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RESUMO

SOUSA, Flaviane Aparecida de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2012. Influéncia do pH, dos constituintes da matriz e do estadio de
maturacdo do tomate na analise de agrotoxicos por cromatografia
gasosa.Orientador: Antonio Augusto Neves. Coorientadora: Maria Eliana Lopes
Ribeiro de Queiroz.

O presente trabalho teve como objetivo aprofundar os estudos relacionados ao efeito
de matriz na andlise cromatografica de agrotoxicos. Inicialmente procurou-se avaliar
a diferenca da resposta cromatografica de onze analitos (clorotalonil, clorpirifés,
parationa metilica, procimidona, endossulfam, iprodiona, permetrina, A-cialotrina,
cipermetrina, deltametrina e azoxistrobina) quando preparados em solvente puro e
em extratos organicos obtidos por extracdo solido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ESL-PBT) ou extracdo liquido-liquido com particho em baixa
temperatura (ELL-PBT) de sete matrizes (tomate, abacaxi, uva, agua, batata, maca
e solo). A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para avaliar os
resultados obtidos e resultaram no agrupamento de matrizes: abacaxi, tomate e uva
(um grupo), batata, macéa e solo (outro grupo). As matrizes tomate, abacaxi e uva
provocaram efeitos de matriz positivos na maioria dos agrotoxicos e as matrizes
batata, macd e solo provocaram uma diminuicdo na resposta dos agrotoxicos.
Analisando os resultados observou-se uma caracteristica comum das matrizes que
se agruparam pela PCA: os valores de pH das matrizes tomate, abacaxi e uva séo
em torno de 4,0. Ja os extratos aquosos das matrizes batata, maca e solo possuem
pH mais elevado, em torno de 6,0. Amostras de agua destilada tiveram seus valores
de pH ajustados com solucao de acido acético glacial para valores idénticos aos das
matrizes mais acidas: uva, abacaxi e tomate. Observou-se que a acidificacdo da
agua promoveu uma reducdo na resposta cromatografica dos agrotéxicos
semelhante aos resultados encontrados para as amostras de agua pura. Os
resultados demonstraram que o pH das amostras ndo influencia nas propriedades
dos agrotéxicos na fase organica, e assim o pH ndo é, diretamente, o fator
responsavel pelo maior efeito de matriz verificado para as amostras mais acidas. No
entanto observou-se que 0s extratos organicos das matrizes mais acidas, quando

obtidos com solucdo alcalina de Na,HPO, (pH préximo de 7,0) apresentavam
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coloracdo menos intensa, indicando que o pH estava relacionado com a extracéo de
coextrativos para a fase organica. Numa etapa seguinte avaliou-se a influéncia do
pH das amostras na resposta cromatografica de nove agrotoxicos (clorotalonil,
clorpirifés, parationa metilica, procimidona, endossulfam, iprodiona, permetrina, A-
cialotrina e deltametrina). Nesta etapa foram utilizadas trés matrizes (batata, maca e
solo), que tiveram os valores de pH da mistura extratora alterados para verificar a
diferenca na resposta cromatografica dos agrotéxicos. Extratos aquosos das
matrizes foram obtidos pela ESL-PBT utilizando um determinado volume de agua
destilada (pH préximo de 6,0) e utilizando-se 0 mesmo volume de dgua com o pH
alterado para 3,6 com adicdo de acido acético glacial. Observou-se que quando o
pH da agua era alterado para 3,6 mais coextrativos eram extraidos para a fase
organica, consequentemente maior efeito na resposta cromatografica dos analitos foi
observada. A Andlise de Componentes Principais mostrou a formacédo de dois
grupos distintos: um formado pelas matrizes contendo agua em pH = 6,0 e outro das
matrizes com agua em pH = 3,6.Finalmente, a influéncia do estadio de maturagéo do
tomate, que foi uma matriz que provocou efeito significativo na resposta dos
agrotoxicos, foi avaliada. Nessa etapa, cinco agrotoxicos pertencentes a diferentes
grupos separados pela PCA nas etapas anteriores do trabalho foram selecionados
para estudo (permetrina, iprodiona, clorotalonil, clorpirifés e deltametrina). Os
resultados mostraram que a medida que o fruto amadurece, maior quantidade de
coextrativos €& encontrada. Os coextrativos licopeno e [B-caroteno influenciam
diretamente na resposta cromatografica dos analitos. Ao analisar a influéncia desses
componentes do tomate juntamente com outras matrizes, observou-se que estes
sdo responsaveis pelo maior efeito de matriz na analise de agrotoxicos,

principalmente para o agrotéxico deltametrina.
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ABSTRACT

SOUSA, Flaviane Aparecida de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, december,
2012. Influence of pH, components of the matrix and the stage of maturation of
tomato in the analysis of pesticides by gas chromatography. Adviser: Antonio
Augusto Neves. Co-adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

The present study aimed to deepen the studies related to matrix effect on
chromatographic analysis of pesticides. Initially we sought to evaluate the difference
in chromatographic response of eleven analytes (chlorothalonil, chlorpyrifos, methyl
parathion, procymidone, endosulfan, iprodione, permethrin, A-cyhalothrin,
cypermethrin, deltamethrin and azoxystrobin) when prepared in pure solvent and in
organic extracts obtained by solid-liquid extraction with partition at low temperature
(SLE-PLT) or liquid-liquid extraction with partition at low temperature (LLE-PLT) of
seven matrices (tomato, pineapple, grapes, water, potato, apple and soil). The
Principal Component Analysis (PCA) was used to evaluate the results obtained and
resulted in the grouping of matrices: pineapple, tomato and grape (a group), potato,
apple and soil (another group). The matrices tomato, pineapple and grape caused
matrix effects positive in most pesticides and matrices potato, apple and soil caused
a decrease in the response of pesticides. Analyzing the results showed a common
characteristic of matrices that were grouped by PCA: pH values of the matrices
tomato, grape and pineapple are around 4.0. The matrices potato, apple and soil
have higher pH, around 6.0. Distilled water samples had their pH values adjusted
with glacial acetic acid solution to values identical to matrices most acidic: grape,
pineapple and tomato. It was noted that acidification of the water was a decrease in
the chromatographic response of the pesticides similar to those results found for
samples of pure water. The results demonstrating that the pH of the samples does
not influence the properties of the pesticide in the organic phase, and thus the pH is
not the factor directly responsible for the largest matrix effect observed for samples
more acidic. However it was observed that organic extracts the matrices more acidic
when obtained with alkaline solution of Na,HPO, (pH around 7.0) had less intense
staining, indicating that pH was related to the extraction of co-extractives into the
organic phase. In a next step we evaluated the influence of pH on the

chromatographic response of nine pesticides (chlorothalonil, chlorpyrifos, methyl
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parathion, procymidone, endosulfan, iprodione, permethrin, deltamethrin and A-
cyhalothrin). At this stage we used three matrices (potato, apple and soil), which had
pH values of the extraction mixture changed to investigate differences in the
chromatographic response of pesticides. Aqueous extracts were obtained by of the
matrices ESL-PBT using a specified volume of distilled water (pH around 6.0) and
using the same volume of water with the pH changed to 3.6 with addition of glacial
acetic acid. It was observed that when the pH of the water was changed to 3.6 more
coextrativos were extracted into the organic phase, therefore most effect on
chromatographic response of the analytes was observed. The Principal Component
Analysis showed the formation of two distinct groups: one formed by matrices
containing water at pH = 6.0 and other matrices with water at pH = 3.6. Ultimately,
the influence of maturation stage of tomato, which was a matrix that caused
significant effect on the response of pesticides, has been evaluated. At this stage,
five insecticides belonging to different groups separated by PCA in the previous
stages of the work were selected for study (permethrin, iprodione, chlorothalonil,
chlorpyrifos and deltamethrin). The results showed that as the fruit matures, a larger
amount to co-extractives is found. The co-extractives lycopene and [-carotene
influence directly in the chromatographic response of the analytes. When examining
the influence of such components of tomato together with other matrices, it was
observed that these are responsible for the largest matrix effect in the analysis of

pesticide mainly for the pesticide deltamethrin.

XVi



INTRODUCAO GERAL

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica amplamente aplicada na analise
de residuos de agrotoxicos. Um erro comum associado a essa analise € o efeito de
matriz. Esse efeito é a alteracdo da resposta cromatografica dos analitos provocada
pelos componentes da matriz. Os coextrativos da matriz, presentes no extrato
organico, competem com os analitos pelos sitios ativos do insertor, provocando
diferenca na resposta do analito quando preparado em solvente puro e em extrato
da matriz.

Trabalhos realizados no Laboratério de Quimica Analitica (LAQUA)
confirmaram a existéncia desse efeito na analise de residuos de agrotdxicos por
cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons em diversas matrizes,
dentre elas amostras ambientais e alimenticias. Com base nesses resultados, um
trabalho mais abrangente sobre o efeito de matriz na analise de agrotoxicos por CG-
DCE foi realizado.

No primeiro capitulo desse trabalho procurou-se avaliar a diferenca da
resposta cromatogréafica de onze analitos (clorotalonil, clorpirifés, parationa metilica,
procimidona, endossulfam, iprodiona, permetrina, A-cialotrina, cipermetrina,
deltametrina e azoxistrobina) quando preparados em solvente puro e em extratos
organicos obtidos de sete matrizes (tomate, abacaxi, uva, agua, batata, maca e
solo). Os resultados obtidos dos efeitos da matriz foram analisados utilizando-se a
Andlise de Componentes Principais (PCA) e foram publicados no periédico Food
Chemistry [1].

A partir da separacao das matrizes mostradas pela PCA foi possivel avaliar,
no segundo capitulo, a influéncia do pH das amostras na resposta cromatografica de
nove agrotoxicos. Nesta etapa foram utilizadas trés matrizes (batata, maca e solo)
gue foram agrupadas na primeira parte do trabalho por apresentarem efeitos de
matriz semelhantes e por terem seus extratos aquosos com valores de pH proximos.
Esses resultados foram aceitos para publicacdo na revista Chromatographia [2].

Finalmente, a influéncia do estadio de maturacdo do tomate, que foi uma
matriz que provocou efeito significativo na resposta dos agrotéxicos, foi avaliada.

Parametros fisico-quimicos do tomate nos diferentes estadios de maturacdo e os
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teores de carotenoides foram correlacionados com o efeito de matriz. Nessa etapa,
cinco agrotoxicos pertencentes a diferentes grupos separados pela PCA nas etapas
anteriores do trabalho foram selecionados para estudo.



CAPITULO 1

AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ NA RESPOSTA
CROMATOGRAFICA DE ONZE PESTICIDAS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA E PCA



1.1. Introdugéo

Em analise cromatogréfica de amostras complexas, as respostas atribuidas
aos agrotoxicos podem sofrer alteracdes causadas pelos componentes da matriz. A
essas alteracdes é dado o nome de efeito de matriz. Esse fendmeno € usado para
explicar taxas de recuperacdo de agrotoxicos que excedem 100% e a baixa precisao
de resultados [3]. Geralmente o efeito de matriz é observado quando uma
consideravel diferenca na resposta cromatografica é obtida entre padrdes
preparados no solvente e aqueles preparados no extrato da matriz [4]. Este efeito
pode ser positivo (aumento de sinal) ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o
resultado da andlise. Essas alteracGes sdo consequéncia da adsor¢do dos analitos e
dos componentes da matriz tanto no injetor, no detector e/ou na coluna
cromatografica [5].

Quando solu¢bes-padrao sao preparadas em solvente puro e analisadas por
cromatografia gasosa, os analitos podem se ligar aos sitios ativos do insertor e uma
menor quantidade do mesmo é transferida para a coluna cromatografica e
consequentemente detectada. Na andlise do extrato da matriz contendo esses
analitos, os coextrativos competem com o0s analitos pela ocupacédo dos sitios,
fazendo com que uma maior quantidade de analito seja transferida a coluna
cromatografica do que quando preparados em solvente puro. Quando a resposta do
detector, atribuida ao analito, € comparada com a resposta de solu¢bes-padrédo do
mesmo analito em solvente, ocorre uma superestimacdo dos resultados [6].
Alteracdo na resposta cromatografica dos analitos também é observada quando os
componentes nao volateis das matrizes podem se acumular no insertor ou na coluna
cromatografica, resultando na formacéo de novos sitios ativos, aos quais os analitos
também se ligam, fazendo com que uma menor quantidade seja transferida a coluna
cromatografica, acarretando na diminuicdo das respostas quando comparadas as
preparadas em solvente puro. Este fato € muitas vezes chamado de inducédo da
diminuicdo da resposta pela matriz [7].

No sentido de tentar minimizar ou até mesmo eliminar o efeito de matriz,
diversos trabalhos tém sido realizados, como por exemplo, a limpeza prévia dos

extratos [4]. Esta etapa consiste em remover 0s componentes enddgenos da matriz
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para diminuir a contaminacdo do sistema cromatogréafico. Entretanto, a limpeza
exaustiva dos extratos reduz também a porcentagem de extracdo dos analitos,
tornando, muitas vezes, o método inviavel [8]. A constru¢do da curva analitica no
proprio extrato da amostra, livre de residuos de agrotoxicos também é uma
alternativa utilizada para avaliar o efeito de matriz [9; 10; 11; 6]. Nesse caso, 0S
sitios ativos sdo ocupados da mesma forma tanto na anélise dos padrdes quanto na
analise das amostras, reduzindo o efeito de matriz. O uso de protetores de analitos
tem-se apresentado também como uma técnica promissora. Os protetores ocupam
0s sitios ativos do insertor, de forma a minimizar a adsorcdo dos analitos de
interesse. Assim, ao se realizarem as andlises dos padrdes e extratos, estas ndo
seriam afetadas pelo efeito de matriz. Esses analitos protetores devem ter
volatilidade similar a dos agrotoxicos, impedindo a adsorcdo destes durante a
analise da solucédo-padrdo, assim como ocorre nos extratos. Esses compostos
devem apresentar grupos polares, como hidroxilas, carboxilas, grupos nitrogenados,
etc., para que, ao competirem com 0s agrotéxicos, sejam predominantemente
adsorvidos no insertor, liberando o analito para a coluna cromatografica [12; 13].

