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RESUMO

PINHO, Gevany Paulino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2007. Extracdo de pesticidas em amostras de tomate pelas técnicas:
extracdo sélido-liquido e purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) e
dispersdo da matriz em fase solida (DMFS) para andlise por
cromatografia gasosa. Orientador: Anténio Augusto Neves. Co-
orientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e César Reis.

Procurou-se neste trabalho otimizar e validar a técnica de extragédo
sélido liquido e purificacdo a baixa temperatura (ESL-PBT) e otimizar a técnica
dispersdo de matriz em fase sélida dos pesticidas: clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina em amostras de tomate. A composi¢ao da mistura
extratora utilizada na ESL-PBT foi otimizada realizando um planejamento
experimental de misturas de trés componentes, com o objetivo de avaliar a taxa
de recuperacgdo dos principios ativos a partir das modificacfes da polaridade da
mistura extratora. Essas misturas de solventes, em fase unica, foram
adicionadas as amostras de tomate previamente fortificadas, homogeneizadas
e deixadas no freezer por 12 horas. Depois de separadas as fases pelo
congelamento da fase aquosa, os liquidos sobrenadante foram separados e
submetidos a analise cromatografica. Foi avaliado também o clean up dos
extratos utilizando os adsorventes florisil, silica, C-18 e carvdo ativado. A
quantificacdo dos pesticidas foi feita em cromatdgrafo a gas com detector por
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captura de elétrons, usando como padrdo interno a bifentrina. A mistura
extratora, acetonitrila (80%), acetato de etila (15%) e agua (5%), proporcionou
a melhor taxa de recuperacao para todos os pesticidas (acima de 80%), e a
andlise da superficie de resposta indicou que a extracdo dos pesticidas é
favorecida pela adicdo de acetato de etila, principalmente para os piretroides
cipermetrina e deltametrina. Estes pesticidas também sao os que apresentaram
maior efeito de matriz na andlise cromatogréafica. Quando foram preparadas as
solugcbes padrbes no extrato da matriz (branco), a taxa de recuperagao de
todos os pesticidas diminuiu para cerca de 70%. As otimizacdes univariadas
mostraram: que a homogeneizacdo da amostra de tomate com a mistura
extratora deve ser realizada em banho ultra-s6nico por 1 minuto; que o
aumento da forca ibnica do meio nao interfere na extracdo dos pesticidas e que
o clean up dos extratos remove significativamente os pigmentos quando 10 mg
de carvdo ativo sédo adicionados a mistura extratora, obtendo uma taxa de
recuperacdo dos piretroides acima de 70%. Entretanto, esta etapa de clean up
€ desfavoravel para o clorpirifés. A técnica otimizada foi validada, determinando
as principais figuras de merito, tais como: seletividade, limites de deteccao e de
quantificacdo, linearidade, precisdo e exatiddo. Os resultados indicam que o
método de ESL-PBT € eficiente para a extracdo dos quatro pesticidas em
amostras de tomate, possibilitando a determinagdo destes compostos em
niveis menores que o0s limites maximos de residuos estabelecidos pela
ANVISA. Na técnica dispersdo da matriz em fase solida (DMFS) pequena
guantidade de amostra de tomate foi triturada com um adsorvente, sendo a
mistura transferida para uma coluna e eluida com um solvente apropriado.
Foram avaliados os adsorventes C-8, C-18, florisil e silica como dispersantes
da amostra, e 0 acetato de etila e a mistura hexano: acetona (9:1) como os
eluentes. O florisil combinado com o acetato de etila proporcionou as melhores
porcentagens de extracdo e pureza satisfatoria dos extratos. Assim, foi
executado um planejamento fatorial 2° para avaliar quantitativamente o efeito
de trés fatores: proporcédo de adsorvente / amostra (1:1 e 2:1), co-coluna (sem
e com co-coluna) e banho ultra-sénico (sem e com banho ultra-sénico) na
porcentagem de extracdo dos pesticidas. Pelos resultados, a presenca da co-
coluna apresentou um efeito negativo na extracdo do clorpirifés, embora
qualitativamente proporcionasse extratos mais limpos. A utilizacdo do banho

ultra-sénico aumentou significativamente a extracdo dos pesticidas clorpirifos,
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A-cialotrina e cipermetrina. Observou-se efeito de interacdo apenas entre 0s
fatores proporcdo de adsorvente: amostra e auxilio do banho ultra-sénico, em
que a porcentagem de extracdo do clorpirifés e cipermetrina aumentou
significativamente em 6,62% e 8,08%, respectivamente. Comparando-se as
técnicas de extracdo ESL-PBT e DMFS, ambas apresentaram taxa de
recuperacdo semelhante para os pesticidas, exceto para o clorpirifés em que a
ESL-PBT apresentou resultado mais satisfatorio. Aléem disso, o0s extratos
obtidos na ESL-PBT sdo menos susceptiveis a presenca de interferentes e a

técnica apresenta menor custo.
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ABSTRACT

PINHO, Gevany Paulino, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, february
2007. Pesticide extraction in tomato samples by techniques: liquid-solid
extraction and low-temperature purification (LSE-LTP) and matrix solid-
phase dispersion (MSPD) and analysis by gas chromatography. Adviser:
Antdnio Augusto Neves. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz
and César Reis.

The objective of this work was to optimize and validate the liquid—solid
extraction and low-temperature purification (LSE-LTP) methods and optimize
the matrix solid-phase dispersion (MSPD) method for the extraction of the
pesticides Chlorpyrifos, A-cyhalothrin, cypermethrin and deltamethrin in tomato
samples. The composition of the extractive mixture used in LSE-LTP was
optimized by carrying out an experimental planning of three-component
mixtures to evaluate the recovery rate for the active principles starting from the
changes in the polarity of the extractive mixture. These one-phase solvent
mixtures were added to the tomato samples, homogenized and left in a freezer
by 12 hours. After separating the phases by freezing the aqueous phase, the
supernatant liquid was removed and chromatographically analyzed. The
cleanup of these extracts was also evaluated using the adsorbents Florisil,
silica, C-18 and activated charcoal. Pesticide quantification was carried out in a
gas chromatograph with electron capture detector, using bifentrin as internal
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standard. The extractive mixture, acetonitrile (80%), ethyl acetate (15%) and
water (5%), provided the highest recovery rate for all the pesticides (above
80%), and the surface response analysis indicated that pesticide extraction is
improved by the addition of ethyl acetate, particularly for the pyrethroids
cypermethrin and deltamethrin. These pesticides have also shown larger matrix
effect on the chromatographic analysis. When the standard solutions were
prepared in blank matrix extract, the recovery rate of all the pesticides
decreased in approximately 70%. The univariate optimizations showed that the
homogenization of the tomato sample with the extractive mixture should be
performed in ultrasonic bath for 1 minute; that the increase of the medium ionic
force does not interfere in pesticide extraction; and that extract cleaning up
significantly removes pigments when 10 mg of active charcoal is added to the
extractive mixture, obtaining pyrethroid recovery rate above 70%. However, this
cleanup stage was unsuitable for Chlorpyrifos. The optimized technique was
validated by determining the main parameters such as selectivity, limits of
detection, quantification, linearity, precision and accuracy. The results indicate
that the LSE-LTP method is efficient for extracting the four pesticides in tomato
samples, allowing the determination of these compounds at levels lower than
the established as maximum residue limits by ANVISA. In the matrix solid
phase dispersion technique, a small amount of tomato sample was crushed with
an adsorbent, then the mixture was transferred to a column and eluted with
appropriate solvent. The adsorbents C-8, C-18, Florisil and silica were
evaluated as dispersants of the sample, and ethyl acetate and the mixture
hexane:acetone (9:1) as eluents. Florisil in combination with ethyl acetate gave
the best percentages of extraction and satisfactory extract purity. Thus, a 23
factorial arrangement was carried out to evaluate quantitatively the effect of
three factors: adsorbent proportion/sample (1:1 and 2:1), co-column (with and
without co-column) and ultrasonic bath (with and without ultrasonic bath) on the
percentage of pesticide extraction. The use of co-column caused a negative
effect on Chlorpyrifos extraction, although it provided qualitatively much cleaner
chromatograms. Ultrasonic bath increased significantly the extraction of the
pesticides Chlorpyrifos, A-cyhalothrin, and cypermethrin, not interfering in the
extraction of deltamethrin. There was interaction effect only between the factors
adsorbent proportion: sample and ultrasonic bath, with the percentage of

extraction of Chlorpyrifos and cypermethrin increasing significantly by 6.62%
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and 8.08% respectively. The comparison between the LSE-LTP and MSPD
techniques showed that both presented similar recovery rate for the pesticides,
except for the Chlorpyrifos that had better result with LSE-LTP. In addition, the
extracts obtained by LSE-LTP are less susceptible to the presence of

interferents and it is a less costly technique.
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INTRODUCAO

Pesticidas e o meio ambiente

A utilizacdo de produtos quimicos para controlar pragas, doencas e
ervas daninhas possibilitaram ao ser humano aumentar a producdo de
alimentos em quantidade e qualidade. Estes produtos denominados pesticidas,
praguicidas, agroquimicos, etc, foram por muito tempo utilizado de forma
indiscriminada, até surgirem algumas preocupacdes com 0S impactos
ambientais causados pelo seu uso inadequado (BARBOSA, 2004). Como por
exemplo, o acumulo de agrotdxicos no solo levando a contaminacéo de lencéis
freaticos e de aguas superficiais, tornando-as inadequadas para 0 consumo
humano (RIBEIRO et al, 2007).

Além disso, vale destacar que o0s pesticidas com caracteristicas mais
lipofilicas podem se acumular nos tecidos adiposos de animais, contaminando
toda a cadeia alimentar, (D"AMATO et al, 2002), interferindo diretamente na
saude humana, e na sobrevivéncia de alguns animais, através de
desequilibrios ecoldgicos. Isto tem gerado uma preocupacdo e existe uma
tendéncia mundial de se empregar todos 0S recursos para Se encontrar
compostos mais especificos, e que sejam menos toxicos e persistentes no
ambiente (SANTOS, 2002).



Na busca de se eliminar estes problemas, os ambientalistas assumiram
a defesa de uma agricultura sem a utilizacéo de pesticidas. Entretanto, sabe-se
gue culturas livres de pesticidas geram colheitas com menor rendimento, o que
conduz a maiores areas de cultivo para se obter a mesma quantidade de
alimentos, colocando em riscos novos ecossistemas (SANTOS, 2002). Por
iSS0, 0S agroquimicos sintéticos continuam sendo as alternativas mais eficazes
no controle de pragas.

Neste sentido, 0 monitoramento detalhado dos residuos de agrotoxicos
no meio ambiente é de fundamental importancia, principalmente para
assegurar a qualidade dos alimentos que chegam até o consumidor.

No Brasil, o controle de residuos de agrotoxicos em alimentos comecgou
a se desenvolver isoladamente a partir da década de 1970, com o primeiro
laboratorio de analise de residuos, trabalhando na determinacdo de
organoclorados em leite, estendendo suas atividades também para analise de
pesticidas em carne bovina, devido as exigéncias nas exportacdes. Entretanto,
as dificuldades de manter um laboratorio de andlise de pesticidas, motivaram a
criacdo de Encontros Nacionais de Analistas de Residuos de Pesticidas para
discutir o mau uso dos pesticidas e difundir a necessidade de se fazer a analise
destes.

Em 1980, foi criado o Grupo de Andlise de Residuos de Pesticidas
(GARP) que se fortaleceu transformando em uma Associagdo Grupo de
Andlise de Pesticidas (AGARP) com competéncia para resolver problemas de
aquisicdes de padrao analitico puro, exigir maior qualidade dos solventes para
andlise de pesticidas, padronizacdo de metodologia analitica, etc. (LARA &
BATISTA, 1992).

No entanto, somente nos ultimos anos, com 0s avancos cientificos e
uma politica responsavel permitiu uma melhor avaliacdo da qualidade dos
alimentos consumidos em relacéo a presenca de agrotoxicos (ANVISA, 2006).

Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude (ANVISA), implantou um Programa de Andlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) com a participagcdo de varios estados
brasileiros e laboratérios de analise de residuos de agrotéxicos.

A criacdo deste programa tem como objetivo o monitoramento dos
principais pesticidas encontrados em frutas, verduras, hortalicas e outros

alimentos. Dentro do quadro de alimentos investigados, destaca-se o tomate
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por ser um fruto muito consumido no Brasil, e por exigir em sua cultura uma

ampla variedade de pesticidas.

Cultura do tomate

Hortalica de maior comercializagcdo no pais e muito apreciada pelo seu
elevado valor nutritivo, o tomate € rico em vitamina A e C, fosfato e potassio,
além de apresentar cerca de 95% de 4gua em sua composicdo (SARAIVA,
2004).

O cultivo convencional de tomate exige grande quantidade e variedade
de adubos quimicos e de defensivos agricolas (inseticidas, acaricidas,
fungicidas, etc), sendo que este Ultimo representa aproximadamente 17% do
custo da producdo (PENTEADO, 2004). Consequentemente, o uso dos
pesticidas no tomateiro pode provocar contaminacdes do solo, aguas e dos
préprios frutos. Além disso, pode provocar desequilibrios ecolbgicos, por
eliminar ou diminuir a eficiéncia dos inimigos naturais das pragas, podendo
resultar em surgimento de novas pragas, mais resistentes e persistentes para a
cultura (SARAIVA, 2004).

A contaminacdo dos frutos de tomates se da predominantemente por
residuos de agrotoxicos que podem persistir como camadas superficiais
depositadas no fruto. Alguns pesticidas podem penetrar na superficie do fruto,
dissolver-se e mover-se para o interior, incorporando a polpa. FREITAS (1992)
afirma que a lavagem convencional de um alimento (com &gua de torneira) nédo
provoca reduc¢do significativa nos niveis residuais dos frutos. Entretanto, lavar o
tomate com solucao de NaCl a 10% reduz significativamente pesticidas do fruto
(cerca de 85%). Esta reducao é também observada quando a pele do tomate &
removida (ABOU-ARAB, 1999).

A presenca de pesticidas em tomates € mais freqliente por causa das
sucessivas aplicacdes semanais, o que aumenta a quantidade de residuos nos
frutos. Outro fator agravante € a baixa degradacao de alguns pesticidas, como
por exemplo, a presenca de residuos de piretréides em tomate descrito por
CABRAS et al (1985) e por FREITAS (1992) em relagédo ao organofosforado
metamidofos.

A persisténcia dos pesticidas no fruto do tomate é fortemente

influenciada pela umidade, temperatura, caracteristicas fisico-quimicas do
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pesticida, etc. Para minimizar impactos ambientais causados pela aplicacdo de
pesticidas, deve haver orientacdo técnica e agronémica durante a aplicacao,
com relagdo a dosagem necessaria, a época e as condi¢cdes climaticas
favoraveis (chuvas, velocidade e direcdo do vento, etc.) para evitar a

contaminacao do alimento.
Piretroides

Desde a introducdo dos piretréides no mercado dos agrotoxicos, em
1973, estes analogos das piretrinas, tém sido amplamente usados como
inseticidas na agricultura, na horticultura, em tratamentos domissanitarios, etc.
Consequentemente, os piretréides podem ser encontrados como residuos em
solos, aguas, alimentos, etc. (HIRATA, 1995; KASCHERES & CUNHA, 1989).

Os piretréides sdo muito utilizados, pois sdo bastante eficientes no
controle das pragas, estaveis e pouco toxicos ao meio ambiente quando
comparados as piretrinas, constituinte quimico do piretro que possui atividade
inseticida (SODERLUND et al, 2002). Normalmente, a aplicacéo dos piretréides
€ realizada na parte foliar das culturas, mas também podem ser utilizados em
produtos ensacados e armazenados (ANVISA, 2006). Dentre os piretroides
mais utilizados destaca-se a deltametrina, cipermetrina e a A-cialotrina, cujas

férmulas estruturais estdo representadas na Figura 1.
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deltametrina cipermetrina
Cl CF3
\”/ O CN
AChE
A-cialotina

Figura 1 — Principais piretréides utilizados em culturas de tomate.



