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respectivamente.
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Figura 4 .4.

Figura 5.1.

Figura 5.2.

Figura 5.3.

Figura 5.4.

Cromatogramas de extrato obtido a partir da ELL-PBT de
amostra de mel contaminada com residuo de clorpirifds:
A) Analise por CG-DCE; B) Analise por CG-EM no modo

SIM; C) Espectro de massas do clorpirifos.

Escores normalizados (A) e pesos (B) de amostras (1-9)
como fungdo da variagdo da resposta cromatografica dos
agrotoxicos (A. clorpirifés, B. A-cialotrina, C. cipermetrina
e D. deltametrina). As identificacbes das amostras estdo
na Tabela 5.1.

Dendrograma construido com os dados autoescalonados
da variagao da resposta dos agrotéxicos apos saturagéo
do CG. A identificacao das amostras enumeradas de 1 a

9 estdo na Tabela 5.1.

Coeficientes de variagdo das areas (agrotoxico/padréo
interno) dos  agrotoxicos  clorpirifés,  A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, analisados em nove dias

diferentes, nas concentracdes 5; 20; 50; 100; 300 e 500
ug L.

Porcentagem de variacdo da resposta cromatografica dos
agrotoxicos  clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina quando preparados em extratos (tomate,
leite, maga, mel, solo, batata, figado, alcatra e agua) em
relacdo as preparadas em solvente puro nas
concentracdes de 5, 10, 20, 50, 100, 300 e 500 ug L™.
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RESUMO

PINHO, Gevany Paulino de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de
2009. Efeito de componentes da matriz na analise de agrotéxicos por
cromatografia gasosa. Orientador: Anténio Augusto Neves. Co-
orientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e César Reis.

O presente trabalho teve como objetivo estudar sistematicamente o
efeito de matriz na quantificagdo dos agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina durante analises por cromatografia gasosa com
detector por captura de elétrons. O efeito de matriz € atribuido a presenca de
coextrativos na fase organica obtida no processo de extracdo. Neste trabalho, o
fendmeno “efeito de matriz”, € descrito em detalhes numa revisdo que aborda
os aspectos qualitativos e quantitativos do mesmo bem como as técnicas
utilizadas para minimiza-lo. Sdo relatados também alguns resultados que
quantificam a interferéncia dos coextrativos na resposta cromatografica para os
quatro agrotoxicos. Observou-se para esses compostos um efeito de matriz
positivo apds a saturagdo do CG com varias injegdes de extratos organicos de
tomate. Verificou-se também que quanto maior o tempo de retencdo, maior o
efeito de matriz (clorpirifés: 10%, A-cialotrina :103% e cipermetrina: 162%;

deltametrina: 300% ), e que o uso do padrao interno minimiza o efeito, mas néo
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o elimina. Um estudo detalhado da adsorcao de clorpirifés e deltametrina no
injetor e coluna cromatografica foi realizado. Estes agrotdxicos foram os que
apresentaram menor e maior efeito de matriz, respectivamente, nos estudos
prévios. A capacidade dos agrotoxicos clorpirifés e deltametrina serem
adsorvidos no injetor e na coluna cromatografica foi avaliada construindo-se
trés isotermas com o injetor em 310, 280 e 250 °C, modificando a taxa de
aquecimento da coluna para 10 e 30 °C min™", para uma faixa de concentragéo
dos agrotdxicos entre 5 e 500 ug L. Os resultados mostraram que quanto
maior a temperatura do injetor (310 °C) e menor taxa de aquecimento da
coluna cromatografica (10 °C min™') menor é a adsorcdo dos agrotéxicos no
sistema cromatografico. Os resultados também mostraram que a deltametrina
pode apresentar caracteristicas de analito protetor, diminuindo a adsorgcéo do
clorpirifés nas analises de solugdes padrdao destes analitos em solvente puro.
Um método simples e pratico para identificagdo e quantificacdo do clorpirifés,
A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em amostras de mel também foi
otimizado e validado. O método se baseia na extragdo liquido-liquido e
purificacdo em baixa temperatura utilizando como mistura extratora
acetonitrila:acetato de etila (6,5 mL:1,5 mL). Uma etapa adicional de clean up
foi realizada com 2,0 g de florisil antes da analise por cromatografia gasosa. A
técnica mostrou-se com eficiéncia satisfatéria (> 85%) e a resposta
cromatografica foi linear, para os quatro agrotéxicos, na faixa de 0,033 — 0,17
Ug g'1, com coeficientes de correlagdo superiores a 0,99. Os limites de
deteccdo e quantificacdo foram inferiores a 0,017 e 0,033 ug g,
respectivamente. O método proposto foi aplicado em 11 amostras de mel
sendo detectados residuos de clorpirifés e A-cialotrina em duas amostras, em
concentragbes proximas ao limite maximo de residuo estabelecido para
produtos alimenticios. A presenca destes compostos foi confirmada por
espectrometria de massas com monitoramento de ions selecionados (CG-EM-
MIS). Finalmente, estudou-se a influéncia dos constituintes quimicos de nove
matrizes (mel, tomate, leite, maca, solo, batata, figado, alcatra e agua) na
quantificacdo dos quatro agrotoxicos por CG-DCE. Para isso, extratos
organicos de cada matriz foram obtidos a partir da ELL-PBT ou ESL-PBT e,
posteriormente, utilizados para saturar o sistema cromatografico. Solugao
padrdao dos agrotoxicos foi injetada antes e apds a saturagcdo do CG com

extratos de cada matriz. A variagdo da resposta cromatografica foi avaliada
XXii



utilizando anadlises das componentes principais (ACP) e analises hierarquicas
de agrupamentos (AHA). Os resultados mostraram que os constituintes de
extratos organicos de tomate foram os responsaveis pelo maior efeito de matriz
nas respostas cromatograficas dos piretroides em analises por CG-DCE (100 a
300%). Isso foi verificado pela analise das componentes principais, avaliando o
distanciamento da resposta obtida para o extrato organico das amostras de
tomate das demais respostas. Além disso, a saturacdo do sistema
cromatografico com extratos de agua, solo, maga e mel diminuiram a resposta

cromatografica dos piretroides.
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ABSTRACT

PINHO, Gevany Paulino de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2009. Effect
of components of the matrix in pesticide analysis by gas chromatography.
Adviser: Anténio Augusto Neves. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz and César Reis.

This work aimed to systematically study the matrix effect on the
measurement of pesticides chlorpyrifos, A—cyhalothrin, cypermethrin and
deltamethrin by gas chromatography with electron capture detector. The matrix
effect is attributed to the presence of co-extractives in the organic phase during
extraction. In this work, the phenomenon matrix effect is described in detail in a
review discussing qualitative and quantitative aspects as well as techniques
used to minimize it. Also reports results that quantify co-extractive interference
with the chromatographic response of the four pesticides. There was a positive
matrix effect after GC saturation with multiple injections of tomato organic
extracts for the four pesticides. It was also found that the longer the retention
time, the greater the matrix effect (10% for chlorpyrifos, 103% for A-cyhalothrin,
162% for cypermethrin and 300% for deltamethrin), and that the internal
standard minimizes the effect, but not eliminate it. An in-depth study of

chlorpyrifos and deltamethrin adsorption on the injector and chromatography
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column was carried out. These were the pesticides that showed the lowest and
greatest matrix effect, respectively, in previous studies. The capacity of
chlorpyrifos and deltamethrin being adsorbed in the injector and
chromatography column was assessed by plotting three isotherms with the
injector at 310, 280 and 250°C and modifying the heating rate of the column to
10 and 30 °C min™. For a range of concentrations between 5 and 500 ug L™,
the results showed that the higher the injector temperature (310 ° C) and the
lower the heating rate of the chromatography column (10 °C  min™"), the lower
is the pesticide adsorption in the chromatography system. The results also
showed that deltamethrin may present characteristics of protective analyte,
reducing chlorpyrifos adsorption in the analysis of analyte standard solutions in
pure solvent. A simple and practical method for identification and quantification
of chlorpyrifos, A-cyhalothrin, deltamethrin and cypermethrin in honey samples
was also optimized and validated. The method is based on liquid-liquid
extraction and purification at low temperature using the extractor mixture
acetonitrile:ethyl acetate (6.5 mL: 1.5 mL). An additional clean-up step was
performed with 2.0 g of florisil before analysis by gas chromatography. The
efficiency of the technique was shown to be satisfactory (> 85%) and
chromatographic response was linear for all pesticides in the range 0033 - 0.17
ug g, with correlation coefficients above 0.99. Limits of detection and
quantification were below 0.017 and 0033 pg g'1 respectively. The proposed
method was applied to 11 honey samples and detected residues of chlorpyrifos
and A-cyhalothrin in two samples, at concentrations below the MRLs
established for food products. The presence of these compounds was
confirmed by mass spectrometry in the SIM mode (GC-MS-SIM). Finally, the
influence of chemical constituents of nine matrices (honey, tomatoes, milk,
apples, soil, potatoes, liver, rump meat and water) on the quantification of the
pesticides by GC-ECD was studied. With this purpose, organic extracts of each
matrix were obtained from LLE-LTP or SLE-LTP and used to saturate the
chromatography system. Standard pesticide solutions were injected before and
after GC saturation with extracts of each matrix. Variation of chromatographic
responses was evaluated by principal component analysis (PCA) and
hierarchical cluster analysis (HCA). Results showed that the constituents of
tomato organic extracts accounted for the greatest matrix effect on pyrethroid

chromatographic responses in GC-ECD analyses (100 to 300%). This was

XXV



confirmed by principal component analysis, which evaluated the distance of the
response of tomato organic extracts from the other responses. Furthermore, the
saturation of the chromatography system with extracts of water, soil, apple and

honey decreased pyrethroid chromatographic responses.
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CAPITULO 1

EFEITO DE MATRIZ NA QUANTIFICACAO DE AGROTOXICOS
POR CROMATOGRAFIA GASOSA

1.1. INTRODUCAO

Varios agrotoxicos sao frequentemente empregados na agricultura para
controle de pragas, uma vez que contribuem para aumentar a produtividade." 2
No entanto, residuos desses compostos podem permanecer em alimentos, nos
solos, na agua, no ar, etc., o que é bastante prejudicial ao ser humano. Assim,
€ necessario seu monitoramento nas diversas matrizes ambientais, para evitar
a contaminagdo do ser humano.®

A andlise de residuos de agrotoxicos consiste em cinco etapas basicas:
extragcdo do(s) analito(s) da matriz, remogdo dos coextrativos (limpeza),
separacdo, identificacdo e quantificacdo do(s) composto(s).* Os métodos
cromatograficos sdo os mais empregados nas trés ultimas etapas da analise de
agrotoxicos, sendo a cromatografia em fase gasosa (CG) a mais utilizada para

identificacdo e quantificacdo de compostos volateis ou volatilizaveis.®



A cromatografia em fase gasosa destaca-se pela disponibilidade de uma
gama de detectores (captura de elétrons, fotométrico de chama, espectrometria
de massas, etc.) que permitem determinar agrotoxicos e/ou seus produtos de
degradagdo em quantidades inferiores aos limites maximos de residuos (LMR),
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).> Além
disso, essas analises geralmente sao rapidas e possibilitam quantificar um
grande niimero de agrotéxicos simultaneamente.®

Nesse sentido, a exatiddo e a precisdo dos resultados obtidos nas
analises sdo imprescindiveis. Qualquer fonte de erros em potencial deve ser
investigada e caracterizada, como o efeito de matriz durante as analises dos
agrotoxicos. Esse efeito de matriz, também conhecido como “aumento da
resposta cromatografica induzida pela matriz’, € usado para explicar as taxas
de recuperagao de agrotoxicos que excederem 100,0% e a baixa precisao de
resultados.” Na Tabela 1.1, sdo apresentados alguns exemplos de resultados

de analises de agrotdxicos com taxas de recuperagao superiores a 100,0 %.

Tabela 1.1. Porcentagens de recuperagao superiores a 100,0% para alguns

agrotoxicos em diferentes matrizes

Agrotoxicos  Matrizes % Rec. Ref.
Captan Mel 1028 8
Clorotalonil ~ Tomate 253 9
Fluvalinato  Sucos 403 10
Cipermetrina Espinafre 147 11
DDT plantas medicinais 124 12
Deltametrina Alface 133 13

O efeito de matriz, além de gerar porcentagens de recuperagéo
superiores a 100,0%, pode causar outras alteragdes na analise cromatografica,
como:

(1) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso
negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas de quantidade do
agrotoxico no sistema de injegéo, fornecendo baixa resposta e dificultando a
integracao; "

(2) erro na identificagdo do analito, pois componentes da matriz podem ser

erroneamente identificados como o analito de interesse quando, na verdade,
2



este esta ausente, gerando resultado falso positivo. Este problema é mais facil
de ser contornado, com a utilizagcdo de um espectrdmetro de massas para
monitoramento dos analitos;” *
(3) aumento no sinal do detector, levando a superestimac¢ao do resultado. Isso
ocorre quando impurezas volateis sdo eluidas com mesmo tempo de retencéo
dos agrotéxicos;'®
(4) extingdo do sinal no detector, ou seja, o sinal do analito é diminuido
gerando uma subestimacdo do resultado, fato comum aos detectores
fotométricos de chama.®

Embora este assunto seja bem conhecido pelos analistas que trabalham
com cromatografia, ainda ha uma caréncia de trabalhos sobre efeito de matriz
na literatura, principalmente em portugués. Assim, este artigo tem como
objetivo apresentar os principais fatores que contribuem para o efeito de matriz,
bem como mostrar alternativas para eliminar ou minimizar este problema em

analises de agrotoxicos por cromatografia em fase gasosa.

1.2. ASPECTOS HISTORICOS

Embora os primeiros trabalhos sobre a influéncia da matriz nas analises
de agrotéxicos por cromatografia tenham sido publicados a partir de 1981,"%
considera-se que o efeito de matriz foi sistematicamente estudado pela
primeira vez por Erney et al.?* na andlise de organofosforados em leite e
manteiga por CG. Esses pesquisadores observaram que compostos similares
ao acefato e ao metamidofés (Figura 1.1), quando preparados em solvente
puro, adsorvem ou degradam no sistema de injecdo, em razdo do estresse
térmico sofrido durante a analise por cromatografia em fase gasosa. Entretanto,
quando injetados juntamente com os componentes da matriz (extratos), estes
agrotéxicos apresentavam uma resposta mais alta quando comparada com as
respostas de um padrao livre de componentes da matriz, ocorrendo, assim,

uma superestimacao dos resultados analiticos.
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Figura 1.1. Estruturas dos organofosforados: acefato e metamidofés.