Na literatura, diversos autores tém se dedicado ao estudo do efeito de matriz
em analises cromatograficas. Menkissoglu-Spiroudi e Fotopoulou (2004) [10]
estudaram o efeito dos componentes de diferentes vegetais na resposta
cromatografica de um grupo de agrotoxicos e observaram porcentagens de
recuperacdo superiores a 200% para alguns pesticidas. Erney et al. (1993)
abordaram o estudo do efeito de matriz em analises de organofosforados em leite e
nata e porcentagens de recuperacdo elevadas também foram observadas [9].
Jimenez et al. (1998) analisou a diferenca da resposta cromatografica para
diferentes agrotoxicos em mel, encontrando para o agrotéxico captan porcentagens
de recuperacao superiores a 1000% [14].

Entretanto, estudos mais abrangentes, que considerem diferentes tipos de
matrizes, diferentes compostos e avalie os dados de uma maneira multivariada, séo
ainda necessarios, uma vez que as analises cromatograficas tém se tornado comum
em diversas areas do conhecimento.

Neste sentido, 0 objetivo desta parte do trabalho foi avaliar o efeito dos coextrativos

de sete matrizes diferentes na analise de onze agrotoxicos por cromatografia gasosa



com detector por captura de elétrons e analisar os efeitos de matriz obtidos pela
andlise de componentes principais (PCA). Na Tabela 1.1 sdo apresentadas as
propriedades de cada um dos compostos que foram analisados.



Tabela 1.1. Propriedades fisicas e quimicas dos compostos estudados neste trabalho.

Composto Férmula Grupo Quimico Tempo de Massa Molar Kow (pH7,0 e a Temperatura de
P b retencdo/min /g mol™ 20 °C) Ebulicdo / °C
CN
Cl cl
Clorotalonil Isoftalonitrila 6,47 265,91 8,71x10° 350,5
cl CN
cl
Parationa- 7 Organofosforado 6,99 263,21 1,00x10° 334,7
metilica O,N OP(OCHjz),
S
o cl Na O~ 7/ J
4 P
Clorpirifos M 3\0 Neonicotinéide 7,76 350,89 5,01x10* 375,9
Cl Cl
Cl o
Procimidona DN%/? Dicarboximida 8,70 284,14 2 00x10° 477.9
Cl o
cl. Cl
cl cl . 9,18/10,11 4
Endossulfam Y o Clorociclodieno : : 406,93 5,62x10 449,7
Cl S0
0
cl o%\
Iprodiona Dicarboximida 10,4 330,17 1,26x10°

NO NG
7 CONHCH(CH),
Cl O




13,22 /13,41

A-cialotrina O/ \© Piretréide 449,85 7,94x10° 498,9
(R) (2)-(1S)-CIS
Permetrina C'\C cH 14,19/ 14,31
- Y U \© Piretréide 391,3 1,26x10° 465,9
Cipermetrina /C CH COzCH Piretréide 15,21/15,32 416,3 1,26x10° 511,3
9 /15,45
Bry H
g O™t €0, CN 5
Deltametrina Y H/b/o : Piretroide 17,37 /17,75 505,2 2,00x10 535,8
Azoxistrobina Estrobilurina 18,29 403,4 3,16 X 10° 581,3

H4CO
CO,CHs




1.2. Material e métodos

1.2.1. Reagentes

Solugbes padrao estoque de clorotalonil (99,3% m/m), procimidona (99,9%
m/m), iprodiona (99,3% m/m), deltametrina (99,7% m/m), azoxistrobina (99,9% m/m)
adquiridos da Sigma Aldrich (Seelze, Alemanha), parationa metilica (99,0% m/m),
clorpirifés (99,0% m/m), endossulfam (73,2% m/m), cipermetrina (92,4% m/m)
adquiridos da Chem Service (West Chester, PA, USA), A-cialotrina (86,5% m/m) e
permetrina (92,2% m/m) adquiridos da Syngenta (Sao Paulo, Brasil), foram
preparadas em acetonitrila na concentracdo de 1000 mg L™ e armazenadas em
temperatura de 4 °C. A partir da diluicdo das solu¢cbes estoque, foram preparadas
solucBes contendo os onze agrotéxicos em concentracdes de 10 e 20 mg L™ no
mesmo solvente.

Como solventes foram utilizados acetato de etila para analise de tracos e
acetonitrila grau HPLC, ambos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Sulfato de sodio
anidro com grau de pureza superior a 99% também foi adquirido da Vetec. Florisil
para andlise de residuos (0,150-0,250 mm) foi obtido da Merck (Darmstadt,

Alemanha).
1.2.2. Instrumentos

Foi utilizado um cromatégrafo a gas da Shimadzu (CG-2014) equipado com
um detector por captura de elétrons (DCE), auto injetor AOC — 20i e uma coluna
capilar HP-5 da Agilent Technologies.

Um banho ultrassénico da Unique (S&o Paulo, Brasil) foi utilizado no preparo
das amostras. O gerador deste banho tem poténcia de 150 W e uma frequéncia de
25 kHz. Também foi utilizada uma mesa agitadora (Tecnal TE - 420, S&o Paulo,
Brasil). Um pHmetro Digimed foi usado para ajustar o pH das amostras. Um
espectrofotometro GBC 20, modelo Cintra foi utilizado para analise

espectrofotométrica.



1.2.3. Preparo das amostras

Os extratos organicos de amostras de tomate, batata, macgéa, abacaxi, solo,
uva e extratos organicos de amostras de agua foram obtidos a partir do método de
extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) e extracao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT), respectivamente.

As condicbes de obtencdo dos extratos organicos das diferentes matrizes
estdo descritas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Condi¢cbes de preparo dos extratos organicos das matrizes por ESL-PBT
ou ELL-PBT

Mistura extratora

N° Matriz ~ Quant. Acetato ) Homogeneizagéo Ref
Acetonitrila Agua
de etila
1 Tomate 409 8,0 mL 1,5mL 0,5mL  Ultrassom (10 min) [15]
2 Batata 309 6,5 mL 1,5mL 1,0mL  Ultrassom (10 min) [16]
3 Agua 4,0 mL 6,5 mL 1,5mL - Mesa agitadora (15 min) [17]
4 Maca 3,09 6,5 mL 1,5mL 1,0mL* Mesa agitadora (30 min) [16]
5 Solo 109 6,5 mL 1,5mL 4,0mL  Mesa agitadora (30 min) [16]
6 Abacaxi 3,09 7,0 mL 1,5mL 1,5mL  Mesa agitadora (10 min) -0
7 Uva 3,09 6,5 mL 1,5mL 1,0mL  Mesa agitadora (15 min) -0

®Extratos organicos liquidos foram passados por colunas com 2,0 g de florisil e 1,5 de sulfato de sédio. A agua foi
substituida por 1,0 mL de solu¢éo de NaH,PO4 0,2 mol Lt
®Dados ainda n3o publicados.

Uma determinada quantidade da amostra foi transferida para um frasco de
vidro transparente (22 mL) sendo, em seguida, adicionada mistura extratora
composta por acetonitrila, dgua e acetato de etila. O sistema foi submetido a
homogeneizacédo e resfriado em freezer a -20 °C por 6 h. ApGs este periodo, foi
obtido um sistema bifasico constituido da fase sélida (congelamento da fase aquosa
e da matriz) e da fase liquida (sobrenadante). Este liquido foi passado por 1,50 g de
sulfato de sodio anidro. O filtrado obtido (extrato) foi recuperado em baldo
volumétrico de 10,0 mL, sendo o volume ajustado com acetonitrila e a solucéo foi

armazenada em freezer, até 0 momento da analise por CG/DCE.
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1.2.4. Andlise por CG/DCE

A separacdo cromatografica dos analitos foi realizada em uma coluna capilar
HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionéria composta de 5% difenil e 95%
dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i., 0,1 ym de espessura do filme), sendo
nitrogénio (99,999 % de pureza) o gas de arraste a uma vazdo de 1,2 mL min™. As
temperaturas do injetor split/splitess e detector foram 280 e 300 °C,
respectivamente. A coluna permaneceu inicialmente a 150 °C por 2 min, foi aquecida
a 40 °C mint até 210 °C, permanecendo nessa temperatura por 2 min e
posteriormente aquecida a 20 °C min™ até 250 °C permanecendo nesta temperatura
por 2 min. Finalmente foi aquecida a 10 °C min™ até 290 °C permanecendo por 7 min
nessa temperatura. Foi injetado 1 pL de amostra no cromatografo a uma razao de

divisor de 1:5. O tempo total de analise foi de 20,5 minutos.
1.2.5. Avaliacdo do efeito de matriz

Para avaliar a influéncia dos componentes da matriz na resposta do detector,
foram preparadas duas séries de solucdes-padrdo contendo os onze agrotdxicos
nas concentracdes entre 10 e 500 ug L. A primeira série foi obtida pela diluicdo da
solucdo de trabalho contendo os agrotéxicos nas concentracdes de 10 e 20 mg L™
em acetonitrila pura (triplicata). A segunda série dos padrées foi preparada pela
diluicdo da mesma solucdo de trabalho em extratos organicos da matriz (triplicata).
Os extratos foram obtidos a partir da ESL-PBT para amostras de tomate, batata,
macda, abacaxi, solo e uva isentas de agrotoxicos e ELL-PBT para amostra de agua
isenta de agrotoxicos. A quantificacdo dos analitos foi realizada por CG/DCE.

Para avaliar a influéncia dos coextrativos nas respostas cromatogréaficas dos
agrotoxicos, as areas obtidas para cada analito em solvente puro foram relacionadas
com as areas obtidas para o mesmo analito em extrato organico das matrizes

utilizando a Equacéo 1.1.

Xl_xz

Efeito de matriz (%) =( jxlOO (1.1)

2
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onde X; é a média das &reas atribuidas ao analito preparado em extrato da matriz e

X2 € a média das areas do analito preparado em solvente puro.

1.2.6. Andlise de componentes principais

Uma matriz 7x11 foi construida para o tratamento multivariado dos dados. Os
onze agrotoxicos foram definidos como variaveis e, portanto, foram colocados nas
colunas. Os sete extratos foram definidos como amostras e, portanto, foram
colocados nas linhas. A resposta usada como informagéo do efeito de matriz foi a
porcentagem de variacado da resposta cromatografica do agrotoxico, calculado pela
Equacdo 1.1. Os dados foram importados pelo Software MATLAB 7 (The
MathWorks, Inc.) e submetidos aos tratamentos quimiométricos usando o pacote
PLS_Toolbox 6.2 (Eigenvector Research, Inc., USA). Os dados das colunas da

matriz foram autoescaladas e em seguida a PCA foi executada.

1.2.7. Influéncia do pH das amostras no efeito de matriz

Amostras de agua destilada tiveram seus valores de pH ajustados com
solucdo de acido acético glacial para valores idénticos aos extratos aquosos das
matrizes mais acidas: uva (3,71), abacaxi (3,64) e tomate (4,32). As amostras de
agua foram submetidas a ELL-PBT e os extratos organicos foram fortificados com os
11 agrotéxicos na concentracdo de 500 pg L™. As areas dos picos cromatogréficos
foram comparadas com as de padrbes nas mesmas concentracdes em solvente
puro e o efeito de matriz calculado (Equacéo 1.1). O objetivo neste caso foi avaliar a
influéncia do pH na extracao dos agrotéxicos para a fase organica.

Para verificar a influéncia do pH na extracdo de componentes da matriz,
extratos organicos de tomate, abacaxi e uva foram obtidos conforme descrito na
Tabela 1. O mesmo procedimento foi realizado substituindo a 4gua usada na mistura
extratora pelo mesmo volume de solucdo de Na,HPO4 0,2 mol L™ (pH préximo de
7,0). Os seis extratos organicos foram analisados em espectrofotdbmetro na regiéo
do visivel (340 a 650 nm).
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1.3. Resultados e discussao

1.3.1. Andlise cromatografica

As condicBes cromatogréficas otimizadas para andlise simultanea dos onze
agrotéxicos permitiram uma boa separacdo dos compostos conforme pode ser

observado no cromatograma apresentado na Figura 1.1.

x10*

Resposta do detector / uv

S I O
0 5 10 15 20
Tempo de retengao / min

Figura 1.1. Cromatograma de uma solucéo-padrdo dos agrotoxicos a 300 pg L™ em
acetonitrila, onde: 1.clorotalonil (tr = 6,47), 2.parationa metilica (tr = 7,01),
3.clorpirifés (tr = 7,80), 4.procimidona (tr = 8,71), 5.a-endossulfam (tg = 9,23), 6.5—
endossulfam (tg = 10,2), 7.iprodiona (tr = 10,39), 8.A-cialotrina (tr = 13,21-13,44),
9.permetrina (tr = 14,25-14,40), 10.cipermetrina (trg = 15,23-15,39-15,51),
11.deltametrina (tg = 17,4-17,8), 12. Azoxistrobina (tg = 18,4).

