelecimento do limite detecg¢do (LD) e quantificagcdo (LQ) do
método ELL-PBT para aldicarbe e carbofurano em café bebida neste estudo,
utilizou-se do meétodo sinal-ruido. Para isso, foram estabelecidos as

concentragbes minimas dos analitos na matriz que resultaram em picos com a
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razao sinal-ruido 3:1, em que os mesmos puderam ser detectados e
identificados com seguranca, sem que fossem necessariamente passiveis de
ser quantificados. Ja o limite de quantificacdo pelo método sinal-ruido, foi
estabelecido por injecbes das misturas de solugdes padrées no extrato
organico da matriz com diluicbes com concentragées conhecidas proximas ao
primeiro ponto da curva analitica, até que os sinais emitidos pelos carbamatos
resultassem em picos com uma proporg¢éao 10:1 da relagéo sinal-ruido.

As concentragbes dos extratos injetados foram: 2,00; 1,00; 0,50; 0,10 e
0,05 mg L™ e os valores de LD e LQ obtidos para cada um dos agrotdxicos s&o

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Limites de deteccao (LD) e Limites de quantificagdo (LQ) do método

Aldicarbe Carbofurano
LD (mgL™) 0,54 0,28
LQ (mg L'1) 1,80 0,92

Assim, observando a Tabela 8, pode-se verificar que os valores dos
limites de deteccdo do método encontrado para aldicarbe e carbofurano foram
0,54 e 0,28 mg L™, respectivamente. E os limites de quantificagdo para ambos

foram respectivamente 1,80 e 0,92 mg L™

5.6.6. Precisao

A preciséo foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados.

A repetitividade foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente de
variagao (CV) de sete repetigbes do procedimento otimizado ELL-PBT para os
agrotoxicos aldicarbe e carbofurano.

Os resultados do coeficiente de variagédo obtidos para a amostra de café
bebida foram abaixo de 6,2% (Tabela 9). Esses resultados demonstram boa
repetitividade, uma vez que os coeficientes de variagcdo se encontram bem
abaixo do recomendado para amostras complexas. Segundo RIBANI et al.
(2004), sao aceitaveis CV de até 20% para amostras complexas, como por

exemplo, o café bebida.
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Tabela 9. Porcentagens de recuperacdo (%R), desvio-padréo (s) e coeficiente de
variagédo (CV) apos sete extragbes dos agrotdxicos em café bebida (10,0 mg

L.

Agrotoxicos %R* +s cv
Aldicarbe 75+47 6,2

Carbofurano 102 + 5,6 5,4

*Recuperagdes médias equivalentes a sete repeticdes.

5.7. AVALIAGAO DO EFEITO DE MATRIZ

Na analise quantitativa de compostos bioanaliticos, drogas e agrotoxicos
em matrizes complexas, técnicas sensiveis e seletivas vem sendo utilizadas.
Porém, essas técnicas estdo susceptiveis ao efeito de matriz, que afeta a
precisao, exatidao e a robustez do método (CHAMBERS et al., 2007). Esse
efeito é também conhecido como aumento da resposta da matriz
cromatografica, gerando porcentagens de recuperagdo superiores a 100% e
também pode causar outras alteragdes na analise cromatografica (PINHO et
al., 2009b).

A interferéncia dos componentes da matriz ocorre porque a curva
analitica utilizada para quantificar os pesticidas, geralmente, & preparada em
solvente puro. Ja na analise dos extratos obtidos por um método de extracao
adequado, além de apresentar os agrotoxicos, contém uma variedade de
compostos co-extraidos da matriz. Estes compostos interferem durante a
analise cromatografica, pois influenciam na quantidade de agrotdéxico que é
transferido para a coluna (GONZALEZ et al, 2002). Assim, o efeito de matriz
gera uma diferenca significativa na resposta do analito na amostra quando
comparado com o padrao (KLOEPFER et al., 2005).