Além disso, esses autores verificaram que melhor precisdo dos
resultados era obtida apds injegdes sucessivas da solugdo-padrao preparada
no extrato da matriz isenta dos agrotéxicos, ou seja, s6 se conseguia boa
repetitividade dos resultados apos a saturagao do sistema cromatografico com
os componentes da matriz.%*

Em avaliagdo inicial do mecanismo do efeito de matriz, Ermey et al.
verificaram que fatores como tipo de matriz, concentracdo do agrotdxico na
amostra, tipo de injetor e temperatura do sistema cromatografico poderiam
influenciar também nos resultados.?* A partir desse estudo, realizaram-se
novas pesquisas para identificar os fatores que influenciavam no efeito de
matriz e as possiveis medidas a serem realizadas para minimizar os

problemas.

1.3. FATORES QUE INFLUENCIAM NO EFEITO DE MATRIZ

O efeito de matriz € mais pronunciado em analises de amostras

25,26 9,14 29, 30

mel,® 2" sucos,?® vinhos, 6leo de

36,37

complexas, como frutas, vegetais,

oliva,®™* tecidos animais,** leite humano,* solos, etc. Os problemas
gerados pelos componentes enddgenos da matriz nas respostas do detector
nao dependem apenas das caracteristicas dos compostos, mas também das
préprias condicbes cromatograficas, particularmente no injetor, na coluna
cromatografica e no detector do CG.?* Por isso, é necessario conhecer os
componentes do aparelho e seu funcionamento, para adotar medidas

preventivas ou corretivas, na tentativa de obter resultados confiaveis.

1.3.1. Injetor
A técnica de injegao a quente (com ou sem divisor de fluxo), em que a

amostra é vaporizada no injetor, representa uma das estratégias mais

4



empregadas para introduzir a amostra de residuos de agrotéxicos no CG."3840

Isso se deve a facilidade de introdugdo da amostra no aparelho, ao uso de
pequenos volumes de amostra e a possibilidade de analise de agrotdxicos em
nivel de tracos.*® Esta técnica, em que a introdugdo da amostra no aparelho é
acompanhada pela sua vaporizacao, € a mais susceptivel ao efeito de matriz. A
amostra é exposta no injetor a uma temperatura alta e com tempo de
residéncia suficiente para que sitios ativos do insertor (liner ou tubo de vidro)
do injetor adsorvam ou induzam a degradacdo térmica de alguns analitos,
antes de serem transferidos para a coluna.?

Quando as solugbes-padrao sdo preparadas em solvente puro e
analisadas por cromatografia em fase gasosa, os sitios ativos do insertor estéo
disponiveis para a retencdo dos analitos e, assim, menor quantidade é
transferida para a coluna e consequentemente detectada (Figura 1.2A). Na
analise do extrato da matriz contendo esses analitos, ocorre uma competicao
entre os componentes da matriz e os analitos pelos sitios ativos do insertor. A
primeira vista, esse fendbmeno ¢é interessante, pois o insertor faz “uma limpeza”
(clean up) da amostra, impedindo que maior quantidade de impurezas seja
transferida para a coluna cromatografica, aumentando seu tempo de vida util.
Essa competicdo entre os compostos pelos sitios ativos possibilita que maior
quantidade de agrotoxico esteja disponivel para ser introduzida na coluna
cromatografica e ser, consequentemente, detectada (Figura 1.2B).*" Quando a
resposta do detector, atribuida ao analito, € comparada com a resposta de
solugdes-padrao do mesmo analito, ocorre  uma superestimagao dos

resultados.
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Figura 1.2. Possiveis adsor¢des que ocorrem na superficie do vidro e 1a de
vidro do insertor em uma injecdo com divisdo do fluxo (split). A)
Agrotéxicos preparados em solvente puro. B) Agrotoxicos

preparados em extratos da matriz (branco).

Os sitios ativos sdo formados por grupos silandis livres e metais
potencialmente presentes na superficie do insertor (tubo de vidro). Mesmo os
insertores de alta qualidade classificados como “desativados” possuem estas
caracteristicas. Além disso, sitios ativos adicionais podem surgir a partir de
coextrativos n&o volateis que se depositam na entrada do sistema
cromatografico durante repetidas analises."® Por isso, as respostas do detector
nao séo constantes e sdo afetadas pelo uso historico do injetor. Cada injecao
anterior tem potencial de modificar a atividade do injetor pela prépria deposicéo
dos componentes da matriz no insertor. Desta forma, € natural que resultados
diferentes sejam obtidos quando as analises sao realizadas em diferentes
laboratdrios e sob diferentes condigdes cromatograficas.* 42

Mudangas na temperatura do injetor podem também afetar
diferentemente o efeito de matriz. Em temperaturas mais altas, pode-se reduzir

a adsorgao tanto dos analitos como dos extrativos na superficie do insertor. Em



contrapartida, acelera também a decomposi¢cao de compostos termicamente

labeis.?* 4°

1.3.2. Coluna cromatogréafica e detector

Embora existam poucos estudos na literatura sobre o efeito de matriz
associado a coluna cromatografica e ao tipo de detector, sabe-se que as
conexdes entre o injetor e a coluna, e as conexdes entre coluna e detector
podem também promover o efeito de matriz.*°

Quando uma nova coluna capilar € colocada no sistema cromatografico,
inicialmente pouco ou nenhum efeito de matriz € observado. Entretanto, o
efeito de matriz nas analises aparece apos algumas semanas de uso, em razao
das sucessivas injegdes e da consequente contaminacdo do sistema
cromatografico.*’ Segundo Grob e Grob® a temperatura de eluigdo de
substancias polares diminui com o decréscimo da polaridade da coluna
cromatografica. Aléem disso, o diametro interno da coluna cromatografica tem
influéncia na magnitude do efeito de matriz em uma analise. Geralmente,
colunas de maior didmetro interno apresentam maiores distorcoes dos
resultados em relacdo as de menores diametros.*

O efeito matriz € mais perceptivel em analises pelo espectrémetro de
massas do que naquelas que usam detector fotométrico de chama, em fungao
da detectabilidade (Tabela 1.2). Segundo Schenck e Lehotay*' a distincdo dos
resultados dos dois sistemas cromatograficos pode ser atribuida aos diferentes
tipos de insertores utilizados e ao pequeno diametro da coluna utilizada no
cromatégrafo a gas, acoplado ao espectrdmetro de massas. O proprio
espectrdmetro de massas contribui para acentuar o efeito de matriz devido a

superficie metalica do detector e por ndo sofrer nenhuma combustao.



Tabela 1.2. Aumento da resposta cromatografica (padrdo em extratos da
matriz/padrao preparado em solvente puro x 100) na analise de
agrotoxicos sulfurados em extratos de vagens utilizando os
detectores fotométrico de chama (DFC) e espectrbmetro de

massas (EM) (Adaptado da referéncia 41)

Agrotéxicos Detectores  Respostas
relativas

(%)
Fosmete EM 640
DFC 149
Malaoxon EM 200
DFC 118
Dicrotofés EM 170
DFC 129
Paraoxon EM 144
DFC 114
Carbofenotion EM 150
sulfona DFC 121

Comparando-se o efeito de matriz associado aos detectores, foram
obtidos resultados mais exatos utilizando detector nitrogénio-fosforo (DNF) em
relacdo ao detector por captura de elétrons (DCE) (Tabela 1.3).” Essa diferenca
foi atribuida as maiores concentracbes dos analitos usadas nas analises por
CG-DNF, uma vez que o limite de deteccdo deste detector foi maior para
alguns analitos. Nessa condicao, a interferéncia dos componentes torna-se

menos significativa nos resultados, gerando menor efeito de matriz.



Tabela 1.3. Porcentagem de recuperacgao, utilizando DCE na quantificacéo de

agrotoxicos em extratos de laranja, na faixa de concentragao 0,011

— 0,101 mg kg e o DNF na quantificacdo de agrotoxicos em

extratos de laranja, na faixa de concentragdo 0,0176 — 0,382 mg

kg” (Adaptado da referéncia 7)

DCE

Agrotoxicos

% Recuperagao

Bromopropilato
A-cialotrina
Cipermetrina
Diclofluanide

a - Endossulfam
Endossulfam-sulfato
Fenvalerato
Clorotalonil
Iprodione
Lindane
Permetrina
Procimidone

Tolilfluanida

135
131
112
131
105
138
105
224
114
103
110
134
122

DNF
Agrotoxicos % Recuperagao
Diazinon 102
Diclorvos 104
Etion 104
Fenitrotion 102
Clorprofam 103
Clorpirifés 106
Clorpirifés-metil 103
Imalazil 45
Metalaxil 101
Metamidofos 74
Paration 107
Pirimicarb 82
Pirimifés-metil 104

1.3.3. Propriedades dos agrotoxicos

Compostos que nao s&o afetados pelo efeito de matriz sdo considerados

termicamente estaveis, apresentam um limitado potencial de adsor¢do no

injetor em temperaturas elevadas, e a matriz é incapaz de providenciar um

efeito protetor significante.*°

As taxas de recuperacdo aparentemente mais altas e com baixa

precisdo sdo observadas em anadlises de agrotdéxicos mais polares, sendo o

grau de polaridade classificado de acordo com a solubilidade em agua ou Koy

(coeficiente de particdo octanol/agua).** Compostos contendo grupamentos -
P=0O (organofosforados), -O-CO-NH- (carbamatos), -OH (hidroxilados), -N=

(imidazoles e benzimidazoles), -NH-CO-NH- (derivados da uréia) sdo mais

susceptiveis ao efeito de matriz.”



Schenck & Lehotay*' estudaram um grupo de organofosforados que
apresentavam, em suas estruturas, ligagdes P=0O e P=S. Dentre eles, havia
aqueles cujas analises nao apresentavam efeito de matriz significativo, como o
paration e malation (Figura 1.3A) e outros que tinham elevado aumento das
respostas, como paraoxon e malaoxon (Figura 1.3B). Apesar da semelhanga
entre as estruturas quimicas, observaram que compostos mais polares e que

continham ligagdes P=0 exibiam maior efeito de matriz.

A) O,N
(|Z)CH3 Icl)
|OC2H5 CH0—P— S—(|3HC— OC,Hs
[l
O_IFI’_ OCzHs s CH,C— OC,Hs
s [l
Paration Malation
B) O,N
OCH; 0
OCyHs I [l
| CH30— P— S— CHC— OC,Hs
O—P—OC;Hs I |
| o) CH,C— OC;Hs
o Il
o]
Paraoxon Malaoxon

Figura 1.3. Estruturas quimicas de agrotoxicos organofosforados. A)
agrotoxicos em que o efeito de matriz € pouco pronunciado, B)

agrotoxicos que sao susceptiveis ao efeito de matriz.

Os piretroides, apesar de serem menos polares, apresentam efeito de
matriz significativo. Neste caso, a elevada massa molar dos agrotoxicos (acima
de 400 g mol”) dificulta a volatilizagdo e menor quantidade de analito é
introduzida na coluna cromatografica quando preparado em solvente puro,
produzindo menores respostas.®

Compostos hidrofébicos, porém, como os agrotdxicos organoclorados,
nao apresentam efeito de matriz pronunciado. Estes compostos s&do menos
susceptiveis a adsorgcao pelos sitios ativos do insertor. Uma exceg¢éo € o DDT,
que pode ser termicamente degradado no injetor apés acumulo de
coextrativos.™

Outra caracteristica de alguns agrotéxicos € a susceptibilidade de sofrer
degradacao térmica quando analisados em solvente puro. Nesta condigao,

sinais destes compostos sdo apenas detectados. Entretanto, na presenca dos
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componentes da matriz, torna-se possivel a integracdo dos picos para a

quantificagao.

1.3.4. Propriedades da matriz

A intensidade do efeito de matriz para dado agrotéxico é influenciada
pela natureza da amostra e pelo tipo de coextrativos (tamanho das moléculas,
polaridade, estabilidade térmica, volatilidade, etc.), como a analise de
agrotoxicos em laranja, pois o alto conteudo de dleos essenciais da matriz
interfere significativamente na quantificagdo dos analitos.” Coextrativos como
lipidios (triacilglicerdis, fosfolipidios, etc.), alguns pigmentos (clorofila,
carotendides, etc.) e outros componentes de massa molar elevada (resina de
plantas) também podem permanecer solubilizados nos extratos, mesmo apoés a
purificacdo da amostra, promovendo o efeito de matriz nas analises
cromatograficas.'