As propriedades fisicas destes pesticidas bem como o limite maximo de
residuo (LMR) estabelecido pela ANVISA estdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades fisicas dos piretroides deltametrina, cipermetrina e A-

cialotrina e os LMR em tomate

massa molar /g  solubilidade em agua/ LMR / mg kg™

Piretroides mol™ mg L™ (20 °C) de tomate
deltametrina 505 0,0002 0,03
cipermetrina 416 0,004 0,1

A-cialotrina 449,5 0,004 0,05

Na producgdo de tomate, a cipermetrina é recomendada para controle de
insetos Tripes, j& a deltametrina e a A-cialotina sdo frequentemente utilizadas
como estressantes para desalojar as lagartas Tuta Absoluta do tomate. Os
piretréides de maneira geral sdo utilizados também no controle dos insetos de
Broca-pequena-do-fruto, Broca-grande-do-fruto, Lagartas, Grilos, etc.
(SARAIVA, 2004).

Os piretroides tém acao neurotoxica atuando na transmisséo do impulso
nervoso. Segundo SODERLUND et al (2002) o modo de acédo desta classe de
inseticidas é semelhante ao dos organoclorados ciclodienos. Isto €, atuam na
transmisséo axonica, interferindo no fluxo normal dos ions sodios envolvidos na

transmissao do impulso nervoso.

Organofosforados

Na década de 1940, os organofosforados foram introduzidos no mercado
de pesticidas, sendo usado como inseticidas, acaricidas, nematicidas e
fungicidas. Devido a sua alta eficacia no controle de uma ampla variedade de
pragas estes compostos sao os preferidos nas lavouras, possibilitando
encontrar residuos e subprodutos em niveis nocivos ao consumo humano
(SILVA et al, 1999; SILVA et al, 2006).

Em relacdo aos agrotoxicos clorados os organofosforados sdo mais
téxicos (em termos de toxidade aguda), porém proporcionam menos danos ao

meio ambiente por ndo serem bioacumuladores (WESSELING et al, 2005).



Eles podem ser absorvidos por diversas rotas, incluindo inalacéo, ingestédo e
absorcdo dérmica. Atuam inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase na
transmissdo dos impulsos nervosos. Estes compostos sdo conhecidos por
induzirem ou agravarem certos problemas de saude em seres humanos (EPA,
2006; SILVA et al, 2006). Como pode ser verificado no trabalho realizado por
RUSSO et al (2002), que encontrou organofosforados em tecidos humanos de
rins, figado e tecido adiposo de pacientes saudaveis e afetados por cancer, os
quais foram quantificados em niveis de ng de pesticidas por grama de tecido.
Os organofosforados representam o grupo quimico de agrotoxicos
formado por apenas ésteres de acido fosférico e outros acidos a base de
fésforo. Dentre esta classe destaca-se o clorpirifés (Figura 2), com modo de

acado de contato, ingestao e fumigacao.

0
cl N OP(OCH,CHb),
=

Cl cl
Figura 2 - Estrutura do clorpirifés.

A preocupagdo com a presenca de clorpirifés em alimentos tem
motivado a realizacdo de varios trabalhos, como por exemplo, o estudo de
clorpirifos em casca e polpa de pepino (FERST, 1991), em diversos vegetais
(VIANA et al, 1996), tomates (GOBO, 2001), em alface (PENA et al, 2003).
Destaca-se 0 estudo de CELLA (2002) que detectou clorpirifés em macas,
acima do limite maximo de residuo permitido para amostras comerciais.

O clorpirifés € um sélido cristalino de massa molar 350,5 g mol™, com
ponto de fusdo de aproximadamente 43 °C, que apresenta baixa solubilidade
em agua (1,4 mg L™ a 25 °C) (NRA, 2002). Em culturas de tomate, o clorpirifos
€ utilizado principalmente no controle das lagartas Broca-pequena-do-fruto,
Broca-grande-do-fruto e lagarta-rosca (SARAIVA, 2004). O limite maximo
permitido para seus residuos no tomate para fins industriais é 0,5 mg kg™. Fato
interessante, € que a ANVISA ndo autoriza a aplicacdo deste inseticida em

culturas de tomate para consumo humano in natura.



Analises de pesticidas

Diversos meétodos de andlise sdo empregados na identificagcdo e
quantificacdo de pesticidas em alimentos. Em geral, exigem uma técnica de
extracdo do analito, clean up dos extratos, ou pré-concentracdo dos compostos
antes da analise.

A técnica de extracdo mais frequientemente usada € a Extracao Liquido-
Liquido. Entretanto, € um método tedioso, de elevado custo, de dificlil
automacdo e que consome grande quantidade de solventes organicos
(LANCAS, 2004).

A Extracdo com Fluido Supercritico (LEHOTAY, 1997) e a Extracdo em
Fase Solida (LANCAS, 2004; TORRES et al, 1997) sdo técnicas mais rapidas,
que utilizam menores quantidades de solventes organicos, e permitem analisar
matrizes com baixa concentracdo dos analitos, com maior sensibilidade de
deteccdo. Outra técnica muito divulgada em trabalhos cientificos é a Extracdo
Solido-Liquido, porém com elevado consumo de solventes organicos e
amostra, além da co-extracdo de um grande numero de interferentes da matriz
(NAVARRO et al, 2002).

Técnicas como Microextracdo em Fase Solida (FYTIANOS et al, 2006) e
Extracdo assistida por microonda (PAPADAKIS et al, 2006) estdo sendo
aprimoradas para a extragdo de pesticidas em alimentos. Neste cenario, a
Dispersdo da Matriz em Fase Sdlida (DMFS) e Extracdo Sodlido-Liquido e
Purificacdo em Baixa temperatura (ESL-PBT) tem revelado bons resultados na
extragdo de pesticidas em matrizes solidas, devido a possibilidade de se
realizar em um Unico passo a extracao de pesticidas e o clean up dos extratos.

A cromatografia gasosa (CG) é o método de andlise mais empregado
devido a eficiéncia na separacdo e quantificacdo das espécies de interesse
presentes nos extratos, utilizando detector por captura de elétrons (DCE),
adequado para analise de compostos halogenados, ionizacdo de chama (DIC)
ou espectrometro de massas (EM) (COLLINS et al, 2006). Sendo este ultimo
muito utilizado para a confirmacédo dos pesticidas, pois fornece informacdes
estruturais baseada na fragmentagéo dos compostos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector

ultravioleta € muito atil na quantificacdo de pesticidas néo volatilizaveis.



Andlises espectrofotométricas sdo mais Uteis para quantificacdo de

ditiocarbamatos devido a geracéo de CS, ap0s digestao acida.

Disperséo da Matriz em Fase Soélida (DMFS)

Esta técnica foi desenvolvida por BARKER, em 1989, para extrair
compostos de amostras sélidas e semi-sélidas, como tecidos de animais, pois
a extracdo em fase soélida ndo se estendia para estas matrizes (BARKER,
2000a). O primeiro trabalho aplicando esta técnica em analise de pesticidas em
alimentos foi reportada por LING & HUANG (1995), que detectaram piretréides
em VAarios vegetais.

A principal vantagem desta técnica € a simplicidade do método, baixo
consumo de amostra e reagentes, processos de extracdo e clean up da
amostra realizados simultaneamente (ALBERO et al, 2003). A DMFS consiste
em homogeneizar pequena quantidade do alimento com um adsorvente (silica,
florisil, C-18 etc) em proporcdes de 1:1 a 1:4 (amostra: adsorvente). Em
seguida, a mistura (matriz e adsorvente) € transferida para uma coluna e eluida
com solvente apropriado. O extrato recolhido € concentrado e analisado por
cromatografia gasosa (LANCAS, 2004; BARKER, 2000a e b).

Na Tabela 2 estdo descritos alguns trabalhos mais recentes utilizando a

DMFS em analise de pesticidas e poluentes organicos em diversas matrizes.

Tabela 2 — Recentes trabalhos empregando a DMFS

Pesticidas Matriz Eluente Adsorvente Referéncia
Fungicidas Frutas e Acetato de etila C-18 NAVARRO et al, 2002.
vegetais
Organofosforados Folha do Hexano: Florisil ZUIN et al, 2003.

e organoclorados maracuja acetato de etila
HPA* Peixe Acetonitrila C-18 PENSADO, 2005.
Herbicidas Oleo de oliva Acetonitrila Aminopropil FERRER et al, 2005.

266 Pesticidas Maca Hexano: Terra de CHU et al, 2005.
diclorometano diatomaceas

*Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos



Extracdo Solido-Liquido e Purificagcdo em Baixa Temperatura (ESL-PBT)

A particdo por abaixamento da temperatura foi usada no passado para
isolar pesticidas em plantas e tecidos animais (ANGLIN & MCKINLEY, 1960).
Entretanto, a temperatura usada para tal separacédo era muito baixa (-78 °C),
impedindo a utilizagdo da técnica. Em 1997, JUHLER ajustou a temperatura em
-10 °C para extrair organofosforados em matrizes gordurosas. Em 2001, esta
técnica foi empregada para determinar residuos de pesticidas em 6leo de oliva
(LENTZA-RIZOS et al, 2001).

Em 2004, GOULART desenvolveu uma metodologia simples e de baixo
custo, para analise de deltametrina e cipermetrina em leite. Este método
denominado extracdo liquido-liquido e purificacdo por precipitacdo a baixa
temperatura, permitiu determinar piretréides em leite por cromatografia gasosa,
sem a necessidade de etapas de clean up. Posteriormente, esta técnica foi
aplicada por VIEIRA et al. (2005, 2007) para extracdo de piretréides em
amostras de agua e solo, passando a técnica a ser denominada para essas
matrizes de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-
PBT) e extracao solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT).

Essa técnica consiste em colocar a amostra liquida ou soélida em contato
com um solvente menos denso que a 4gua e com ponto de fusdo abaixo de -20
°C. O sistema ¢é agitado e levado ao freezer. Apds um determinado periodo de
tempo a fase aguosa é congelada e o solvente organico ainda na fase liquida é
separado e analisado por cromatografia gasosa. O solvente que apresentou
melhores condi¢des de extracdo e analise de piretréides em amostras de agua
e solo foi a acetonitrila (VIEIRA, 2005; VIEIRA et al, 2007).

A acetonitrila € considerada um dos melhores solventes extratores para
a andlise de pesticidas, pois geralmente apresenta compatibilidade com o
analito, com o preparo de amostra, na analise por cromatografia gasosa e pode
ser empregada para analisar pesticidas de diferentes polaridades. Além disso,
a acetonitrila extrai menos interferentes lipofilicos das matrizes quando
comparados com a acetona e o acetato de etila (MASTOVSKA & LEHOTAY,
2004).

A acetona também poderia ser empregada para a ESL-PBT, pois €&
miscivel em agua, em todas as proporcdes, além de apresentar menor
temperatura de fusdo e densidade que a agua. Entretanto, a acetona é
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incompativel com o sistema CG-DCE, sendo entéo, necessario apds a extracao
dos pesticidas a evaporacao da acetona, e redissolucdo dos residuos em outro
solvente. Alguns solventes que poderiam ser empregados na ESL-PBT sé&o
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Propriedades fisicas dos solventes passiveis de serem utilizados na
ESL-PBT

Solventes Ponto de fusdo Ponto de ebulicdo Densidade  Miscibilidade em

/°C /°C /gcm? agua
Acetonitrila -44 82 0,7793 miscivel
Acetona -95 56 0,7856 miscivel
Isopropanol -90 82 0,7827 miscivel
Metanol -98 65 0,7872 miscivel
Hexano -95 69 0,6563 imiscivel
Acetato de -84 77 0,8942 imiscivel

etila

Fonte: LIDE, DAVID R.; CRC Handbook of Chemistry and physics, 1995.

O hexano, mesmo sendo insollivel em agua, pode ser utilizado na ESL-
PBT, desde que seja adicionado um co-soluto, como por exemplo, o

isopropanol, para a formac&o de uma Unica fase.

Efeito de matriz

Embora os métodos de analise de multirresiduos representem formas
efetivas de quantificar uma variedade de pesticidas em alimentos, as taxas de
recuperacdo para os compostos de interesse nem sempre sao satisfatérias, por
apresentarem, muitas vezes, porcentagens de extracdo acima de 100 % e,
ainda, elevados desvios nas analises. Estes resultados estdo relacionados com
os efeitos de matriz que ocorrem durante a andlise cromatografica
(MENKISSOGLU-SPIROUDI & FOTOPOULOU, 2004; HAJSLOVA, &
ZROSTLIKOVA, 2003). Este efeito de matriz foi descrito primeiramente por
ERNEY e colaboradores (1993) que observaram durante a analise de amostras
naturais, a co-extracao de varios componentes da matriz, além dos compostos

de interesse, 0s quais provocavam modificacdes na resposta do pesticida.
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A interferéncia dos componentes da matriz ocorre porque a curva
analitica utilizada para quantificar os pesticidas, geralmente, € preparada em
solvente puro. Ja na andlise dos extratos obtidos por um método de extracao
adequado, além de apresentar os pesticidas, contém uma variedade de
compostos pertencentes a matriz que sdo co-extraidos. Estes compostos
interferem durante a analise cromatografica, pois influenciam na quantidade de
pesticida que é transferido para a coluna. Esta interferéncia dos componentes
da matriz, na quantificacdo dos pesticidas na analise cromatografica, é
denominada de efeito de matriz (GONZALEZ et al, 2002).

O efeito de matriz pode ocorrer em diversas partes do sistema
cromatografico como: injetor, coluna ou detector. O liner do injetor (tubo de
vidro) é o principal responsavel pelo efeito de matriz, pois sitios ativos deste
material podem adsorver ou induzir a degradacdo térmica de alguns analitos.
Quando as solucbes padrédo sdo preparadas no solvente puro e analisadas por
cromatografia, mais sitios ativos do liner estdo disponiveis para interagir com
os pesticidas. Entretanto, quando se analisa os extratos, os pesticidas estdo na
presenca de componentes da matriz, ocorrendo assim uma competicao pelos
sitios ativos. Dependendo das caracteristicas do analito e da amostra, os
componentes da matriz podem ser adsorvidos no liner e mais pesticidas podem
ser introduzidos na coluna cromatogréfica, originando uma resposta maior para
0 pesticida quando comparado com a resposta deste em solvente puro
(HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003). Proporcionando, assim, erroneamente
uma alta concentracao do pesticida.

Um exemplo disso ocorreu na andlise de captan em extratos de laranja.
Este pesticida quando preparado em tolueno ndo havia sido detectado pelo
detector por captura de elétrons, provavelmente devido a decomposicdo ou
interacdo com sitios ativos do liner. Depois de varias injecdes de amostras de
extrato de laranja em que foi se acumulando componentes da matriz no
sistema cromatografico o pico de captan foi quantificado, embora a
repetibilidade das amostras tenha sido baixa (HAJSLOVA et al,1998).

Normalmente, para corrigir estes erros nas taxas de recuperacao, a
curva analitica pode ser preparada substituindo o solvente puro por extratos da
matriz isenta de pesticidas, durante a diluicdo das solugbes padrédo nas
diversas concentragdes (RIBANI et al, 2004). Muitos pesticidas tém se

mostrado estaveis quando preparados em extratos da matriz. Tem-se
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observado a degradacdo de organofosforados apenas quando se eleva a
temperatura de armazenamento dos padrées, caso contrario, quando o0s
padroes preparados no extrato da matriz sdo armazenados em baixa
temperatura, estes sao tao estaveis quanto os padrées preparados em solvente
puro (KOCOUREK et al, 1998).

Além disso, numa tentativa de reduzir o efeito de matriz pode-se fazer o
uso de injecao on-column, para evitar a presenca de sitios ativos do sistema de
injecdo, ou frequentes mudancas do liner do injetor. Pode-se também utilizar o
método de adicdo de padrdo na propria matriz, ou ainda, etapas de clean up
dos extratos para reduzirem co-extrativos (POOLE, 2007; SCHENCK &
LEHOTAY, 2000).