Alguns trabalhos relatam o efeito de matriz utilizando cromatografia
liquida equipados com detectores espectrométricos de massas (EECKHAUT et
al., 2009; KRUVE et al., 2009; KRUVE et al., 2008; CHAMBERS et al., 2007;
KLOEPFER et al., 2005). Segundo esses autores, o efeito de matriz devido a

presenga de componentes co-extraidos da matriz que eluem no mesmo tr que
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o analito se deve a competicdo destes com o analito durante o processo de
ionizagao, resultando ora em decréscimo, ora em aumento da resposta,
gerando efeito de matriz negativo ou positivo, respectivamente . O efeito de
matriz deve ser investigado em métodos bioanaliticos convencionais como:
CLAE-FI, CLAE-UV, CLAE-EM/EM (CASSIANO et al., 2009).

Assim, nesse trabalho, o possivel efeito de matriz na analise
cromatografica foi levado em consideracdo para comprovar a auséncia ou
presenca do fenbmeno sobre uma longa faixa de concentragéo dos analitos na
matriz. Para isso, duas séries de solu¢des padrdao foram preparadas, sendo
uma em solvente puro e outra em extratos de amostras de café bebida isenta
dos agrotdéxicos em estudo. As curvas analiticas preparadas em acetonitrila e
em extrato da matriz foram comparadas para os agrotdxicos aldicarbe e
carbofurano (Figuras 26a e 26b).

Observando a Figura 26 (a e b), pode-se constatar a presenca de efeito
de matriz tanto para o aldicarbe quanto para o carbofurano, em virtude das
diferencas verificadas nos valores dos coeficientes angulares e lineares das
curvas construidas no solvente (acetonitrila) e no extrato organico do café
bebida. Percebe-se que os padrdes preparados em acetonitrila apresentam
uma resposta menor do que quando preparados em extratos da matriz. Esse
efeito de matriz € mais acentuado para concentragbes maiores.

Segundo Pinho (2009) a variagdo nos coeficientes angulares das duas
curvas analiticas indica que os componentes da matriz contribuem para
introdugédo de um erro sistematico proporcional. Ja a variagdo dos coeficientes
lineares indica um erro sistematico constante. A variagcao nos dois coeficientes
favorece a ocorréncia de ambos os erros, como foi verificado nesse estudo.

Dessa maneira, para identificar o tipo de erro proporcionado pelos
componentes da matriz, foi calculada a razdo entre os coeficientes das curvas

analiticas no extrato da matriz e em solvente puro (Tabela 10).
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Figura 26. Curvas analiticas preparadas em acetonitrila e branco da matriz: (a)
aldicarbe; (b) carbofurano.

Tabela 10. Raz&do entre os coeficientes angulares e razdo entre os coeficientes
lineares das curvas analiticas em extrato da matriz e em solvente puro para
aldicarbe e carbofurano em café bebida.

Coeficiente
Coeficiente angular
linear Razao entre Razao entre
Curva Curva coeficientes coeficientes
Curva
Curvano Branco Branco angulares lineares
no
Solvente da da (matriz/solvente) (matriz/solvente)
Solvente
Matriz Matriz
Aldicarbe 196131 238558 32068 43052 1,22 1,34
Carbofurano 595258 755637 216722 635686 1,27 2,93
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Considerando somente a relagdo entre os coeficientes angulares
(branco da matriz/solvente), o aumento da resposta cromatografica foi de 22%
para aldicarbe e 27% para o carbofurano. Ja a relacao entre os coeficientes
lineares das curvas, o aumento foi de 34% para aldicarbe e 193% para
carbofurano. Dessa forma, para os dois agrotdxicos, o efeito de matriz tem um
erro sistematico proporcional e também um erro sistematico constante. E as
menores concentragbes tém ocasionado um erro sistematico constante
significativo principalmente para o carbofurano.

Para a avaliagcao do grau do efeito de matriz dos extratos de café bebida
a 10,0 mg L™ nas andlises por CLAE-UV, comparou entre as areas obtidas das
solugbes analiticas em solvente e com as obtidas com solugdes analiticas
preparadas nos extratos do café bebida. O calculo foi efetuado através da
Equacao 4 (CASSIANO et al., 2009) e os resultados do grau do efeito de matriz

sdo apresentados na Tabela 11.

X1 -X2

Efeito de Matriz (%) = -

x 100 (Equacao 4)

onde:

X1= Média das areas da solucao analitica de cada agrotéxico preparada em
extrato de café bebida numa dada concentragao.

Xo= Média das areas da solugéo analitica de cada agrotdxico preparada em

solvente numa dada concentragao.