A influéncia da natureza da matriz foi observada também nas analises
de organofosforados utilizando o modo de injegdo sem divisor de fluxo. Esses
compostos sofrem maior efeito de matriz quando analisados em extratos
obtidos da manteiga do que obtidos de leite (Tabela 1.4).>* Outro exemplo é o
agrotoxico pirimicarbe cuja analise sofre um efeito de matriz similar em
amostras de tomate e pimenta (taxa de recuperagcdo 114,0% e 117,0%,
respectivamente). No entanto, a anadlise desse composto em amostras de
pepino ndo apresenta efeito de matriz (87,0%). Ja na analise do clorotalonil
observa-se efeito de matriz completamente diferente para as trés matrizes,
sendo o mais critico o do tomate, em que foi encontrada taxa de recuperacao

superior a 250,0%.°
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Tabela 1.4. Efeito de matriz observado em analises de agrotéxicos
organofosforados em extratos de leite e manteiga usando a
injecdo sem divisor de fluxo para introdugdo da amostra no CG
(Adaptado da referéncia 24)

(Resposta do agrotdxico em extrato da matriz/ Resposta do

Agrotéxicos agrotoxico em solvente) x100

Extratos de leite (%) Extratos de manteiga (%)
Acefato 114 136
Ometoato 107 133
Diazinon 100 125
Dimetoato 106 131
Clorpirifés 104 107

1.3.5. Concentragdo dos agrotéxicos

O efeito de matriz € mais significativo na analise de agrotoxicos quando
estes se encontram em concentragdes mais baixas ou quando a proporcao de
componentes da matriz/analito € muito alta.” Nessa situagdo, quando injetada a
solugdo-padrdo dos agrotdxicos preparados em solvente puro, em baixa
concentracdo, uma quantidade expressiva do analito € retida na interface do
insertor. Consequentemente, pequena quantidade de analito € detectada.
Quando se analisam os extratos, apenas uma quantidade insignificante do
analito é adsorvida, porque a proporcdo de componentes da matriz/analito é
muito alta e os interferentes sao preferencialmente adsorvidos. Este fato faz
com que o efeito de matriz seja maior para os extratos em que o analito esta
em menores concentracdes, como pode ser verificado pela maioria dos
resultados contidos na Tabela 1.5. Entretanto, ha excecbes, como iprodione e

paration-metil.
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Tabela 1.5. Porcentagem de recuperagdao de agrotdxicos obtidos utilizando
curva analitica preparada em solvente puro para amostras de

tomate em diferentes concentra¢des (Adaptado da referéncia 9)

Concentragdes
<0,02mg kg’ > 0,21 mg kg”

Agrotoxicos Porcentagem de recuperacéo
Clorotanolil 253 230
Vinclozolina 150 112
Captan 245 146
Procimidone 196 150
a - Endossulfam 150 115
Bifentrina 135 82
Cis - permetrina 256 103
Trans-permetrina 206 130
Fluvalinato - | 135 113
Fluvalinato-II 238 121
Deltametrina 320 171
Iprodione 176 185
Paration 97 85
Paration-metil 97 105
Clorpirifés 111 102
Pirimicarb 114 106
Metamidofés 152 98

Alguns compostos ndo apresentam nenhum efeito de matriz em altas
concentracdes. Entretanto, podem apresentar um efeito de matriz pronunciado
quando analisada menor propor¢ado do agrotéxico na matriz, como foi
observado, por exemplo, na analise de terbufés e pirazofés em frutas e
vegetais.*’

Esses sao os principais fatores que contribuem para o efeito de matriz

em analises de agrotéxicos por cromatografia em fase gasosa.
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1.4. METODOS PARA MINIMIZAR O EFEITO DE MATRIZ

A quantificacdo exata de residuos de agrotoxicos em amostras
ambientais € importante, sendo necessario o desenvolvimento de métodos
para contornar o problema da alta recuperacao de determinados agrotoxicos.
Embora ja existam na literatura varios métodos, nenhum deles pode ser
considerado universal, ou seja, ndo é capaz de eliminar totalmente o efeito de
matriz na quantificacédo de qualquer agrotoxico nos diversos tipos de matrizes.
A escolha do método adequado para minimizar os erros depende do conjunto
de agrotoxicos que se deseja analisar, do método analitico, das condigbes do
equipamento, da disponibilidade de tempo e de recursos, etc. As propostas a
seguir sdo as mais comuns de serem encontradas em trabalhos cientificos e
em laboratérios oficiais para monitoramento de residuos de agrotoxicos em

alimentos.

1.4.1. Curva analitica da matriz

Uma estratégia aparentemente adequada para contornar o problema
criado pela presenca dos sitios ativos no injetor € o mascaramento intencional
desses sitios (grupos silandis livres, metais, etc.). Nesta técnica, as solucdes-
padrao sdo preparadas em extratos da matriz, livres de residuos de agrotoxicos
(branco) e analisadas por CG. Dessa forma, os préprios componentes da
matriz ocupam os sitios ativos durante a analise do padréo, assim como ocorre
nas andlises dos extratos.®*® Essa é uma metodologia muito utilizada nas
analises interlaboratoriais de agrotéxicos, a fim de minimizar a diferenga entre
os resultados associada ao efeito de matriz. Na Tabela 1.6 € possivel observar
essa diferenca na quantificacdo de agrotoxicos por CG-EM, quando se utiliza
solugao-padrao preparada em solvente puro e solugédo-padrao preparada em
extratos de amostras de batata. Para a maioria dos agrotoxicos, foram obtidas
porcentagens de extragdo superiores a 100,0% quando a curva analitica

preparada com solvente puro foi utilizada para quantificacao.
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Tabela 1.6. Quantificagcdo de agrotoxicos em batata por CG-EM, utilizando
solugao-padrao dos agrotoxicos preparada em solvente puro e em

extratos de batata (branco) (Adaptado da referéncia 25)

Porcentagem de recuperacgéo

Agrotoxicos (%)

Curva Analitica

Solvente Extrato de
puro batata
Mevinfés 161 88
Clorprofam 145 97
Diazinon 90 91
Dissulfoton 81 85
Dimetoato 239 94
Vinclozolin 110 86
Clorpirifos 145 90
Carbaril 277 81
Malation 169 85
Captan 207 38
Iprodione 230 94

Para analise de rotina de agrotoxicos em diferentes matrizes, o preparo
dos padrdes nos proprios extratos requer muito tempo. Para tais analises, seria
mais viavel utilizar uma matriz representativa de diversos tipos. Hill & Reynolds
(1999)*® sugeriram que essa amostra deveria ser selecionada baseando-se em
sua composicado (teor de agua, agucar, conteudos acidos, lipidios, etc.). Ja
Vidal et al.*’ relatam que a matriz de referéncia deveria ser escolhida
comparando-se as inclinagbes das curvas analiticas, obtidas a partir de
solugbes-padrao de agrotdéxicos preparadas em diversas matrizes. Por
exemplo, amostras de pepino poderiam ser usadas como amostra de
referéncia para vegetais, como o prdprio pepino, a pimenta, a abdébora e a
berinjela; a melancia como referéncia para frutas como a prépria melancia e o
meldo. Outro critério proposto seria selecionar amostras de referéncias

baseado em sua composicido: cenoura representando os alimentos que sao
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raizes; morango representando as amostras com alto teor de acgucar; alface
representando matriz com alto teor de clorofila, etc.*8

Essas estratégias, entretanto, n&o s&o recomendadas para as
metodologias oficiais de analises de residuos de agrotoxicos, por apresentarem
algumas limitagdes, como:
1) estabilidade limitada de alguns agrotéxicos quando estocados por longo
tempo na presenca dos componentes da matriz,* bem como a estabilidade
dos proprios componentes da matriz;
2) dificuldade de obter amostras da matriz com composi¢gdes semelhantes;*
3) aumento da demanda para manutencdo da instrumentacido, devido a
excessiva contaminagao do CG;

4) aumento do custo das analises.

1.4.2. Formas de injecao

Varios fatores podem estar envolvidos no aumento da resposta induzido
pela matriz, mas observa-se que o principal responsavel é o insertor. A agao do
insertor depende da temperatura de inje¢cdo, da vazéo e da pressao do gas de
arraste, do volume de injegao, do tipo de solvente, do didametro da coluna e do
tempo de retencéo, pois todos esses fatores influenciam na interagcéo do analito
com a superficie.*

Baseado nisso, Vogt et al., em 1979, propuseram uma nova técnica para
a introdugdo da amostra no CG, denominada de temperatura programada de
vaporizagdo (TPV).>**® Nessa técnica, um grande volume de amostra é
introduzido no injetor em temperatura apropriada a vaporizagdo apenas do
solvente, para formar depdsitos de agrotéxicos e componentes da matriz no
compartimento de injecao. Posteriormente, este compartimento é aquecido em
temperatura e velocidade apropriada para vaporizar e transferir os compostos
para a coluna cromatografica.’**°

O compartimento de injecdo empregado na TPV é menor que o
compartimento de injegao classico no modo sem divisor de fluxo, sendo mais
facilmente aquecido ou resfriado, diminuindo o estresse térmico para os
analitos labeis. Da mesma forma, permite maior velocidade do gas de arraste,
reduzindo o tempo de permanéncia dos compostos no insertor aquecido. Outro
beneficio adicional obtido é a reducao da superficie de contato dos sitios ativos

do insertor com o analito.’® Em geral, a substituicdo de técnicas de injecdes
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convencionais, como a injegdo a quente no modo sem divisor de fluxo, pela
TPV diminui o efeito de matriz, mas ndo o elimina para todos os compostos.>®
Outra tentativa para minimizar o efeito de matriz foi o desenvolvimento
de um controle de pressao eletrénico no injetor em 1990.°” Nessa técnica, a
amostra é vaporizada com uma alta vazédo de gas de arraste para a coluna,
para onde € carregada rapidamente, apresentando menor tempo de residéncia
no insertor. Consequentemente, ocorre uma eficiente supressido da adsorcao
ou degradacgdo do analito. Depois da injecdo, a vazao de gas para a coluna é
ajustada automaticamente para o valor otimizado, para assegurar a separagao
dos componentes na coluna. Essa técnica minimiza o efeito de matriz, mas
ainda nao o elimina definitivamente.®® *°
Perdas de analitos no sistema de injecdo também podem ser evitadas

1.4 observaram

utilizando-se a inje¢ao direta na coluna (on-column). Erney et a
que analise de agrotéxicos organofosforados em leite, utilizando injecdo na
cabeca da coluna, permite a entrada de maior quantidade de agrotdxico na
coluna cromatografica, quando comparada com a técnica de injegdo de
vaporizagao do agrotoxico no injetor. Embora ocorra uma transferéncia nao
discriminativa dos componentes da amostra no sistema CG, a inje¢cdo na
cabeca da coluna ainda apresenta efeito de matriz, sendo atribuido a coluna
cromatografica e ndo a forma de injecdo. Além disso, a injegdo na cabeca da
coluna requer maior frequéncia de manutencdo, sendo uma técnica
impraticavel para analises de rotina em matrizes complexas.’’ Zrostlikova et
al.®® verificaram que ap6s cerca de 30 injecdes de extratos de trigo na cabeca
da coluna, os picos atribuidos a compostos polares como o carbaril, acefato,
metamidofés, etc., preparados em solvente puro, eram distorcidos ou
desapareciam.

Estudos envolvendo outros modos de introdugao da amostra na coluna
capilar sdo encontrados na literatura. Esses estudos visam encontrar a forma
de injecdo que apresente menor interferéncia dos componentes da matriz nas

analises.?% 8062

1.4.3. Analitos protetores
A primeira tentativa de mascarar os sitios ativos do insertor, com o

objetivo de minimizar a adsor¢gdo dos analitos de interesse, foi proposta por

|'24

Erney et al.”" Esses pesquisadores propuseram a saturagao de todo o sistema
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cromatografico com o extrato da matriz, para que os compostos fossem
adsorvidos na interface do insertor. Assim, ao se realizarem as analises dos
padrdes e extratos, estas ndo seriam afetadas pelo efeito de matriz. Entretanto,
observaram que a saturagdo ndo era permanente, pois as areas
correspondentes aos padrdes de agrotoxicos variavam, gerando um grande
acumulo de material ndo volatil no sistema cromatografico.?* Neste mesmo
ano, Erney & Poole®® propuseram a adicdo de compostos nas solucdes-padréo
que apresentassem fortes interagcbes com o sistema cromatografico, para
diminuir a adsor¢do ou a degradagdo dos agrotoxicos. Entretanto, os
compostos selecionados n3o proporcionaram resultados satisfatorios.®

Em 2003, o uso de analitos protetores foi reintroduzido. Desta vez, foram
utilizados compostos ou misturas que imitavam o comportamento dos
componentes da matriz. Solu¢gdées-padréo de agrotoxicos foram preparadas em
solvente puro, adicionando-se baixa concentracdo de aditivos (analitos
protetores) capazes de interagir fortemente com a interface, como através de
ligacdes de hidrogénio com os grupos silandis do insertor. Esses analitos
protetores devem ter volatilidade similar a dos agrotoxicos, impedindo a
adsorcao destes durante a analise da solugdo-padrao assim como ocorre nos
extratos.” Uma substancia é considerada um bom analito protetor se a sua
eficiéncia for independente da natureza da matriz, for soluvel no solvente da
solugdo-padréo, néo reagir com os agrotéxicos de interesse, ndo se acumular
no sistema cromatografico e ndo apresentar o mesmo tempo de retengéo dos
analitos. Esses compostos devem apresentar grupos polares, como hidroxilas,
carboxilas, grupos nitrogenados, etc., para que, ao competirem com os
agrotoxicos, sejam preferencialmente adsorvidos no insertor, liberando o
analito para a coluna cromatografica. Baseado nessas informacgoes,

Anastassiades et al.”’

avaliaram 93 compostos como analitos protetores para
analise de 30 agrotéxicos. Os analitos protetores selecionados eram agucares
e seus derivados (poliidroxilados), acidos carboxilicos, aminoacidos, compostos
alifaticos como o dodecano, compostos basicos como a uréia, etc.®’

Os acidos graxos de cadeias longas, presentes em azeite de oliva,
também sdo bons exemplos de analitos protetores. Esses compostos sao
eficientes na analise de piretroides, pois ambos apresentam faixas de
volatilizagdo semelhantes e elevadas massas molares. Este analito protetor é

adsorvido preferencialmente no insertor e somente se volatiliza apés analise do
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piretroide. Por exemplo, na analise de fluvalinato em mel, quando se utiliza
azeite de oliva (contém acido graxo) como analito protetor, € obtida uma taxa
de recuperacéo de 100,3% para o agrotoxico. Entretanto, quando se utiliza um
analito protetor ineficiente, como L-glucono-&lactona, obtém-se uma
recuperagdo de 521,1%.'° Este mesmo composto ainda pode ser utilizado
como protetor para varios outros agrotéxicos. O L-glucono-&-lactona e também
o sorbitol se degradam no injetor, formando varios compostos com temperatura
de volatilizagdo distinta, com varios tempos de retencdo na analise
cromatografica. Ja para agrotéxicos volateis, € conveniente utilizar analitos
como o 3-etoxipropano-1,2-diol como protetor. %

Para uma analise de multirresiduos de agrotéxicos, com diferentes
temperaturas de volatilizagdo, pode ser utilizada uma mistura de agentes
protetores, como a mistura dos trés compostos citados anteriormente (L-

glucono-&lactona, sorbitol e 3-etoxipropano-1,2-diol),**

51, 66

ou ainda agucares,
como glicose, frutose e xilose.