A identificagdo dos compostos nos extratos organicos das matrizes foi
realizada comparando-se o tempo de retencéo (tg) de cada pico com os tempos de
retencdo de solucbBes padrdo de analitos em acetonitrila [18]. A quantificacdo dos

compostos endossulfam, A-cialotrina, permetrina, cipermetrina e deltametrina, que
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possuem mais de um pico, foi realizada somando-se as areas dos picos referentes
aos isomeros de cada um.

Na faixa de concentracdo utilizada entre 10 e 500 pg L™ de cada um dos
agrotéxicos em solvente puro, a resposta do detector foi linear com a concentracao,

apresentando coeficientes de determinagao superiores a 0,90.

1.3.2. Efeito de matriz

A presenca dos coextrativos nos extratos organicos das amostras causa
modificacées na linha de base dos cromatogramas e as respostas dos agrotoxicos
também sdo alteradas. Entretanto, nenhum interferente no mesmo tempo de
retencdo dos agrotoxicos foi detectado para todas as matrizes. Na Figura 1.2 é
apresentado, como exemplo, o cromatograma dos extratos obtidos de amostras de

uva.
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Figura 1.2 . (A) Cromatograma do extrato organico de uva isenta de agrotoxicos
obtidos por ESL-PBT. (B) Cromatograma do extrato organico de uva obtido por ESL-
PBT e fortificado com os agrotoxicos a 300 pg L™, onde: 1.clorotalonil (tr = 6,47),
2.parationa metilica (tr = 7,01), 3.clorpirifés (tr = 7,80), 4.procimidona (tr = 8,71),
5.a-endossulfam (tg = 9,23), 6.—endossulfam (tg = 10,2), 7.iprodiona (tr = 10,39),
8.A\-cialotrina (tg = 13,21-13,44), 9.permetrina (tr = 14,25-14,40), 10.cipermetrina (tr

= 15,23-15,39-15,51), 11.deltametrina (tr = 17,4-17,8), 12. Azoxistrobina (tr = 18,4).

A interferéncia dos coextrativos na resposta cromatografica pode ser
evidenciada pelas diferentes caracteristicas das curvas analiticas de um mesmo
agrotoxico em solvente puro e nos extratos obtidos da ESL-PBT. Para cada
composto (clorotalonil, parationa metilica, clorpirifés, procimidona, endossulfam,
iprodiona, A-cialotrina, permetrina, cipermetrina, deltametrina e azoxistrobina) foram
obtidas curvas analiticas no solvente puro e nos extratos das matrizes (tomate,

batata, agua, maca, solo, abacaxi e uva) na faixa de concentracdo de 10 a 500
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ng L*. A diferenca nas inclinagdes das curvas analiticas (solvente x matriz) é
atribuida a um erro sistematico proporcional, provocado pelos componentes da
matriz [19; 20]. Esse efeito pode ser positivo quando a inclinagdo da curva padrao no
extrato organico € maior que no solvente puro (Figura 1.3a). Pode ser também
negativo quando a inclinagdo da curva padréo no extrato organico € menor que da
curva padrao no solvente puro (Figura 1.3b). O efeito de matriz pode também ter sua
origem em alteragbes causadas pelos coextrativos, chamada de erro sistematico
constante. Isso é identificado quando as inclinacdes sado semelhantes, mas as

curvas diferem na intercessdo como mostrado na Figura 1.3c.
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Figura 1.3. Efeito de coextrativos nas curvas analiticas de agrotoxicos (a)
deltametrina em acetonitrila e em extrato organico de tomate (b) iprodiona em
acetonitrila e em extrato organico de batata (c) clorotalonil em acetonitrila e em

extrato organico de maca.

Na Figura 1.4 estdo relacionadas as porcentagens do efeito de matriz para o
clorotalonil em diferentes concentracées. O efeito de matriz foi calculado pela
relacdo entre os valores de area do analito no extrato organico para cada matriz e

em solvente puro (Equacgéo 1.1).
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Figura 1.4. Efeito de matriz, em porcentagem, do clorotalonil em diferentes

concentracfes para sete amostras diferentes.

O efeito de matriz na analise de agrotoxicos € mais significativo em
concentracfes mais baixas desse composto [3]. ISsso ocorre porque, nesse caso,
guando injetada uma solucdo padrdo dos agrotoxicos em solvente puro, uma
guantidade expressiva do analito € retida na interface do liner e consequentemente,
pequena quantidade de analito € detectada. Quando se analisam os extratos, 0s
coextrativos das matrizes ocupam 0s sitios ativos do insertor e apenas uma
guantidade insignificante do analito é adsorvida, sendo detectada uma maior
guantidade. Observou-se também que para concentracbes maiores os valores dos
efeitos tendem a igualdade. Resultados semelhantes foram observados para os

demais agrotoxicos estudados.
1.3.3. Andlise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais foi realizada com o objetivo de encontrar
padrdes nas distribuicbes dos onze agrotoxicos e verificar o efeito das matrizes

sobre cada agrotéxico de modo a extrair informacdes relevantes sobre este sistema.
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Os efeitos de matriz calculados usando a Equacdo 1.1 a partir das areas
atribuidas aos agrotéxicos nos extratos organicos foram obtidos nas concentracdes
de 100, 150, 300, 400 e 500 ug L™, ou seja, a avaliacdo do efeito de matriz foi
realizada para cada concentracdo dos agrotdxicos nos diferentes extratos. Na
Tabela 1.3 s&o apresentados, como exemplo, os dados obtidos apenas para a
concentracgdo de 100 pg L™.

Tabela 1.3. Matriz construida para a andlise de componentes principais contendo o
efeito de matriz (%) para cada agrotxico na concentracdo de 100pgL™ nas diferentes

amostras.

Abacaxi Uva Tomate Batata Agua Maca Solo
Deltametrina 106,7 533,9 1121 42,6 23,0 55,6 -26,3
Cipermetrina 44,4 188,6 56,3 -62,2 -4,6 27,9 -74,0
A-cialotrina 69,2 162,8 46,8 21,4 6,4 21,2 -16,4
Clorotalonil 105,9 116,8 51,3 35,5 -10,0 27,4 -28,2
Azoxistrobina -6,6 83,6 14,0 10,7 -2,8 57 -37,2
Endossulfam 22,3 19,1 18,0 -5,2 -3,2 24,1 -11,6
Parationa metilica 6,5 6,9 7,6 -1,9 -7,2 9,6 -12,9
Clorpirifés -37,0 -12,2 14,2 -4,0 -4,1 15,1 3,2
Procimidona -14,1 -17,2 -4,1 -23,6 -9,6 15,1 -12,1
Permetrina -50,3 -26,4 -4,1 -54,3 -40,6 -23,5 -58,1
Iprodiona -58,9 -70,8 20,3 -82,2 -69,6 -65,8 -78,5

No ANEXO A estéo relacionados, além desses dados, os dados das outras
concentragBes utilizadas na Andlise de Componentes Principais. Os valores
positivos correspondem ao aumento da resposta cromatografica, em porcentagem,
observado para um analito em um extrato em relacdo a resposta em solvente puro.
Os valores negativos correspondem a diminuicdo da resposta cromatografica para o
analito no extrato em relacéo a resposta no solvente puro.

Na Tabela 1.4 é apresentada a porcentagem de variancia explicada pelos
diferentes conjuntos de dados para cada componente extraida. Observa-se pela
Tabela 1.4 que aproximadamente 90% da variancia € capturada com apenas duas

componentes para todos 0s conjuntos, chegando a uma média de 96% de variancia
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explicada para trés componentes. Uma vez que a maior parte da informacao se

concentrou nas duas primeiras componentes, somente estas duas foram avaliadas.

Tabela 1.4. Porcentagem de variancia capturada pela PCA para cada concentracéo

Concentracdo/ pug L™ Componente % Varidncia % Variancia

principal CP cumulativa
1 67,35 67,35
100 2 22,30 89,65
3 4,73 94,38
1 67,63 67,63
150 2 24,37 91,99
3 4,28 96,27
1 67,06 67,06
300 2 26,06 93,12
3 4,24 97,37
1 66,75 66,75
400 2 26,41 93,15
3 4,31 97,47
1 66,52 66,52
500 2 26,59 93,11
3 4,38 97,49

Para visualizar os dados multidimensionais em duas ou trés dimensodes, as
componentes principais (scores ou loadings) sdo plotadas entre si. Em alguns casos
€ mais conveniente analisar os scores e loadings usando um gréfico biplot, em que
as duas variaveis sdo plotadas em um mesmo gréfico. Isso facilita a interpretacéo de
gual variavel é responsavel pela diferenca observada na andlise das amostras. A
Figura 1.5 mostra os graficos da PCA para as duas primeiras componentes, nas
cinco concentracdes estudadas.

Uma andlise dos scores indica que a distribuicAo dos agrotdéxicos néo
relaciona estreitamente com as suas propriedades fisico-quimicas, tais como tempo
de retencao, temperatura de ebulicdo ou massa molar com a intensidade do efeito
de matriz. Observa-se, no entanto, que algumas matrizes (uva, abacaxi e tomate)
sistematicamente causam um efeito de matriz positivo. Outras matrizes como solo,

agua e batata mostram predominantemente efeito de matriz negativo.
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Figura 1.5. PCA usando o biplot para efeito de matriz de sete diferentes matrizes -
loadings (o)onze agrotéxicos — scores (o) em cinco concentracdes (A) 100 pg L™, (B)
150 pug L™ (C) 300 pg L, (D) 400 pg L™ e (E) 500 pg L™

Ao analisar os gréficos biplot e observando os scores (o) e os loadings (o)
nota-se, na Figura 1.5, que os agrupamentos dos agrotoxicos e a influéncia das
matrizes apresentaram o mesmo comportamento quando se variou a concentragédo
dos pesticidas. As inversdes dos graficos C, D e E na Figura 1.5 em relacdo aos
graficos A e B, ocorreram devido as inversdes de efeito (negativo para positivo ou 0
inverso) quando a concentracdo de alguns agrotoxicos aumentou. A partir de uma
analise dos scores, observa-se que a primeira componente separa 0s agrotoxicos
deltametrina, permetrina e iprodiona dos demais agrotoxicos. A segunda
componente separa o0s agrotdéxicos deltametrina, cipermetrina, A-cialotrina,
permetrina e iprodiona dos demais pesticidas. Ao analisar os loadings observa-se
gue a matriz solo foi a Unica que mais se destacou das demais. Resultados
semelhantes foram encontrados por Pinho et al. (2010) [16]. Observa-se também
gue as matrizes abacaxi, tomate e uva se separaram das demais matrizes pela
segunda componente.

Essa separacédo se deve ao fato de maiores porcentagens de efeito de matriz
serem obtidas para esse grupo de matrizes (tomate, abacaxi e uva), sendo a acidez
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acentuada a caracteristica comum dessas matrizes e que as distingue das demais.
A matriz solo é rica em matéria organica, apresentando em sua constituicdo
compostos de alto peso molecular que certamente formam novos sitios ativos no
liner aos quais os analitos podem se ligar, provocando um efeito de matriz negativo
para todos o0s agrotoxicos e por isso € bem separada das outras matrizes.

Uma segunda interpretacdo dos graficos biplot pode ser realizada com o

auxilio da Figura 1.6.
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Figura 1.6. Efeito de matriz para as matrizes solo (A), batata (B), agua (C), maca
(D), abacaxi (E), uva (F) e tomate (G). Agrotoxicos sdo: 1-clorotalonil, 2-parationa-
metilica, 3-clorpirifés, 4-procimidona, 5-endossulfam, 6-iprodiona, 7-cialotrina,
8-permetrina, 9-cipermetrina, 10-deltametrina, 11-azoxistrobina. Barras escuras séao

em menores concentrag()es e barras claras altas concentrag:(")es.

Essa figura representa graficamente o efeito de matriz para as diferentes
amostras (graficos A-G), sobre os pesticidas (eixo x) em diferentes concentracdes
(barras verticais).

Observando as Figuras 1.5 e 1.6 pode-se analisar mais completamente 0s
diferentes sistemas. Para o0s agrotoxicos clorotalonil e azoxistrobina um
comportamento muito semelhante foi observado. Nota-se que a maioria das matrizes
provocaram efeitos positivos nestes pesticidas, exceto solo e dgua. A matriz batata

provocou um efeito negativo sobre estes pesticidas quando em altas concentragdes.
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Nas matrizes abacaxi e tomate o efeito sobre a resposta cromatogréfica do
clorotalonil foi maior quando em baixas concentracdes. No gréafico biplot, o
clorotalonil e azoxistrobina se localizaram ao centro, por terem sofrido efeitos de
matriz positivos e negativos.

Os pesticidas procimidona, clorpirifés, endolssulfan, parationa metilica, foram
0s pesticidas que foram menos afetados pelos componentes da matriz. Nota-se
ainda que o efeito sobre os pesticidas procimidona e clorpirifés foram mais
negativos, porém ambos sofreram efeitos positivos no extrato de macd e o
clorpirifés, no extrato de tomate. Estes comportamentos fizeram com que estes
pesticidas se localizassem no quadrante das matrizes que mais apresentaram
efeitos negativos, i.e., solo, batata, agua e maca. O efeito sobre a resposta destes
agrotoxicos foi negativo ou positivo, poréem como ambos foram baixos, estes
pesticidas ficaram mais proximos ao centro no grafico biplot.

A A-cialotrina sofreu efeitos positivos significativos do abacaxi, uva e tomate.
A maca e a agua pouco influenciaram e a batata e o solo tiveram efeito negativo
sobre este pesticida. Fica claro, portanto, o motivo da A-cialotrina ter ficado, no
grafico biplot, ao lado das matrizes que mais apresentaram efeitos positivos, i.e.,
abacaxi, uva e tomate.