Outra alternativa é a adicdo de substancias quimicas similares aos
componentes da matriz nos padrdes preparados em solvente puro, para ocupar
0s sitios ativos do liner, impedindo a adsorcao ou degradacédo dos pesticidas.
Tais substancias protetoras como o 6leo de oliva (ou produtos de degradacéo
destes) tém maior capacidade de fazer ligacbes de hidrogénio que os
pesticidas com o0s grupos silandis do liner (vidro). Desta forma, estes
compostos mascaram 0s sitios ativos e proporcionam maior transferéncia dos
pesticidas para a coluna (SANCHEZ-BRUNETE et al, 2005).

A intensidade do efeito de matriz pode variar de uma amostra para outra,
ou de acordo com a concentracdo do analito na matriz. HAJSLOVA et al (1998)
verificou que quanto menor a concentracdo do analito na amostra, maior sera o
efeito de matriz. Um fato interessante foi observado por SCHENCK &
LEHOTAY (2000) em que o pesticida terbufés ndo apresentou nenhum efeito
de matriz quando analisado em concentragdes mais altas. Entretanto, para
concentrac6es mais baixas apresentou significativo efeito de matriz.

O proéprio sistema cromatografico pode influenciar na intensidade do
efeito de matriz. Como exemplo, um cromatégrafo a gas utlizando como
detector um espectrometro de massa (EM) apresentou maior efeito de matriz
em analise de organofosforados que um detector fotométrico de chama (DFC)
para 0s mesmos pesticidas. Acredita-se ser devido aos tipos diferentes de liner
e pequeno diametro da coluna usados para o CG-EM em relagédo ao CG-DFC.
Além disso, o préprio espectrometro de massa contribui para o aumento da
resposta devido a superficie metalica do detector e o fato de nado ocorrer
combustéo neste (SCHENCK & LEHOTAY, 2000).
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As propriedades fisico-quimicas dos pesticidas e dos interferentes, como
polaridade, volatilidade, estabilidade em altas temperaturas, etc. também sao
fatores relevantes no estudo do efeito de matriz (MENKISSOGLU-SPIROUDI &
FOTOPOULOU, 2004). Pesticidas que contém os grupos amidas, sulfonas e/ou
ligacbes P=0O, de uma forma geral compostos mais polar, sdo largamente
afetados pela matriz. Ou mesmo compostos de elevada massa molar como os
piretréides tendem a apresentar também um aumento da resposta (SANCHEZ-
BRUNETE et al, 2005).

Nesse trabalho foram otimizados os métodos de extragdo soélido-liquido
e purificacdo em baixa temperatura e dispersdo da matriz em fase soélida, para
determinar os pesticidas clorpirifés, A - cialotrina, cipermetrina e deltametrina

em amostras de tomate.
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CAPITULO 1

EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO E PURIFICACAO EM BAIXA
TEMPERATURA

1.1. MATERIAIS E METODOS

1.1.1. Preparo de solugdes padréao de pesticidas

As solucbes empregadas neste trabalho foram preparadas pela
solubilizacdo de padrdes de clorpirifés (99,0% m/m - Chem Service),
cipermetrina (92,4% m/m - Chem Service), A-cialotrina (86,5% m/m - Syngenta)
e deltametrina (99,0% m/m - Chem Service), em acetonitrila (Mallickrodt /
HPLC). SolucBes estoque de 500,0 mg L™ foram preparadas para cada padrédo
e armazenadas em freezer. A partir da diluicho das solugcbes estoque, foi
preparada uma solucdo de trabalho contendo os quatros pesticidas em
concentracdes de 50,0 mg L™.

Uma segunda solucdo de concentracdo igual a 50,0 mg L™, utilizada
como padréo interno, foi preparada pela solubilizacdo de padrao de bifentrina

(92,2 % m/m — FMC do Brasil) em acetonitrila.
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1.1.2. Preparo de amostras de tomates hidrop6nicos fortificadas

Amostras de tomate (aproximadamente 4 a 5 unidades) foram trituradas
em processador caseiro e quantidades de polpa iguais a 4,0000 g foram
fortificadas com 100,0 uL de solucéo trabalho contendo os quatro pesticidas na
concentracdo de 50,0 mg L™. As amostras contaminadas (1,25 mg kg™) foram
deixadas por aproximadamente trés horas em frasco aberto para evaporacéo

do solvente.

1.1.3. Otimizacdo da técnica de extracado solido-liquido e purificacdo em
baixa temperatura (ESL-PBT)

Os ensaios da extracdo sélido-liqguido e purificacdo em baixa
temperatura para analise dos pesticidas clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e
deltametrina em amostras de tomate foram adaptados da técnica descrita para
a extracdo de deltametrina e cipermetrina em leite (GOULART, 2004) e para
extracdo de quatro piretréides em agua e solo (VIEIRA, 2005; VIEIRA et al,
2007).

Em frasco de vidro transparente de 22,0 mL de capacidade, contendo
4,0000 g de polpa de tomate fortificada, foram adicionados 10,0 mL de uma
mistura extratora e homogeneizado. Posteriormente, a mistura foi resfriada em
freezer a -20 °C por 12 horas. Apds a separacao das fases pelo congelamento
da fase aquosa e da polpa de tomate, o liquido sobrenadante foi passado por
um papel de filtro contendo 1,5000 g de sulfato de sédio anidro (Nuclear). O
extrato foi recuperado em baldo volumétrico de 10,0 mL em acetonitrila e
armazenado em frascos de vidro no freezer, até o momento da analise.

Apds a extracdo, as concentracfes dos analitos foram determinadas por
cromatografia gasosa, usando detector por captura de elétrons (DCE). Os
experimentos realizados na otimizacdo sdo descritos nos itens 1.1.3.1 e
1.1.3.2.

1.1.3.1. Planejamento de misturas

A composicdo da mistura extratora utilizada na ESL-PBT foi otimizada

realizando um planejamento experimental de misturas de trés componentes,
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com o objetivo de avaliar a taxa de recuperacédo dos principios ativos a partir
das modificacGes da polaridade da mistura extratora.

O modelo de planejamento de misturas com trés diferentes solventes e
as caracteristicas das trés misturas extratoras avaliadas estdo representadas

na Figura 1.1 e Tabela 1.1, respectivamente.

Solvente 3

Solvente 1' ' ISollvente 2

Figura 1.1 - Modelo de planejamento de mistura.

Tabela 1.1 — Descricédo dos planejamentos de misturas

Planejamentos de

misturas Solvente 1 Solvente 2 Solvente 3
A Acetonitrila Agua Acetato de etila
B Acetonitrila Agua Metanol
C Isopropanol Agua Hexano

A mistura extratora usada na ESL-PBT deve ser inicialmente
homogénea, para que somente apds o0 abaixamento da temperatura ocorra a
separacdo das fases. Assim, quantidades minimas e maximas de cada
solvente da mistura extratora foram estabelecidas para garantir a formacéao da
fase Unica.

Além disso, os solventes 1 e 2 na ESL-PBT, devem necessariamente
possuir limite inferior maior do que zero, pois o0 solvente 1 constituird a fase
liquida apos o congelamento enquanto que o solvente 2 formara a fase sélida.

Considerando, entdo, as restricdes da mistura extratora na ESL-PBT,
os limites minimos e maximos de cada solvente, foram estabelecidos, como

representado na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Limites inferiores e superiores das quantidades de cada solvente,

expressos em % v/v

Solventes Limite inferior (%) — Limite superior (%)
1 65 — 80
2 5-20
3 0-15

A partir das quantidades minimas e maximas de cada solvente, foi
delimitada, entdo, a regido de estudo no planejamento, limitado pelos vértices

do tridngulo 1, 2 e 3, Figura 1.2.

Solvente 3

AN

Solvelnte 1 ' 1 o Slolvénte 2

Figura 1.2 — Regido de estudo do planejamento de mistura, aplicados na
otimizacdo do método ESL-PBT para extracao de quatro pesticidas em tomate.

Os veértices do triangulo 1, 2 e 3 representam trés tipos de misturas
extratoras de polaridades diferentes.

Em cada mistura extratora a proporcdo entre 0s solventes foi
determinada pelos pseudocomponentes, que € uma espécie de codificacao.
Quando um solvente foi adicionado em sua quantidade maxima o
pseudocomponente foi 0,5 no planejamento de misturas. Quando a quantidade
minima do solvente foi usada, o pseudocomponente correspondente foi zero. A
soma dos pseudocomponentes em uma fase extratora foi sempre igual a 1.

Estes calculos dos pseudocomponentes foram obtidos pela equacéo 1.1:
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X pseudocomp. = _C(%0) — Ll (Equacéo 1.1)
100 - X Li

Sendo que:

X = Pseudocomponentes dos solventes 1, 2 ou 3.

C(%) = Porcentagem do solvente na mistura analisada.

Li = Limite inferior do solvente (Tabela 1.2)

2. Li = Somatério de todos os limites inferiores dos trés solventes que compde a

mistura. Neste planejamento, igual a 70%.

A Tabela 1.3 resume todas as informacdes necessarias para o
planejamento de misturas como 0s pseudocomponentes e a porcentagem de

cada solvente na mistura.

Tabela 1.3 — Composicdo das fases extratoras preparadas com misturas dos
solventes 1, 2 e 3, em valores reais dos componentes (%) e em

pseudocomponentes (X)

Mistura  pseudocomponentes

X1 X2 Xa Solvente 1 (%) Solvente 2 (%) Solvente 3 (%)
1 0,5 0,5 0 80 20 0
2 0 0,5 0,5 65 20 15
3 0,5 0 0,5 80 5 15

* O volume total ap6s a mistura dos trés solventes foi sempre 10,0 mL.

Para cada mistura de solventes foi avaliada a porcentagem de extracao
de clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina presentes em amostra de
tomate.

Os resultados obtidos da porcentagem de recuperagao dos pesticidas,
usando o modelo experimental e misturas, foram avaliados estatisticamente

utilizando o software Statistica® versao 6.0.

1.1.3.2. Otimizac¢@es univariadas

Para melhorar a eficiencia da extracdo dos quatro pesticidas em
amostras de tomate e obter extratos mais apropriados para analise
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cromatografica foram realizadas otimizacfes univariadas, utilizando a mistura

extratora que melhores resultados apresentaram.

1.1.3.2.1. Efeito do sistema de agitacdo da ESL-PBT na porcentagem de

extracdo dos pesticidas em tomate

Avaliou-se a influéncia do mecanismo de homogeneizacdo da amostra
com a mistura extratora na eficiéncia de extragdo dos pesticidas estudados. As
estratégias de agitacdo foram: agitacdo manual, agitacdo mecanica em mesa
agitadora (Tecnal TE - 420) por 10 minutos a 25 °C e 175 oscilacbes por
minuto, ultra-som por 1 minuto e ultra-som por 10 minutos. Em cada estratégia,
a técnica de ESL-PBT foi utilizada como descrito no item 1.1.3., usando como

mistura extratora acetonitrila, agua e acetato de etila (8,0: 0,5: 1,5).

1.1.3.2.2. Efeito da forca i6nica na porcentagem de extracdo dos

pesticidas em tomate pela ESL-PBT

O efeito da forca ibnica na porcentagem de extracdo dos quatro
pesticidas em amostras de tomate foi avaliado usando o método descrito no
item 1.1.3., usando como mistura extratora acetonitrila, agua e acetato de etila
(8,0: 0,5: 1,5), sendo a mistura submetida ao ultra-som por 1 minuto.
Entretanto, a agua adicionada a amostra para compor a mistura extratora foi
substituida por uma solucdo de NaCl na concentracdo de 0,20 mol L™, para

aumentar a forga idnica do meio.

1.1.3.2.3. Avaliacdo do efeito de matriz na porcentagem de recuperacao

dos pesticidas.

Para observar o efeito de matriz na ESL-PBT em amostras de tomate na
andlise de clorpirifos, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina por cromatografia

gasosa foram feitos dois estudos:
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1.1.3.2.3.1. Superposicao de matriz

Quando solugbes padréo séo preparadas em solvente puro e analisadas
por cromatografia gasosa, estas apresentam respostas diferentes das mesmas
solucbes padrao preparadas no extrato da matriz, isenta de pesticidas. Para
avaliar essa influéncia dos componentes da matriz na resposta do detector
foram preparadas duas séries de solu¢cdes padrdo contendo os quatro
pesticidas nas concentracdes de 5; 10; 25; 75; 150; 300; 500; 625 e 750 ug L™.
A primeira série foi preparada pela diluicio da solucéo de trabalho (50,0 mg L™)
contendo os quatro pesticidas em acetonitrila pura. A segunda série dos
padrbes foi preparada pela diluicdo da mesma solucéo de trabalho no extrato
da matriz, obtido da ESL-PBT de tomates hidropbnicos isentos de pesticidas.

O efeito de matriz também foi avaliado pela comparacdo das
porcentagens de recuperacao obtidas quando as solugdes padrdes preparadas
em acetonitrila e no extrato da matriz foram empregadas para quantificar os

principios ativos em amostras de tomate previamente fortificadas.

1.1.3.2.3.2. Variacado da resposta do detector

A variacdo da resposta (area) dos pesticidas associada ao efeito de
matriz foi avaliada pela comparacdo dos resultados de injecbes sucessivas
(trés vezes) de uma solucdo padrdo em acetonitrila, antes e ap0s injecdes
sucessivas (cinco vezes) de um extrato obtido da ESL-PBT de amostra de

tomates isentas de pesticidas.

1.1.3.2.4. Eficiéncia de adsorventes no clean up dos extratos obtidos na

ESL-PBT de amostras de tomate

Os extratos organicos obtidos da ESL-PBT de amostras de tomate foram
submetidos a uma etapa de clean up para melhorar a qualidade dos mesmos
com vistas a analise cromatografica. Apés o processo de resfriamento a — 20
°C da mistura, a fase organica liquida foi passada por um papel de filtro
contendo uma camada de sulfato de sddio anidro, (1,5000 g) e uma camada
inferior de adsorvente (0,5000 g). Os extratos foram recuperados para 10,0 mL

em acetonitrila e armazenados no freezer até o momento da analise
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cromatografica. Os adsorventes avaliados foram florisil (J. B. Barcker), silica
gel (Mercker), octadecil C-18 (PR cola) e carvao ativado (Carlo Erba).

Também foi estudado o clean up dos extratos com adicdo do carvao
ativado diretamente na mistura da amostra com a fase extratora, antes do
processo de homogeneizagéo. Analisou-se o clean up com 0, 5, 10 e 15 mg de
carvao ativo.

O uso do carvao ativado para o clean up dos extratos foi avaliado pelas
caracteristicas dos cromatogramas (ruidos da linha de base e picos
interferentes), pela porcentagem de extracdo dos pesticidas e pela intensidade
da cor dos extratos, sendo este avaliado espectrofotometricamente na regido

do UV-visivel.
1.1.4. Anélise cromatografica

A identificacdo e quantificacdo dos extratos de pesticidas foram
realizadas em um cromatografo a gas (Shimadzu, GC — 17A), com um detector
por captura de elétrons (DCE). Para promover a separacao entre os picos dos
compostos de interesse no menor tempo de analise, estabeleceram-se as
condicGes ideais de andlise como temperatura da coluna, do injetor e do
detector, vazéo dos gases e escolha do tipo de coluna cromatografica.

As condic¢des analiticas fixadas foram as seguintes:

Coluna capilar: Fase estacionéria: 5% difenil e 95% dimetilsiloxano, 30 m x
0,25 mm de diametro interno e 0,1um de espessura de filme.

Programacao de temperatura da coluna: 200 °C 10°C mi”'l, 290 °C (2 min)
Tempo total de analise: 11 minutos

Temperatura do injetor: 280 °C

Temperatura do detector: 300 °C

Volume injetado: 1,0 uL

Gas de arraste: Nitrogénio

Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL min*

Divisdo de fluxo: 1:5
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1.1.4.1. Curva analitica (método da padronizacéo interna)

Foram preparadas solugcbes padrdo de concentragcdes crescentes dos
analitos (5; 10; 25; 75; 150; 300; 500; 625 e 750 pg L™) utilizando o principal
solvente da mistura extratora (acetonitrila). Nestas solugbes adicionaram-se
100,0 pL de solucéio de bifentrina a 500,0 ug L™, utilizada como padréo interno
(PI). Apos analise dessas solucdes, foi construido um grafico relacionando a
razdo de areas (area do analito/ area do padréo interno) com as respectivas
concentracfes dos analitos. Foram obtidos por regressao linear, as equacdes
das retas e os parametros que permitiram calcular as concentracdes dos
analitos nas amostras.