Tabela 11. Grau do efeito de matriz para aldicarbe e carbofurano em café bebida (10,0

mg L’ ).

Média das areas obtidas (triplicata) Efeito de Matriz
AGROTOXICO
Curva no Solvente Curva Branco da Matriz Variacao (%)
Aldicarbe 1154246,5 1132097,5 -1,92
Carbofurano 3790199,0 4837783,5 27,6

Observa-se que ambos os compostos sofrem efeito de matriz, sendo

esse efeito mais evidente para o carbofurano, uma vez que a variagcéo
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percentual das inclinagées das curvas analitica em solvente e na matriz foi
ligeiramente maior para o mesmo. O efeito de matriz provocou uma supressao
na resposta do aldicarbe em 1,92% e um aumento na resposta do carbofurano
em 27,6%.

A corregéo desses erros nas taxas de recuperagédo pode ser obtida com
preparo de uma curva analitica substituindo o solvente puro por extratos da
matriz isenta de agrotdxicos (branco da matriz), durante a diluicdo das solugdes
padréo nas diversas concentra¢des (RIBANI et al, 2004). Cassiano et al. (2009)
e Chambers et al. (2007) citam além da fortificacdo do branco da matriz
(método de fortificagdo pds-extragdo), o método de infusdo pds-coluna.

O método de superposicdo de matriz € usado para compensar o efeito
de matriz ou de possiveis interferentes, mas para corrigir esse efeito deve-se
utilizar o método de adigcdo de padrdo. Entretanto esse método é pouco

utilizado, pois diminui muito a frequéncia analitica (RIBANI et al., 2004).

5.8. APLICAGAO DA METODOLOGIA OTIMIZADA

5.8.1. Influéncia da presengca de acucar e adocante na

determinacao dos agrotéxicos

A avaliagdo da presenca de acucar e adogante em café bebida na
determinacao de aldicarbe e carbofurano foi avaliada comparando as respostas
desses em relacao a resposta das amostras sem adicdo de agucar e adogante,
ou seja, amostras de café sem doce. Os resultados desse estudo séo

apresentados na Figura 27.
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Figura 27. Influéncia da presenca de acucar e adogante na determinagéo de aldicarbe
e carbofurano em café bebida.

Pelos resultados obtidos, pode-se dizer que ao nivel de 95% de
confianga pelo teste t de Student, a presenca de agucar e adogante em café
bebida ndo afetou significativamente a porcentagem de recuperacdo do
carbofurano.

Para o aldicarbe, foi considerado significativo a influéncia do adogante,
que aumentou a porcentagem de recuperacao desse analito em café bebida.

O adogante utilizado nesse estudo possui como principios ativos
sacarina sodica (1,2-benzisotiasol-3(2H)-ona, 1,1-didxido de s6dio) e ciclamato
de sodio (N-ciclo-hexil-sulfamato de sédio), ambos sais. Possivelmente o efeito
salting-out auxiliou na liberagdo dos analitos apds solvatacdo dos sais pela
agua, aumentando a porcentagem de extragcdo de aldicarbe. J& o acgucar
(sacarose) por ser um composto molecular ndo favorece a solvatagao da agua,
dessa maneira, ndo era esperado que a presenga desse aumentasse ou

diminuisse a eficiéncia de extracéao.

5.8.2. Influéncia da temperatura do café bebida durante a
fortificagdao na eficiéncia de extragcdo de aldicarbe e

carbofurano

A agua quente aumenta a remocao de agrotoxicos e pode hidrolisar
quantidades significativas de compostos nao-persistente (KAUSHIK et al.,

2009). Assim, a influéncia da temperatura da amostra na determinagéo de
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aldicarbe e carbofurano foi avaliada comparando as respostas obtidas. A
Figura 28 ilustra os resultados obtidos nesse estudo.

Algumas amostras foram fortificadas com os principios ativos logo ap6s
o preparo do café bebida, cuja temperatura registrada foi 80 °C, essas
amostras foram denominadas de café quente. Outras amostras de café bebida
foram deixadas a temperatura ambiente até que o equilibrio térmico ocorresse,
sendo verificada no momento da fortificagdo, nas amostras de café bebida,

uma temperatura de 35 °C, essas amostras foram denominadas de café frio.