A principal limitacdo desta técnica € que os melhores analitos protetores
sao muito polares, sendo necessaria a utilizacdo de solventes, como
acetonitrila ou agua, para preparar as solugdes-padrdo, o que limita sua
utilizacdo para anadlises de agrotdxicos apolares por cromatografia em fase

gasosa.

1.4.4. Limpeza dos extratos

Apos a extragcao de agrotoxicos da amostra, uma etapa adicional pode
ser realizada para separar satisfatoriamente os analitos de coextrativos
remanescentes, denominado limpeza dos extratos. Comumente, sao
empregados procedimentos como cromatografia de permeacdo em gel,67

cromatografia por adsorcdo,® ©®

cartuchos de extracdo em fase soélida
empregando varios tipos de adsorventes (silica, C-18, carvéo ativado, alumina,
florisil, C-8, etc.),®°"2 dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS)"® ™ e, mais
recentemente, a extracdo com particio em baixa temperatura.®*’>"" As duas
ultimas técnicas consideram a extracdo e a limpeza realizadas
simultaneamente.

Embora o processo de limpeza dos extratos possa resultar em perda de

alguns compostos, bem como aumentar o tempo e o custo das analises, esta
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etapa representa a alternativa mais recomendada para reduzir o efeito de
matriz, por causar menos danos ao sistema cromatografico.”

Schenck e Lehotay41 observaram que a utilizacdo de carvao ativado na
etapa de limpeza resultou na total remog¢ao de pigmentos de extratos de frutas
e vegetais. Entretanto, os resultados mostraram que os pigmentos ndo eram os
principais responsaveis pelo efeito de matriz. Ao combinar carvao ativado com
cartuchos de extragdo em fase solida (adsorventes trocadores de ions e com
grupos aminos), além da eliminagdo dos pigmentos, havia também redugéo

significativa do efeito de matriz (Tabela 1.7).

Tabela 1.7. Aumento da resposta cromatografica (solugdo-padrdo preparada
em extratos da matriz/solucdo-padrdo preparada em solvente
x100) na recuperagao de agrotoxicos, usando CG-DFC na analise
de extratos de maga, com o uso do método oficial de extragao,
seguido por limpeza com EFS para agrotoxicos (0,070 — 0,600 mg
kg™) (Adaptado da referéncia 41)

Recuperagcéo média (%)

Agrotéxicos  Nenhuma Carvao Adsorventes

limpeza ativado combinados®

Ometoato 145 141 108
Monocrotofés 143 145 108
Malaoxon 132 126 100
Dimetoato 130 126 107
Fosmete 129 120 92

Acefato 122 125 104

* Combinacao de adsorventes: carvao ativado + trocador

de anion forte + adsorvente com grupamento amino.

A dificuldade de realizar limpeza adequada dos extratos pode ser
observada pelos resultados encontrados por Pinho.”” Na analise de agrotoxicos
empregando a extragdao solido-liquido e purificagdo em baixa temperatura
(ESL-PBT), verificou-se que a limpeza com carvao ativado, além de remover os

interferentes em analises de extratos de amostras de tomate (confirmados por
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espectrofotometria), também diminui a porcentagem de extracdo dos

agrotodxicos na analise por CG-DCE (Figuras 1.4 e 1.5).”’

——0mg de carvdo
——5mg de carvao
—e—10 mg de carvao
—e—15mg de carvéo

Absorbancia

320 350 380 410 440 470 500 530 560

Comprimento de onda (nm)
Figura 1.4. Espectros de absor¢ao dos extratos obtidos a partir da ESL-PBT de

amostras de tomate isentas de agrotoxicos (branco) com a adicéo

de 0, 5, 10, 15 mg de carvao ativado.”’
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% Extragédo

Pesticidas

Figura 1.5. Porcentagens de recuperagdo dos agrotoxicos clorpirifés,
cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina com a adigéo de 0, 5, 10
e 15 mg de carvdo ativado durante o processo de extragao

empregando a técnica ESL-PBT.”’

1.4.5. Funcgao de correcgao

A porcentagem de extragdo dos analitos pode ser determinada com
maior exatidao, fazendo-se uma correcdo nos resultados obtidos apds analise
cromatografica. Este procedimento significa desconsiderar o aumento da
resposta devido ao efeito de matriz. Para isso, duas curvas analiticas dos
padrdes de analitos sdo preparadas, sendo uma em solvente puro e a outra no

extrato da matriz, em determinada faixa de concentracdo. Essas solugdes sao
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analisadas varias vezes por determinado periodo, para verificar a repetibilidade
e linearidade dos sinais cromatograficos.*?> A partir das diferencas entre os
parametros da regresséo (coeficientes angular e linear) de ambas as curvas,
uma funcéo de correcao é determinada e validada por tratamento estatistico.

A funcao de correcdo permite converter a concentragdao do analito na
amostra, obtida a partir da curva analitica preparada em solvente puro, de
forma a refletir o valor equivalente como se estivesse utilizando a curva de
analitica preparada no extrato da matriz.”®®"

Na Figura 1.6 (A, B e C) estdo apresentadas as curvas analiticas de
analises cromatograficas de deltametrina em tomate’” e thiametoxan em solo e
batata®®>. Em cada grafico, sdo apresentadas as curvas analiticas dos

agrotoxicos em solventes puros e em extratos das matrizes.
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Figura 1.6. (A) Curvas analiticas preparadas em acetonitrila e em extratos de
tomate para a deltametrina’” (B) Curvas analiticas preparadas em
acetonitrila e em extratos de solo para o thiatomexan®® (C) Curvas
analiticas preparadas em acetonitrila € em extratos de batata para
o thiatomexan.®
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A equacao obtida por linearizagdo dos dados, para as solu¢des-padrao
preparadas em solvente puro, pode ser expressa como Y = apsXps + bps (pS =
padrdo em solvente puro). A equagédo Y = aymXpm + bpm (Pm = padrdo em
extratos da matriz) é obtida a partir da curva analitica preparada em extrato da
matriz.*? A relagdo entre as duas equagdes (Xpm = AXps + B) pode ser obtida
igualando-as. Esta funcao de corregao permite estimar a concentracao exata
do agrotoxico, apos extracao e analise cromatografica, utilizando a equagéo em
que as solugdes-padrao foram preparadas em solvente puro. A constante B da
funcdo de correcado representa a relagéo entre os coeficientes (bps - bpm)/apm €
a constante A representa a razao entre os coeficientes angulares originais
aps/apm.””

Quando apenas o coeficiente angular (a) nas duas curvas analiticas
para 0 mesmo agrotoxico é diferente, significa que os componentes da matriz
introduzem um erro sistematico proporcional e a fungao de correcdo pode ser
expressa como Xpm = AXps (Figura 1.6A). Quando apenas o coeficiente linear
(b) difere, quando se comparam as duas curvas, significa que houve um erro
sistematico constante, e a funcdo de corregdo pode ser expressa como Xpm =
Xps + B (Figura 1.6B). Ambos os erros podem ocorrer também quando os dois
coeficientes sdo distintos para as duas curvas (Xpm = AX,s + B) (Figura 1.6C).%%
83

A relacdo entre essas curvas analiticas pode ser usada continuamente
caso nao haja mudanga estatisticamente significativa nos coeficientes
angulares e lineares. A principal vantagem deste método € a reducéo do custo
da analise e do tempo necessario para preparar a curva analitica no extrato da
matriz de cada analise, além de diminuir a frequéncia de manutencado do CG
devido a menor introducdo dos componentes da matriz no aparelho.

A aplicacado da fungao de correcao, entretanto, limita-se a quantificagcao
de agrotoxicos, variando somente numa estreita faixa de concentragéo, pois a
extensao do efeito de matriz depende da razdo das concentragcdes do analito e
componentes da matriz.”® Além disso, a fungdo de correcido é dependente da
estabilidade do agrotoxico em todo o procedimento analitico, por exemplo, o

uso de um sistema CG diferente ja conduz a resultados variados.
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1.4.6. Método de adicdo de padréo

Esta ferramenta também pode ser utilizada para corrigir a influéncia dos
componentes da matriz na quantificagdo exata de agrotoxico numa amostra
individual. A amostra contendo o agrotoxico de interesse é submetida a um
processo de extracdo, e o extrato obtido é dividido em uma série de
subamostras. Quantidades diferentes e conhecidas de padrbes do agrotdxico
sao adicionadas em cada subamostra, que sao aferidas para o mesmo volume,
e analisadas nas mesmas condi¢des cromatograficas. A concentragdo do
agrotoxico é determinada por regressao linear.?

As desvantagens deste método € que, para cada amostra, € necessario
construir uma curva analitica. Logo, restringe-se a analise a pequeno numero
de amostras. Além disso, pode conduzir a resultados errbneos, porque
considera que o efeito de matriz € independente da concentracdo do analito.
Esta técnica proporciona maior contaminagdo do sistema cromatografico,
necessitando de manutengcdo com maior frequéncia, por isso observa-se na

literatura a escassez de trabalhos utilizando-a.

1.5. CONCLUSAO

Em termos gerais, a exatidao e precisdo dos resultados das analises de
tracos de agrotoxicos por cromatografia em fase gasosa sdo afetadas pelo
efeito de matriz; principalmente, quando se utilizam solugcbes-padrao de
agrotoxicos preparadas em solvente puro para a quantificagcdo destes em
matrizes de natureza complexa. E necessario conhecer as propriedades dos
agrotoxicos analisados (volatilidade, estabilidade térmica, polaridade, etc.),
bem como os principais componentes da matriz, para propor uma metodologia
de prevencao (limpeza, injecdo na cabecga da coluna, PTV, etc.) ou mesmo
compensagao da ocorréncia de efeito de matriz (analitos protetores, fungédo de
corregao, adicdo de padrao, etc.). Entre os diversos métodos propostos para
minimizar o efeito de matriz, o mais comum é o uso de solucdes-padrao
preparadas no proprio extrato da matriz, enquanto o uso de analitos protetores

tem se mostrado muito promissor nesta area.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO TOMATE NA
ADSORCAO DE AGROTOXICOS EM ANALISES POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

2.1. INTRODUCAO

Os agrotoxicos sao largamente utilizados na agricultura para minimizar
as perdas na produtividade atribuidas ao ataque de pragas.' Entretanto, seu
uso excessivo pode gerar residuos no solo, na agua e nos alimentos.?* As
agéncias reguladoras governamentais tém estabelecido o limite maximo de
residuo (LMR) de agrotéxicos que podem ser encontrado em alimentos.*® Para
monitorar e controlar esse limite, métodos analiticos com maior preciséo e
exatiddo s&o necessarios. Em geral, a cromatografia em fase gasosa tem-se
destacado pela sua capacidade de analisar uma diversidade de compostos em
niveis de tracos (ppb) e ultratracos (ppt).® Entretanto, durante as analises de
residuos de agrotdxicos em extratos de matrizes complexas, os componentes
endogenos destas podem interferir na quantificagdo dos agrotoxicos, gerando

erros como “falso positivo” (impurezas sédo eluidas com mesmo tempo de
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retengao dos agrotoxicos), “falso negativo” (quando ha perdas do agrotéxico no
sistema de injecéo) ou ainda resultados superestimados.””®

A superestimacao dos resultados € observada quando rendimentos de
extracao superiores a 100,0% sao obtidos. Isso ocorre, principalmente, quando
solugdes-padrao de agrotéxicos preparadas em solvente puro sdo empregadas
na quantificacdo, e nessa condi¢cdo, os analitos podem ser degradados e/ou
adsorvidos no sistema cromatografico. Nas analises dos extratos de matrizes
complexas ocorre uma competigdo entre os agrotdxicos e os componentes da
matriz por sitios de adsor¢gdo do sistema cromatografico. A adsorgao
preferencial dos componentes da matriz pode impedir degradag¢des ou facilitar
a transferéncia dos agrotéxicos do injetor para a coluna.'®"’

Dentre as diversas matrizes analisadas em nosso laboratério, extratos
organicos de amostras de tomate, obtidos pela extracdo sdlido-liquido e
purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT), tém-se destacado por
apresentarem elevado aumento da resposta cromatografica de agrotoxicos.
Componentes dessa matriz tém revelado alto potencial de efeito protetor de
analitos durante as analises. Mesmo apods etapas de limpeza dos extratos
organicos de tomate (cromatografia de permeacdo em gel, extracdo liquido-
liquido, dispersdao da matriz em fase sodlida, etc.) ainda ha coextrativos
remanescentes, como pigmentos e compostos fenolicos antioxidantes, devido a
miscibilidade destes compostos no solvente extrator. '’

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de coextrativos de
amostras de tomate na resposta cromatografica de quatro agrotodxicos,
frequentemente detectados em estudos de monitoramento de residuos em
tomates. Saturacdo do CG-ECD com os coextrativos, curva de analitica em
solvente e curva analitica em extratos da matriz foram utilizados para avaliar o
efeito de matriz. A presenca dos coextrativos em extratos orgéanicos foi

confirmada por analises espectrofotométricas.
2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Reagentes
Solugbes-padrédo estoque de clorpirifés (99,0% m/m), cipermetrina
(92,4% m/m) e deltametrina (99,0% m/m), obtidos da Chem Service (West

Chester, PA, USA), e A-cialotrina (86,5% m/m), obtida da Syngenta, foram
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preparadas em acetonitrila na concentragdao de 500,0 mg L, e armazenadas
em temperatura de 4 °C. A partir da diluicado das solugdes estoque, foi
preparada a solugdo de trabalho contendo os quatros agrotdéxicos em
concentracdes de 50,0 mg L' no mesmo solvente. O mesmo procedimento foi
empregado para o preparo da solugdo de bifentrina (92,2% m/m) da FMC
(Brasil) em concentragdo de 50,0 mg L™, utilizada como padréo interno.