Nos extratos das amostras de tomates também foram adicionadas a

mesma quantidade de padrao interno.

1.1.4.2. Método otimizado da ESL-PBT e analise por cromatografia gasosa

de quatro pesticidas em tomate.

Em amostras de tomate (4,0000 g) previamente processadas e
fortificadas com 1,25 mg kg’ de cada um dos pesticidas, foram adicionados
10,0 mL da mistura extratora (8,0 mL de acetonitrila, 0,50 mL de agua destilada
e 1,5 mL de acetato de etila). A mistura foi sonicada por 1 minuto e deixada no
freezer a aproximadamente -20 °C por 12 horas. O solvente organico ainda
liquido foi passado por um papel de filtro contendo sulfato de sédio anidro. O
volume do extrato foi ajustado em baldo volumétrico de 10,0 mL com
acetonitrila e armazenados no freezer até 0 momento da analise.

As andlises cromatograficas dos extratos foram feitas usando as

condi¢des cromatograficas descritas no item do 1.1.4.

1.1.5. Validacdo do método analitico

Para assegurar a credibilidade do método analitico desenvolvido, este foi
submetido a uma validacdo, conforme proposto por RIBANI et al (2004). Os
critérios considerados, neste trabalho, para a validacdo do método de extracéo
sélido-liquido e purificacdo em baixa temperatura e analise por CG-DCE, estéo

dispostos na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4 — Parametros de desempenho analitico para validacdo do método
ESL-PBT e analise por CG

Parametros

Seletividade -

Limite de deteccao e quantificacéo -

Linearidade de resposta do detector -

Precisao Repetitividade
Precisdo intermediaria

Exatidao Ensaio de recuperacao

Comparacéo de métodos

1.1.5.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se o0s cromatogramas dos
extratos obtidos apoOs extragdo dos componentes da matriz isenta dos
pesticidas em estudo, com os cromatogramas dos extratos da amostra de

tomate fortificada, preparada e analisada conforme o procedimento otimizado.

1.1.5.2. Limite de deteccéao e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para cada um dos
pesticidas foram determinados usando os parametros da curva analitica. Para
este célculo, construiu-se uma curva analitica utilizando solu¢des padrédo
contendo clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina nas
concentracdes 12, 8, 6, 4, 2 pg L. O LD e o LQ foram considerados como 3,3
e 10 vezes, respectivamente, a razdo entre os coeficientes linear e angular da
curva analitica (RIBANI et al 2004).

1.1.5.3. Linearidade de resposta do detector

A linearidade de resposta do detector foi verificada pela curva analitica
preparada, conforme descrito no item 1.1.4.1, em que padrdes de pesticidas
em acetonitrila foram preparados nas concentragdes de 5, 10, 25, 75, 150, 300,
500, 625 e 750 ug L™. Apds a andlise cromatogréfica, foi construida uma curva
analitica, relacionando a razdo de é&reas (area do analito/ area do padrédo
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interno) com as concentracdes dos analitos. A linearidade foi avaliada pelo

coeficiente de correlacdo determinado pela regressao linear.

1.1.5.4. Precisao

A precisdo do método de extracdo solido-liquido e purificacdo em baixa
temperatura e andlise por cromatografia gasosa foram verificadas sob
condicdes de repetitividade e precisdo intermediaria.

A repetitividade do método de extracdo dos pesticidas clorpirifés,
cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina em amostras de tomate foram
determinadas, conforme sugerido pelo INMETRO, realizando-se sete extracdes
idénticas dos pesticidas, segundo procedimento descrito no item 1.1.4.2.
determinando o desvio padréo relativo ou coeficiente de variacdo (CV).

A precisdo intermediaria foi analisada por meio da porcentagem de
recuperacao dos pesticidas e respectivos coeficientes de variacdo, fazendo-se
o procedimento de extracdo descrito no item 1.1.4.2. em triplicatas e em trés

dias distintos.

1.1.5.5. Exatidao

Entre as maneiras de avaliar a exatiddo de um método pode-se recorrer
aos ensaios de recuperacao.

Os ensaios de recuperacdo foram realizados em amostras de tomate
fortificadas em diferentes niveis: 0,025; 0,050; 0,100 e 0,250 mg kg ™ de cada
um dos pesticidas, correspondendo, respectivamente, a 1, 2, 4 e 10 vezes o
limite de quantificagdo dos pesticidas. Estas amostras em triplicatas foram
submetidas ao método de ESL-PBT conforme descrito no item 1.1.4.2. e
analisadas por cromatografia gasosa nas condi¢cbes descritas no item 1.1.4. A

exatidao foi avaliada pelo coeficiente de variagdo das medidas.

1.1.6. Determinacédo dos pesticidas em amostras de tomates

A técnica de ESL-PBT para determinacdo dos pesticidas clorpirifés,

cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina otimizada e validada, foi aplicada em
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amostras de tomates coletadas em trés estabelecimentos comerciais de
Vicosa-MG.

Para a coleta das amostras foram utilizados sacos de polietileno para
armazenar 1 kg de tomate (cerca de 10 unidades) escolhidos ao acaso e
transportados ao laboratorio para serem estocados a baixa temperatura até o
momento de preparo para a analise. Os tomates foram cortados e triturados em
processadores caseiros. Aliquotas de 4,0000 g da amostra de tomate foram
retiradas e submetidas ao processo de extracdo otimizado, conforme descrito

no item 1.1.4.2. e analisado por cromatografia gasosa.
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1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.2.1. Andlise cromatografica

O detector por captura de elétrons (DCE) apresenta alta sensibilidade
aos compostos halogenados, possibilitando a quantificacdo dos pesticidas
clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina na analise cromatografica. A
identificacdo dos compostos estudados foi realizada por comparacéo entre 0s
tempos de retencéo (tr) destes nos extratos com os da solugcdo padrdao. Na
Figura 1.3 A estad representado o cromatograma da solu¢do padrao dos
pesticidas em acetonitrila. O cromatograma dos extratos apés a ESL-PBT
obtidos a partir de amostras de tomate fortificadas com os pesticidas € ilustrado

na Figura 1.3 B.

26



A) 350000
300000 6.8
250000 |
s |
S 3.2
g 200000 -
[}
k3 |
S 150000
S 5.6 9.9
g |
o
2 100000 |
4
8.2
50000
od
-——
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Tempo de retencéo

350000

B)

300000 —-
250000 —-
200000
150000 —-

100000

Resposta do detector

50000
O _J

e e e I B e e e e e L I e e e e m
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Tempo de retengéo

Figura 1.3 — A) Cromatograma da solucdo padrdo de 500 pg L™*dos pesticidas ,
B) Cromatograma da amostra fortificada com 1,25 mg kg* (500 pug L™) dos
pesticidas e submetidas a ESL-PBT ( tr = 3,2 min: clorpirifés, tg = 5,6 min:
padrdo interno, tg = 6,8 min: cialotrina, tg = 8,2 min: cipermetrina, tg = 9,9 min:

deltametrina).

Pelas caracteristicas dos cromatogramas (Figura 1.3) observa-se que as
condicbes de analise (item 1.1.4.), como a programacdo de temperatura,
coluna utilizada e o fluxo do gas de arraste, possibilitou uma boa separagéo
dos compostos avaliados, inclusive dos isdbmeros. A A-cialotrina (tr = 6,8 min.)
e a deltametrina (tg = 9,9 min.) que apresentam dois isdbmeros cada uma, foram
quantificadas somando-se a é&rea total dos pesticidas isoméricos. Caso
semelhante foi realizado com a cipermetrina que apresenta trés isémeros (tr =
8,2 min.).

Comparando-se os cromatogramas da amostra fortificada (Figura 1.3 B)

com o da solugao padrao dos pesticidas (Figura 1.3 A), observa-se na regiao
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proxima ao pico atribuido ao solvente, nos trés primeiros minutos de analise,
alargamento do pico. Isso indica que compostos polares da matriz séo

extraidos e eluidos proximo ao solvente.

1.2.2. Otimizacdo da técnica de extracdo solido-liquido e purificagdo em
baixa temperatura (ESL-PBT)

1.2.2.1. Planejamento de misturas

Em 2004, GOULART descreveu o método de extracdo liquido-liquido e
particAo em baixa temperatura, ELL-PBT, para extracdo e analise de
piretréides em leite por cromatografia gasosa. Posteriormente, a técnica foi
otimizada e validada por VIEIRA et al (2007) para extragcdo de quatro
piretréides em agua. Na descricdo da metodologia recomenda-se usar 8 mL de
uma mistura extratora contendo acetonitrila (6,5 mL) e acetato de etila (1,5 mL).
Esta mistura, nessa proporcado, permite formar uma fase Unica com a amostra
aquosa (4,0 mL). Com o abaixamento da temperatura a amostra aquosa €é
solidificada, restando ainda no estado liquido a mistura extratora.

A acetonitrila, além de ser descrita como sendo um dos melhores
solventes na extragdo de pesticidas (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004), tem as
caracteristicas necessarias para ser usada na técnica de ESL-PBT. A
acetonitrila forma com a agua uma fase Unica em qualquer propor¢édo e tem o
ponto de congelamento (T = - 46 °C) bem mais baixo que a temperatura
utilizada no método (- 20 °C). Para que a sua eficiéncia como solvente extrator
seja ampliada é necessario modificar sua polaridade para que seja aplicado
para a extracado de pesticidas de diferentes polaridades. Essas modificacdes
ndo podem alterar as caracteristicas da mistura extratora com relacdo a
formacdo da fase Unica e das caracteristicas de congelamento.

Além desses relatos na literatura, ndo se encontrou nenhum estudo
sistematico realizado para extracdo de pesticidas em amostras de hortalicas,
empregando esta técnica. Assim, na otimizacdo do método para amostras de
tomate, foram estabelecidas previamente quantidades maximas e minimas de
solventes, para que a mistura extratora mantivesse as caracteristicas

necessarias.
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Estudo recente realizado por Vieira (2005) demonstrou que a propor¢cao
agua: acetonitrila 1:2 resultou em melhores porcentagens de extracdo de
pesticidas na ESL-PBT. Assim, considerando que a amostra de tomate (4,0000
g) contém aproximadamente 95% de agua, optou-se por acrescentar 0,5 mL de
agua e 9,5 mL de fase organica para que a proporcao agua: solvente organico
aproximasse da relacdo 1:2. Para avaliar a influéncia da agua na extracdo dos
pesticidas, analisou-se também misturas extratoras acrescentando um volume
méaximo de agua de 2,0 mL em 8,0 mL de fase orgéanica, para obter uma
relacdo agua : solvente organico cerca de 1:1.

A polaridade da acetonitrila pode ser reduzida pela adicdo de acetato de
etila. Assim a extracdo dos pesticidas menos polares é favorecida por esta
combinagdo. Entretanto, a miscibilidade do acetato de etila em acetonitrila e
agua sao limitadas. VIEIRA et al (2007) determinou que para a proporcao 1:2
(fase aquosa: fase organica) a quantidade maxima de acetato de etila
adicionado em 8 mL de fase organica fosse 1,5 mL, para ndo romper o
equilibrio da fase Unica. Por isso, adotou-se um volume de acetato de etila de
1,5 mL em 10,0 mL de fase extratora, para garantir a formacado de uma fase
homogénea.

As porcentagens de extracdo, para oS quatro pesticidas, usando as
misturas 1, 2 e 3 do planejamento de mistura A, nas propor¢cdes descritas na
Tabela 1.3 (pg. 18 ), estdo na Tabela 1.5.

Tabela 1.5 — Porcentagem de recuperacdo dos pesticidas e respectivos
desvios-padrédo na analise de amostras de tomate fortificadas, usando o
planejamento de mistura A (Tabela 1.1, pg. 16) e composicdo da misturas
extratora (Tabela 1.3, pg. 18)

Mistura Clorpirifos A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina
R (%) R (%) R (%) R (%)

1 70,73 + 1,83 69,44 + 0,18 73,51+2,12 73,08 £ 0,21

2 75,19 + 0,83 76,16 + 1,51 81,15 + 2,56 80,94 + 0,76

82,71+ 2,75 86,02 + 3,30 95,37 4,71 95,58 + 2,64

A mistura 1 constituida por acetonitrila, agua e acetato de etila nas
propor¢cdes de 80%, 20%, 0%, respectivamente, é a mistura mais polar. Em
contra partida a mistura extratora 3 € a de menor polaridade (80% acetonitrila,
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5% agua e 15% acetato de etila). Ja a mistura 2 (65% acetonitrila, 20% agua e
15% acetato de etila) possui polaridade intermediaria.

Os resultados da Tabela 1.5 indicam que a medida que diminui a
polaridade da mistura extratora, a porcentagem de recuperagcao dos pesticidas
aumenta. Sendo assim, a mistura 3, menos polar, proporciona melhor extracdo
dos pesticidas.

Considerando as quantidades méximas extraidas de cada um dos
pesticidas em funcdo da polaridade da mistura extratora do planejamento de
misturas A, observa-se, na Figura 1.4, que a polaridade da mistura afeta mais a
deltametrina e a cipermetrina, enquanto que para o clorpirifés o efeito da
variacdo da polaridade da mistura extratora € menos significativo. I1sso esta
relacionado com a solubilidade dos pesticidas na fase aquosa, pois o clorpirifés
dissolve na agua até 1,4 mg L™, enquanto que os piretrdides A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina solubilizam-se, respectivamente, 0,004; 0,004 e
0,0002 mg L™. Assim, o clorpirifés & mais soltvel em agua que os piretréides e
isso explicam a menor influéncia da polaridade da fase organica na extracao

deste pesticida em relagéo aos piretroides.
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Pesticidas

Figura 1.4 - Influéncia da polaridade da mistura extratora na porcentagem de

extracdo para os pesticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina.

O conjunto das porcentagens de extracao, expressos na Tabela 1.5, foi
utilizado para ajustar o modelo linear, equacédo (1.2), usando o metodo dos

minimos quadrados, para cada pesticida.
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Y = bixg + boxo + baxs Equacéo (1.2)

Este ajuste foi obtido com auxilio do software statistica® que fornece tais

modelos e determina o erro padréo de cada coeficiente (Tabela 1.6).

Tabela 1.6 — Coeficientes do modelo linear estimados para cada pesticida em
funcdo das porcentagens de recuperacdo obtidos pela técnica ESL-PBT de
amostras de tomate, usando o planejamento de misturas A (acetonitrila, &gua e

acetato de etila)

Pesticidas Equacbes do modelo ajustado R?
(x erro padrao)
Clorpirifos Y =78,25 X; + 63,22 X, + 87,17 X3 0,9460
(+ 2,05) (+ 2,05) (+ 2,05)
A-Cialotrina Y =79,30 X1 + 59,58 X, + 92,74 X5 0,9545
(£2,58)  (+2,58) (+ 2,58)
Cipermetrina Y = 87,73 X1 + 59,29 X, + 103,01 X3 0,9368
(+ 4,08) ( 4,08) ( 4,08)
Deltametrina Y = 87,71 X1 + 58,44 X, + 103,44 X3 0,9857
(x 2,05) (x 2,05) (x 2,05)

X1 = pseudocomponente da acetonitrila
X2 = pseudocomponente da agua

X3 = pseudocomponente do acetato de etila

A contribuicdo de cada pseudocomponente no processo de extracao dos
pesticidas esta representada na equac¢do do modelo linear ajustado. Observa-
se que o pseudocomponente da agua (X;) tem pesos bem préximos para 0s
pesticidas A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, ou seja, a quantidade de
adgua afeta a extracdo destes pesticidas de forma similar. J& a equagdo do
modelo ajustado para o clorpirifés, devido a sua maior solubilidade em agua,
possui um coeficiente maior para X, em relacdo aos piretroides. Como X
possui menor coeficiente entre os trés pseudocomponentes analisados, isso
significa que a agua apresenta menor contribuicdo para a extracdo dos
pesticidas, por isso deverd ser utilizada a quantidade minima na mistura
extratora.