120

X

100

80

60

40

20

O M v W = e~ X m

Aldicarbe Carbofurano

E CAFE QUENTE CAFE FRIO

Figura 28. Porcentagens de extracao de aldicarbe e carbofurano em amostras de café
bebida fortificadas em diferentes temperaturas.

Os resultados apresentados na Figura 28 mostraram que n&o foram
verificados diferengas significativas na porcentagem de extragéo de aldicarbe e
carbofurano ao fortificar as amostras de café em diferentes temperaturas, ao
nivel de 95% de confianga pelo teste t de Student.

Uma reducao significativa nos niveis de aldicarbe e carbofurano era
esperada, quando esses agrotoxicos fossem adicionados a amostras de café
bebida em temperatura mais elevada, tendo em vista que esses compostos sao
termicamente labeis (BASHEER et al., 2009; GARCIA de LLASERA e
BERNAL-GONZALEZ, 2001; LACASSIE et al., 2001; ABAD et al., 1999;
PLEASANCE et al, 1992).

Conforme apresentado na Tabela 1, o aldicarbe é mais soluvel em agua
que o carbofurano. Essa diferenca de solubilidade ocorre em fungéo de o

aldicarbe apresentar um carater mais polar que o carbofurano. Sendo assim, a
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extracao do aldicarbe com acetonitrila, € menos eficiente que a do carbofurano,

ja que este apresenta um carater menos polar que o outro.

5.8.3. Influéncia do processamento de café bebida na analise

de residuos de aldicarbe e carbofurano

O processamento de alimentos pode reduzir ou remover residuos de
agrotoxicos presentes nesses alimentos. Estas operagdes podem ser: lavagem
(KAUSHIK et al., 2009; BOULAID et al., 2005; SOLIMAN, 2001), cozimento
(KAUSHIK et al., 2009; BOULAID et al., 2005; LALAH e WANDIGA, 2002;
LENTZA-RIZOS e BALOKAS, 2001; SOLIMAN, 2001), congelamento
(KAUSHIK et al., 2009; ABOU-ARAB, 1999), preparo de produtos lacteos
(KAUSHIK et al.,, 2009), fermentagdo (KAUSHIK et al., 2009), infusdo
(KAUSHIK et al., 2009; OZBEY e UYGUN, 2007; KUMAR et al., 2005; LINO-
MA e SILVEIRA, 1997) e outros (KAUSHIK et al., 2009).

Na fortificagdo do pd de café com 0,5 mg kg’ de diclorvos, paration
metilico e clorpirifés foram encontrados em café bebida 26 e 12% de diclorvos
e paration metilico e na fortificacdo do p6 de café com 1,0 mg kg~ foram
encontrados 45 e 18% desses mesmos compostos, respectivamente. Residuos
de clorpirifés n&o foram detectados em café bebida, em virtude das
caracteristicas apolares desse principio ativo. Assim, com esse estudo,
verificaram que o preparo da bebida provocou reducao do diclorvés e clorpirifos
adicionados ao p6 de café, enquanto paration manteve-se estavel. Porém,
grande parte dos agrotoxicos permaneceu na borra de café, devendo-se tomar
cuidado ao destino desse p6 usado (OLIVEIRA et al., 2002).

Para a avaliacdo da transferéncia de residuos de aldicarbe e
carbofurano presentes no p6é de café para a bebida café, durante a etapa de
preparo da mesma como descrito no item 4.3.1, algumas amostras de p6 de
café foram fortificadas com os principios ativos numa propor¢cao tal que
resultasse em uma bebida contendo os ingredientes ativos na mesma
concentragcdo que o café bebida fortificado ap6s o seu preparo. Assim,
qualquer diferenca de concentracdo dos principios ativos verificada, foi em
funcdo do preparo da bebida. Os resultados obtidos nesse estudo sé&o

apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Porcentagens de extracéo de aldicarbe e carbofurano em amostras de café
bebida fortificadas antes do preparo da bebida e apés o preparo da bebida.

Comparando as porcentagens de extragdo de aldicarbe e carbofurano
nas amostras de café bebida cujo p6 de café foi fortificado com aldicarbe e
carbofurano previamente ao preparo da infusdo com a bebida café que foi
fortificada (10,0 mg L'1) apds o preparo, verificou-se que a etapa de preparo da
infus&o, favorece perdas significativas dos analitos, (50% e 58% para aldicarbe
e carbofurano, respectivamente). Essas perdas podem ter sido ocasionadas
pela degradacdo dos carbamatos ao serem percolados com &agua a
temperatura mais elevada (90 °C), pela aderéncia desses compostos ao papel
de filtro ou na borra do café.