Os pesticidas cipermetrina e deltametrina sofreram maiores influéncias dos
componentes das matrizes abacaxi, tomate e uva, fato que fez com que estes
ficassem situados no mesmo quadrante dessas matrizes, como mostrado na Figura
1.5. A deltametrina porém, apresentou efeito de matriz positivo maior que a
cipermetrina para as matrizes maca, abacaxi, uva e tomate. A cipermetrina
apresentou efeito de matriz negativo para as matrizes batata e agua, enquanto que a
deltametrina, para essas matrizes, apresentou efeito positivo. Esse fato fez com que
a cipermetrina se localizasse mais proxima ao centro do grafico biplot e a
deltametrina mais proxima as matrizes tomate, abacaxi e uva. E importante destacar
gue o comportamento da deltametrina para as matrizes batata, agua, maca, uva e
tomate foi mais significativo em menores concentracfes do analito.

Ja os pesticidas iprodiona e permetrina sofreram efeitos de matriz negativos
para todas as matrizes, com excecdo do tomate. Os efeitos de matriz negativos

sofridos foram muito significativos, justificando dessa forma a posicdo no grafico
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biplot no mesmo quadrante que as matrizes tomate, abacaxi e uva quando se

analisa a segunda componente.

1.3.4. Influéncia do pH

De acordo com os resultados obtidos na PCA, percebe-se que as matrizes
gue provocaram um aumento na resposta cromatografica para a maioria dos
agrotéxicos foram o tomate, abacaxi e uva, que sdo matrizes acidas. Isto sugere que
o pH é uma variavel que merece ser estudada em relacdo aos seus efeitos. Assim,
para verificar a influéncia do pH no efeito de matriz, os extratos aquosos das
matrizes estudadas tiveram o pH determinado (Tabela 1.5).

Tabela 1.5. Valores de pH dos extratos aquosos das amostras

Matriz Tomate Batata Agua Maca Solo Abacaxi Uva
pH 4,32 5,74 6,65 6,73 6,76 3,64 3,71

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH no comportamento dos
agrotoxicos na fase organica, amostras de agua destilada com pH 6,65 tiveram o pH
ajustado com acido acético para os valores de pH das matrizes mais acidas: 4,32
(pH tomate), 3,64 (pH abacaxi) e 3,71 (pH uva) e submetidas a ELL-PBT. Além
disso, extratos organicos de tomate, abacaxi e uva foram obtidos pela ESL-PBT
conforme descrito na Tabela 1.1. Solu¢cdes padrdo dos agrotoxicos foram
preparadas numa concentracdo de 500 pg L™ nesses seis extratos e em solvente
puro e analisados por CG-DCE. As porcentagens de variacdo da resposta
cromatografica para o agrotoxico A-cialotrina sdo apresentadas na Figura 1.7.
Observou-se que a acidificacdo da agua promoveu uma reducdo na resposta
cromatografica dos agrotoxicos semelhante aos resultados encontrados para as
amostras de agua pura. Esse comportamento foi observado também para os demais
agrotoxicos estudados. Dessa forma, o pH das amostras ndo influencia nas
propriedades dos agrotoxicos na fase organica, e assim o pH nao é, diretamente,o
fator responsavel pelo maior efeito de matriz verificado para as amostras mais

acidas.
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Figura 1.7. Comparagédo do efeito dos componentes das matrizes tomate,

abacaxi e uva e da agua com pH ajustados para o pH dessas matrizes para o

agrotoxico A-cialotrina.

Por outro lado, o aumento do pH da mistura extratora causado pelo uso da

solucdo de Na,HPO,4 0,2 mol L™ substituindo a agua utilizada na técnica de ESL-

PBT para as amostras de tomate, abacaxi e uva, afetou a extracdo de componentes

da matriz. Na Figura 1.8 estdo representados os espectros de absorcdo dos extratos

organicos das trés matrizes em dois valores de pH. Os espectros tém as mesmas

caracteristicas, mostrando apenas que 0s extratos organicos dessas amostras

utilizando agua pura na mistura extratora (< pH) tém maior absorbancia.
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Figura 1.8. Espectros de absorcdo dos extratos organicos de tomate, abacaxi e uva

preparados com agua destilada e com solucéo de Na,HP0O40,2 mol L™,

Para amostras de tomate, 0s extratos organicos apresentaram coloracdo mais

intensa e a extracdo desses coextrativos € afetada de forma significativa pelo pH.

Para os extratos organicos de uva o mesmo comportamento € observado, porém ha

uma menor variacao de absorbancia em funcéo do pH, visto que este extrato possui

uma coloracdo mais clara que o extrato de tomate. Ja para os extratos de abacaxi

essa diferenca € muito pequena, pois o0 extrato obtido € bem limpido.

Com os resultados deste trabalho podemos inferir que o pH influencia na

extracdo dos coextrativos das amostras, mostrando que as matrizes abacaxi, tomate

e uva que possuem valores de pH baixo, apresentaram maiores efeitos de matriz.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DO pH E DOS COMPONENTES DA MATRIZ NA RESPOSTA
CROMATOGRAFICA DE AGROTOXICOS
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2.1. Introducéo

A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com diferentes tipos de detectores sdao amplamente utilizadas para
analise de residuos de agrotéxicos em diferentes matrizes. Essas técnicas
permitem identificar e quantificar agrotoxicos em quantidades inferiores aos
limites maximos de residuos estabelecidos por agéncias nacionais e
internacionais, além de possibilitar a analise de diversos compostos
simultaneamente [1].

Alteracdes da resposta cromatografica causadas pelos componentes da
matriz podem ser observadas na andlise de residuos de agrotoxicos em
matrizes complexas por cromatografia gasosa. A essas alteracbes é dado o
nome de efeito de matriz [2]. Esse efeito € observado quando uma consideravel
diferenca na resposta cromatografica (aumento ou diminuicdo da resposta) &
obtida entre padrbes preparados no solvente e aqueles preparados no extrato
da matriz [3]. O efeito de matriz é mais pronunciado em analises de amostras
complexas, como frutas, vegetais, sucos, vinhos, 0leo de oliva, tecidos animais,
solos, etc [4].

O efeito de matriz em analises por CG pode ocorrer em diversas partes
do sistema cromatografico como: injetor, coluna ou detector [5; 6; 7]. No injetor,
as interacfes entre analitos e os sitios ativos do liner (insertor) sdo as
principais responsaveis pelo efeito de matriz nas analises cromatograficas. As
alteracdes nas respostas podem ser consequéncia da competicido entre os
analitos e o0s componentes da matriz por sitios ativos do sistema
cromatografico [8]. O liner, situado na porta de injecdo € um tubo de vidro,
podendo conter grupos silanois em sua estrutura. Esses grupos silanois sao os
sitios ativos que podem induzir a degradacdo ou simplesmente adsorver o
composto de interesse. Quando a mudanca na resposta cromatografica for
acima de 10% considera-se que o efeito de matriz comeca a exercer influéncia
nas andlises [9].

Os compostos mais afetados pelo efeito de matriz geralmente sao
termicamente instaveis e sdo degradados no sistema cromatografico quando
preparado em solvente puro. Entretanto, quando estes analitos estdo presentes

nos extratos, componentes das matrizes podem funcionar como protetores,
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adsorvendo preferencialmente nos sitios ativos do CG, aumentando a resposta
cromatografica dos analitos [4]. As taxas de recuperacdo aparentemente mais
altas e com baixa precisdo sdo observadas em analises de agrotoxicos mais
polares, sendo o grau de polaridade classificado de acordo com a solubilidade
em agua ou K, (coeficiente de particdo octanol/agua) [10]. Agrotoxicos com
grupos -P=0 (organofosforados), -O-CO-NH- (carbamatos), -OH (hidroxilados),
-N= (imidazoles e benzimidazoles), -NH-CO-NH- (derivados da uréia) tendem a
sofrer maior efeito de matriz. Os piretroides, apesar de serem menos polares,
apresentam efeito de matriz significativo. Neste caso, a elevada massa molar
destes compostos dificulta a volatilizacdo fazendo com que menor quantidade
do analito seja introduzida na coluna cromatogréfica quando preparado em
solvente puro, produzindo menores respostas [11].

O efeito de matriz € influenciado ndo sO pelas caracteristicas fisico-
guimicas dos agrotoxicos, mas também pela natureza da amostra e pelo tipo
de coextrativos que ainda permanecem na fase orgénica (tamanho das
moléculas, polaridade, estabilidade térmica, volatilidade, etc [2]). Coextrativos
como lipidios, alguns pigmentos (clorofila, carotenoides, etc.) e outros
componentes de massa molar elevada (resina de plantas) também podem
permanecer solubilizados nos extratos, mesmo apés o clean up da amostra,
promovendo o efeito de matriz nas andlises cromatograficas [8]. Estudos
realizados na primeira parte deste trabalho mostraram a influéncia dos
constituintes de sete matrizes distintas na resposta cromatografica de onze
agrotoxicos. Observou-se que um mesmo agrotoxico pode apresentar resposta
cromatografica diferente em funcdo dos componentes da matriz. Matrizes como
batata, maca e solo foram agrupadas pela analise de componentes principais
por apresentarem efeitos de matriz semelhantes. A caracteristica comum
apresentada por essas matrizes esta relacionada ao pH elevado dos seus
extratos aquosos em relacdo as outras matrizes analisadas. O pH desses
extratos sao 5,74, 6,73 e 6,76 para batata, maca e solo, respectivamente.
Observou-se que em pH mais baixo ha maior presenca de coextrativos
provenientes da amostra, sendo observado, consequentemente, maior efeito
de matriz [12].

Embora varios trabalhos tenham sido desenvolvidos para avaliar o efeito

da matriz na andalise de agrotoxicos [13; 14; 15], nenhum destes avaliou a
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influéncia do pH dos extratos aquosos dessas matrizes na resposta
cromatografica dos analitos. Como as matrizes batata, macé e solo apresentam
naturalmente pH mais elevado, neste trabalho o objetivo foi avaliar a diferenca
na resposta cromatografica de nove agrotoxicos provocada pelos componentes

dessas matrizes quando o pH da fase aquosa for reduzido.

2.2. Material e métodos

2.2.1. Reagentes

Solugcbes padrao estoque de clorotalonil (99,3% m/m), procimidona
(99,9% m/m), deltametrina (99,7% m/m), adquiridos da Sigma Aldrich, (Seelze,
Alemanha), parationa metilica (99,0% m/m), clorpirifos (99,0% m/m),
endossulfam (73,2% m/m), cipermetrina (92,4% m/m) adquiridos da Chem
Service (West Chester, PA, USA), A-cialotrina (86,5% m/m) e permetrina
(92,2% m/m) adquiridos da Syngenta (Sao Paulo, Brasil), foram preparadas em
acetonitrila na concentracéo de 1000 mg L™ e armazenadas em temperatura de
4 °C. A partir da diluicdo das solucbes estoque, foram preparadas solucdes
contendo 0s nove agrotoxicos em concentracdes de 10 mg L* no mesmo
solvente. Os agrotoxicos procimidona e azoxistrobina, avaliados na primeira
parte do trabalho ndo foram analisados nesta etapa, visto que para as matrizes
estudadas nesta parte as respostas dos mesmos nao foram satisfatérias.

Acetonitrila e acetato de etila para analise de tracos, grau HPLC,
ambos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizados como solvente. Sulfato
de sodio anidro com grau de pureza superior a 99% também foi adquirido da
Vetec. Florisil para andlise de residuos (0,150-0,250 mm) foi obtido da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

Acido acético glacial e solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol L*
adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizados para ajustar o pH

das amostras.
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2.2.2. Instrumentos

No preparo das amostras foi utilizada uma mesa agitadora (Tecnal TE -
420, Sao Paulo, Brasil), um banho ultrassénico da Unique (S&o Paulo, Brasil)
com uma frequéncia de 25 kHz e um pHmetro Digimed (S&o Paulo, Brasil).

Um cromatografo a gas (modelo GC-2014, Shimadzu, Kyoto, Japan)
equipado com um detector por captura de elétrons (DCE) e auto injetor AOC —
20i foi utilizado nas andlises. A separacdo cromatografica dos analitos foi
realizada em uma coluna capilar HP-5 da Agilent Technologies (Palo Alto,
USA) com fase estacionaria composta de 5% difenil e 95% dimetilsiloxano (30

m % 0.25 mm d.i., 0,1 ym de espessura do filme).

2.2.3. Preparo das amostras

Os extratos organicos de amostras de batata, macad e solo foram
obtidos a partir da técnica de extracdo solido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ESL-PBT). O filtrado obtido (extrato) foi recuperado em balédo
volumétrico de 10,0 mL, seu volume completado com acetonitrila e
armazenado no freezer, até 0 momento da analise por GC-ECD. As condicbes
de obtencdo dos extratos organicos das matrizes estdo descritas na Tabela
2.1.

Tabela 2.1 - CondicGes de preparo dos extratos organicos das matrizes por
ESL-PBT

Mistura extratora

N° Matriz ~ Quant. o Acetato i Agitacéo
Acetonitrila ] Agua
de etila
1 Batata 3,09 6,5 mL 1,5mL 1,0mL  Ultrassom (10 min)
2 Maca® 3,09 6,5 mL 15mL 1,0mL* Mesa agitadora (30 min)
3 Solo 10g 6,5 mL 1,5mL 4,0mL Mesa agitadora (30 min)

®Extratos organicos liquidos foram passados por colunas com 2,0 g de florisil e 1,5 g de sulfato de
sadio.
*A agua foi substituida por 1,0 mL de soluc&o aquosa de NaH,PO, 0,2 mol L™
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2.2.4. Andlise por CG/DCE

As condi¢des 6timas para as andlises cromatogréaficas com detecgéo por
captura de elétrons (CG-DCE) foram: g&s de arraste nitrogénio (99,999 % de
pureza), a uma vazdo de 1,2 mL min?; coluna inicialmente a 150 °C
permanecendo nesta temperatura por 2 min, aquecida a 40 °C min™ até 210
°C, permanecendo nessa temperatura por 2 min e posteriormente aquecida a
20 °C min™ até 250 °C permanecendo nesta temperatura por 2 min. Finalmente
aquecida a 10 °C min™ até 290 °C permanecendo por 7 min nessa temperatura.
As temperaturas do injetor split/splittess e detector foram 280 e 300 °C,
respectivamente. Foi injetado 1 pL de amostra no cromatografo a uma razéo de
split de 1:5. O tempo total de andlise foi de 18,5 minutos.