Analisando os coeficientes do pseudocomponente Xj, acetonitrila, os
pesticidas podem ser separados em dois grupos, de acordo com a semelhanca
dos coeficientes. A acetonitrila proporciona melhor extragéo da cipermetrina e
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deltametrina, porque possuem massas molares maiores em relacdo ao
clorpirifés e A-cialotrina.

No entanto, resultados mais satisfatorios sdo obtidos com a adicado do
acetato de etila, pois os pesos do pseudocomponente (X3) na mistura extratora,
para todos os pesticidas, sdo maiores, principalmente para a cipermetrina e
deltametrina. Por isso o acetato de etila deve ser adicionado na quantidade
maxima.

Para avaliar a qualidade dos ajustes do modelo linear foi feita uma
analise de variancia para cada pesticida. Os resultados dispostos na Tabela 1.7
mostram, pelos valores do teste F, que existe pelo menos um coeficiente
significativo ao nivel de 95% de confiabilidade no modelo linear para cada
pesticida. Entretanto, a analise da variancia ndo especifica qual, ou quais,
coeficientes sdo mais importantes. Para isso, foi realizado o teste t de
“STUDENT” calculado pelo proprio programa do statistica® ao nivel de 95% de
probabilidade, para os coeficientes da Tabela 1.6, sendo que todos estes
coeficientes apresentaram-se significativos, mostrando que eles, realmente,

descrevem o comportamento dos sistemas de misturas estudados.

Tabela 1.7 — Andlise da variancia para o ajuste do modelo linear aplicado as

respostas do planejamento de mistura para cada pesticida

Pesticidas Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 146,51 2 73,26
Cloroirifés Desvio 8,37 3 2,79 26,26*
b Erro puro 8,37 3 2,79
Total 154,88 5 30,98
Regresséao 278,18 2 139,09
J-Cialotrina Desvio 13,27 3 4,43 31,44*
Erro puro 13,27 3 4,43
Total 291,46 5 58,29
Regresséao 492,29 2 246,15
. . Desvio 33,23 3 11,08 22,22*
Clpermetrina = buro 33,23 3 11,08
Total 525,52 5 105,10
Regresséao 521,53 2 260,76
. Desvio 7,58 3 2,53 103,18*
Deltametrina Erro puro 7,58 3 2,53
Total 529,10 5 105,82

* Significativo a um nivel o = 0,05
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Os resultados comentados anteriormente sdo mais bem entendidos
observando a Figura 1.5 A, B, C, D, em gue estao representadas as superficies
de respostas no tridangulo cujos  vértices correspondem  aos
pseudocomponentes (0,5; 0,5; 0,5) obtidas no planejamento de mistura A para
os pesticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, geradas pelo
software statistica®.

As curvas de nivel mostram que a extracdo de todos os pesticidas é
favorecida com o aumento da quantidade de acetato de etila na mistura,
principalmente para a cipermetrina (Figura 1.5 C) e a deltametrina (Figura 1.5
D) em que se espera uma extracao proxima a 100% com o aumento gradativo
do acetato de etila.

Para o clorpirifés (Figura 1.5 A) e A-cialotrina (Figura 1.5 B), espera-se
uma extracdo maxima de 86 e 90%, respectivamente. Considerando que estes
resultados pertencem a uma extracdo de multirresiduos de uma matriz
complexa como o tomate, os resultados sdo considerados bastante

satisfatorios.
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Figura 1.5 - Curvas de nivel das misturas de solventes acetonitrila, agua e acetato de etila, em termos de pseudocomponentes. Modelo

linear para a extracao: A) clorpirifés, B) A-cialotrina, C) cipermetrina, D) deltametrina.
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O planejamento de mistura B, usando acetonitrila, agua e metanol,
tornando a mistura mais polar, também foi avaliado. A presenca do metanol
como um dos componentes da mistura dificulta o congelamento da fase
aquosa. Uma caracteristica vantajosa € que o extrato ficou mais claro pela
menor extracdo de carotendides da matriz, o que possibilita uma menor
interferéncia de componentes da amostra na analise cromatografica.

O planejamento de mistura C, usando os solventes isopropanol, agua e
hexano, mostrou-se inadequado para analise por CG, pela grande quantidade
de pigmentos nos extratos. Extratos menos puro, podem diminuir a vida atil da
coluna e de outras partes do equipamento.

Assim, com resultados pouco satisfatérios usando os planejamentos B e
C optou-se por abandonar essas duas possibilidades. O planejamento de
mistura A (acetonitrila, agua e acetato de etila), com resultados mais aceitaveis
foi avaliado com relacdo a outras variaveis como estratégia de

homogeneizagéo, forca idnica e clean up dos extratos.

1.2.2.2. Efeito do sistema de agitacdo da ESL-PBT na porcentagem de

extragc&o dos pesticidas em tomate

A agitacao € uma etapa importante durante a extracéo, pois ocorre maior
interagcdo dos solventes com o0s componentes da matriz semi-sélida,
principalmente os pesticidas. Desta forma, as amostras foram submetidas a
quatro tipos diferentes de agitacéo (agitacdo manual, agitador mecanico por 10
minutos, ultra-som por 1 e 10 minutos). Os resultados séo ilustrados na Figura
1.6.
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Figura 1.6 — Influéncia do mecanismo de agitacdo na porcentagem de extracao

de quatro pesticidas em amostras de tomate por ESL-PBT.

Resultados semelhantes foram encontrados para as diferentes
estratégias de agitacdo. No entanto, a agitacdo mecéanica, em mesa agitadora,
produziu um maior desvio padrao (Figura 1.7), o que pode ser explicado pela
aderéncia dos compostos nas paredes do recipiente de extracdo. A
homogeneizacdo em ultra-som por um minuto conferiu uma melhor precisao

dos dados, por isso optou-se por esta forma de agitagdo da mistura.

36



7,00 -

6,51

6,00 -

5,00

4,00 -

3,00 +

Desvio-padréo

2,00 +

1,00

0,00 -

clorpirifés cialotrina cipermetrina deltametrina

Pesticidas

W agitagcdo manual m agitador mecénico O ultra-som 1 minuto m ultra-som 10 minutos
Figura 1.7 - Desvio padrdo das porcentagens de extracdo meédias, usando

diferentes estratégias de homogeneizacdo da amostra, na ESL-PBT em

amostras de tomates.

1.2.2.3. Efeito da forca i6nica na porcentagem de extracdo dos pesticidas

em amostras de tomate

O aumento da forca idnica € sempre recomendado na extracdo de
pesticidas em amostras aquosas, pois a adicdo de um sal a mistura extratora
pode melhorar a taxa de recuperacado, particularmente, no caso de analitos
polares. O aumento da forca iGnica provoca redugédo na solubilidade do analito
na matriz, facilitando a sua extragéo pela fase organica (LANCAS, 2004). Além
de melhorar a porcentagem de extracdo, o aumento da forca i6nica diminui a
formacéo de emulsdes.

Entretanto, o aumento consideravel da forca i6nica pode romper o
equilibrio da fase uUnica na ESL-PBT, antes do congelamento da amostra,
fendbmeno denominado de salting-out. Assim, para manter as caracteristicas da
mistura extratora (80% de acetonitrila, 5% de agua e 15% de acetato de etila),
e avaliar o efeito da forca ibnica, o volume de agua foi substituido por uma
solucdo de NaCl 0,20 mol L™. Os resultados obtidos apés avaliacdo deste

parametro estao representados na Figura 1.8.
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Figura 1.8 — Porcentagem de extracdo de pesticidas e os respectivos desvio
padrdo em amostra de tomate, obtidas sem e com alteracdo da forca idGnica

(solucdo de NaCl 0,20 mol L™*) da mistura extratora na ESL-PBT.

Os resultados obtidos para a extracédo dos pesticidas com o aumento da
forca ibnica do meio sdo estatisticamente iguais a porcentagem de extracao
dos pesticidas sem alterar a forca ibnica, ao nivel de 95% de probabilidade pelo
teste t. Observacfes semelhantes foram feitas por VIEIRA et al (2007), em que
a forca ibnica do meio n&do interferiu significativamente na extracdo de

piretrdides em agua por ESL-PBT.

1.2.2.4. Avaliacao do efeito de matriz na porcentagem de recuperacao dos

pesticidas.

A taxa de recuperacdo de pesticidas em alimentos, nem sempre é
satisfatoria devido aos efeitos de matriz na analise cromatografica. A
quantificacdo dos compostos pode ser afetada pela presenca de compostos co-
extraidos da matriz. A presenca dessas impurezas nas amostras analisadas
pode causar problemas no detector e mais ainda em sitios do injetor
(MENKISSOGLU-SPIROUDI & FOTOPOULOU, 2004).
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Sitios ativos do liner (tubo de vidro) do injetor € a principal fonte do efeito
de matriz, pois adsorve e, ou, induz a degradacéo térmica de alguns analitos
(ERNEY et al, 1993). Quando as solu¢des padrao sao preparadas no solvente
puro e analisadas por cromatografia gasosa, mais sitios ativos do liner estdo
disponiveis para retencdo dos analitos. Enquanto que ao preparar padrdes no
extrato da matriz, ocorre uma competicAo por esses locais entre o0s
componentes da matriz e os analitos, possibilitando que uma maior quantidade
de pesticida esteja disponivel para introduzir-se na coluna cromatogréfica
(SCHENCK & LEHOTAY, 2000). Entretanto, preparar os padrbes em extratos
brancos, além de aumentar o custo e o tempo da andlise, a concentracdo dos
proprios interferentes da matriz pode diferir de uma amostra para outra (RIBANI
et al, 2004).

Para o desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos de
matriz na andlise cromatogréafica devem ser levados em consideragdo mesmo
para comprovar a auséncia ou presenca do fenébmeno sobre uma longa faixa
de concentracdo do analito na matriz. Para isso, duas séries de solucdes
padrao foram preparadas, sendo uma em solvente puro e a outra em extratos
de amostra de tomate (RIBANI et al, 2004). As curvas analiticas preparadas em
acetonitrila e em extrato da matriz foram comparadas para o0s pesticidas
clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, nas Figuras 1.9 A, B, C, D,
respectivamente.

Na Figura 1.9 A, a inclinacdo da curva analitica preparada em
acetonitrila e no extrato da matriz sdo correspondentes, sugerindo assim que o
pesticida clorpirifés ndo apresentou efeito de matriz, ou seja, a presenca dos
componentes da matriz ndo interferiu, significativamente, em sua analise
cromatografica. O clorpirifos é um pesticida mais polar que os piretroides,
entdo, esperavam-se uma maior adsor¢cdo deste composto no liner do injetor,
entretanto isso ndo ocorreu porque o clorpirifés € mais volatil, permanecendo
pouco tempo no injetor para ser adsorvido, sendo analisado mais rapidamente.

No entanto, para os piretréides (Figuras 1.9 B, C, D) os padrbes
preparados em acetonitrila apresentam uma resposta menor quando
comparado aos padrdes preparados em extratos da matriz, principalmente para
a cipermetrina e deltametrina, pois o aumento do coeficiente angular foi mais

expressivo.
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Figura 1.9 — Curvas analiticas preparadas em

cipermetrina, D) deltametrina.
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40



Na Figura 1.10 estdo apresentadas as taxas de recuperacdo dos
pesticidas, ap6s a ESL-PBT de amostras de tomates fortificadas, quando
comparadas com solugbes padrdes feitas em acetonitrila e em extratos da
matriz. Observa-se que ao considerar a interferéncia dos componentes da
matriz, as porcentagens de extracdo dos pesticidas mostravam-se na realidade

préximos a 70%.
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Figura 1.10 — Comparacdo das porcentagens de extragcdo dos pesticidas
(clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina) quando relacionadas com
solugdo padrdo preparada em solvente puro (acetonitrila) e quando
relacionadas com solucdo padrdo preparada no extrato da matriz e o0s

respectivos desvio-padrao.

Conforme ja discutido, os piretréides sdo mais influenciados pelo efeito
de matriz, destacando-se a deltametrina cuja taxa de recuperacdo que
supostamente era cerca de 99% (padrdo em acetonitrila), apresentou na
realidade uma extracdo de 72% quando a solucdo padrdo foi preparada na
presenca dos componentes da matriz .

Ja para o clorpirifés era esperada a auséncia de efeito de matriz,
entretanto as taxas de recuperacdo para este pesticida ao serem determinadas

relacionando com solucdo padrdo preparada em acetonitrila e com solucdo
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padrédo preparada no branco, mostraram-se estatisticamente diferentes ao nivel
de 95% de probabilidade. Embora essa diferenca nas porcentagens de
extragdo do clorpirifés ndo excedeu a 6%, o efeito de matriz mostrou-se
significativo. Os dados das andlises cromatogréficas para o clorpirifés
apresentados nas Figuras 1.9 A (auséncia de efeito de matriz) e 1.10 (presenca
do efeito de matriz) foram obtidos em épocas distintas, sendo que as amostras
de tomates, o tempo de uso da coluna cromatografica e do liner no injetor,
também eram diferentes nas duas situacbes. Fatores como estes € que
dificultam a quantificacdo exata do efeito de matriz para um dado pesticida.

Outra maneira de avaliar este efeito de matriz é verificar o aumento
gradativo da resposta (areas) na analise cromatografica. SCHENCK &
LEHOTAY (2000) ao estudar o efeito de matriz na analise de organofosforados
encontrou dificuldades, pois as respostas mudavam a medida que os
componentes da matriz se depositavam no sistema de injecéo (liner), tornando-
se imprevisivel.

Para avaliar esta variacdo das areas dos pesticidas na analise
cromatografica, solugcdo padrdo dos pesticidas, em acetonitrila, foi analisada
antes e apds injecdes sucessivas de extrato obtido da ESL-PBT de amostra de
tomates isentas de pesticidas.

Na Figura 1.11 comparou-se a razao (area do pesticida / area do padrao
interno) para cada pesticida antes e apds a saturacdo do CG-DCE por

componentes da matriz.
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Figura 1.11 — Comparacdo da razdo das areas (area do pesticida / area do
padrdo interno) para os pesticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina preparados em acetonitrila antes e ap0s saturar o sistema

cromatografico (CG-DCE) com componentes da matriz tomate (branco).

Observou-se na Figura 1.11, que as respostas de todos os pesticidas
aumentaram significativamente apds injetar extratos de amostras de tomate. A
deltametrina foi o pesticida mais afetado pelos componentes da matriz, pois a
resposta deste composto aumentou em aproximadamente 35%. Para os
pesticidas cipermetrina, A-cialotrina e clorpirifés, houve um aumento de 19%,
12% e 4%, respectivamente. Observa-se que esta ordem decrescente de efeito
de matriz corresponde exatamente a ordem de retencdo dos compostos no
sistema cromatografico (Figura 1.3), ou seja, quanto maior o tempo de retencao
do pesticida na analise cromatografica maior a interferéncia da matriz. Neste
sentido, os piretréides sdo largamente afetados pelo efeito de matriz devido a
sua elevada massa molar, o que dificulta a volatilizacdo destes no injetor e
consequentemente maior tempo de analise (SANCHEZ-BRUNETE, 2005).
Embora o aumento da resposta para o clorpirifés tenha sido de apenas 4%, o
efeito de matriz mostrou-se significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo
teste t.

O efeito de matriz nos resultados pode ser significativo e deve ser

determinado cuidadosamente. A exata avaliacao do efeito de matriz pode evitar
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estimativas errdneas dos teores dos analitos, além de se ter uma técnica mais
confiavel. Para reducéo do efeito de matriz € recomendavel o uso de curva de
calibragdo preparada em extratos da matriz isenta de pesticidas (RIBANI,
2004), ou a utilizacdo de substancias protetoras nos padrbes preparados em
solvente puro (SANCHEZ-BRUNETE et al, 2005). Ou ainda submeter os

extratos a novos processos de clean up.

1.2.2.5. Eficiéncia de adsorventes no clean up dos extratos obtidos na

ESL-PBT de amostras de tomate

Véarios estudos sugerem a etapa de clean up para reduzirem ou
eliminarem co-extrativos das amostras antes da andlise cromatogréfica
(HAJSLOVA et al, 1998). Em recentes estudos foi concluido que extensivo
clean up para varias matrizes vegetais com a combinacdo de cartuchos de
troca i6nica e carvdo ativado reduzem o efeito de matriz (HAJSLOVA et al,
2003). A etapa de clean up com carvao ativado € muito util, principalmente, na
remocado de pigmentos da matriz. Entretanto, o extensivo clean up pode
resultar na perda parcial dos pesticidas e aumentar o tempo de analise e
custos (SCHENCK & LEHOTAY, 2000).