Assim, diante do exposto, pode-se ver a necessidade de verificar a
presencga de residuos de aldicarbe e carbofurano remanescentes na borra de
café. Para tal estudo, aplicou-se a metodologia otimizada para extracéo desses
compostos em café bebida na borra de café, conforme descrito no item 4.7.3.

A analise da borra de café ap6s o preparo da infusdo com p6 de café
fortificado mostrou que mesmo apdés o preparo do café bebida, ainda
remanescem residuos de aldicarbe e carbofurano, como pode ser observado

na Figura 30.
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Figura 30. Influéncia do preparo da bebida determinacao de aldicarbe e carbofurano
em café bebida e em borra de café.

Assim, pode-se perceber que o preparo do café bebida é responsavel
por reducdo nos niveis de aldicarbe e carbofurano. Vale ressaltar também que
uma quantidade consideravel desses compostos permanece na borra de café,
mostrando que os mesmos se ligam a matéria organica e nao séo arrastados

com a agua quente.

5.8.4. Avaliagao da estabilidade dos produtos comerciais em

café bebida

O comportamento de aldicarbe e carbofurano em café bebida por um
periodo de 28 dias foi avaliado apds variar alguns fatores como: temperatura
de armazenamento das amostras, presenga e auséncia de luz e agucar. Os
resultados desse estudo sdo apresentados nas Figuras 31 (a-d) e 32 (a-d).

Observando a Figura 31, pode-se perceber claramente que a
degradacéao de aldicarbe foi mais acentuada que a do carbofurano em todos os
tratamentos. A temperatura de 22 °C houve redugéo de 50% nos niveis de
aldicarbe e carbofurano em aproximadamente 5 dias para o primeiro e em 10 e
15 dias para o segundo, sendo essa diferengca em virtude da presenca ou
auséncia de acucar nas amostras.

A degradacéo de aldicarbe foi mais acentuada que a do carbofurano

provavelmente porque o aldicarbe hidrolisa-se mais facilmente que o
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carbofurano. O carbofurano, como pode ser observado na Tabela 1, possui um
anel aromatico em sua estrutura que o protege de tal reagéo.

A presenca de agucar acentuou a degradagdo dos compostos. Isso
pode estar relacionado possivelmente a degradagdo microbiana, ja que em
amostras com acgucar, o aparecimento de leveduras foi verificado logo nos
primeiros dias, enquanto que para as outras, o aparecimento das mesmas foi
mais tardio.

Microrganismos utilizam carbofurano pela hidrélise da ligacao labil
metilcarbamato, formando carbofurano-7-fenol e metilamina. Esse composto
pode ser degradado no solo e na agua por hidrolise, fotdlise e
fotodecomposicao e muitas bactérias capazes de degrada-lo tém sido isoladas
e caracterizadas (BANO e MUSARRAT, 2004)

A influéncia da luz na degradagao de aldicarbe e carbofurano em café
bebida a temperatura de 22 °C foi pouco significativa. Mahalakshmi et al.
(2007) investigaram o efeito da intensidade de luz na fotodegradacédo de
carbofurano variando a intensidade de 16 até 64 W. Os resultados revelaram
que a porcentagem de degradacdo aumentou com o aumento da intensidade
de luz até 64 W. E segundo esses autores, o0 aumento da intensidade de luz
incidente, aumentou a probabilidade de excitacdo dos elétrons assim como a
re-excitacdo dos elétrons recombinados, favorecendo assim, o aumento da
fotdlise.

A Figura 32 apresenta os resultados obtidos ao se verificar
paralelamente a esse estudo, a influéncia do acucar na degradagdo de
aldicarbe e carbofurano para as amostras armazenadas a 4 °C (geladeira) e a

-20 °C (em freezer).
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Comparando-se as Figuras 32a e 32b e as Figuras 32c e 32d, percebe-
se que a presenga de agucar nao afetou significativamente a degradacéo dos
compostos armazenados a temperatura mais baixas, isso pode estar
relacionado a velocidade das reac¢des e também a degradag&o microbiana que
€ menos intensa em baixas temperaturas.