2.2.5. Efeito de matriz

Para avaliar a influéncia dos componentes da matriz na resposta do
detector, foram preparadas curvas analiticas dos nove agrotoxicos nas
concentracdes 100, 150, 300, 400 e 500 pg L™ em solvente puro e nos extratos
organicos das matrizes, obtidos por ESL-PBT. As respostas cromatograficas
(area do analito) para cada agrotoxico foram plotadas em um grafico versus as
concentracfes dos mesmos. As equacdes da regressao linear foramy = asx +
bs, para os padrées preparados em solvente e y = agx + bg, para os extratos
da matriz.

O efeito de matriz foi determinado a partir do coeficiente angular dos
dados de regresséao (slope) das duas curvas analiticas: preparadas em extrato
da matriz e em solvente puro. A porcentagem desse efeito foi calculada pela
Equacéao 2.1 [3].

EM = (Z—i - 1) x 100 2.1)

As curvas analiticas das matrizes foram analisadas em dias diferentes
e por isso antes de cada injecdo dos analitos preparados nos extratos foram

injetados os analitos preparados em solvente.

34



2.2.6. Influéncia do pH no efeito de matriz

A avaliacdo da influéncia do pH no comportamento dos agrotoxicos e
na extracdo de coextrativos das matrizes foi iniciada na primeira parte deste
trabalho (Capitulo 1).

No sentido de avaliar a influéncia do pH na extracdo dos coextrativos
das matrizes e consequentes alteracdes nas respostas cromatograficas dos
nove agrotéxicos estudados nesta etapa, extratos organicos das amostras de
batata, solo e maca foram obtidos por ESL-PBT substituindo o volume de agua
utilizado no método de extracao pelo mesmo volume de dgua com pH ajustado
para o valor de 3,6. Os extratos organicos obtidos foram utilizados para
preparar curvas analiticas na faixa de 100 a 500 ug L™. O efeito de matriz foi
calculado pela Equacgéao 2.1 comparando-se as respostas dos analitos quando
preparados em solvente puro e nos extratos organicos obtidos utilizando agua
sem ajuste de pH (pH = 6). O mesmo célculo foi feito com os extratos organicos

obtidos quando se utilizou agua com pH igual a 3,6 no processo de extracao.

2.2.7. Andlises estatisticas

Uma tabela fatorial contendo todas as combina¢des dos niveis das
variaveis pH, matriz e tipo de pesticida foi construida (Tabela 2.2). Um total de
108 experimentos foi realizado. A resposta usada (variavel dependente) foi o
efeito de matriz para cada experimento calculado de acordo com a Equacao
2.1.

Tabela 2.2. Variaveis e niveis usadas na analise estatistica

Variaveis Niveis

pH 3,6 6

Matriz Batata Maca Solo

Pesticidas Clorot Par Clorp Proc End Cial Per Cip Del

Abreviacdes: Clorot: clorotalonil; Par: parationa metilica; Clorp: clorpirifds; Proc: procimidona;

End: endossulfam; Cial: cialotrina; Per: permetrina; Cip: cipermetrina; Del: deltametrina,;.
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Os dados da Tabela 2.2 foram importados para o STATISTICA versao
7 (StatSoft, Inc.) e, em seguida, a analise estatistica foi realizada. Gréficos
foram construidos para visualizar as médias das variaveis dependentes para 0s
subconjuntos de experimentos especificados. Cada marcador da média é
acompanhado por um conjunto de barras de erro, que s&o os intervalos de

confiangca em torno da média.

2.2.8. Andlise de componentes principais

Uma matriz 18x3 foi construida para o tratamento multivariado dos
dados. Os nove agrotéxicos foram definidos como amostras e, portanto, foram
colocados nas linhas para cada valor de pH. Os trés extratos foram definidos
como variaveis e, portanto, foram colocados nas colunas. A resposta usada
como informagcdo foi o valor da porcentagem de variacdo da resposta
cromatografica do agrotoxico, calculado pela Equacéao 2.1. Os dados foram
importados pelo Software MATLAB 7 (The MathWorks, Inc.) e submetidos aos
tratamentos quimiométricos usando o pacote PLS Toolbox 6.2 (Eigenvector
Research, Inc., USA). As colunas da matriz foram autoescaladas e em seguida

a PCA foi executada.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Anélise cromatografica

Na Figura 2.1 é mostrado um cromatograma representativo da analise
por CG-ECD dos nove agrotoxicos em acetonitrila na concentracdo de 300
ug L™. O tempo de retencdo dos picos referentes a cada composto foi utilizado
para identificacdo nos extratos das matrizes [16]. A quantificacdo dos
compostos que possuem mais de um pico, foi realizada somando-se as areas

dos picos referentes aos isdbmeros de cada um.
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Figura 2.1 — Cromatograma obtido da analise dos nove agrotoxicos em

acetonitrila na concentragdo 300 pg L™, onde: 1- clorotalonil (tg = 4,71), 2 —

parationa metilica (tr = 5,04), 3 — clorpirifés (tr = 5,71), 4 — procimidona (tr
6,35), 5- a-endossulfam, B-endossulfam (tr = 6,57-7,31), 6 — A-cialotrina (tr
9,48-9,7), 7 — permetrina (tr = 10,44-10,56), 8 — cipermetrina (tr = 11,42-11,53-
11,71), 9 — deltametrina (tg = 12,98-13,2).

2.3.2. Avaliacéo do efeito de matriz

Para a avaliacdo do efeito de matriz foram construidas curvas analiticas
para cada um dos agrotoxicos na faixa de concentracdo de 100 a 500 ug L™
As curvas analiticas foram preparadas em solvente puro, em extratos obtidos
pela ESL-PBT sem ajuste de pH da agua utilizada na etapa de extracédo (pH=6)
e em extrato obtido pela ESL-PBT com ajuste de pH da agua da etapa de
extracdo (pH = 3,6). As curvas analiticas para todos os agrotoxicos, em todas
as matrizes, nos dois valores de pH foram lineares, com r? >0,99.

As variacbes observadas nas inclinacdes das duas curvas analiticas
(solvente e matriz) indicam que os componentes da matriz contribuem para
introducdo de um erro sistematico proporcional as analises cromatogréficas.
Quando o coeficiente linear é alterado, esses mesmos componentes da matriz
induzem um erro sistematico constante [17; 18]. Geralmente o efeito de matriz

€ avaliado pela relacdo das inclinacdes das curvas analiticas preparadas em
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extratos da matriz e em solvente puro [3], uma vez que a diferenca entre os
coeficientes lineares (no solvente e no extrato) pode ser devida, principalmente,
a um aumento da linha de base. Esse aumento acontece por influéncia de
componentes da matriz que estao presentes e sao detectados constantemente.
Isso gera um erro na resposta nao relacionado a perdas no injetor (principal
responsavel pelo efeito de matriz), o que justifica o0 aumento da resposta ser
constante em diferentes concentragdes [19].

Na Tabela 2.3 sdo apresentados os resultados obtidos do efeito de
matriz para os extratos das amostras de batata, macéa e solo em pH sem ajuste

(=6) e em pH ajustado (3,6), respectivamente.

Tabela 2.3 — Efeito dos componentes de trés matrizes na resposta
cromatogafica dos agrotoxicos (%), em funcéo do pH dos extratos.

batata maca solo
analito
pH~6 pH=3,6 pH=~6 pH=3,6 pH~6 pH=3,6
clorotalonil -17,59 -3,08 -14,03 17,90 -10,20 -8,41
parationa -6,96 -0,98 -9,29 7,48 1,48 -3,90
clorpirifés -1,49 5,03 -2,11 12,28 2,77 -5,11
procimidona -4,03 -1,20 -4,88 5,85 1,95 -3,30
endossulfam -6,96 -1,86 -4,43 9,72 2,68 -4,03
cialotrina 9,97 17,06 1,03 22,07 2,37 -3,55
permetrina 21,96 26,19 12,32 25,62 17,44 5,92
cipermetrina 7,58 28,12 5,99 18,06 -4,70 14,47
deltametrina 23,18 26,14 8,70 32,89 -0,10 -0,02

O efeito de matriz observado na andlise cromatografica dos agrotoxicos
nessas matrizes foi relativamente pequeno quando comparado com o efeito
observado em matrizes como tomate, abacaxi e uva [12]. Para o conjunto de
agrotoxicos e matrizes estudadas observa-se um efeito de matriz negativo
associado aos agrotoxicos com menor tempo de retencdo. Uma relacao entre
o tempo de retencdo dos agrotéxicos e o efeito de matriz pode ser feita quando

se analisa a Figura 2.2.
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%% Efeito de Matri

Clorot Farat Clorp Proc Endos Cial Perm Ciper Celta

Agrotoxicos

Figura 2.2 - Médias marginais do efeito de matriz (eixo y) observado na anélise
de agrotoxicos em funcdo das matrizes. Onde: maca (A); batata (e) e solo ().
Abreviacdes: Clorot: clorotalonil; Parat: parationa metilica; Clorp: clorpirifés;
Proc: procimidona; Endos: endossulfam; Cialo: A-cialotrina; Perm: permetrina;

Ciperm: cipermetrina; Delta: deltametrina.

Uma andlise das médias marginais para os niveis dos agrotoxicos
(Figura 2.2), indica que, clorotalonil, parationa, clorpirifés, procimidona e
endossulfam, que sao eluidos nessa ordem, sofrem efeitos de matriz similares
e menos acentuados. Os agrotéxicos A-cialotrina, permetrina, cipermetrina,
deltametrina, pertencentes ao grupo dos piretroides, sofrem influéncia dos
componentes das matrizes de forma significativa por serem menos polares e
eluidos no final da corrida cromatografica. Além disso, o0s piretroides
apresentam elevada massa molar (acima de 400 g mol™) que dificulta a
volatilizacdo, sofrendo maiores efeitos[11]. Esses resultados mostram que o
efeito de matriz se relaciona ao tempo de retencéo do analito, onde compostos
com maior tempo de retencdo sofrem maior efeito de matriz. Resultados
semelhantes foram obtidos por Pinho et al. (2010), onde foi observado o
aumento do efeito de matriz para compostos com maiores tempos de retencao
[3].
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Em relacdo ao efeito nas respostas cromatograficas dos analitos
provocados pelos componentes das matrizes, uma avaliacdo pode ser feita ao
analisar a Figura 2.3. Observa-se que a matriz solo causa diminuicdo na
resposta cromatogréafica dos agrotdxicos, enquanto as matrizes batata e maca
produzem efeitos positivos e estatisticamente iguais. Isto ocorre possivelmente
pela maior quantidade de coextrativos extraidos nas matrizes batata e maca.
Essas matrizes séo ricas em carboidratos [20], que certamente sao extraidos

para a fase organica e afetam a resposta cromatografica.

12
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%% Efeito de matriz

Batata Maga Solo
Matriz
Figura 2.3 — Médias marginais do efeito de matriz observado na analise
de agrotoxicos em extratos organicos obtidos de batata, maca e solo pela ESL-

PBT.

2.3.3. Influéncia do pH no efeito de matriz

Em estudos anteriores, ao variar o pH da agua destilada para valores
baixos, observou-se que o pH ndo afetou a extracdo dos agrotoxicos da fase
aquosa para a fase organica, ndo influenciando diretamente na resposta

cromatografica dos agrotoéxicos estudados. Entretanto, foi observado que o pH
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influencia na extragdo dos coextrativos das amostras complexas, inlfuenciando
entdo no efeito de matriz [12].

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH no efeito de matriz, extratos
organicos de amostras de batata, mac¢a e solo, que naturalmente possuem pH
préximo de 6, foram obtidos por ESL-PBT conforme descrito na Tabela 2.1.
Substituindo o volume de agua (batata e solo) e o volume de solucdo de
Na,HPO, (macd) pelo mesmo volume de &gua com o pH ajustado para 3,6
foram obtidos os extratos em meio acido. De acordo com Sousa et.al (2012), as
matrizes mais acidas causam maior efeito sobre as respostas dos analitos, e a
matriz abacaxi, que possui extrato agquoso com pH = 3,6 (valor mais baixo
dentre as matrizes estudadas), provocou maiores alteracbes nas respostas
[12]. Com base nesses resultados o valor de pH = 3,6 foi escolhido para
realizacdo desse estudo, pois mais coextrativos devem ser extraidos nesse

valor de pH.
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Figura 2.4 - Médias marginais do efeito de matriz (eixo y) em funcdo da
interagéo entre as matrizes e os valores de pH (eixo x). Onde: macga ( m) ;

batata (e) e solo (A).
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O gréfico acima (Figura 2.4) mostra que o pH = 6 contribuiu, na maioria
das vezes, para 0s maiores efeitos negativos, enquanto os maiores efeitos
positivos ocorrem, na maioria das vezes, em pH = 3,6, com excecdo da matriz

solo.