Mesmo com resultados satisfatorios no processo de ESL-PBT dos
guatro pesticidas em amostras de tomate, observou-se que o0s extratos
possuiam quantidades apreciaveis de pigmentos. No entanto, ao utilizar o
detector por captura de elétrons (DCE) ou mesmo o detector por ionizacdo em
chama (DIC) ndo se observava a presenca destes compostos nos
cromatogramas. Notava-se que nas andlises havia um pronunciado efeito de
matriz que poderia estar associado a presenca destes pigmentos. Com o
objetivo de tornar os extratos mais puros avaliou-se o clean up desses extratos
pelo uso de adsorventes como: florisil, octadecil (C-18), silica e carvéo ativado.
Tal processo deveria diminuir a pigmentacdo dos extratos sem interferir
significativamente na recuperagao dos pesticidas.

As taxas de recuperacao dos pesticidas na ESL-PBT, utilizando quatro
adsorventes no clean up dos extratos, comparados com padrées em

acetonitrila, s&o mostradas na Figura 1.12.
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Figura 1.12 — Influéncia dos adsorventes florisil, octadecil (C-18), silica e
carvao ativado na porcentagem de extracdo dos pesticidas no clean up dos
extratos obtidos pela ESL-PBT.

Florisil, octadecil (C-18) e silica ndo proporcionaram extratos mais
claros, e, além disso, diminuiram a taxa de recuperacao dos quatro pesticidas
devido a adsorcdo. J4 o carvao ativado possibilitou a obtencdo de extratos
incolores, porém reduziu as porcentagens de extracdo de todos os pesticidas
para aproximadamente 50 %, devido ao seu alto poder adsortivo (SOJO et al,
1997). Este resultado é semelhante ao encontrado por TORRES et al (1997) ao
analisar 13 pesticidas em amostras de tomate, usando a extracao soélido-liquido
seguida por clean up com 0,5 g de carvao ativado. Entre os compostos
analisados estavam clorpirifés, cipermetrina e deltametrina, encontrando as
respectivas porcentagens de extracao 61%, 50% e 40%.

Entretanto, a adicdo de carvao ativado, em menor quantidade, durante o
processo de extracdo mostrou-se mais eficiente na remo¢ao dos componentes
indesejaveis da matriz, e afetou, em menor extensdo, a taxa de recuperacdo
dos pesticidas clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina nos extratos.
A Figura 1.13 mostra a influéncia da adicdo de 0, 5, 10 e 15 mg de carvao

ativado, durante a extracao, na taxa de recuperacao dos pesticidas.
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Figura 1.13 — Porcentagens de recuperacao dos pesticidas clorpirifés,
cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina com a adicédo de 0, 5, 10 e 15 mg de

carvao ativado durante o processo de extracédo na técnica ESL-PBT.

Observa-se, na Figura 1.13, que a medida que a quantidade de carvéo
ativado é aumentada nos extratos as porcentagens de extracao dos pesticidas
diminuem, principalmente para o clorpirifés. Quantidades superiores a 15 mg
do adsorvente, embora fornecam extratos livres de pigmentos, tornam a técnica
inviavel devido a adsorcdo acentuada dos pesticidas, reduzindo a taxa de
recuperacao dos piretréides para quantidades inferiores a 70% e do clorpirifés
para cerca de 50%.

Resultados mais satisfatorios foram encontrados utilizando-se 10 mg do
carvao ativado, pois a taxa de recuperacao dos piretroides foi préxima a 74 % e
0S extratos apresentaram-se claros. Estes resultados sdo semelhantes aos
apresentados na Figura 1.10 na andlise do efeito de matriz, em que a extracéo
dos piretroides diminuiu para cerca de 70% quando a interferéncia dos
componentes da matriz foi levada em consideracao. Entretanto, a adicéo de 10
mg de carvao ativado reduziu expressivamente a extracao do clorpirifés para
quantidades inferiores a 60%.

J4 a adicdo de 5 mg de adsorvente foi insuficiente para remover
compostos da matriz, embora tenha possibilitado extracdo dos piretréides em

taxas superiores a 80% e do clorpirifos para 68% .
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A Figura 1.14 mostra o efeito da adi¢cdo do carvao ativado (0, 5, 10, 15
mg) na remocdo dos componentes da matriz, principalmente o licopeno,
responsavel pela coloracdo vermelha do tomate, analisados por
espectrofotometria.

O licopeno e demais pigmentos presentes no extrato da matriz,
absorvem, na andlise espectrofotométrica, na regido de 380 a 500 nm
(CARVALHO, 2005), desta forma, observa-se pela Figura 1.14 que a adi¢ao do
adsorvente reduz significativamente o teor de carotendides. Nos comprimentos
de onda entre 340 e 390 nm, had absorcdo de energia de compostos
polifendlicos arométicos, os flavondides, que sdo antioxidantes presentes no
tomate (SIMONETTI, 2005). Estes compostos sdo removidos, apenas, na
presenca de quantidades mais expressivas do adsorvente (10 e 15 mg).

Assim, no desenvolvimento da metodologia da ESL-PBT para os
piretréides cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina em amostras de tomate, o
clean up € convenientemente realizado com a adicdo de 10 mg de carvéo
ativado durante o preparo da amostra, fornecendo extracdes superiores a 70
%, além de apresentar remocdo significativa dos componentes da matriz

avaliada pela analise espectrofotométrica.
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Figura 1.14 — Espectros de absorcéo dos extratos obtidos a partir da ESL-PBT
de amostras de tomate isenta de pesticidas com a adicdo de 0, 5, 10, 15 mg de

carvao ativo.
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Embora os pigmentos ndo sejam detectados pelo detector de captura de
elétrons, o estudo do clean up dos extratos ainda € relevante no sentido de
preservar 0 sistema cromatografico e diminuir o efeito de matriz provocado

pelos constituintes da amostra e os seus produtos de degradagéo.
1.2.3. Metodologia otimizada

A metodologia de ESL-PBT aplicada na extracdo dos pesticidas
clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina nas amostras de tomate foi
otimizada por meio do planejamento de misturas associada as analises
univariadas do efeito da forca idnica, influéncia do mecanismo de agitacédo e
etapa de clean up. Entretanto para a validacdo da ESL-PBT para analises de
pesticidas em amostras de tomate, optou-se por nao utilizar a etapa de clean
up com 10 mg de carvdo ativado, devido a reducdo significativa da
porcentagem de extracao do clorpirifés. Aléem disso, a alteracdo da forca iGnica
da mistura extratora mostrou-se desnecessaria. Apesar dos resultados
apresentarem efeito de matriz, este ndo foi levado em consideragao durante a
etapa de validacdo, para ndo aumentar o custo e o tempo de analises. Desta
forma, a metodologia otimizada aplicada na validacdo ficou estabelecida da
seguinte forma:

Extracdo de 4,0000 g de tomate, previamente fortificado com 1,25 mg
kg™, com 8,0 mL de acetonitrila, 0,5 mL de 4gua e 1,5 mL de acetato de etila
seguida de agitacdo por 1 minuto em ultra-som. Apds a agitacdo as amostras
foram deixadas no freezer a — 20 °C por 12 horas. Apds o congelamento as
amostras foram filtradas na presenca de sulfato de sddio anidro. Os extratos
foram recuperados em baldo volumétrico de 10,0 mL e armazenados no freezer
para posterior analise por cromatografia gasosa.

A metodologia otimizada foi aplicada tanto na analise dos pesticidas em
amostra da polpa do tomate assim como em amostra do tomate inteiro,
proporcionando valores semelhantes na taxa de recuperagdo. O tomate verde,
embora seu consumo in natura seja mais restrito, também apresentou taxas de
recuperacdo dos pesticidas na ESL-PBT similares ao tomate maduro,

diferenciando apenas na coloragao do extrato.

48



1.2.4. Validacdo do método analitico

Para avaliar o desempenho do meétodo analitico, varios parametros
foram considerados, segundo recomendacdes do INMETRO (2003):
seletividade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, linearidade, precisdo e

exatidao.

1.2.4.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método de extracdo e analise por
cromatografia compararam-se os cromatogramas do extrato obtido na ESL-
PBT de uma matriz de tomate isenta dos pesticidas (Figura 1.15 A) com o0s
extratos de duas amostras de tomate fortificadas com os compostos em estudo
(Figura 1.15 B).

A amostra de tomate, apesar de possuir uma composi¢ao complexa, nao
apresentou interferentes nos mesmos tempos de retencdo dos compostos
analisados o que torna a metodologia seletiva. Esta seletividade esta também

relacionada com a seletividade do detector aos compostos halogenados.
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Figura 1.15 — A) Cromatograma do extrato obtido da matriz isenta dos
pesticidas e B) Cromatograma da amostra fortificada com 500 pg L™ dos
pesticidas (tr = 3,2 min: clorpirifés, tr = 5,6 min: bifentrina, tr = 6,8 min:

cialotrina, tg = 8,2 min: cipermetrina, tg = 9,9 min: deltametrina).

1.2.4.2. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) para métodos cromatograficos, representa a
menor quantidade da substancia estudada que pode ser diferenciada do ruido
do sistema com seguranca, entretanto a deteccdo n&o implica que o analito
seja quantificavel. O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do
analito que pode ser quantificada com exatidao (INMETRO, 2003).

O limite de deteccdo pode ser calculado por meio dos parametros da

curva analitica:
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LD=3,3xs/S
Sendo que:
s = estimativa do coeficiente linear da curva analitica

S = inclinacao ou coeficiente angular da curva analitica

Para o calculo do limite de quantificacdo, foram adotados critérios

semelhantes ao limite de deteccao, ou seja:
LD=10xs/S

Para o calculo das estimativas dos LD e LQ, foram construidas curvas
analiticas utilizando solugdes padrdao contendo o0s pesticidas nas
concentraces de 12, 8, 6, 4 e 2 ug L™. Os coeficientes linear e angular das
curvas analiticas, bem como os valores de LD e LQ obtidos para os compostos

estdo na Tabela 1.8.

Tabela 1.8 — Estimativa dos coeficientes linear (s) e angular (S) das curvas

analiticas, limites de detec¢éo (LD) e quantificagédo (LQ)

Pesticidas s S LD (ug L") LQ (ug L™ r
Clorpirifos 0,0006 0,0049 0,40 1,2 0,9906
A-cialotrina 0,0032 0,0031 3,4 10,3 0,9965
Cipermetrina 0,003 0,003 3,3 10,0 0,9954
Deltametrina 0,0003 0,0021 0,47 1,4 0,9986

Verificou-se que os valores dos limites de deteccao obtidos para analise
dos compostos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina utilizando
CG — DCE estdo entre 0,40 e 3,4 ug L. J& o limite de quantificacéo obtido esta
entre 1,2 e 10,3 nug L™ VIEIRA et al (2007), analisando os piretréides A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina em agua e solo por CG-DCE obteve

valores paraoLDentre1,1e29pugL*eLQentre 3,3e9,6 ugL™.
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1.2.4.3. Curvas analiticas e linearidade de resposta do detector

As curvas analiticas foram construidas utiizando o método da
padronizacdo interna, relacionando a concentracdo do pesticida com a razao
das areas (area do pesticida / area do padréo interno). Pequenas variaces na
temperatura, no volume da amostra ou possiveis erros nas injecées manuais
nao interferem acentuadamente nos resultados, quando utilizado a
padronizacéo interna (RIBANI 2004).

O padréo interno escolhido € um piretrdide, que ndo reage com 0S
componentes da matriz, ndo degrada e possui tempo de retencao diferente, na
analise cromatografica, aos pesticidas analisados e compostos da matriz. Os
experimentos revelaram que a bifentrina € um eficiente padrdo interno, pois
praticamente ndo apresentou efeito de matriz, mantendo constante sua area no
decorrer de todas as analises cromatograficas.

Na Tabela 1.9 estdo as equacdes de regresséo bem como o0s
respectivos coeficientes de correlacéo (r), obtidos a partir da regressao linear
dos dados. Os coeficientes angular e linear da curva da cipermetrina e
deltametrina foram muito semelhantes proporcionando superposicdo das

mesmas.

Tabela 1.9 — Equacdes das retas e o0s respectivos coeficientes de correlacao

Pesticidas Equacbes r

clorpirifés Y =0,0042x + 0,0929 0,998
A-cialotrina Y =0,0040x - 0,0217 0,998
cipermetrina Y =0,0023x - 0,0083 0,999
deltametrina Y =0,0023x - 0,0144 0,999

Os valores dos coeficientes de correlagdo encontrados estdo de acordo
com as normas da ANVISA que recomenda valores superiores a 0,99. Assim, o
detector por captura de elétrons apresenta linearidade de resposta na faixa de
concentracdo de 5 a 750 ng L™ para os pesticidas clorpirifés, A-cialotrina,

cipermetrina e deltametrina.
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1.2.4.4. Precisao

A precisédo foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados e
precisdo intermediaria.

A repetitividade foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente de
variacdo (CV) de sete repeticbes do procedimento otimizado da extracéo
sélido-liquido e purificacdo em baixa temperatura para os pesticidas clorpirifés,
A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina.

Os resultados do coeficiente de variagdo obtidos para a amostra de
tomate variaram entre 2,13% e 6,08 % (Tabela 1.10), tendo o organofosforado
clorpirifos apresentado maior dispersdo dos resultados. Entretanto esses
resultados demonstram excelente repetitividade, uma vez que os coeficientes
de variacdo se encontram bem abaixo do recomendado para amostras
complexas. Segundo RIBANI et al. (2004), sdo aceitaveis CV de até 20% para

amostras complexas, como por exemplo, 0 tomate.

Tabela 1.10 — Porcentagem de recuperacédo (% R), coeficiente de variacéo
(CV) e desvio padrdo (DP) obtido apds sete extracdes dos pesticidas em

amostras de tomate

Pesticidas R (%) DP CV (%)

Clorpirifés 79,04 4,81 6,08

A-cialotrina 79,37 3,71 4,68
Cipermetrina 88,44 191 2,13
Deltametrina 91,94 3,36 3,65

J& a preciséo intermediaria refere-se as variagbes ocorridas dentro de
um laboratério, quando alguns fatores sdo alterados, tais como: analista,
equipamentos, periodo (tempo), etc. Neste trabalho, a precisdo intermediaria
do método foi verificada pelas porcentagens de recuperacdo dos pesticidas e
respectivos coeficientes de variacdo (CV) analisados em trés dias diferentes.
As andlises foram realizadas aos 7 e 30 dias ap0s o primeiro teste, pelo
mesmo analista, mesmo equipamento, etc. Os resultados obtidos estdo

dispostos na Tabela 1.11.
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Tabela 1.11 — Porcentagem de recuperacédo (% R) e coeficiente de variacéo

(CV) obtidos apds a analise em dias diferentes, pelo mesmo analista

clorpirifés A-cialotrina cipermetrina deltametrina

Dias R CV(%) R(%) CV(%) R(®%) CV(%) R%) CV(%)

1 Dia 83,00 391 86,59 3,67/ 89,53 1,87 97,93 3,55
7Dias 8163 2,34 8266 3,28 90,05 2,63 9241 257
30 Dias 8243 153 8453 1,20 92,09 1,80 91,82 0,56

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1.11, pode-se
afirmar que a técnica de extracdo em estudo apresenta porcentagens de
recuperacdo estatisticamente iguais (ao nivel de 95 % de probabilidade) em
diferentes dias, para cada pesticida extraido no tomate. Além disso, os valores
dos coeficientes de variacdo foram baixos variando de 0,56 a 3,91 para todos

0s principios ativos.