Como solventes foram utilizados o acetato de etila para analises de
tragcos da Merck (Darmastadt, Alemanha) e acetonitrila da Mallinckrodt/HPLC
(Paris, Franca). Sulfato de sédio anidro com grau de pureza superior a 99,0%

foi adquirido na Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

2.2.2. Equipamentos e condi¢bes de analises
2.2.2.1. Equipamentos de laboratorio

Um banho ultrassénico da Unique (Sao Paulo, Brasil) foi utilizado
durante o preparo das amostras. O gerador deste banho tem saida de 150 W e
frequéncia de 25 kHz. Também foi utilizado um espectrofotémetro UV-Visivel
U-1100 (Hitachi).

2.2.2.2. CG-DCE

Foi utilizado um cromatografo a gas da Shimadzu (GC-17A) equipado
com um detector por captura de elétrons (DCE) e uma coluna capilar HP-5 da
Agilent Technologies, com fase estacionaria composta de 5,0%
fenilmetilsiloxano e 95,0% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i.,, 0,1 #m de
espessura do filme), sendo o nitrogénio o gas de arraste (1,2 mL min™"). Para
avaliacdo do efeito de matriz na analise de agrotoxicos em tomates, as
condigdes cromatograficas foram temperatura do injetor de 280 °C, e coluna
inicialmente a 150 °C, aquecida a 10 °C min™" até 290 °C, permanecendo nessa
temperatura por 1 minuto. A temperatura do detector foi de 300 °C. Foi injetado

1 4L de amostra no cromatégrafo a uma razéo de split 1:5.

2.2.3. Procedimento analitico
2.2.3.1. Preparo do extrato orgénico de tomate por extragdo solido-liquido e
purificagcdo em baixa temperatura (ESL-PBT)

Amostras de tomates hidropdnicos, adquiridos no comércio da cidade de

Vigosa — MG, Brasil, com identificacdo de isentos de agrotoxicos, foram
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trituradas em multiprocessador. Quatro gramas da polpa de tomate foram
transferidos para frasco de vidro transparente (22 mL), e, em seguida, foi
adicionado a mistura extratora, constituida de 6,50 mL de acetonitrila, 1,50
acetato de etila e 0,50 mL de agua. O sistema foi submetido a agitagdo em
banho ultrassénico por 10 minutos e resfriado em freezer a -20 °C por 6 horas.
Apos esse periodo, foi obtido um sistema bifasico constituido da fase solida
(formada pelo congelamento da fase aquosa e da polpa de tomate) e da fase
liquida (sobrenadante). Este liquido foi passado em papel de filtro contendo
1,50 g de sulfato de sédio anidro. O volume do filtrado obtido (extrato) foi
aferido em baldo volumétrico de 10,00 mL com acetonitrila e armazenado no

freezer até o momento da analise por CG-DCE.

2.2.3.2. Adigéo de carvéao ativo a amostra submetida a ESL-PBT

Neste estudo, 0, 5, 10 e 15 mg de carvao ativo (Carlo Erba, Milan, Italia)
foram adicionados diretamente a amostra, antes da homogeneizagdo com a
fase extratora. O efeito da adicdo do carvdo na amostra para obtencdo de
extratos mais puros foi avaliado pelas caracteristicas dos cromatogramas
(ruidos da linha de base e picos interferentes) e porcentagem de extragao dos
agrotoxicos. A presenca dos coextrativos nos extratos organicos foi analisada

por espectrofotometria na regido do UV-Visivel.

2.2.3.3. Resposta cromatografica apds saturagdo do sistema

Utilizando um CG-DCE equipado com coluna e insertor, devidamente
limpos, foi avaliada a saturacdo do CG por componentes do tomate nas
respostas do clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina. Solucéo-
padrao dos agrotdxicos (50 ug L") foi injetada sucessivamente no CG-DCE
(cinco repeti¢cdes). Saturagdo do sistema cromatografico foi obtida com cinco
injecdes sucessivas de extratos organicos de amostras de tomate livre de
agrotoxicos. A resposta do detector, apds a saturagao do CG, foi reavaliada
com cinco novas injegcdes sucessivas da mesma solugdo-padrdao dos quatro

agrotdxicos, em acetonitrila, na concentragdo de 50 ug L.

2.2.3.4. Curvas analiticas
Para avaliar a influéncia dos componentes da matriz na resposta do

detector, foram também preparadas curvas analiticas utilizando o método da
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padronizacao interna. Duas séries de solucdes-padrao contendo os quatro
agrotdxicos nas concentragdes de 5; 20; 50; 100; 300; e 500 ug L foram
preparadas. A primeira série foi obtida pela diluicdo da solugdo de trabalho
contendo os quatro agrotdxicos a 50 mg L™ em acetonitrila pura (duplicata). A
segunda série dos padrdes foi preparada pela diluigdo da mesma solugao de
trabalho em extrato da matriz (duplicata), obtido a partir da ESL-PBT de

tomates hidropénicos isentos de agrotédxicos.

2.2.3.5. Efeito da variagdo da concentracdo da deltametrina na quantificagdo do
clorpirifés

Uma série de solucdes-padrao contendo simultaneamente clorpirifos e
deltametrina foram preparadas em acetonitrila pura. A concentragdo do

clorpirifés foi fixada em 50 ug L enquanto a de deltametrina variou 5; 20; 50;

100; 300 e 500 ug L.

2.2.3.6. Efeito das quantidades dos componentes da matriz na quantificagdo da
deltametrina

Cinco solugdes-padrao de deltametrina a 50 ug L™ foram preparadas
pela diluicdes de solugdo-padrdo em acetonitrila, a 500 ug L. Essas solucdes
foram preparadas acrescentando-se diferentes volumes de acetonitrila e de
extratos organicos da ESL-PBT de amostra de tomate (A1 a A5) para se obter

5,0 mL de solugéo, como representado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Volumes de acetonitrila e do extrato organico de amostra de
tomate usados na diluicdo de solucdo de deltametrina a 500 g L™

na obtencdo de 5,00 mL de solugdo a 50 ug L

Volume em mL

Al A2 A3 A4 A5
Solugao- padrao deltametrina (500 g L) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Extrato da matriz 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Acetonitrila 4,50 3,50 2,50 1,50 0,50
Total 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Adicao de carvao ativo a amostra

Extratos organicos obtidos de amostras de tomates s&o ricos em
pigmentos, como o licopeno e o p-caroteno. Além desses compostos, os
extratos também podem conter quantidades significativas de compostos
fendlicos, como os flavonoides.?® A andlise espectrofotométrica desses extratos
organicos mostra uma banda de absor¢do na regido de 340 a 390 nm,
correspondendo aos compostos fendlicos, e uma banda na regido do visivel
entre 440 e 480 nm, correspondendo a absorcdo dos carotenoides.'® A
remocgao desses compostos dos extratos organicos de amostra de tomate pode
ser realizada pela adicao de carvéo ativo no processo de extragao (Figura 2.1).
No entanto, essa etapa néo foi utilizada no método de extragao, pois diminui
significativamente a eficiéncia da extragdo. Dessa forma, é inevitavel que
componentes da matriz sejam introduzidos no sistema cromatografico durante
as analises de residuos de agrotoxicos em extratos orgénicos de amostras de

tomate.
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Figura 2.1. Espectros de absor¢ao dos extratos organicos obtidos a partir da
ESL-PBT de amostras de tomate isento de agrotoxicos, sem adi¢cao

de carvao ativo e com adigao de 15 mg de carvéo ativo.

Os carotenoides sao compostos de elevada massa molar, mas quando
aquecidos em temperatura superior a 150 °C podem se degradar em
compostos volateis.?’ Isso sugere que compostos fendlicos, pigmentos e
produtos de degradagédo dos pigmentos, formados no injetor, podem entrar no

sistema cromatografico e ser responsaveis pelo efeito de matriz.

2.3.2. Resposta cromatografica apos saturagdo do sistema

O efeito de matriz pode ser descrito como o aumento da resposta
cromatografica de agrotoxicos causado por coextrativos, que podem saturar os
sitios ativos do insertor, da coluna ou do detector. Os resultados obtidos apds a
saturagdo do sistema cromatografico com injegdes sucessivas do extrato
organico de amostras de tomates (branco) mostram um expressivo aumento
nas areas dos padrées de agrotdéxicos em acetonitrila. Na Figura 2.2 séo
apresentadas as porcentagens de aumento das areas atribuidas aos

agrotdxicos analisados [% = (Apepois - Aantes) / Aantes X100].
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Figura 2.2. Porcentagem de aumento da resposta atribuida aos agrotoxicos
(50,0 ug L) apés a saturacdo do sistema cromatografico com
extratos organicos de amostras de tomate, com e sem utilizagao

do padrao interno nos calculos.

A porcentagem de aumento das areas para esses quatro agrotoxicos
estd associada ao tempo de retengdo desses compostos (Figura 2.3), pois
observa-se que quanto maior o tempo de retengdo, maior é o efeito de matriz
de cada composto. Vale destacar que o efeito de matriz, embora minimizado,
nao € eliminado pelo método da padronizagdo interna, pois a resposta
cromatografica da deltametrina apresentou uma taxa de aumento de cerca de
300% na presenga do padrao interno. Aumento nas respostas cromatograficas
também foi observado para os demais agrotéxicos (clorpirifés: 10%, A-
cialotrina: 103% e cipermetrina: 162%). O padrao interno utilizado neste
trabalho foi a bifentrina, que também é um piretroide, semelhante a A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina. Entretanto, verificou-se que o efeito de matriz
apresentado pelo préprio padrao interno é semelhante ao organofosforado
clorpirifés. Esse resultado pode ser atribuido a eluicdo subsequente da

bifentrina na analise cromatografica (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Cromatograma da solugéo padrdo de 50,0 ug L™ dos agrotéxicos,
em que: tr=5,7 min: clorpirifés, tr=9,8 min: bifentrina (padréo
interno), tr=10,8 min: A-cialotrina, tr=12,4 min: cipermetrina e

tr=14,1 min: deltametrina.

2.3.3. Curvas analiticas

O efeito de matriz pode ser avaliado também pela comparagao entre
curvas analiticas construidas a partir de solugdes de agrotdxicos preparadas
em solvente puro e em extrato organico obtido de tomate isento de agrotoxicos
(Figura 2.4).
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Figura 2.4. Curvas analiticas construidas a partir de solugdes de agrotoxicos
preparadas em acetonitrila ( __ ) e em extrato da matriz (----): A)

clorpirifés, B) A-cialotrina, C) cipermetrina, D) deltametrina.

Os resultados apresentados na Figura 2.4 apontam para diferengas,
entre os coeficientes angulares e lineares das duas curvas analiticas para cada
agrotoxico, destacando-se o efeito de matriz mais acentuado para agrotéxicos
com maior tempo de retengdo. De acordo com os resultados anteriores, o
clorpirifés foi o agrotéxico que sofreu menor mudanga na resposta
cromatografica quando analisado em solvente puro e em extrato da matriz.

Comparando as duas curvas analiticas verificou-se que, quando
somente o coeficiente angular varia, os componentes da matriz contribuem
para introduzir nos resultados um erro sistematico proporcional.?® Neste tipo de
erro, quanto maior a concentragdo do agrotdxico, maior € a diferengca, em
termos absolutos, entre a area deste em solvente puro e em extrato de matriz,
ou seja, maior € a quantidade de composto que fica adsorvida no sistema
cromatografico quando se emprega solvente puro. Outra caracteristica do erro
proporcional € que, quando se determina a porcentagem de agrotoxicos

adsorvida, ela tende a ser constante na faixa de concentragao avaliada.
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Quando apenas o coeficiente linear varia, significa que ha um erro
sistematico constante.?® Quando os componentes da matriz introduzem este
tipo de erro, a diferenga entre a area do agrotoxico em solvente puro e em
extrato da matriz tende a assumir um valor Uunico, independente da
concentragao do agrotdxico, e as curvas analiticas sdo paralelas. Entretanto,
quando os calculos sao feitos em relagcdo a porcentagem de aumento da
resposta (area), esta sera tanto maior quanto menor for a concentragdo dos
agrotoxicos. Esta informagédo € coerente com os resultados encontrados por
Hajslova e colaboradores (1998),® que observaram que o efeito de matriz é
mais significativo em analises de agrotdoxicos em concentragées mais baixas.
Esses erros podem ocorrer também devido a variagdes nos dois coeficientes. >

Neste trabalho, para identificar o tipo de erro proporcionado pelos
componentes da matriz, foi calculada a razao entre os coeficientes das curvas
analiticas no extrato da matriz e em solvente puro (Tabela 2.2) Considerando
somente a relagao entre os coeficientes angulares (matriz/solvente), o aumento
da resposta cromatografica foi 27%; 46%; 100%; e 180% para os agrotéxicos
clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, respectivamente. Ja a
relacéo entre os coeficientes lineares das curvas (matriz/solvente), o aumento
foi de 3%, 42%, 138% e 187%, para os agrotoxicos, respectivamente. Dessa
forma, para os quatro agrotoxicos, o efeito de matriz tem erro sistematico
proporcional e também erro sistematico constante. Para concentragbes mais
altas, os coeficientes angulares das curvas tém maior influéncia e determina o
aumento da resposta. Isso pode ser evidenciado pelos resultados
apresentados na Figura 2.5, em que foi determinada a porcentagem de
aumento da resposta cromatografica dos agrotdxicos clorpirifés, A-cialotrina,

cipermetrina e deltametrina [% = (Amatriz — Asolvente) / Asolvente X100].
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Tabela 2.2. Raz&do entre os coeficientes angulares e razao entre os
coeficientes lineares das curvas analiticas obtidas em extratos

da matriz e em solvente puro

Agrotoxicos Raz&o entre os coeficientes Raz&o entre os coeficientes
angulares (matriz/solvente) lineares (matriz/solvente)
clorpirifés 1,27 1,03
A-cialotrina 1,46 1,43
cipermetrina 2,00 2,38
deltametrina 2,80 2,87
210

2 5 10 m20 m50 0100 O300 @500

g 180 +

=

3150 1

5

£ 120 4

[H]

E? 90 A

=

g 60 -

o

& 30 -

0

clorp. cialot. ciperm. deltam.
Agrotdxicos

Figura 2.5. Porcentagem de aumento da resposta cromatografica dos
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina
quando preparados em solugbes com extratos de tomate em
relagdo as preparadas em solvente puro nas concentracdes de
5, 10, 20, 50, 100, 300 e 500 g L.