2.3.4. Andlise de componentes principais

Os resultados do efeito de matriz sem e com ajuste de pH podem ser
interpretados utilizando a Anéalise de Componentes Principais (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Resultados da PCA: (A) scores da resposta cromatografica

de nove agrotoxicos em diferentes pH. (m) agrotoxicos em pH 3,6 e (o)

agrotoxicos em pH 6,0. (B) loadings das variaveis batata, maca e solo (o).

Pelos graficos dos scores e dos loadings, observa-se que 100% das
variancias dos resultados sédo explicadas pelas trés componentes principais.
Os loadings mostram que as matrizes maca e batata geram resultados
semelhantes, mas que diferem um pouco dos resultados da matriz solo.

No gréafico dos scores verifica-se que o conjunto de resultados dos
efeitos, independentemente das matrizes, é separado em dois grupos em
funcao do pH. Existe um grupo formado pelos dados obtidos em pH = 3,6 que é
separado do grupo de dados obtidos em pH = 6 pela PC2. Essa separacéo se

deve ao fato de que no valor de pH = 3,6 mais coextrativos sdo extraidos das
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matrizes batata e macd, influenciando diretamente na resposta cromatografica
dos analitos.

Com o abaixamento do pH das amostras, 0s extratos organicos obtidos
da maca e batata pela ESL-PBT tém sua cor caracteristica intensificada. Isto
reforga a afirmagéo de que em valores de pH mais baixos maior quantidade de
coextrativos sdo transferidos para o solvente organico. Com o aumento dos
coextrativos na fase orgéanica, mais sitios ativos sdo ocupados, aumentando a
resposta dos analitos em extratos dessas matrizes quando comparados com as
respostas em solvente.

E possivel identificar ainda, separados pela PC1, dois grupos de
resultados identificados pelos agrotdéxicos. Um grupo formado pelos
agrotéxicos permetrina, cialotrina, cipermetrina e deltametrina, que sédo aqueles
para 0s quais se observam o0s maiores efeitos de matriz e que possuem 0s
maiores tempos de retencdo, conforme € confirmado pela Figura 2.2 das
meédias marginais dos resultados.

Com base em todos os resultados obtidos ao longo deste estudo, é
possivel afirmar que o pH pode modificar a extracdo de coextrativos das
matrizes, influenciando de forma positiva ou negativa no efeito que esses

coextrativos causam na resposta cromatografica de agrotoxicos.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DO ESTADIO DE MATURACAO DO TOMATE NA ANALISE DE
AGROTOXICOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
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3.1. Introducéao

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) € uma das hortalicas de maior
comercializacio no Brasil e € muito apreciada pelo seu alto valor nutritivo. E rico em
vitamina A e C, rico em fosfato e potassio, além de apresentar cerca de 95% de
agua em sua composicao [1].

A producdo de tomate no Brasil € de aproximadamente 3 milhGes de
toneladas/ano sendo 65% destinado ao consumo in natura e 35% para
processamento industrial [2]. Os frutos de tomate sdo altamente susceptiveis a
ataques de pragas. Para evitar perdas na colheita, um grande numero de
agrotoxicos é usado para controlar as pragas que atacam as plantacdes de tomate,
destacando-se dentre eles alguns piretroides e organofosforados [3]. A sucessiva
aplicacdo de agrotéxicos e a ndo observancia dos periodos de caréncia dos
mesmos, faz com que residuos desses compostos permanecam nos frutos pos-
colheita. Para garantir a qualidade desses frutos que sdo consumidos pela
populacdo, torna-se necessario analisar periodicamente residuos de agrotoxicos
nestes frutos. A analise de tracos de contaminantes organicos em alimentos consiste
tipicamente das seguintes etapas consecutivas: (i) isolamento de analitos da matriz
da amostra, (i) remocdo de coextrativos do extrato bruto e (iii) identificacdo e
quantificacdo dos analitos alvo [4].

A cromatografia em fase gasosa (CG) é a técnica analitica mais empregada
na quantificacdo de agrotoxicos em diversas matrizes alimenticias e ambientais.
Entretanto, durante as analises cromatograficas, os componentes da matriz contidos
nos extratos organicos podem influenciar na quantificagdo dos analitos de interesse,
gerando resultados duvidosos [5]. Em estudos bem elaborados esses resultados sao
avaliados, e a alteracdo na resposta cromatografica (devido a presenca de
coextrativos) da-se o nome de efeito de matriz. O efeito de matriz é observado
guando uma consideravel diferenca de resposta € obtida entre padrbes preparados
no solvente e aqueles preparados no extrato da matriz [6].

A composi¢do dos frutos de tomate varia de acordo com o estadio de
maturagdo. A coloracdo verde dos frutos imaturos é devida a presenca de clorofila.

Com o inicio da maturacdo, ocorre a degradacdo da clorofila e a sintese de
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pigmentos amarelos, principalmente xantofilas e [(-caroteno, atingindo,
posteriormente, a cor avermelhada em razdo do acumulo de licopeno. As cores dos
frutos de tomate diferem do amarelo para o vermelho alaranjado, dependendo da
razdo licopeno/pB-caroteno da fruta [7]. O teor de acguUcares e de acidos organicos
também varia durante a maturagdo. Os acucares (sacarose e frutose) constituem
cerca de 65% dos solidos soluveis totais e se acumulam na fase final de
amadurecimento do fruto [8].

Algumas propriedades fisicas e quimicas que variam ao longo da maturacao
dos frutos séo utilizadas como indices de maturacdo. A avaliacdo de parametros de
qualidade tais como acidez, solidos soluveis, pH e cor é feita durante a maturacéo
dos frutos.

A presenca de coextrativos do tomate nos extratos organicos causa efeitos
significativos na resposta cromatografica de agrotoxicos analisados por
cromatografia gasosa [9; 10; 11]. No presente trabalho procurou-se correlacionar o
efeito de matriz observado na analise de cinco agrotoxicos com algumas
propriedades fisico-quimicas do tomate. Alguns parametros de maturacao dos frutos
de tomate, tais como, cor, pH, °Brix, acidez e teores de licopeno e B-caroteno foram
avaliados durante o periodo de amadurecimento dos frutos e correlacionados com o
efeito de matriz observado nas andlises por cromatografia gasosa com detector

captura de elétrons.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Amostras

Amostras de tomate verde hidropoénico tipo salada, isentas de agrotoxicos,
foram adquiridas no mercado de Vicosa — MG e armazenadas a temperatura
ambiente durante o processo de maturacdo. A inexisténcia de residuos de
agrotoxicos foi confirmada pela andlise cromatografica de um extrato organico obtido
das amostras.

As amostras foram classificadas em cinco estadios de maturacdo ao longo

do periodo de armazenamento. (1°) Verde-rosado: entre 0% a 10% da superficie do
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fruto possuindo coloracdo avermelhada ou amarelada; (2°) Rosa-esverdeado: entre
10% e 30% da superficie do fruto com coloracdo avermelhada, résea ou amarelada;
(3°) Roseo: entre 30% e 60% da superficie do fruto com coloracdo avermelhada ou
roésea; (4°) Vermelho-claro: entre 60% e 90% da superficie do fruto possuindo
coloragdo réseo avermelhada ou vermelha e (5°) Vermelho: mais de 90% da
superficie do fruto, na soma de todas as areas superficiais, possuindo coloracéao

vermelho-intensa [2].
3.2.2. Caracterizacdo das amostras de tomate

Para determinacao de cor, pH, acidez total titulavel e solidos solaveis foram
amostrados trés frutos em cada estadio.

A cor foi medida com colorimetro “Tristimulus” Minolta® (Ramsey, USA)
modelo CR-400 (iluminante C e angulo de visédo 10° e espago croméatico CIELAB)
com leitura direta de reflectancia das coordenadas “L*” (luminosidade), “a*” (de
verde a vermelho) e “b*” (de amarelo a azul). Com os valores das coordenadas L*,
a* e b* foi possivel gerar parametros relacionados ao estaddio de maturacdo dos
tomates (a*/b*) [12]. Foram feitas quatro leituras na regido mediana dos frutos no
sentido longitudinal.

A acidez foi determinada por titulacdo de 50,0 mL do suco da polpa, com
NaOH 0,1 mol L™ padronizado e 3 gotas de indicador fenolftaleina. Para essa
analise, 5,0 g de polpa foram homogeneizadas em 50,0 mL de agua destilada [13].
As analises foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos em gramas de

acido citrico por 100 g de amostra (Equacao 3.1).

74
g de acido citrico/100g = 0,6404 - (3.1)

onde: V = volume da solucdo de NaOH gasto na titulacdo (mL); e m = massa da

amostra (g).

A medida de pH foi feita por imersao direta do eletrodo na amostra de tomate

preparada para determinacdo da acidez total titulavel. A determinacdo do pH da
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polpa foi efetuada utilizando-se pHmetro de bancada digital Homis® (S&o Paulo,
Brasil), modelo MPA 210.

O teor de solidos soluveis da polpa dos tomates foi determinado por um
refratdmetro manual modelo 107 - 0 a 90% BRIX — Biobrix® (Sdo Paulo, Brasil). O
tomate foi partido ao meio, depositando-se trés gotas de amostra sobre a superficie

de leitura do refratdmetro. Os resultados foram expressos em °Brix.

3.2.3. Extracao solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT)

Os extratos organicos de amostras de tomate foram obtidos a partir da técnica
de extracdo solido-liquido com particio em baixa temperatura (ESL-PBT) para
posterior analise cromatografica.

A técnica de extragdo consiste em pesar 4,0 gramas da amostra, transferi-la
para um frasco de vidro transparente (22,0 mL) e, em seguida, adicionar a mistura
extratora, composta por 8,0 mL de acetonitrila (grau HPLC, Vetec - Rio de Janeiro,
Brasil), 0,5 mL de agua e 1,5 mL de acetato de etila (grau HPLC, Vetec - Rio de
Janeiro, Brasil). Este sistema é entdo submetido a homogeneizacdo em um banho
ultrassdnico da Unique® (Sdo Paulo, Brasil) com uma poténcia de 25 kHz e resfriado
em freezer a -20 °C por um periodo de 6 horas. Apds este periodo, é obtido um
sistema bifasico constituido da fase solida (congelamento da fase aquosa e da
matriz) e da fase liquida (sobrenadante). O liquido é passado por 1,50 g de sulfato
de sddio anidro com grau de pureza superior a 99% (Vetec - Rio de Janeiro, Brasil).
O filtrado obtido (extrato) é recuperado em baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume

aferido com acetonitrila [9].

3.2.4. Quantificacao dos carotenoides

Cristais de licopeno foram obtidos diretamente do tomate de acordo com o
método proposto por Mercadante & Nunes (2004). Tal método consiste de uma
etapa prévia para retirada de agua com 4 extracdes de 30 minutos cada com 30 mL
de etanol, seguido por 4 extragcbes com acetato de etila de 120 minutos cada e

relacdo massa/volume de 1:0,7. O extrato orgénico é evaporado em um rotavapor e
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recuperado em diclorometano/etanol (1:4) (Vetec - Rio de Janeiro, Brasil) a
temperatura de 50-60 °C, colocado em banho de gelo para abaixamento gradual da
temperatura e em seguida levado ao freezer por uma noite para a formacdo dos
cristais. Os cristais foram filtrados em papel Whatman Chr 3 mm (Maidstone, UK),
lavados com etanol gelado, e secos em estufa a vacuo a temperatura ambiente [14].

Os cristais obtidos foram solubilizados em éter de petrdleo e a solucéo
transferida para um baldo volumétrico completando-se o volume para 100 mL com
éter de petréleo. Foi feita a leitura no espectrofotometro GBC 20, modelo CINTRA
(Homney, WV, USA) no comprimento de onda de 470 nm [2]. O teor de licopeno foi
obtido pela Equagéao (2) [15]:

_ AxV x 1.000.000

/g = 5 3.2
M9 Agr{? xm x 100 (3:2)
onde A = absorvancia da solu¢cdo no comprimento de onda de 470 nm, V =

- ~ 0 7 . - . 7 7
volume final da solucéo, Agrﬁ € a absortividade do licopeno em éter de petrdleo e m =

massa da amostra tomada para a analise. O valor de Alrf;’ € 3450 [15].

Para a quantificacdo do licopeno e do B-caroteno nos extratos organicos de
tomate obtidos por ESL-PBT foi construida uma curva analitica contendo o licopeno
nas concentragbes 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0; 2,25 e 2,5 mg L™ em
acetonitrila. Dessas solucfes foram obtidas as absorvancias em espectrofotbmetro
no comprimento de onda de maxima absorbéancia do licopeno (470 nm) e foi plotado
um grafico com os valores de absorbéncias versus as concentracdes dos padroes.
As concentracdes dos dois carotendides nos extratos organicos dos tomates em
diferentes estadios de maturagéo foram calculadas pela equacao de regresséo linear

obtida da curva analitica e foram expressas em termos da concentracdo de licopeno.
3.2.5. B-caroteno

A solucao de B-caroteno foi preparada pela dissolucdo do padréo p.a Sigma
(Seelze, Alemanha) em metanol na concentracdo de 600 mg L. Uma solucdo na

concentracdo de 10 mg L™ foi preparada pela diluicdo em acetonitrila. Solugdes
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desse carotenodide em diferentes concentracdes foram adicionadas a padrdes dos

agrotoxicos para verificar o efeito na resposta cromatografica dos mesmos.
3.2.6. Analise por CG/DCE

Solucdes padrao estoque de clorotalonil (99,3% m/m), iprodiona (99,3% m/m),
deltametrina (99,7% m/m), adquiridos da Sigma Aldrich, (Seelze, Alemanha),
clorpirifés (99,0% m/m), adquirido da Chem Service (West Chester, USA) e
permetrina (92,2% m/m) adquirida da Syngenta (S&o Paulo, Brasil), foram
preparadas em acetonitrila na concentracdo de 1000 mg L™ e armazenadas em
temperatura de 4 °C. A partir da diluicdo das solucdes estoque, foram preparadas
solugBes contendo os cinco agrotéxicos em concentracdes de 10 mg L™ no mesmo
solvente. Em estudos anteriores onde avaliou-se o efeito dos componentes de sete
matrizes na analise de onze agrotoxicos por cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons, a analise de componentes principais (PCA) separou grupos de
agrotoxicos que sofreram efeitos semelhantes, sendo a deltametrina bem separada
dos demais agrotoxicos, o clorotalonil e clorpirifés pertencentes a outro grupo e a
iprodiona e permetrina pertencentes a outro grupo bem separado dos demais [11].
Esses agrotoxicos foram escolhidos para esse estudo porque abrangeram todos os
grupos separados pela PCA.