1.2.4.5. Exatidao

A exatiddo da ESL-PBT foi avaliada realizando ensaios de recuperagao,
em que a porcentagem de extracao foi calculada adicionando os pesticidas em
concentragfes proximas a 1, 2, 4 e 10 vezes o limite de quantificagdo (LQ).
Assim, 0s ensaios de recuperacdo foram realizados extraindo-se as
substancias de interesse, presentes na matriz de tomate, conforme o
procedimento otimizado, obtendo-se no extrato final 10, 20, 40 e 100 pg L™
Estes valores correspondem a 0,025; 0,050; 0,10 e 0,25 mg kg™* de tomate,
respectivamente.

Os resultados obtidos para extracdo dos pesticidas clorpirifés, A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina no tomate, bem como o0s respectivos

coeficientes de variacdo estéo apresentados na Tabela 1.12.
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Tabela 1.12 — Porcentagem de recuperacao (%R) e coeficiente de variacéo
(CV) obtidos apés extracdo da amostra de tomate, fortificadas pelos pesticidas

em quatro concentracdes diferentes

Concentracao clorpirifés J-cialotrina  cipermetrina  deltametrina
(ngL?) mgkgt %R CV %R CV %R CV %R CV
10 0,025 81,78 1,77 79,32 2,22 - - 93,55 0,66
20 0,056 82,08 3,06 8555 231 97,09 0,88 91,88 0,48
40 0,1 79,44 2,44 86,73 4,20 92,20 4,03 90,80 0,97
100 2,5 82,40 3,52 87,06 4,39 9511 1,38 91,18 0,58

Os resultados apresentados na Tabela 1.12, para a extracdo dos
pesticidas em amostras de tomate sdo estatisticamente equivalentes entre si
(ao nivel de 95 % de probabilidade), mostrando a exatiddo do método.

Embora a extracdo dos trés isdbmeros da cipermetrina tenha apresentado
boa taxa de recuperacéo, nas concentracdes de 20, 40 e 100 pg L™, observou-
se que em concentracdes inferiores a 40 pg L', o terceiro isémero da
cipermetrina ndo pode ser gquantificado, pois um interferente da matriz é
extraido e possui mesmo tempo de retencdo do terceiro isbmero. Este
interferente  somente foi observado em concentragbes muito baixas da
cipermetrina, pois nas concentracdes de 500 ug L™ e 100 pg L™ ou no extrato
da matriz isento de pesticidas (branco), ndo foi perceptivel a sua interferéncia.
A presenca deste composto ndo faz perder a validade do método de extracéao
para a cipermetrina, pois a taxa de recuperagcédo, mostrada na Tabela 1.12 para
as concentracbes de 20 e 40 pg L™, refere-se apenas aos dois primeiros
iIsdmeros da cipermetrina.

A analise cromatografica de analitos presentes em amostras complexas
e em niveis muito baixos pode sofrer interferéncias que afetam
significativamente os resultados. Por exemplo, na concentragéo de 10 pg L™,
0s sinais detectados da cipermetrina apos a ESL-PBT ndo puderam ser
diferenciados dos ruidos, impossibilitando sua quantificacdo. Assim, até 20 ug
L™ foi possivel quantificar a cipermetrina pela metodologia desenvolvida. J& o
clorpirifés, A-cialotrina e deltametrina foram quantificados em concentracfes de

até 10 pg L™ com seguranca.
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Considerando o limite maximo de residuo permitido (LMR), determinado
pela ANVISA para os pesticidas, A-cialotrina (0,05 mg kg™?), cipermetrina (0,10
mg kg™) e deltametrina (0,03 mg kg™), verifica-se que a metodologia otimizada
possibilita a extracdo e quantificacdo dos pesticidas em quantidades inferiores
as estabelecidas, considerando as respectivas taxas de recuperacdo. Por
exemplo, a cipermetrina ndo é quantificada em concentragdes muito baixas
apos ESL-PBT e andlise por CG, entretanto, observa-se que o limite de

deteccdo do método (0,05 mg kg é inferior ao LMR (0,10 mg kg™).

1.2.5. Determinacédo dos pesticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e

deltametrina em amostras comerciais de tomate

A técnica de ESL-PBT otimizada foi aplicada em trés amostras de
tomates, obtidas em comércios da cidade de Vigosa-MG originarios de
diferentes fornecedores.

Nas amostras analisadas, ndo foi constatada a presenca de residuos de

nenhum dos compostos: clorpirifos, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina.
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CAPITULO 2

DISPERSAO DA MATRIZ EM FASE SOLIDA

2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1. Preparo de solucdes padréo de pesticidas

As solugbes empregadas neste trabalho foram preparadas pela
solubilizacdo de padrdes de clorpirifos (99,0 % m/m - Chem Service),
cipermetrina (92,4% m/m — Chem Service), A-cialotrina (86,5% m/m -
Syngenta) e deltametrina (99,0 % m/m — Chem Service), em acetonitrila
(Mallickrodt / HPLC). Solucées estoque de 500,0 mg L™ foram preparadas
para cada padrdo e armazenadas a baixa temperatura. A partir de diluicdo das
solugbes estoque em acetonitrila, foi preparado uma solucdo de trabalho
contendo os quatros pesticidas em concentracdes de 10,0 mg L™,

Uma segunda solucdo de concentracdo igual a 10,0 mg L™, utilizada
como padréo interno, foi preparado pela solubilizagdo de padrao de bifentrina
(92,2 % m/m — FMC do Brasil) em acetonitrila.
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2.1.2. Preparo de amostras de tomate hidropénico fortificadas

Amostras de tomate (aproximadamente 3 a 4 unidades) foram trituradas
em processador caseiro e quantidades de polpa iguais a 0,5000 g foram
fortificadas com 50,0 uL de solucdo de trabalho contendo os quatro pesticidas
na concentracdo de 10,0 mg L™ As amostras contaminadas (1,00 mg kg™)
foram deixadas por aproximadamente trés horas em recipiente aberto para

evaporacao do solvente.

2.1.3. Otimizacdo da técnica de extracdo Dispersdo da Matriz em Fase
Solida (DMFS)

A técnica de extragdo dispersdo da matriz em fase sélida foi otimizada
para a extragdo dos pesticidas clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e
deltametrina em amostras de tomate. ApGs a extracdo, as concentracdes dos
analitos foram determinadas por cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons. Os experimentos realizados na otimizacdo sao descritos
nos itens 2.1.3.1, 2.1.3.2, 2.1.3.3.

2.1.3.1. Extracdo dos pesticidas em tomate por DMFS — Técnica geral

Amostras de tomates, 0,5000 g, foram colocadas em capsula de
porcelana e fortificadas. Foram acrescentados 0,5000 g de adsorvente e, em
seguida, macerou-se a mistura até a completa dispersdo da amostra. A mistura
(amostra + adsorvente) na proporcéo de 1:1 foi transferida para uma coluna de
polietileno (cartucho) de 10 mL contendo 1,0000 g de Na,SO, anidro retido por
|& de vidro.

O cartucho foi adaptado a um sistema a vacuo conforme a Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Representacéo da eluicdo dos extratos na disperséo da matriz em
fase solida em cartuchos de polietileno.

Adicionaram-se 10,0 mL de solvente (fracdo 1) ao cartucho em dois
volumes iguais (5,0 mL + 5,0 mL). O fluxo foi ajustado a uma vazéo de 0,4 mL
min™, aproximadamente. Ao extrato coletado acrescentou-se 50,0 uL de
solucdo de padrdo interno (bifentrina) a 10,0 mg L™. Evaporou-se o solvente
sob corrente de ar e o extrato foi recuperado em 1,0 mL de acetonitrila para
analise por cromatografia gasosa.

Ao mesmo cartucho foi adicionado novamente 10,0 mL do mesmo
eluente (5,0 mL + 5,0 mL) e coletados em outro frasco de vidro (fracdo 2), para

avaliar o volume de solvente necessario para extrair 0s pesticidas do cartucho.

2.1.3.2. Avaliacdo do adsorvente e eluente para a técnica de extracéo
DMFS

O procedimento descrito no item 2.1.3.1 foi empregado para avaliar a
influéncia de quatros adsorventes e dois eluentes na porcentagem de
recuperacdo dos pesticidas e na remocao de componentes da matriz, como

mostrado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Adsorventes e eluentes avaliados para otimizacdo da DMFS

Ensaios Adsorventes Eluentes
le2 Silica Acetato de etila
3e4d Silica Hexano: Acetona (9:1)
5e6 Florisil Acetato de etila
7e8 Florisil Hexano: Acetona (9:1)
9e10 C-18 Acetato de etila
1l1e12 C-18 Hexano: Acetona (9:1)
13e14 C-8 Acetato de etila
15e 16 C-8 Hexano: Acetona (9:1)

Os ensaios foram realizados em duplicatas. Para cada combinacdo de
adsorvente e eluente foi preparado um branco (extrato da matriz isenta de

pesticidas).

2.1.3.3. Planejamento Fatorial

Usando o adsorvente florisil que melhores resultados apresentaram e o
solvente mais adequado, acetato de etila, foi preparado um planejamento
fatorial com o objetivo de obter extratos mais puros e maiores taxas de
recuperacao.

Para extracdo dos quatro pesticidas em tomate foi realizado um
planejamento fatorial completo 2° com o objetivo de avaliar o comportamento
de trés fatores: (1) proporgédo adsorvente/amostra, (2) presenca de co-coluna e
(3) auxilio do banho ultra-sénico na extracdo. Cada fator foi estudado em dois
niveis (Tabela 2.2). A co-coluna representa uma camada de adsorvente
(0,5000 g) colocada previamente dentro do cartucho para auxiliar no clean up
dos extratos, retendo componentes da matriz. Neste trabalho foi escolhida a
silica como co-coluna.

Como o fatorial em questéo envolve 3 fatores com dois niveis cada um,
o0 planejamento requer 8 experimentos. Em cada ensaio foram feitas duas
repeti¢cdes totalizando 16 experimentos.

Os sinais empregados (-) e (+) indicam niveis dos fatores nos ensaios.

As respostas usadas para avaliar os efeitos dos fatores neste planejamento
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fatorial foram as porcentagens de recuperacdo obtidas para cada um dos

pesticidas apds extracdo nas amostras de tomates.

Tabela 2.2 — Planejamento fatorial 2° para amostras de tomate fortificadas

Fatores Fatores originais
Ensaios codificados
F(1) F(2) F(3) Adsorvente/ Amostra Co-coluna  Banho ultra-sénico

1) (2) 3)
le?2 - - - 1:1 sem sem
3e4 + - - 2:1 sem sem
5e6 - + - 1:1 com sem
7€e8 + + - 2:1 com sem
9e10 - - + 1:1 sem com
11e 12 + - + 2:1 sem com
13e 14 - + + 1:1 com com
15e 16 + + + 2:1 com com
Branco + + + 2:1 com com

Para otimizar a extragdo dos pesticidas clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina por DMFS, os ensaios foram delineados da
seguinte maneira:

Em capsula de porcelana foi adicionada 0,5000 g de amostra de tomate
hidroponico, previamente fortificada (item 2.1.3.1.). Adicionou-se 0,5000 ou
1,0000 g do adsorvente florisil correspondentes aos niveis (-) e (+),
respectivamente (Tabela 2.2). Triturou-se a mistura até completa dispersao da
matriz, sendo transferida, em seguida, para um cartucho contendo Na,SO,
anidro e uma co-coluna com 0,5000 g de silica, caso o0 ensaio correspondesse
ao nivel (+) do planejamento. Foram adicionados 5,0 mL de solvente extrator
ao cartucho e levado ao banho ultra-sénico por 10 minutos. Esta ultima etapa
foi realizada somente para os ensaios pertencentes ao nivel (+) deste fator.
Posteriormente, foi realizada a eluicho com mais 50 mL de solvente, e
coletadas em frascos de vidro . Adicionaram-se 50,0 uL de padréo interno
(bifentrina) a 10,0 mg L™. O solvente foi evaporado sob corrente de ar, e o
extrato recuperado em 1,0 mL de acetonitrila. O mesmo procedimento nos
niveis superiores (+) dos trés fatores foi realizado para uma amostra de tomate
isenta de pesticidas (branco), para verificar auséncia de interferentes nos

tempos de retengao dos pesticidas.
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1. Avaliacdo de adsorventes e eluentes para a técnica de extracao
DMFS

A escolha do solvente adequado é a etapa determinante na eficiéncia da
extracdo dos pesticidas em amostras de tomate, e no procedimento de clean
up dos extratos na dispersdo da matriz em fase sélida. Alguns trabalhos da
literatura tém relatado o uso do acetato de etila e da mistura de hexano:
acetona (9:1) como eluentes eficientes na extracdo de pesticidas (LING &
HUANG, 1995).

Entretanto, é importante destacar que o efeito do solvente depende das
caracteristicas fisicas do adsorvente utilizado na dispersdo da amostra. Por
isso, foram avaliados quatro adsorventes de polaridades distintas na DMFS,
sendo o florisil (silicato de magnésio) e a silica os mais polares, e o octadecil
(C-18) e octil (C-8) os de menor polaridade. Os resultados obtidos na extracao
dos pesticidas variando os quatro adsorventes com o0s dois eluentes sé&o

mostrados na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 — Taxa de recuperacdo dos pesticidas (% R) e respectivos

coeficientes de variacdo (CV), na extracdo por DMFS

Pesticidas
Adsorvente / Clorpirifés A-cialotrina Cipermetrina  Deltametrina
Ensaios Eluente R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%)

le?2 Silica/Acetato 5435 7,78 55,23 0,63 5423 198 53,97 0,87
3e4 Silica/Hex:Acet 63,81 11,58 50,12 6,73 50,62 3,36 48,17 1,76
5e6 Florisil/Acetato 59,69 6,45 81,79 3,84 87,85 3,86 8595 4,17
7e8 Florisil/Hex:Acet 46,64 10,50 72,62 10,36 76,61 4,00 75,27 09,04
9e10  C18/Acetato 21,98 8,01 51,29 10,55 58,21 5,06 56,29 9,29
11e12 C18/Hex:Acet 29,43 12,01 4461 226 41,25 8,12 4266 3,32
13 e 14 C8/Acetato 67,22 10,27 7458 281 69,84 3,72 67,18 1,90

15e 16 C8/Hex:Acet 40,78 8,93 53,17 7,05 48,66 4,47 59,12 0,15

O uso do acetato de etila como eluente proporcionou as maiores taxas
de extracdo dos piretréides (A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina) em
relacdo a mistura hexano: acetona (9:1), para os quatro adsorventes. Destaca-
se como adsorvente o florisil, que proporcionou melhores porcentagens de
recuperacdo dos pesticidas. Os piretroides interagem fracamente com a
superficie do florisil devido ao seu acentuado carater hidrofébico, e por isso o
acetato de etila solubilizou estes pesticidas mais facilmente (LING e HUANG,
1995).

Verificou-se que as taxas de recuperacdo dos piretroides foram
superiores as encontradas para o clorpirifés. Este resultado foi diferente do
observado por (TORRES et al, 1997), que encontrou maiores valores de
extracdo para organofosforados em tomate, usando o adsorvente C-18 e
acetato de etila como eluente.

O C-18 forneceu os resultados mais baixos de extracdo para 0s
piretréides, quando eluidos com a mistura hexano: acetona (9:1). Isso pode ser
explicado pela forte interacdo dos pesticidas com este adsorvente, sendo
parcialmente removidos pelo solvente (TORRES et al, 1997).

Na Figura 2.2 estd representado os cromatogramas dos extratos
recuperados em acetonitrila, apds a extracdo dos quatro pesticidas em tomate
fortificados, pelo método da DMFS.
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Figura 2.2 — Cromatogramas obtidos por DMFS para os pares adsorventes/eluentes: A) Florisil / Acetato, B) Forisil / Hexano:Acetona,

C) C8/ Acetato e D) C8 / Hexano:Acetona, E) C18 / Acetato, F) C18 / Hexano:Acetona, G) Silica / Acetato e H) Silica / Hexano:Acetona.
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Avaliando-se a qualidade dos cromatogramas, percebe-se que aqueles
obtidos de extratos em que o hexano: acetona (9:1) foi usado como eluente,
sado mais puros. Os cromatogramas B, D, F e H da Figura 2.2 mostraram,
aparentemente, serem extratos mais puros, especialmente na regido apls a
resposta do solvente.