2.3.4. Efeito da variacdo da concentragcdo da deltametrina na quantificagdo do
clorpirifés

Trabalhos anteriores tém demonstrado que altas taxas de recuperagao e
baixa precisdao dos resultados sdo observadas em analises de agrotoxicos
contendo grupamento -P=0O, enquanto que o efeito de matriz € menos
significativo em agrotoxicos contendo grupamento P=S, caracteristico de
organofosforados como o clorpirifés (Figura 2.6).2 Ja os piretroides (Figura 2.6),

apesar de ser menos polares, apresentam efeito de matriz significativo. Neste
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caso, a elevada massa molar dos agrotdxicos (acima de 400 g mol™) dificulta a
volatilizagéo, logo o tempo de permanéncia no insertor deve ser ligeiramente
maior, permitindo maior adsor¢cdo e diminuindo a resposta do detector quando

o agrotoxico é injetado em solvente puro.?*

Br.

e Gt

Deltametrina Cipermetrina
Cl. CF,
‘ O CN §
O)\Qo@ CIbN\iOP(OCHZCHg)Z
\
cr sl
A- Cialotrina Clorpirifos
Cl. CF,
j‘/ 0 CH, O
X0
Bifentrina

Figura 2.6. Estruturas quimicas de piretroides e do organofosforado clorpirifés.

Para explicar o baixo efeito de matriz observado para o organofosforado,
estudou-se, em detalhes, a possibilidade de piretroides (especificamente a
deltametrina) atuarem como um analito protetor para o clorpirifés durante a
analise da solucdo-padrao. A competicdo entre o clorpirifos e a deltametrina
pelos sitios ativos de adsorcdo do CG foi avaliada fixando-se a concentragao
do clorpirifés e variando a concentracdo da deltametrina. Os resultados séo

apresentados na Figura 2.7.
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Figura 2.7. Area média do clorpirifés a 50 ug L' obtido em analise
cromatografica com diferentes concentragdes de deltametrina (0,
20, 50, 100, 300 e 500 g L'1) para 5 mL de solucéo.

Os resultados observados na Figura 2.7 mostram que aparentemente a
deltametrina nado influencia na adsorgdo do clorpirifos no sistema
cromatografico, pois as areas médias para o clorpirifés a 50 ug L' sao
estatisticamente semelhantes, independente da concentracido da deltametrina

na solugao-padréo.

2.3.5. Efeito da quantidade de componentes da matriz na quantificacdo da
deltametrina

A adsorgao da deltametrina foi avaliada fixando-se a concentragao deste
agrotéxico (50 ug L) e variando a quantidade de componentes da matriz.
Esses constituintes, principalmente os carotenoides, possuem elevada massa
molar, e os resultados mostram nitidamente que ocorre competicdo entre a

deltametrina e os constituintes da matriz pelos sitios ativos no CG (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Resposta cromatografica da deltametrina a 50 pg L™ variando a
quantidade de componentes da matriz (0, 1, 2, 3 e 4 mL de extrato

organico obtido de amostra de tomate) para 5 mL de solugéo.

A adicdo do primeiro volume de extrato (1 mL) contendo os
componentes da matriz causa maior variagado na area da deltametrina, ou seja,
a competicao pelos sitios € mais intensa. Ja a adicido de volumes maiores de
extratos provoca um aumento da resposta constante. Esses experimentos néo
foram realizados para o clorpirifés porque os dados anteriores indicaram baixa

influéncia dos componentes da matriz na resposta desse analito.

2.4. CONCLUSAO

A analise de agrotdxicos em extratos organicos, obtidos a partir da ESL-
PBT de amostras de tomate, apresentou interferéncia dos coextrativos. Os
componentes enddgenos do tomate presentes nos extratos proporcionaram
aumento da resposta cromatografica, principalmente para os piretroides
(clorpirifés < A-cialotrina < cipermetrina < deltametrina). Também foi observado
que o padrao interno minimizou o efeito da matriz, mas nao o eliminou, e que
nao houve competi¢cdo entre os agrotdxicos por sitios de adsorgao do sistema
cromatografico.

Os componentes da matriz introduziram um erro sistematico
proporcional na faixa de concentracdo (5 a 500 ug L), pois a diferenca entre a
area do agrotoxico preparado em extrato organico e solvente puro foi maior

com o aumento da concentracdo, entretanto a porcentagem de aumento da
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area foi sempre constante na faixa de concentragao de 5 a 500 ug L™ para os
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina.

Novos estudos para investigar a adsor¢gao destes agrotoxicos no injetor
e na coluna em cromatografia gasosa ainda sao necessarios, para explicar a

relagao entre o tempo de retencao e o efeito de matriz.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ADSORCAO DE AGROTOXICOS NO INJETOR
E NA COLUNA DURANTE ANALISES POR CROMATOGRAFIA
GASOSA

3.1. INTRODUCAO

A expressdo “aumento da resposta cromatografica induzida por
componentes da matriz”, ou simplesmente “efeito de matriz”’, é utilizada para
explicar as diferencas nas respostas do detector em analises de agrotéxicos
por cromatografia em fase gasosa (CG). Esse fenbmeno €& comumente
observado quando é obtida eficiéncia de extracdo de agrotéxico superior a
100% em analise de amostras complexas.’ Essa superestimagao de resultados
ocorre principalmente quando solugdes-padrao de agrotoxicos preparadas em
solvente puro sdo empregadas como referéncia na quantificagdo dos mesmos
agrotoxicos em extratos da matriz.>*

Essas diferentes respostas cromatograficas dos agrotdéxicos em solvente

puro e no extrato da matriz tém sido atribuidas a adsorgdo dos analitos no
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insertor injetor, na coluna cromatografica e no detector do CG durante as
analises.*® Segundo Erney et al. (1993)%, uma parte do agrotéxico, quando
preparado em solvente puro, pode ser adsorvida no insertor do injetor. Porém,
quando o agrotoxico esta no extrato de matrizes complexas, a sua adsor¢ao no
insertor € afetada pela competicdo com os coextrativos. Por isso, maior
quantidade de agrotoxicos € eluida na coluna cromatografica, gerando repostas
maiores.

Atualmente, o efeito de matriz € apenas minimizado, utilizando-se

metodologias como limpeza®®®

7-9

e injegdo com temperatura programada de

Além disso, ha os procedimentos que promovem a
10-12

vaporizagao.
compensacao do efeito de matriz, como a utilizacdo de analitos protetores,

1314 ¢ adicdo de padrao.’

funcéo de correcao

Dentre os diversos métodos empregados para minimizar o efeito de
matriz, o uso de solugdes-padrao preparadas no proprio extrato da matriz tem
refletido em melhores resultados.'®' Entretanto, esse método apresenta
algumas limitacbes, como instabilidade de alguns agrotoxicos quando
estocados na presenca dos componentes da matriz, contaminacao do sistema
cromatografico e, consequentemente, aumento do custo de manutengcdo e
custo das analises.

Estudos tém mostrado que a intensidade do efeito de matriz é
dependente das propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos, como
polaridade, massa molar, estabilidade térmica, temperatura de ebulicdo dos
analitos, etc.*'® Além disso, tem-se verificado que a adsorcdo de analitos no
sistema cromatografico também esta relacionada com seu tempo de retencgéao.
Por exemplo, o clorpirifés € um organofosforado de baixo tempo de retencgéo e
que sofre efeito de matriz pouco significativo; ja o da deltametrina é superior ao
do clorpirifés e apresenta acentuado efeito de matriz.>

Embora o efeito de matriz seja caracterizado pela adsor¢do do
agrotoxico no sistema cromatografico, ndo ha na literatura estudos detalhados
sobre essa adsorcao. O desconhecimento das caracteristicas deste fenbmeno
e a contribuicdo de cada parte do sistema cromatografico no processo,
principalmente o injetor e a coluna, dificultam a elaboragdo de propostas
eficazes para a eliminacao do efeito de matriz.

Dentro de um amplo projeto envolvendo o efeito de matriz, este trabalho

teve como objetivo investigar a adsorcao de clorpirifés e deltametrina no
48



sistema CG-DCE (injetor e coluna) e a contribuicdo de cada componente do

sistema nessa adsorgao.
3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Reagentes

Solugdes-padrédo estoque de clorpirifés (99,0% m/m) e deltametrina
(99,0 % m/m), obtidos da Chem Service (West Chester, PA, USA), foram
preparadas em acetonitrila da Mallinckrodt/HPLC (Paris, Franga), na
concentracdo de 500,0 mg L', e armazenadas em temperatura de 4 °C. As
solugbes de trabalho individuais para clorpirifés e deltametrina foram
preparadas, a partir da diluicado das solucdes estoque, em concentracéo de 5,0

mg L' no mesmo solvente.

3.2.2. Cromatoégrafo a gas com detector por captura de elétrons - CG-DCE

Foi utilizado um cromatografo a gas da Shimadzu (GC-17A), equipado
com um detector por captura de elétrons (DCE) e uma coluna capilar HP-5 da
Agilent Technologies, com fase estacionaria composta de 5,0%
fenilmetilsiloxano e 95,0% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i.,, 0,1 um de
espessura do filme), sendo o nitrogénio o gas de arraste (1,2 mL min™”). A
temperatura do detector foi 300 °C e o volume de amostra injetado foi 1 4L no
cromatégrafo a raz&o de divisor 1:5. Foram feitos os ajustes necessarios nas
temperaturas da coluna e do injetor para o estudo da adsorgdo dos

agrotoxicos.

3.2.3. Adsorgéo do clorpirifés e deltametrina no sistema cromatografico
3.2.3.1. Adsorgéo dos agrotoxicos no injetor

A adsorg¢ao dos agrotdxicos no injetor foi avaliada a partir das respostas
cromatograficas obtidas apds a injegao de solugbes-padrao de clorpirifos e de
deltametrina, separadamente, nas concentragdes de 5, 20, 50, 100, 300 e 500
ug L™ (duplicata) em diferentes de temperatura de injetor. A programacdo de
temperatura da coluna cromatografica foi mantida: temperatura inicial de 200
°C, aquecida a 10 °C min™ até 220 °C e, em seguida, aquecida a 50 °C min™

até 290 °C, permanecendo nesta ultima por 4 minutos. Apds cada analise, o
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sistema cromatografico foi cuidadosamente limpo por injegcdes de acetonitrila

nas mesmas condi¢des de analises.

3.2.3.1.1. Adsorcéo do clorpirifés

As condi¢des cromatograficas foram mantidas, e o efeito da temperatura
do injetor na adsorcao do clorpirifés foi avaliado nas seguintes condigdes: 310,
280, 250, 200, 170 e 150 °C, nesta ordem.

3.2.3.1.2. Adsorgéo da deltametrina
As condi¢gdes cromatograficas foram mantidas, e por causa do elevado
ponto de ebulicdo da deltametrina (acima de 400 °C), as isotermas de adsor¢ao

foram obtidas em temperaturas do injetor de 310, 280 e 250 °C.

3.2.3.1.3. Avaliacéo da presencga da deltametrina na detecgdo do clorpirifos

As condigbes cromatograficas foram mantidas, e isotermas de adsorgao
foram construidas empregando-se o injetor nas temperaturas de 310, 280 e
250 °C. As analises foram realizadas com solugdes-padrao contendo clorpirifds

e deltametrina, ambos nas concentragdes de 5 a 500 ug L.

3.2.3.2. Adsorgéo do clorpirifés e deltametrina na coluna cromatografica

A adsorgao dos agrotoxicos na coluna foi avaliada a partir das respostas
cromatograficas obtidas apdés a injecdo de solugdes-padrédo contendo
individualmente clorpirifés e deltametrina, na faixa de concentracédo de 5 a 500
ug L. As injecdes foram realizadas mantendo fixa a temperatura do injetor
(280 °C) e com duas programacgdes de temperatura da coluna cromatografica:
a) temperatura inicial de 150 °C e aquecida a 10 °C min” até 290 °C,
permanecendo nesta temperatura por 1 minuto, b) temperatura inicial de 150
°C, aquecida a 30 °C min" até 290 °C, permanecendo nesta Ultima por 4
minutos. Esse mesmo procedimento foi empregado nas injegdes de solugdes-
padrao contendo simultaneamente clorpirifés e deltametrina, ambos na faixa de

concentracéo de 5 a 500 g L
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o efeito de matriz esta associado a competicdo entre os analitos e
os coextrativos da matriz por sitios ativos de adsorcdo no CG, procurou-se,
entdo, estudar a adsorgao dos analitos (clorpirifés e deltametrina) no injetor e

na coluna cromatografica separadamente.

3.3.1. Adsorgéo do clorpirifés no injetor

A adsorgcao do clorpirifés no injetor foi avaliada pela alteracdo das
respostas cromatograficas ao injetar solugdées-padrao de clorpirifés, na faixa de
5 a 500 g L™ em acetonitrila, com o injetor em diferentes temperaturas. Foi
obtida uma curva analitica para cada temperatura do injetor, conforme

apresentado na Figura 3.1.

o4 x 1000

20 A
w
L
£ 16
o
[=]
S 12 7 Yarg = 44.63x + 1049
S 7z R2= 0,995
8 Yoo = 40,57x + 883
& R2= 0,095

4 Yoo = 36,900 + 909

R2= 0,092
0 T T T
0 100 200 300 400 500 600

Concentragéo {zg L)

Figura 3.1. Curvas analiticas de solugbes-padréo de clorpirifés, preparadas em
acetonitrila, na faixa de concentragao de 5 a 500 ug L" e analisadas
por CG-DCE com o injetor nas temperaturas: 310 (___ ); 280 (----) e
250°C (__ ).

Para a mesma faixa de concentragcdo, em diferentes temperaturas do
injetor, as curvas analiticas apresentaram coeficientes angulares e lineares
diferentes. Quanto maior a temperatura do injetor, maior foi o coeficiente
angular, indicando um aumento da sensibilidade da analise. Este aumento da
resposta, mostrada pelas equagdes ajustadas, pode ser atribuido a menor
adsorgao do agrotoxico no injetor em temperaturas maiores. Pelos dados das

curvas ajustadas o aumento da resposta do clorpirifés, quando o injetor estava
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a 310 °C em relagédo a 250 °C foi aproximadamente 21% [(y310 — Y250)/Yy250 X
100].