Foi utilizado nas analises um cromatégrafo a gas da Shimadzu (Kyoto,
Japéao), modelo GC-2014 equipado com um detector por captura de elétrons (DCE),
auto injetor AOC — 20i.

A separagdo cromatografica dos analitos foi realizada em uma coluna capilar
HP-5 da Agilent Technologies (Palo Alto, USA), com fase estacionaria composta de
5% difenil e 95% dimetilsiloxano (30 m x 0.25 mm d.i., 0,1 ym de espessura do
filme), sendo nitrogénio (Air Products, S&o Paulo, Brasil), 99,999 % de pureza, o gas
de arraste a uma vazéo de 1,2 mL min. A coluna inicialmente a 150 °C permaneceu
nesta temperatura por 2 min, foi aquecida a 40 °C min™ até 210 °C, permanecendo
nessa temperatura por 1 min e posteriormente aquecida a 40 °C min™ até 260 °C
permanecendo nesta temperatura por 1 min. Finalmente foi aquecida a 30 °C min™

até 290 °C permanecendo por 5 min nessa temperatura. As temperaturas do injetor
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split/splitless e detector foram 280 e 300 °C, respectivamente. Foi injetado 1,0 pL de
amostra no cromatégrafo a uma razdo de split de 1:5. O tempo total de analise foi de
12,75 minutos.

3.2.7. Efeito de matriz

A influéncia dos componentes do tomate em diferentes estadios de maturacéo
na resposta do detector foi avaliada pelo preparo de duas séries de solu¢cdes-padrao
contendo 0s cinco agrotoxicos na concentracdo de 100 pg L™. A primeira série foi
obtida pela diluichio da solucdo de trabalho contendo os agrotoxicos nas
concentracdes de 10 mg L™ em acetonitrila pura (triplicata). A segunda série dos
padroes foi preparada pela diluicho da mesma solucdo de trabalho em extratos
organicos da matriz (triplicata), obtidos a partir da ESL-PBT. A analise dos principios
ativos foi realizada por CG-DCE.

Para avaliar a influéncia dos coextrativos nas respostas cromatogréaficas dos
agrotoxicos, as areas obtidas para os analitos em solvente puro foram relacionadas

com as areas obtidas em extrato organico das matrizes utilizando a Equacao 3.1.

Efeito de matriz (%) :(%Jxloo (3.1)

2

onde X; é a média das areas da solucéo analitica de cada agrotdxico preparada em
extrato da matriz e X, € a média das areas das solucdes desses agrotoxicos
preparadas em solvente puro.

A influéncia da concentracéo de licopeno, B-caroteno e a mistura desses dois
carotenoides na resposta cromatografica dos cinco agrotéxicos analisados foi
avaliada. A solugdes padrdo contendo os cinco agrotoxicos em acetonitrila nas
concentracdes 100, 300 e 500 pg L' foram adicionados os dois carotenoides
separadamente, bem como a mistura destes, nas concentracgdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0

e 4,0 mg L™. A porcentagem do efeito de matriz foi calculada pela Equacéo 3.1.
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3.2.8. Andlises estatisticas

A fim de relacionar os resultados do efeito de matriz sobre os analitos,
causados pelos componentes do tomate, em funcédo da adicdo de solucdes padréo
de licopeno, B-caroteno e da mistura desses dois carotenoides nas concentracoes
0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L a Analise de Componentes Principais (PCA) foi
utiizada. Uma matriz 15x15 foi construida inicialmente. As cinco diferentes
concentracbes de licopeno, B-caroteno e mistura destes foram definidas como
variaveis e, portanto, foram colocadas nas colunas. Os agrotoxicos nas trés
concentracdes trabalhadas (100, 300 e 500 pg L™) foram definidos como amostras
e, portanto, foram colocados nas linhas.

A fim de alcancar uma melhor interpretacdo dos dados, resultados de efeito
de matriz obtidos em trabalhos anteriores na analise dos mesmos agrotoxicos em
batata, maca e solo [11] foram utilizados numa etapa consecutiva. Uma nova matriz
5x7 foi construida contendo estes dados juntamente com o efeito de matriz causado
pelo tomate no seu ultimo estaddio de maturacdo (que possui concentracdo de
licopeno e de B-caroteno na fase extratora proxima de 2,0 mg L™), pelas solugdes
padrdo contendo licopeno na concentracdo 2,0 mg L™, B-caroteno e a mistura
desses dois carotenoides nessa mesma concentragdo. As matrizes tomate, batata,
macd, solo e as solucbes padrdo contendo licopeno, caroteno e a mistura destes
foram definidos como variaveis e foram colocadas nas colunas. Os cinco agrotdxicos
foram definidos como amostras e, portanto, foram colocados nas linhas.

Os dados das matrizes foram importados pelo Software MATLAB 7
(MathWorks, Natick, USA) e submetidos aos tratamentos quimiométicos usando o
pacote PLS Toolbox 6.2 (Eigenvector Technologies, Manson, USA). As colunas das

matrizes foram autoescaladas antes da PCA ser executada.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Quantificagdo de licopeno e p-caroteno nos extratos organicos de

tomate

Trabalhos anteriores tém mostrado a influéncia dos componentes do tomate
nas respostas cromatograficas de pesticidas durante as andlises por CG [10; 11].
Entre os principais constituintes do tomate estdo os pigmentos. Esses pigmentos
quando presentes no extrato organico podem se depositar no sistema
cromatografico durante as inje¢cdes ou dependendo das condi¢cdes de andlise podem
se decompor no injetor formando compostos volateis [16].

Os teores de licopeno e -caroteno nos extratos organicos de tomate obtidos
por ESL-PBT foram quantificados por espectrofotometria UV-Visivel e expressos em
termos da concentracédo de licopeno. Espectros de absor¢cdo das solugdes padrao
de licopeno e B-caroteno foram obtidos na faixa de 380 a 600 nm. Na Figura 3.1 sao

apresentados 0s espectros desses carotenodides em acetonitrila.

0,35

0,30

licopeno
— = B-caroteno

0,25 4
0,20

0,15 4

absorvancia

0,10

0,05

0,00

'0,05 T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
comprimento de onda/nm

Figura 3.1. Espectros de absorg¢do de solugéo padréao de licopeno e 3-caroteno na

concentracéo de 1,0 mg L™,
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Os teores dos carotenoides nos extratos organicos de tomate nos diferentes
estadios de maturacdo, expressos em mg L™ de licopeno estdo apresentados na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Concentragcfes dos carotenoides na fase organica nos estadios
de maturagao

Estadios de maturacdo
Verde Rosa Vermelho
rosado esverdeado Roseo claro Vermelho
Carotenoides (mg
1 . 0,79 1,56 1,60 2,01 2,07
L™~ de licopeno)

Os teores de carotenoides presentes nos extratos organicos confirmam a
avaliacdo dos estadios de maturacao feita pela relacdo de cor (a*/b*). A principal
informacdo obtida € que a medida que o fruto amadurece, as concentracdes de
licopeno e de B-caroteno aumentam nos extratos organicos obtidos pela técnica
ESL-PBT, conforme esperado.

Nao foi determinado o teor de licopeno e B-caroteno nos tomates in natura,
pois para o estudo do efeito de matriz na analise cromatografica € importante
conhecer as concentracdes destes carotenoides nos extratos organicos a serem
injetados no sistema cromatogréfico. Por isso os valores encontrados sdo baixos em
relacdo aos descritos na literatura, onde se determina a concentracdo de
carotenoides nos frutos e utilizam-se solventes como o éter de petrdleo [14; 2]. Em
solventes utilizados na mistura extratora como acetonitrila e acetato de etila esses

compostos sdo menos soluveis e por isso sdo extraidos em menor quantidade.
3.3.2. Caracterizacdo das amostras de tomate
As medidas de cor, pH, acidez total titulavel e solidos sollveis das amostras

de tomate foram feitas conforme descrito no item 3.2.2. Na Tabela 3.2 sao

apresentadas as médias dos valores obtidos para esses parametros.
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A porcentagem de sélidos soluveis, que é representada pelo °Brix representa
a porcentagem (em massa) de solidos que se encontram dissolvidos no alimento
[17]. Os valores encontrados nos diferentes estadios de maturacdo variaram entre
5,6 e 6,0 ° Brix, ndo apresentando diferenca significativa ao longo da maturacao.
Esses valores estdo proximos aos mencionados na literatura referente as andlises
de tomates [18; 19].

Tabela 3.2 — Parametros de qualidade dos frutos de tomate ao longo da maturacéo.

Estadios de maturacao

Parametro Verde Rosa Vermelho

Solidos Soluveis
(°Brix)

rosado esverdeado Réseo claro Vermelho
5,60+0,0% 5,60+0,0? 5,0£0,82% 5,70+0,14* 6,00+0,03?

pH 4,25+0,0° 4,17+0,04%  4,14+0,15% 4,26+0,04° 4,25+0,04°

Acidez titulavel
(g. &c.citrico/100q)

Cor (a*/b*) 0,08+0,01>  0,10+0,06® 0,40+0,3%® 0,77+0,2° 1,11+0, 1°

Todos os valores sdo valores médios (média + desvio padréo)

Letras iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Os valores de pH encontrados se mantiveram proximos a 4.2 em todos 0s
estadios e coincidem com valores registrados na literatura por Cliff et al. (2009) e
Ferreira et al. (2010) [20; 21].

O teor de é&cido citrico também né&o foi diferente estatisticamente nos
diferentes estadios de maturagédo ao nivel de confianga avaliado, variando de 0,30 a
0,37 g. ac. Citrico/100g. Valores superiores de acidez titulavel foram encontrados
por Borguini (2005) e podem ser atribuidos a diferenca genética, solo, manejo e
temperatura média do lugar em que foram cultivados os frutos [22].

As relacdes a*/b* e (a*/b*)? tém sido normalmente usadas como indice de
maturacdo dos frutos e apresentam elevada correlacdo com os diferentes estadios
de maturacdo [12]. O parametro cor foi o que apresentou melhor relacdo com os
diferentes estadios de maturagéo, apresentando um aumento a medida que os frutos

amadurecem.
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3.3.3. Andlise cromatografica

As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para analise simultanea dos cinco
agrotoxicos permitiram uma boa separacdo dos compostos conforme pode ser
observado no cromatograma apresentado na Figura 3.2 (A). O tempo de retencéo
dos picos referentes a cada composto foi utilizado para identificagdo no extrato
organico de tomate. A quantificacdo dos compostos permetrina e deltametrina, que
possuem mais de um pico, foi realizada somando-se as areas dos picos referentes

aos isomeros de cada um [23].
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Figura 3.2 — Cromatograma de uma solucédo padrédo dos agrotdoxicos em acetonitrila
(A) e em extrato organico de tomate (B) na concentracéo de 100 pg L™?, onde: 1 —
clorotalonil (trg = 4,51) , 2- clorpirifés (tr = 5,26), 3 — iprodiona (tr = 6,44), 4 —
permetrina (tg = 8,14-8,23), 5 — deltametrina (tr = 9,52-9,71).

Observa-se que a presenca dos coextrativos do tomate causa modificagbes
na linha de base dos cromatogramas e as respostas dos agrotoxicos também sao
alteradas (Figura 3.2 B). Entretanto, nenhum interferente no mesmo tempo de

retencdo dos agrotoxicos foi detectado.
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3.3.4. Efeito de matriz

Em trabalhos anteriores observou-se a influéncia dos componentes de
diversas matrizes na resposta cromatografica destes cinco compostos durante as
andlises por CG-DCE [5; 11]. Entretanto, uma analise sistematica da influéncia dos
diferentes estagios de maturacédo de um fruto ainda néo foi relatado na literatura.

As porcentagens de efeito de matriz foram avaliadas pela diferenca das
respostas dos cinco agrotoxicos quando analisados em solvente puro (acetonitrila) e
em extratos organicos dos tomates nos diferentes estadios de maturacao (obtidos
por ESL-PBT, conforme descrito no item 3.2.3). Os resultados sdo apresentados na

Figura 3.3.
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Figura 3.3. Efeitos de matriz para os agrotéxicos a 100 pg L™ nos diferentes
estadios de maturacdo, onde: verde rosado (1), rosa esverdeado (2), réseo (3),
vermelho claro (4), vermelho (5). (A) clorpirifés (m) e clorotalonil (e); (B) iprodiona (m)

e permetrina (e); (C) deltametrina.