Relacionando as Figuras 31 e 32, percebe-se que quanto maior a
temperatura, mais rapido foi a degradagdo dos carbamatos, isso ja era
esperado, pois pela cinética das reagbes, quanto maior a temperatura, maior a
agitacdo das moléculas, maiores as colisdes efetivas, mais rapido a reacéo.
Assim, a degradacao foi mais acentuada para as amostras armazenadas a
temperatura ambiente (22 °C), seguida pelas armazenadas em geladeira (4 °C)
e por ultimo, menos significativo, para as armazenadas em freezer (-20 °C).

A reducado verificada para aldicarbe e carbofurano 28 dias apds a
fortificacao foi de 25,8-28,3% e 19,4-21,3% respectivamente, para as amostras
armazenadas a 4 °C. Para as amostras armazenadas a -20 °C (congeladas)
verificou-se uma reducao de 3,2-4,3% e 4,0-5,2%, respectivamente.

Estudos mostrando redugédo do teor de principios ativos em alimentos
submetidos ao congelamento foram apresentados por Kaushik et al. (2009).
Tomates armazenados em freezer por 6 dias tiveram redugcdes nos niveis de
alguns agrotoxicos que variaram de 5,2 a 28,5% e ap6s 12 dias as perdas
aumentaram para valores entre 10,6% e 32,6%.

Conclui-se que dos trés fatores analisados, a temperatura foi o fator que
mais afetou a degradacdo dos carbamatos, uma vez que favoreceu ao
aumento da velocidade das reagbes e também crescimento microbiano, com
consequente degradagédo microbiana dos compostos. A presencga de agucar foi
significativa apenas para os compostos armazenados a temperatura ambiente
e a presenca de luz foi pouco significativa na redugao dos niveis de agrotoxicos

em café bebida.
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6. CONCLUSOES

Foi otimizado e validado a técnica ELL-PBT para determinacdo de
aldicarbe e carbofurano em café bebida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-UV) visando a elucidagcdo de casos de interesse forense e
agrario.

A técnica otimizada para determinagdo de carbamatos em café bebida
consiste na extracao de 2,00 mL da amostra com 4,00 mL de acetonitrila. Essa
solucéo é mantida em agitagdo mecanica por 5 min. Posteriormente a mistura é
levada ao freezer a aproximadamente -20 °C por 3 h. Apos esse periodo, retira-
se 1,0 mL da fase organica e analisa-se o extrato por CLAE-UV.

A técnica otimizada foi validada determinando as principais figuras de
mérito. Os resultados indicam que o método de ELL-PBT é eficiente para a
extragdo dos dois agrotoxicos (aldicarbe e carbofurano) em amostras de café
bebida, mostrando porcentagens de recuperagédo maiores que 94 % e baixos
limites de deteccao

A presenca de acgucar e adocante em café bebida nado afetou
significativamente a porcentagem de recuperacdo do carbofurano. Ja o
adogante aumentou a porcentagem de extragao do aldicarbe.

A fortificagdo de café quente ndo afetou a eficiéncia de extragdo. No
estudo da estabilidade desses principios ativos, observou-se que a temperatura
foi o fator que mais afetou a degradagédo dos carbamatos, uma vez que
favoreceu ao aumento da velocidade das reacbes e também crescimento
microbiano, com consequente degradagcdo microbiana dos compostos. A
presenca de acgucar foi significativa apenas para os compostos armazenados a
temperatura ambiente e a presenca de luz foi pouco significativa na redugéo

dos niveis de agrotoxicos em café bebida.
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Conclusées

A metodologia otimizada ELL-PBT para extracdo de residuos de
agrotoxicos em amostras de café bebida e anélise por CLAE-UV resultou em
um método simples, rapido, pratico, com baixo consumo de solvente, numero
reduzido de etapas, alta frequéncia analitica, e baixo custo, mostrando-se
viavel para a determinagéo dos carbamatos aldicarbe e carbofurano em café
bebida. A técnica apresenta grandes perspectivas de ser utilizada em analises
agrarias e forenses, onde a eficiéncia e eficacia sao de extrema importancia na

determinacao desses carbamatos.
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