ApoOs cada analise de solugdes-padréo de agrotoxico, foi necessaria a
injecdo de acetonitrila pura para limpar o sistema cromatografico. Residuos de
clorpirifés foram detectados, apds analises cromatograficas para concentragdes
superiores a 100 ug L' deste agrotéxico, nas trés temperaturas do injetor. As
areas do sinal referente ao clorpirifés no cromatograma foram inferiores a 2,0%
da area obtida para o sinal deste agrotoxico na eluicdo anterior.

Em temperaturas do injetor inferiores a 250 °C, a resposta
cromatografica do clorpirifés apresentou comportamento anémalo. A equacéao
da reta obtida a 200 °C (y = 42,69 x + 353,2) apresentou coeficiente angular
superior a equacgao obtida a 250 °C (y = 36,90x + 908,7). Nenhum residuo de
agrotoxico foi detectado na analise da acetonitrila, com o detector a 200 °C,
realizada apds as injegdes das solugcdes-padrio de clorpirifés de 5 a 500 pg L™.
E importante ressaltar que, nestas condicdes, a temperatura do injetor foi igual
a temperatura inicial da coluna cromatografica, ndo ocorrendo condensacgao de
constituintes da amostra na entrada da coluna. Entretanto, no decorrer das
analises cromatograficas com o injetor a 200 °C o clorpirifés apresentou dois
sinais, indicando possiveis modificagdes em sua estrutura quimica. Na Figura
3.2 sao apresentados os cromatogramas das analises do clorpirifos a 500 yg L
! realizadas com o injetor a 310, 280, 250, 200, 170 e 150 °C. Temperaturas do
injetor abaixo de 200 °C nao permitiram uma volatilizacdo adequada do

clorpirifés.

310°C 280 °C 250 °C

200 °C 170 °C 150 °C

Figura 3.2. Cromatogramas de solucdo-padréo de clorpirifés a 500 pg L
obtidos a partir das analises realizadas com o injetor 310, 280,
250, 200, 170 e 150 °C.
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3.3.2. Adsorgéo da deltametrina no injetor

Andlises de deltametrina nas temperaturas do injetor de 250 e 280 °C
apresentaram coeficientes linear e angular das curvas analiticas ajustadas
semelhantes, indicando superposi¢céo das curvas. Entretanto, com o injetor na
temperatura de 310 °C, o coeficiente angular foi elevado, indicando que a
quantidade de deltametrina que entra na coluna cromatografica € também

maior, o que pode ser observado na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Curvas analiticas de solugdes-padrao de deltametrina, preparadas
em acetonitrila, na faixa de concentracdo de 5 a 500 pg L', e
analisadas por CG-DCE com o injetor nas temperaturas:
310 (__ _); 280 (-----); €250 °C (__ ).

Isso significa que quanto maior a temperatura do injetor, menor é a
quantidade de deltametrina adsorvida e, consequentemente, maior é a
resposta cromatografica. Considerando as curvas analiticas ajustadas para o
injetor a 250 e 310°C, observou-se um aumento de aproximadamente 32% na
resposta do detector [(ys1o — Yas0)/y250x100]. Essa quantidade foi superior ao
resultado obtido para o clorpirifés (21%). Esses resultados sugerem que a

adsorg¢ao da deltametrina no injetor € superior a do clorpirifos.

3.3.3. Avaliagéo da presencga da deltametrina na detecg¢ao do clorpirifés

Foram construidas curvas analiticas a partir de solugbes-padrao
contendo os dois agrotdxicos nas mesmas concentragdes (5 a 500 ug L7).
Quando as solugbdes foram analisadas com o injetor a 250 e 310 °C, os

resultados obtidos mostraram que, na presenca da deltametrina, a diferenca
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entre as areas do pico atribuido ao clorpirifés, com o injetor a 250 e a 310 °C,
diminui para cerca de 10%, independente da concentragdo do clorpirifés. Isso

indica um possivel efeito protetor da deltametrina (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Porcentagem de variacédo da area atribuida ao clorpirifés e ao
clorpirifés com deltametrina, em diferentes concentragdes, obtida
a partir de analises realizadas com o injetor a 250 e 310 °C
[(Az10 — A250)/A250x100].

Embora a deltametrina seja um agrotdéxico menos polar que o clorpirifés,
ela apresenta massa molar maior, o que explica a maior temperatura de
ebulicdo. Provavelmente, quando ambos os agrotoxicos sao introduzidos no
injetor (com divisor de fluxo), a deltametrina & adsorvida preferencialmente na
superficie do insertor, na la de vidro ou na entrada da coluna, diminuindo,

assim, a interacgao do clorpirifés com as superficies.

3.3.4. Adsorgao do clorpirifés na coluna cromatografica

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos descrevendo o efeito de
matriz associado a coluna cromatografica. No entanto, sabe-se que o tempo de
retencdo de substancias polares diminui com o decréscimo da polaridade da
coluna. A avaliagdo da adsorcdo de agrotoxicos na coluna pode ser realizada
mantendo-se todas as condi¢cbes cromatograficas constantes (temperatura de
injetor, detector, fluxo, etc.) e variando a programacédo de temperatura da
coluna, de forma que os agrotoxicos tenham diferentes tempos de retencéo. O

estudo da adsorgéo do clorpirifés e deltametrina na coluna cromatografica foi
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realizado variando a taxa de aquecimento. Estas condicbes e os t. dos

agrotéxicos obtidos em cada condigao sao descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Programagdes de temperatura da coluna cromatografica utilizadas
para estudar a adsorcao de clorpirifés e deltametrina na coluna e

seus respectivos tempos de analise e tempo de retengdo dos

agrotoxicos.
Tempo de retencéao
Programacéo Tempo de analise Clorpirifés Deltametrina
10 °C min”’
150°C— 5 290 °C (1min.) 15 min 5,8 min 14,1 min
30 °C min
150 °c >~ ™" 290 °C (4min.) 8,7 min 3,5 min 7,3 min

Utilizando as taxas de aquecimento da coluna cromatografica, foram
construidas curvas analiticas a partir de injegdes de solugdes-padrao do
clorpirifés em acetonitrila. As equacdes das curvas analiticas obtidas para as
analises realizadas a 10 e 30 °C min™' foram y = 50,69 x + 1542 (R*>=0,993) e y
= 45,74 x + 1256 (R? = 0,992), respectivamente. Os resultados obtidos indicam
que, em maior taxa de aquecimento, a resposta cromatografica deste
agrotoxico diminui. Além disso, quando a taxa de aquecimento reduziu de 30
para 10 °C min”', observou-se que a porcentagem de variagdo da area do
clorpirifés apresentou valores diferentes em fungdo da concentragédo (Figura
3.5). As solugdes-padrao de clorpirifés em concentragdes de 5 a 50 ug L
apresentaram maiores porcentagens de variagdo da area, enquanto que em
concentracdes superiores a 100 pg L7 estas porcentagens reduziram-se

tendendo a um valor constante (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Porcentagem de variacdo da area atribuida ao clorpirifés e ao
clorpirifés com presengca da deltametrina, em diferentes
concentracdes, obtida a partir de analises realizadas com a taxa
de aquecimento da coluna a 10 e 30 °C min™" [% = (Aq —
A30)/A30x100].

Quando solugdes-padrao de agrotoxicos, contendo ambos clorpirifos e
deltametrina (5 a 500 pg L"), foram analisadas variando o aquecimento da
coluna de 30 °C min™ para 10 °C min™, o aumento da area do clorpirifés foi
aproximadamente 30% (Figura 3.5). Comparando os resultados apresentados
na Figura 3.5, pode-se sugerir uma competicdo entre deltametrina e clorpirifés
por sitios ativos da coluna cromatografica. Nessa competigdo, a adsorgéo da
deltametrina foi favorecida, pois maior quantidade de clorpirifés foi eluida na
coluna cromatografica com o aquecimento de 10 °C min™". A deltametrina, por
ser um agrotoxico menos volatil, pode diminuir a adsorgdo do clorpirifés na
entrada da coluna cromatografica quando analisado em solvente, semelhante
ao efeito dos coextrativos quando o clorpirifés € analisado em extratos de

matrizes.

3.3.5. Adsorgéo da deltametrina na coluna cromatogréfica

A adsorcdo da deltametrina na coluna cromatografica também foi
avaliada variando-se o aquecimento conforme descrito na Tabela 3.1. De forma
semelhante ao clorpirifés, o aquecimento da coluna a 10 °C min™' apresentou

maior area para a deltametrina em relagdo a area obtida com 30 °C min™". A
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porcentagem de variagdo da area obtida para a deltametrina quando a
programagdo de temperatura reduziu-se de 30 °C min” para 10 °C min" é

mostrada na Figura 3.6.
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Figura 3.6. Porcentagem de variacdo da area atribuida a deltametrina, em
diferentes concentracdes, obtida a partir de analises realizadas
com a taxa de aquecimento da coluna a 10 e 30 °C min™' [Aq —
A30)/A30x100].

A porcentagem de variacdo da area foi constante para as analises das
solugdes-padrao de deltametrina em concentragdes de 5 a 100 ug L™; ja para
solugbes de concentragbes superiores a 300 ug L' as porcentagens de

variagao diminuiram significativamente (Figura 3.6).
3.4. CONCLUSAO

A adsorgéo do clorpirifés e deltametrina no sistema cromatografico foi
influenciada tanto pela variagdo da temperatura do injetor quanto pela taxa de
aquecimento da coluna cromatografica.

A presenca da deltametrina reduziu a adsorgao do clorpirifés no injetor.
Esse efeito protetor da deltametrina, agrotéxico de maior tempo de retengéao, foi
evidenciado nas analises do clopirifés em diferentes temperaturas do injetor.

A deltametrina também influenciou na adsorgao do clorpirifés na coluna
cromatografica, principalmente em concentragdes superiores a 100 ug L™,
favorecendo a eluicdo de maior quantidade de clorpirifés em taxas de

aquecimento mais baixa da coluna (10 °C min™).
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Por isso, para diminuir possiveis adsorcbes, as analises
cromatograficas devem ser realizadas em temperaturas de injetor mais altas,
respeitando-se a temperatura de decomposicdo dos analitos. De forma

semelhante, a taxa de aquecimento da coluna deve ser menor.
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CAPITULO 4

OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
COM PURIFICACAO EM BAIXA TEMPERATURA (ELL-PBT)
PARA ANALISE DE AGROTOXICOS EM AMOSTRAS DE MEL
POR CROMATOGRAFIA GASOSA

4.1. INTRODUCAO

O mel de abelha é tradicionalmente consumido pelo ser humano, por ser
considerado um produto de origem natural e saudavel. Como tal, o mel deve
estar livre de qualquer contaminante quimico ou biolégico para ser considerado
seguro para o consumo humano. Entretanto, alguns trabalhos tém relatado a
presenca de residuos de agrotoxicos em amostras de mel."?® Esses residuos
podem ser originarios da aplicagdo direta de acaricidas nas colmeias de
abelhas para controle de Varroa jacobsonie e Ascosphera apis. Os agrotdxicos
mais comumente empregados s&o o amitraz, cimiazole, bromopropilato,
cumafos, flumetrin, fluvalinato, imidacloprido e fipronil.*®> Embora as agéncias

regulatorias de varios paises tenham estabelecido o limite maximo de residuos
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(LMR) de alguns desses agrotdxicos em amostras de mel, ndo estao incluidos
no Codex Alimentarius.®

A contaminagdo indireta do mel pode ocorrer durante a aplicacdo de
agrotoxicos na agricultura, que pode chegar até o solo, ar, 4gua e também as
flores, de onde as abelhas coletam o néctar para a produgdo do mel.’

De certa forma, as abelhas e o mel produzido servem como indicadores
da poluicdo ambiental de determinada regiéo.&9 Concentragdes elevadas de
residuos de agrotéxicos levam a alto indice de mortalidade das abelhas, além
de produzir mel impréprio para consumo humano. Rissato et al.® detectaram
residuos de malation em todas as amostras de mel analisadas na regido de
Bauru (Sao Paulo, Brasil). A presenga de residuos desses compostos nas
amostras foi atribuida a aplicagdo do agrotoxico para controle do mosquito da
dengue na area estudada.

A analise de residuos de agrotdéxicos em matrizes complexas consiste
basicamente de quatro etapas: extracao, limpeza dos extratos, identificagao e
quantificacdo dos compostos. Dentre os métodos de extragdo comumente

empregados na andlise de mel, destacam-se a extracdo em fase solida,'®"

extracdo com fluido supercritico,’ extracdo liquido-liquido convencional,™
dispersao da matriz em fase sélida'® e microextragdo em fase solida.”® A etapa
de limpeza é baseada em técnicas auxiliares como a cromatografia de
permeacado em gel e de adsorgao.'®" A identificacdo e a quantificagdo dos
residuos de agrotéxicos sdo baseadas em cromatografia em fase gasosa (CG)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)."®

Recentemente, a técnica de extracdo liquido-liquido e purificacdo em
baixa temperatura (ELL-PBT) surgiu como uma alternativa para a extracéo de
agrotoxicos em agua'® e em leite.’® A extracdo se baseia na particido dos
analitos entre a fase aquosa e organica, decorrente da diminuicdo da
temperatura (- 20 °C). A vantagem do método é que os componentes da
amostra sdo congelados com a fase aquosa, enquanto os agrotoxicos séo
extraidos pela fase orgénica.

Este trabalho teve como objetivo otimizar e validar o método de extragao
liquido-liquido com purificagdo em baixa temperatura para analise de
agrotoxicos em mel por cromatografia gasosa. O método desenvolvido foi
aplicado para extracao de clorpirifds, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina

em amostras de mel.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Reagentes

Solugdes-padrédo estoque de clorpirifos (99,0% m/m), cipermetrina
(92,4% m/m) e deltametrina (99,0% m/m), obtidos da Chem Service (West
Chester, PA, USA), e A-cialotrina (86,5% m/m), obtida da Syngenta (Sao Paulo,
Brasil), foram preparadas em acetonitrila na concentragcdo de 500 mg L' e
armazenadas a 4 °C. A partir da diluicdo das solugdes estoque foram
preparadas solugdes de trabalho contendo os quatros agrotdxicos, em
concentragdes adequadas (50,0 mg L™ e 5,0 mg L™), no mesmo solvente. O
mesmo procedimento foi empregado para o preparo da solugdo de bifentrina
(92,2 % m/m — FMC do Brasil) a 5 mg L™, utilizada como padréo interno.