O efeito de matriz para cada um dos agrotoxicos iprodiona, clorpirifés e
permetrina, foram estatisticamente semelhantes nos cinco estadios de maturacdo. O
pesticida clorotalonil, que apresenta menor tempo de retencdo na analise
cromatografica, apresentou efeito de matriz diferenciado somente no primeiro
estadio de maturacdo. J4 a deltametrina (maior tempo de retencdo), apresentou
influéncia dos coextrativos de forma significativa ao longo dos estadios de
maturacdo do tomate. Esses resultados nos sugerem que o efeito de matriz

apresentado pelos dois pesticidas tem uma correlagdo com a cor do fruto, uma vez
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que parametros como °Brix, pH e acidez titulavel ndo apresentaram modificacdo nos
diferentes estadios de maturagéo, conforme ja apresentado.

Com o intuito de verificar a existéncia de correlacdo entre as caracteristicas
fisicas e quimicas dos tomates nos diferentes estadios de maturacdo com o efeito de
matriz, um estudo de correlacdo entre esses fatores foi realizado utilizando o Excel.

Na Tabela 3.3 sdo apresentados os resultados.

Tabela 3.3 — Correlagcdo entre o efeito de matriz nos diferentes estadios de

maturacao e as caracteristicas fisicas e quimicas dos tomates.

Agrotoxico °Brix AT pH Cor Carotenoides
clorpirifos -0,27 0,54 -0,22 0,45 0,75
iprodiona -0,20 0,78 -0,43 0,58 0,86*

permetrina 0,07 0,45 0,24 0,87* 0,75

clorotalonil -0,19 0,67 -0,50 0,39 0,81

deltametrina 0,57 0,18 0,43 0,97* 0,76

*Significativo a 5% de probabilidade.

A tabela de correlacdo possibilitou a escolha das variaveis significativas. A
variavel efeito da matriz na analise dos piretroides permetrina e deltametrina
apresenta uma correlacdo linear com a cor. Ou seja, a medida que o fruto
amadurece, a cor aumenta e o efeito de matriz para esses agrotoxicos € maior. Um
gréafico do efeito de matriz versus cor foi plotado para esses dois agrotéxicos, dando
origem a duas equacdes de regressao linear.

As correlacbes obtidas entre os efeitos de matriz observados para os
agrotoxicos nos diferentes estadios de maturacdo e as concentracdes de licopeno e
B-caroteno nesses estadios mostraram-se elevadas. Observando os dados obtidos
até o momento pode-se inferir que a medida que os frutos amadurecem a cor
aumenta, aumentando a concentracdo de licopeno e beta caroteno nos frutos de
tomate. A concentracdo desses carotenoides esta correlacionada de maneira
positiva com o efeito de matriz de todos os agrotéxicos estudados, sendo
significativo a 5% de probabilidade apenas para a iprodiona, conforme verificado

pelos dados da Tabela 3.3.
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No sentido de avaliar a influéncia direta desses carotenoides na resposta
cromatografica dos analitos, solucbes padrdo desses compostos em diferentes
concentracfes foram adicionadas a solu¢cdes padréo dos agrotoxicos a 100, 300 e
500 pg L™ e o efeito na resposta dos analitos provocado por esses componentes foi
avaliado.

Os resultados foram agrupados em uma matriz conforme descrito no item
3.2.8 e a analise de componentes principais foi executada. Na Figura 3.4 séo

apresentados os resultados.

-2 0 2 4 23 0.24 0.25
Scores on PC 1 (91.34%) PC 1(91.34%)

Figura 3.4. Resultados da PCA: (A) scores das respostas cromatograficas de cinco
agrotoxicos em trés concentracdes em diferentes matrizes (B) loadings das variaveis
licopeno, [(-caroteno e mistura dos dois carotendides. Abreviacfes: permet:
permetrina; iprod: iprodiona; cloro: clorotalonil; clorpir: clorpirifés; deltamet:

deltametrina; lico: licopeno; caro: B-caroteno; LC: mistura de licopeno e B-caroteno.

Pode-se observar que 96,55% da variancia dos dados é explicada pela PCA.
Analisando o grafico dos scores observa-se que de maneira geral o efeito da matriz
sobre as diferentes concentracfes dos agrotoxicos € semelhante, fazendo com que
um mesmo agrotoxico em concentragcdes diferentes se agrupe. A primeira
componente separa muito bem a deltametrina dos demais agrotoxicos. Analisando o
grafico dos loadings percebe-se que essa separacao é causada pelos componentes
do tomate: licopeno, B-caroteno e a mistura destes carotenoides.

Como a resposta cromatografica dos agrotoxicos em diferentes

concentracdes néao foi influenciada diferentemente pelos componentes da amostra,
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uma nova matriz foi construida inserindo valores de efeitos dos componentes das
matrizes batata, macd, solo [11] e tomate no ultimo estddio de maturagédo
juntamente com os efeitos encontrados quando foram utilizadas as solu¢cbes padréo
dos carotenoides com os agrotéxicos na concentracdo de 100 pg L™. Na Figura 3.5

séo apresentados os resultados.
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Figura 3.5. Resultados da PCA: (A) scores das respostas cromatograficas de cinco
agrotoxicos na concentracdo de 100 pg L™ em diferentes matrizes (B) loadings das
variaveis licopeno, B-caroteno, mistura dos dois carotenoides, batata, macga e solo.

Abreviacdes: lico: licopeno; caro: B-caroteno; LC: mistura de licopeno e 3-caroteno.

Quando inserimos o0s resultados da batata, macd e solo observa-se
nitidamente a separacdo do tomate e de seus componentes pela PC1, visualizada
no grafico dos loadings. Esses componentes sao responsaveis pela separacédo da
deltametrina dos demais agrotoxicos. A deltametrina foi 0 agrotoxico que apresentou
maior correlacdo da cor (consequentemente das concentracdes de licopeno e B-
caroteno) com o efeito de matriz e isso é confirmado pela PCA.

Conclui-se entdo que o efeito na resposta cromatografica dos analitos €
afetado diretamente pelos componentes da matriz. Analisando os diferentes estadios
de maturacdo do tomate, observa-se que com o aumento do grau de maturacao
ocorre o aumento da concentracdo de licopeno e -caroteno nos extratos organicos
aos quais sdo adicionados os analitos. Esse fato faz com que a resposta

cromatografica dos agrotoxicos seja maior, sendo significativamente para a
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permetrina e deltametrina. Pela analise de componentes principais observa-se que

esse efeito € mais significativo para a deltametrina.
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CONSIDERACAO FINAL

O efeito de matriz em analises cromatogréaficas € um fator que deve ser
levado em consideracao, principalmente em analises de amostras complexas.
Atualmente o estudo do efeito de matriz € incluido como figura de mérito em
parametros de validacdo de métodos analiticos, devido a sua importancia.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que o efeito de matriz
depende de diversos fatores, dentre eles as caracteristicas do agrotoxico e da
matriz, mostrando que um mesmo agrotéxico apresenta diferentes respostas
em diferentes matrizes.

Um fator importante avaliado foi o pH das amostras, ap0s se observar
gue amostras acidas provocavam efeito de matriz positivo na resposta dos
agrotoxicos e amostras com pH em torno de 6,0 causaram diminuicdo na
resposta dos agrotoxicos.

A realizagéo desse trabalho foi muito importante no sentido de avaliar as
caracteristicas das amostras responsaveis pela alteracdo na resposta
cromatografica de agrotoxicos em diversas matrizes. Os resultados obtidos
confirmam a necessidade de etapas no processo de preparo de amostras
(clean up, preparo das curvas analiticas no extrato da matriz, etc.) que
minimizem esse efeito, no sentido de garantir a confiabilidade dos resultados

de uma analise.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Muitas pesquisas em relagdo ao efeito de matriz ainda podem ser
realizadas com base nos resultados obtidos deste trabalho.

As propriedades dos agrotoxicos responsaveis pelas diferentes
respostas cromatograficas em diferentes matrizes devem ser avaliadas.

A influéncia do pH da &gua utilizada no processo de extracdo das
matrizes tomate, abacaxi e uva na resposta cromatografica de agrotdxicos
pode ser analisada, visto que a influéncia do pH da agua no processo de
extracao foi avaliada para essas matriz somente espectrofotometricamente.

Além disso, o uso do licopeno e do [(B-caroteno como protetores de

analito pode ser avaliado no sentido de tentar reduzir o efeito de matriz.
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ANEXO A — Tabelas com as porcentagens de efeito de matriz utilizadas na Andlise
de Componentes Principais em todas as concentracoes.

100 pg L™

150 ug L™

300 ug L

Tomate Batata Agua Macd Abacaxi Solo Uva
Clorotalonil 51,3 35,5 -10,0 27,4 105,9 -28,2 116,8
Parationa metilica 7,6 -1,9 -7,2 9,6 6,5 -12,9 6,9
Clorpirifés 14,2 -4,0 -4,1 15,1 -37,0 3,2 -12,2
Procimidona -4,1 -23,6 -9,6 15,1 -14,1 -121 -17,2
Endossulfan 18,0 -5,2 -3,2 24,1 22,3 -11,6 19,1
Iprodiona 20,3 -82,2 -69,6 -65,8 -58,9 -78,5 -70,8
A-cialotrina 46,8 -21,4 6,4 21,2 69,2 -16,4 162,8
Permetrina -4,1 -54,3 -40,6 -23,5 -50,3 -58,1 -26,4
Cipermetrina 56,3 -62,2 -4,6 27,9 444 -74,0 188,6
Deltametrina 112,1 42,6 23,0 55,6 106,7 -26,3 533,9
Azoxistrobina 14,0 10,7 -2,8 57 -6,6 -37,2 83,6
Clorotalonil 34,25 16,90 -14,25 14,17 69,77 -28,39 78,92
Parationa metilica 9,90 -4,62  -9,00 7,19 7,14 -13,90 5,17
Clorpirifés 13,35 5,12 -432 10,25 -30,04 -0,45 -7,30
Procimidona -7,70 -21,04 -6,02 11,37 -12,48 -9,64 -18,28
Endossulfan 20,38 -6,55 -6,41 16,10 20,04 -8,33 16,89
Iprodiona 11,67 -81,28 -70,34 -70,02 -56,04 -75,18 -72,02
A-cialotrina 4722 -2232 2,16 13,48 63,47 -16,18 135,20
Permetrina -1,87 -56,10 -39,12 -30,96 -48,75 -56,58 -34,77
Cipermetrina 59,58 -63,43 -8,35 15,90 50,37 -58,79 157,58
Deltametrina 101,47 29,78 12,86 38,58 114,70 -27,50 412,53
Azoxistrobina 14,63 5,92 -5,30 3,23 -1,84 -3456 6554
Clorotalonil 20,85 1,69 -17,76 4,12 48,20 -28,61 52,48
Parationa metilica 12,55 -7,65 -10,98 4,63 7,78 -15,02 3,36
Clorpirifos 12,36 -6,43  -4,60 4,31 -21,64 -4,89 -1,35
Procimidona -12,06 -17,59 -1,22 6,65 -10,55 -6,69 -19,55
Endossulfan 22,84 -7,98 -9,65 7,87 17,85 -5,01 14,62
Iprodiona 3,65 -80,34 -71,05 -73,90 -53,02 -71,58 -73,30
A-cialotrina 4768 -23,37 -2,12 5,45 58,24 -16,01 114,02
Permetrina 0,86 -5794 -37,47 -3958 -47,00 -54,83 -43,72
Cipermetrina 63,43 -64,72 -11,85 3,27 56,24  -43,48 132,76
Deltametrina 91,41 1788 455 2186 122,36 -28,69 330,61
Azoxistrobina 15,36 0,68 -7,90 0,41 3,77 -31,62 50,68
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ANEXO A — Tabelas com as porcentagens de efeito de matriz utilizadas na Analise
de Componentes Principais em todas as concentragdes (Continuagao).

400 pg L™

500 ug L™

Tomate Batata Agua Macd Abacaxi Solo Uva
Clorotalonil 17,93 -1,68 -1854 1,98 44,10 -28,66 47,08
Parationa metilica 13,26 -8,46 -11,50 3,97 7,94 -15,31 2,89
Clorpirifés 12,09 -6,80 -4,68 2,62 -19,26  -6,17 0,34
Procimidona -13,29 -16,55 0,24 5,28 -10,02 -586 -19,91
Endossulfan 23,46 -8,34 -10,47 5,79 17,30 -4,16 14,05
Iprodiona 1,75 -80,10 -71,22 -74,82 -52,23 -70,63 -73,63
A-cialotrina 47,80 -23,65 -3,20 3,40 56,99 -15,97 109,47
Permetrina 1,64 -58,41 -37,03 -41,95 -46,54 -54,35 -46,05
Cipermetrina 64,49 -65,04 -12,69 0,01 57,69 -39,64 127,32
Deltametrina 88,98 15,04 2,70 17,74 124,22 -28,98 314,12
Azoxistrobina 15,55 -0,71  -857 -0,37 5,33 -30,84 47,37
Clorotalonil 16,25 -3,63 -18,99 0,75 41,82 -28,69 44,02
Parationa metilica 13,70 -8,95 -11,81 3,56 8,04 -1549 2,61
Clorpirifés 11,92 -7,03  -4,73 1,56 -17,77  -6,98 1,40
Procimidona -14,06 -1588 1,17 4,41 -9,68 -5,34 -20,13
Endossulfan 23,84 -8,56 -10,95 4,53 16,98 -3,65 13,70
Iprodiona 0,62 -79,95 -71,32 -7536 -51,76 -70,06 -73,83
A-cialotrina 47,87 -23,82 -3,86 2,16 56,26  -15,95 106,86
Permetrina 2,13 -58,69 -36,76 -43,43 -46,26 -54,05 -47,47
Cipermetrina 65,16 -65,24 -13,19 -1,98 58,56 -37,34 124,17
Deltametrina 8754 1336 1,63 15,27 125,33 -29,15 304,83
Azoxistrobina 15,68 -1,55 -8,98 -0,86 6,30 -30,35 45,45
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