Comparando-se o0s resultados obtidos usando o mesmo eluente,
observa-se o efeito do adsorvente na pureza dos extratos. Em todos eles, os
picos dos pesticidas 1, 2, 3, 4 e 5, estdo bem separados. No entanto, no
cromatograma H, obtido do extrato usando hexano: acetona (9:1) como eluente
e silica como adsorvente, observa-se a auséncia de todos 0s picos
interferentes que estdo presentes nos demais cromatogramas. Entretanto,
quantitativamente, no extrato, o adsorvente silica proporcionou rendimentos de
extracao insatisfatorios (Tabela 2.3).

Os cromatogramas dos extratos em que o florisil foi utilizado, mesmo
apresentando picos de outras espécies além dos pesticidas de interesse, sédo
de pureza satisfatoria. Os extratos de um branco ndo mostraram a presenca de
nenhum interferente com tempo de retencdo igual aos dos pesticidas.
Comparativamente também com esse adsorvente foram obtidas as melhores
taxas de recuperacao.

Para o florisil, usando maiores volumes de acetato de etila, ndo foi
possivel melhorar a eficiéncia de extracdo. Uma segunda eluicdo feita no
cartucho mostrou que o processo ndo era eficiente para extrair os pesticidas
que ainda estavam adsorvidos (Figura 2.3). Quantitativamente a maior parte
(60 a 90%) dos pesticidas encontrava-se na primeira extracdo ao passo que na
segunda extracao nao excedia a 6%.
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Figura 2.3 — Cromatograma de extrato obtido por DMFS para a extracdo dos
pesticidas em tomate para uma segunda eluicAo com acetato de etila no

mesmo cartucho.

Embora muitos trabalhos na literatura ndo reportem a importancia do
condicionamento dos adsorventes na DMFS, estes quando sédo condicionados
antes da dispersao da amostra, podem diminuir a presenca de interferentes e
possibilitar melhor porcentagem de recuperacéo dos pesticidas (BARKER et al,
2000a).

Os cromatogramas da Figura 2.4 (A e B) mostram a influéncia do
condicionamento do florisil utilizado como dispersante da amostra e da silica
usada como co-coluna. O condicionamento foi realizado com acetato de etila,

em banho ultra-sonico por 10 minutos, antes da dispersédo da amostra.
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Figura 2.4 - Cromatogramas obtidos de extratos obtidos da DMFS: A) Extracao

dos pesticidas sem condicionamento do adsorvente, B) Extracdo dos pesticidas

com condicionamento do adsorvente.

As porcentagens de extracdo dos pesticidas foram similares nas duas
situacdes. Entretanto, o ndo condicionamento dos adsorventes resultou em
cromatogramas com muito ruido e sinais de impurezas, como pode ser

verificado na Figura 2.4A.
2.2.2. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial completo 22 foi escolhido por permitir avaliar a

influéncia dos fatores (proporcdo de adsorvente/amostra, presenca de co-
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coluna e auxilio do banho ultra-sénico na extracdo), sobre a porcentagem de
recuperacdo, e suas possiveis interagdes, com um numero minimo de
experimentos. As condigbes empregadas em cada ensaio e o0s valores
encontrados para as porcentagens de recuperacdo dos pesticidas sé&o

descritos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Resultados de um planejamento fatorial 2° para estudar o efeito

de trés fatores sobre a porcentagem de extragdo dos pesticidas em amostras

de tomate
Fatores originais % Recuperacéo (CV)
Ensaios Adsorvente/ Co- Banho Clorp. Cialot. Ciperm. Deltam.
Amostra coluna  ultra-sénico
1) 2 3
le2 1:1 sem sem 52,15 71,32 84,16 80,24
(3,39) (3,22) (3,08) (1,60)
3e4 2:1 sem sem 39,11 61,21 84,42 73,70
(12,02) (5,85) (4,12) (3,47)
5e6 1.1 com sem 36,06 79,12 85,71 81,42
(12,20) (2,90) (0,80) (5,44)
7e8 2:1 com sem 39,60 73,85 78,91 69,17
(1,86) (4,35) (4,62) (3,40)
9e 10 1:1 sem com 60,69 84,78 84,73 86,41
(2,38) (0,56) (0,48) (2,23)
1l1e12 2:1 sem com 64,73 88,28 99,21 89,18
(4,86) (3,17) (0,52) (3,77)
13e14 1:1 com com 49,57 89,79 86,87 89,54
(4,49) (7,32) (0,27) (5,42)
15e 16 2:1 com com 62,52 90,15 94,70 86,70

(1,32) (1,17) (3,49 (5,33)

As taxas de recuperacdo de cada um dos 16 ensaios foram tratados
estatisticamente com o objetivo de avaliar a influéncia de cada um dos fatores
isoladamente bem como das interacfes entre os fatores em suas taxa de
recuperacao.

Na Tabela 2.5 estdo resumidamente as taxas medias de recuperacéo de
cada um dos pesticidas, o efeito de cada fator, suas intera¢cdes e as estimativas
do erro experimental. As estimativas dos efeitos correspondem a influéncias

significativas, ao nivel de 95% de probabilidade.
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Tabela 2.5 — Porcentagens de recuperacdo média, efeitos de cada fator e
interacOes entre os fatores (x estimativa do erro experimental) de extracao de
cada um dos pesticidas, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial
para amostras de tomate

Clorpirifés ~ J-cialotrina Cipermetrina Deltametrina

Recuperacdo média 50,55+1,40 79,81+1,64 87,34+1,17 82,04+1,71
(1) Adsorvente / Amostra 1,87+2,80 -2,88+3,28  3,94+2,34 -4,72+3,41
(2) Co-coluna -7,23+2,80* 6,83+3,28  -1,58+2,34 -0,67+3,41
(3) Banho ultra-sénico 16,88+2,80* 8,08+3,28* 11,83+2,34*  0,00+3,41
1) e (2) 6,37+2,80 0,42+3,28  -3,43+2,34 -2,83+3,41
Q) e 6,62+2,80* 4,81+3,28  7,21+2,34* 4,68+3,41
(2)e (3) 0,57+2,80 -3,39+3,28  0,40+2,34 1,00+3,41
1) e(2)e(d) -1,92+2,80 -2,00+3,28 0,10+2,34 0,03+3,41

* Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.

Verificou-se que a proporcdo adsorvente: amostra ndo influenciou
significativamente ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t na
porcentagem de extracdo dos pesticidas pela DMFS, considerando apenas as
proporcdes 1:1 e 2:1 de adsorvente: amostra. Todavia, proporcbes maiores
podem ser utilizadas para melhorar o rendimento de extracdo, conforme
sugerido por BARKER (2000b) a proporcao 4:1, para analise de pesticidas em
frutas, vegetais e alimentos processados usando como dispersantes fases
ligadas (C-8 ou C-18). PENSADO et al (2005) avaliou a extracdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em peixes com C-18 na proporcao 3:1
(adsorvente: amostra).

J4 a presenca da co-coluna apresentou um efeito significativamente
negativo na extracdo do clorpirifés, diminuindo de 7,23% a porcentagem de
recuperacdo. O clorpirifds por ser um pesticida mais polar adsorve mais
fortemente na silica que também € polar, dificultando a eluicéo.

Embora estatisticamente ndo se tenha observado nenhuma influéncia
significativa na extracdo dos piretroides, a presenca da co-coluna afeta
qualitativamente os cromatogramas. Comparativamente os cromatogramas dos
extratos em que foi utilizada a co-coluna (Figuras 2.5 A e B) apresentaram
menos picos desconhecidos em relagdo aqueles em que a co-coluna néo foi

utilizada.
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Cromatogramas de extratos obtidos da DMFS para o par

de etila: A) Extracdo dos pesticidas com condicionamento

prévio do florisil e sem uso da co-coluna (silica), B) Extracdo dos pesticidas

com florisil e

prévio.

com uso da co-coluna (silica), ambos com condicionamento

As setas indicadas na Figura 2.5A mostram 0s componentes da matriz

que foram eliminados na presenca de silica como co-coluna. Observou-se

também, uma reducéo dos ruidos na linha de base. Portanto, para analise de

piretréides em

amostras de tomate a presenca de silica como co-coluna néo

interfere na extragdo destes pesticidas e melhora a qualidade dos

cromatogramas eliminando componentes da matriz. Entretanto, na analise do
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organofosforado (clorpirifés) ndo € recomendavel, pois diminui a porcentagem
de extracao.

O banho ultra-sénico foi o fator que apresentou maior influéncia na
recuperagdo dos pesticidas, como verificado na Tabela 2.5. O rendimento da
extracdo para o clorpirifés, A-cialotrina e cipermetrina aumentaram,
respectivamente, de 16,88%; 8,08% e 8,83%. Resultados semelhantes foram
observados por ALBERO et al (2003) na extracao de endosulfan em polpas de
tomate. A deltametrina foi o Unico pesticida que nado sofreu interferéncia do
ultra-som.

Observou-se que ha um efeito de interacdo apenas entre os fatores (1) e
(3), ou seja, quando a extracdo € realizada com o adsorvente em maior
propor¢cdo (2:1) em banho ultra-sbnico, a porcentagem de extracdo do
clorpirifés e cipermetrina aumentou significativamente em 6,62% e 8,08%,
respectivamente. Para os outros dois pesticidas a A-cialotrina e deltametrina o
aumento de 4,81% e 4,68%, respectivamente, ndo foi significativo.

Portanto, usar o florisil previamente condicionado na proporgcao
adsorvente: amostra 2:1, ndo utilizar co-coluna e deixar o cartucho exposto ao
banho ultra-sénico foram as melhores condi¢cdes de extracdo dos pesticidas
clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, em amostras de tomate por
DMES.

2.2.3. Metodologia otimizada

A metodologia de extracdo DMFS aplicada para os pesticidas clorpirifos,
A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em amostras de tomate apos a
otimizacao foi estabelecida da seguinte maneira:

Em cépsula de porcelana é adicionado 0,5000 g de amostra de tomate,
previamente fortificada com 1,00 mg kg™*. Macera-se a amostra com 0,5000 g
de florisil (condicionado com acetato de etila em banho ultra-sbnico) até a
completa dispersdo da matriz, sendo transferida a mistura, em seguida, para
um cartucho contendo 1,0000 g de Na,SO,4 anidro. S&o adicionados 5,0 mL de
acetato de etila no cartucho e levado ao banho ultra-sénico por 10 minutos.
Posteriormente, € realizada a eluicdo com mais 50 mL de solvente, e
coletadas em frascos de vidro . Acrescenta-se 50,0 uL de padrdo interno

(bifentrina) a 10,0 mg L. O solvente é evaporado sob corrente de ar, e o
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extrato recuperado em 1,0 mL de acetonitrila e guardados no freezer até o

momento da andlise cromatografica.

2.3. Comparacéao das técnicas de ESL-PBT e DMFS

A DMFS néo é considerada oficialmente um método de referéncia.
Entretanto, esta técnica tem sido empregada na extracado de varios pesticidas
em alimentos como feijdo (LOPES & DOREA, 2003), laranja (CARDOSO et al,
2004), cha (HU et al, 2005), etc. A vantagem desta técnica se deve ao fato de
que a extracdo dos analitos e o clean up dos extratos sao realizados
simultaneamente (KRISTENSON et al, 2006). Desta forma, a DMFS pode ser
considerada como uma valiosa ferramenta na extracdo de contaminantes em
matrizes complexas como produtos comestiveis (BOGIALLI & CORCIA, 2006).

Assim, os resultados obtidos por ESL-PBT foram comparados com 0s
dados da DMFS para avaliar a exatiddo do método. A Tabela 2.6 mostra as
porcentagens de extracdo, dos pesticidas pelas duas técnicas, calculadas para
amostras de tomate fortificadas com 1,25 mg kg™ para a ESL-PBT e 1,00 mg
kg™ para a DMFS.

Tabela 2.6 — Taxas de recuperacdo dos pesticidas e seus respectivos desvios

padrdo empregando a técnica de ESL-PBT e DMFS

Pesticidas
Métodos Clorpirifos A-cialotrina cipermetrina  deltametrina
ESL-PBT 82,71 £3,32 86,02 £3,84 95,37 +4,94 95,58 +2,76
DMFS 64,73 £3,15 88,28+2,80 99,21 +0,52 89,18 £3,77

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2.6, pode-se
verificar que as técnicas de extragdo em estudo apresentaram porcentagens de
recuperacao estatisticamente iguais, ao nivel de 95% de probabilidade pelo
teste t, para a A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina. A ESL-PBT mostrou-se
mais eficiente na recuperacao do clorpirifés.

Vale destacar que a técnica DMFS é mais susceptivel a presenca de
interferentes nos extratos em relacdo a ESL-PBT, provenientes dos
adsorventes, componentes da matriz, solventes, etc. Embora na DMFS se

utilize uma quantidade de amostra oito vezes menor que a ESL-PBT (4,0000 g
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: 0,5000 g) € necessario que o extrato final na DMFS seja concentrado dez
vezes (10 mL : 1 mL). Desta forma os interferentes estdo mais concentrados na
DMFS. Além disso, a ESL-PBT é uma técnica que exige custos menos
elevados, pois se utiliza, basicamente solventes, enquanto que a DMFS exige
também adsorventes, ndo recuperaveis ao final do experimento.

Quando se compara qualitativamente os cromatogramas, as duas
técnicas, ESL e DMFS, mostraram-se equivalentes. Para isso, na dispersdo da
matriz em fase sdlida seria necessario utilizar co-coluna para auxiliar no clean
up e gue os adsorventes sejam previamente condicionados, 0 que aumenta
consideravelmente o consumo de solventes. Caso contrario a ESL-PBT produz
cromatogramas mais limpos.

Portanto, a técnica de extracdo sélido-liquido e purificacdo em baixa
temperatura é uma alternativa de extracdo dos pesticidas clorpirifés, A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina em amostras de tomate, proporcionando
resultados qualitativos e quantitativos mais satisfatérios, quando comparado

com a dispersado da matriz em fase solida.
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CONCLUSOES

Nesse trabalho foram otimizadas as técnicas de DMFS e ESL-PBT,
sendo esta ultima também validada. Essas técnicas foram utilizadas na
extracdo dos pesticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em
amostras de tomate.

Durante a otimizacdo da ESL-PBT foi realizado um planejamento de
misturas, para avaliar a influéncia da polaridade da mistura extratora na
porcentagem de extracdo dos pesticidas. A mistura composta por 80% de
acetonitrila, 15 % de acetato de etila e 5% de agua proporcionou extracdes
superiores a 80% dos pesticidas. Entretanto estas taxas de recuperacédo dos
pesticidas apresentaram efeito de matriz significativo, principalmente os
compostos de maiores tempo de retencdo, como a deltametrina e cipermetrina.
Os extratos obtidos na ESL-PBT apresentaram coloracdo intensa que foram
significativamente removidos com 10 mg de carvédo ativado, no entanto este
adsorvente diminuiu expressivamente a taxa de extracdo dos pesticidas,
principalmente o clorpirifés. Os resultados obtidos nos parametros de
validacdo, como seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
linearidade, precisédo e exatidao indicam que os métodos ESL-PBT ¢é eficiente
para a extracdo dos pesticidas em amostras de tomate, possibilitando as
andlises cromatogréaficas das amostras e a determinacdo dos residuos destes
piretréides em tomates com limites de quantificacéo préximos a 10 ug L™.

Para a DMFS foi realizado um planejamento fatorial em que foram
estudados simultaneamente os efeitos da proporcdo entre a quantidade de
adsorvente e amostra (1:1 e 2:1), presenca de co-coluna e auxilio do banho
ultra-sénico na extracdo dos pesticidas por esta técnica. A eficiéncia da
extracdo foi melhor quando a proporcédo de adsorvente/amostra 2:1 foi utilizada
com o auxilio do banho ultra-sénico para a extracdo. J4 a presenca da co-
coluna de silica auxilia no clean up dos extratos, porém reduz a taxa de
recuperacado do clorpirifés significativamente.

Portanto, quando se compara qualitativamente e quantitativamente as
duas técnicas de extracdo, a ESL-PBT proporcionou resultados mais
satisfatorios que a DMFS na extracdo dos pesticidas clorpirifés, A-cialotrina,

cipermetrina e deltametrina em amostras de tomate.
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