Foram utilizados como solventes o acetato de etila para analises de
tracos da Merck (Darmastadt, Alemanha), acetonitrila, metanol e hexano da
Mallinckrodt/HPLC (Paris, Franca). Sulfato de sddio anidro e cloreto de sédio
com grau de pureza superior a 99% foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Florisil (J. T. Baker) foi condicionado com acetonitrila e acetato de etila

e, em seguida seco em estufa a 45 °C.

4.2.2. Otimizagao da ELL-PBT

Foram otimizadas as seguintes variaveis para a técnica proposta: massa
da amostra de mel, alteracdo da forca ibnica, composicdo da mistura extratora,
procedimento de homogeneizagcdo e massa de florisil para limpeza. Essas

variaveis sdo descritas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Variaveis avaliadas no processo de otimizagao univariada da ELL-

PBT de agrotoxicos em amostras de mel

Variaveis Niveis
Massa de mel (g) 1,2,3e4
Forca ibnica 4,0 mL agua

4,0 mL solugdo de NaCl 0,5 mol L™

Mistura extratora (8,0 mL) Acetonitrila,
Acetonitrila/metanol (6,5 mL/1,5 mL)
Acetonitrila/acetato de etila (6,5 mL/1,5 mL)
Acetonitrila/acetato de etila (4 mL /4 mL)

Hexano/acetato de etila (4 mL /4 mL)

Homogeneizagéo Vortex (30 segundos)
Ultrassom (10 minutos)
Mesa agitadora (40 minutos)

Manual

Limpeza com florisil (g) 0,1e2

Amostras de mel (Tabela 4.1) isentas de agrotoéxicos foram colocadas
em frascos de vidro transparente (22 mL) e aquecida a 50 °C em banho-maria,
para diminuir a viscosidade. As amostras foram fortificadas com 100 uL de
solugéo-padrao contendo os agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina a 5,0 mg L e homogeneizada. As amostras fortificadas foram
acrescentados 4,0 mL de fase aquosa e 8,0 mL de mistura extratora (Tabela
4.1). O sistema foi devidamente homogeneizado (Tabela 4.1). As amostras
foram deixadas em repouso e, apds a separacao de fases, foram resfriadas a -
20 °C por 6 horas. As fases organicas do sistema bifasico foram removidas e
submetidas a limpeza em coluna de polietileno contendo florisil (Tabela 4.1) e
1,50 g de sulfato de sédio. Os extratos obtidos foram recuperados em baldo
volumétrico de 10,0 mL, contendo 100 uL de solucéo-padrao de bifentrina a 5,0

mg L (padréo interno) e armazenados no freezer até o momento da andlise
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por CG-DCE. Para as analises por CG-EM, os extratos foram secos em

evaporador rotatorio e recuperados em 100 yL de acetonitrila.

4.2.3. Equipamentos de laboratorio

Foram utilizados os seguintes equipamentos na etapa de preparo de
amostras: (1) banho ultrassénico da Unique (Sao Paulo, Brasil); o gerador
deste banho tem uma saida de 150 W e frequéncia de 25 kHz; (2) mesa
agitadora (Tecnal TE — 420, Sao Paulo, Brasil) a 25 °C e 175 oscilagdes por

minuto; e (3) vortex.

4.2.4. CG-DCE

Foi utilizado um cromatégrafo a gas da Shimadzu (GC-2014) com
detector por captura de elétrons (DCE), equipado com autoinjetor AOC-20i e
uma coluna capilar HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionaria
composta de 5% fenilmetilsiloxano e 95% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i.,
0,1 um de espessura do filme), sendo o nitrogénio o gas de arraste (1,2 mL
min”). A temperatura do injetor e do detector foi de 280 °C e 300 °C,
respectivamente. A coluna inicialmente a 150 °C foi aquecida a uma taxa de 20
°C min" até 250 °C, e a 10 °C min"' até 290 °C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos. Foi injetado 1 4L de amostra no cromatdgrafo a

uma razao de split 1:5.

4.2.5. CG-EM

Foi utilizado um cromatégrafo a gas com espectrdbmetro de massas da
Shimadzu GCMS-QP5050A; equipado com autoinjetor AOC-5000 e uma
coluna capilar HP-5 (Agilent Technologies), com fase estacionaria composta de
5% fenilmetilsiloxano e 95% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i.,, 0,1 um de
espessura do filme), sendo o hélio o gas de arraste (1,2 mL min”). As
condigdes cromatograficas foram as seguintes: temperatura do injetor 280 °C; a
coluna, inicialmente a 150 °C, foi aquecida a uma taxa de 20 °C min™ até 250
°C e a 10 °C min™" até 290 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos.
A temperatura de transferéncia da interface foi de 290 °C e uma injegao
splitless foi usada. O detector de massas foi operado no modo impacto de
elétrons (70 eV), com uma varredura na faixa de 30 a 600 m/z para o modo de

varredura; também foi utilizado o modo de monitoramento de ions
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selecionados. A identificacdo dos componentes dos extratos foi realizada por
comparagao com os dados espectrais da biblioteca (Wiley 330.000), com

dados da literatura e também os dados das solugdes-padréo dos agrotoxicos.

4.2.6. Validagdo do metodo

Alguns parametros analiticos da ELL-PBT, incluindo seletividade, limite
de detecgao (LD), limite de quantificacao (LQ), linearidade do método, preciséo
e exatidao, foram avaliados conforme sugerido pelos protocolos das principais

agéncias regulatorias.?" > %

4.2.7. Aplicagdo da técnica em amostras de mel
O método validado foi aplicado para determinagédo de agrotéxicos em 11

amostras de mel produzido no estado de Minas Gerais, Brasil.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Otimizagao da ELL-PBT

A técnica de ELL-PBT foi proposta inicialmente para a extracdo de
agrotoxicos em meio homogéneo (agua + acetonitrila) e posterior rompimento
do equilibrio pela diminuicdo da temperatura (fase sdlida: agua e mel; fase
liquida: acetonitrila). Entretanto, os componentes do mel impedem a formacao
de uma fase unica entre a acetonitrila e a agua. Dessa forma, cinco variaveis
(massa da amostra, forga idnica, mistura extratora, homogeneizacao e limpeza)
foram otimizadas para aumentar a porcentagem de extracdo dos agrotoxicos
para a fase organica, como apresentado na Tabela 4.1 da parte experimental.
As porcentagens de extragdo de cada um dos agrotoxicos em cada uma das

condicdes otimizadas estéo representadas nas Figuras 4.1 a.
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Figura 4.1. Porcentagens de extragao de agrotdxicos obtidas na otimizagéo da

técnica de ELL-PBT de agrotoxicos em amostras de mel: a) massa
de mel, b) procedimento de homogeneizagao, c) massa de florisil

para limpeza, d) fase extratora e) forga idnica.
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4.3.1.1. Massa do mel

Foram utilizadas inicialmente diferentes quantidades de amostra (1,0;
2,0; 3,0; e 4,0 g) fortificadas com os quatro agrotoxicos na concentragcédo de
0,17 pg g (50 pg L' no extrato). Pode-se observar na Figura 4.1 que o
aumento da massa de mel proporcionou aumento na extragao dos agrotdxicos
para a fase organica, exceto para o organofosforado clorpirifés, que € mais
soluvel em agua em relagéo aos piretroides. Para os piretroides, a massa de 3g
de mel proporcionou as maiores taxas de recuperagdo (deltametrina >
cipermetrina > A-cialotrina). Os resultados obtidos usando 4,0 g da amostra n&o
foram apresentados na Figura 4.1a, pois o sistema bifasico (4 g de amostra: 8

mL de mistura extratora) nao solidificou apds permanéncia no freezer (-20 °C).

4.3.1.2. Processo de homogeneizagéo

Amostras de mel solubilizadas em agua formam emulsdo durante a
etapa de homogeneizacdo da amostra com a fase extratora. Isso pode
ocasionar desvios elevados na analise, além de diminuir a porcentagem de
recuperagao. Foram avaliados quatro procedimentos, e os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 4.1b. Pode-se observar que a agitagao utilizando
vortex por 30 segundos apresentou as maiores taxas de recuperagao para o0s
quatro agrotoxicos. O vortex promoveu a mistura das duas fases e, quando
deixado em repouso (cerca de 1 minuto) observou-se novamente a formagéo
do sistema bifasico sem formagdo de emulsdo. A agitagdo com vortex por
periodo superior a 30 segundos ndo melhorou a extracdo dos analitos. Ja a
utilizacdo da mesa agitadora e do banho ultrassénico, além de demandar mais
tempo para a homogeneizagdo, ndo promoveu um contato efetivo entre as
duas fases, obtendo por isso menores porcentagens de extragdo. A
homogeneizagdo manual, realizada de forma semelhante a extragao liquido-
liquido convencional, conduziu a formagcdo de emulsdo. O volume de fase
organica obtido apos o congelamento da amostra diminuiu significativamente (<

3 mL) e, consequentemente, a extragdo dos agrotoxicos nao foi eficiente.

4.3.1.3. Limpeza com florisil
Neste trabalho, foram propostas duas etapas de limpeza, sendo a
primeira durante o congelamento, em que parte dos componentes da matriz €

solidificada com a agua, e a segunda utilizando uma coluna com florisil (Tabela
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4.1). Os componentes do mel remanescentes no extrato organico,
principalmente os acgucares, interagem com a superficie do florisil, que & polar,
e os residuos de agrotéxicos sado eluidos com o solvente. Os dados obtidos
estdo apresentados na Figura 4.1c. Os resultados indicaram que o aumento da
massa de florisil diminui a porcentagem de recuperagdo para os quatro
agrotoxicos, entretanto optou-se por utilizar a massa de 2 g de florisil, pois

resultou em cromatogramas com menor numero de interferentes (Figura 4.2).

a) 15 X 1000
3.0
2,5
2,0
1,5
1,0

0,5

0 g florisil

b) X 1000
35

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

1 g florisil

3,5
3,0
2,5
2,0

1,5
1,0
0,5 |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
min

2 g florisil

Figura 4.2. Cromatogramas obtidos apés a ELL-PBT e limpeza utilizando
diferentes quantidades de florisil de amostras de mel (isentas de

agrotoxicos): A) 0g; B) 1g; C) 2g.

4.3.1.4. Mistura extratora

A mistura extratora constituida por 6,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL de
acetato de etila proporcionou maior porcentagem de recuperagcao (>70%).
Embora comumente citada na literatura, a fase extratora constituida de hexano

e acetato de etila 1:1, proporcionou extracdes inferiores a 60% na ELL-PBT.?
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Ja a presenga do metanol na mistura extratora (6,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL

de metanol) impediu o congelamento da fase aquosa.

4.3.1.5. Forga ibnica

Na extragao liquido-liquido, a forca ibnica afeta sensivelmente a
porcentagem de extragdo de agrotoxicos,>* que foi avaliada alterando-se a
forca idnica da amostra com solugdo de NaCl 0,5 mol L™, como descrito na
Tabela 4.1 da parte experimental. Com uso da forga i6nica, a porcentagem de
recuperagao do clorpirifés foi significativamente maior, ndo mostrando esta

mesma tendéncia para os demais agrotoxicos.

4.3.2. Validagdo do método

Apds a otimizacdo da ELL-PBT, o método proposto foi validado. Para
isso, 3,00 g de mel foram dissolvidos em 4,0 mL de solucdo de NaCl 0,5 mol L™
e colocados em contato com 8,0 mL de mistura extratora (6,5 mL de acetonitrila
+ 1,5 mL de acetato de etila). O sistema foi homogeneizado no vortex por 30
segundos, congelado a -20 °C, e a fase organica liquida foi eluida em coluna
de polietileno contendo 2,0 g de florisil. O extrato obtido foi analisado por CG-
DCE.

4.3.2.1. Seletividade

Na Figura 4.3, é apresentado o cromatograma de uma solugao-padrao
dos agrotdéxicos em acetonitrila. A presenca de mais de um pico para os
piretroides (compostos 3, 4 e 5) é atribuida a conversao em isémeros durante a
injecdo das amostras no cromatdgrafo a gas.?® A quantificacdo desses
piretroides foi realizada considerando-se a soma das areas dos picos dos
isdbmeros nos cromatogramas das amostras e dos padrées. Quando
comparado com a Figura 4.2, observa-se que o método foi seletivo, uma vez
que o tempo de retengao dos agrotdxicos analisados foi superior a 5 minutos, e
o mel analisado ndo apresentou sinais de interferentes nesta regidao dos

cromatogramas.
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Figura 4.3. Cromatograma de solugdo-padréo dos agrotoxicos em acetonitrila a

50 ug L. Os numeros dos picos (1, 2, 3, 4 e 5) se referem aos
compostos clorpirifés, bifentrina (padréo interno), A-cialotrina,

cipermetrina, deltametrina, respectivamente.

4.3.2.2. Limite de detecgéo, limite de quantificacdo e linearidade

O limite de deteccédo (LD) para o método proposto foi determinado
considerando o valor > 3 vezes a area do sinal da linha de base (ruido) obtido
para amostras de mel isentas de agrotéxicos (branco) e analisadas por CG-
DCE. O limite de quantificagdo (LQ) foi determinado considerando a area do
sinal pelo menos 10 vezes maior que a area do sinal do ruido. O limite de
deteccdo e quantificagdo para o clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina foram inferiores a 0,017 xg g~ e 0,033 ug g, respectivamente
(Tabela 4.2).

A linearidade do método foi avaliada analisando-se extratos obtidos a
partir da ELL-PBT de amostras de mel que foram fortificadas com agrotoxicos
nas concentragdes 0,033; 0,067; 1,7; 3,3; 6,7; 10,0; 16,7 ug g™'. Coeficiente de
determinacao () para as curvas analiticas dos quatro agrotoxicos foi superior
a 0,99 (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Limite de detecgdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), linearidade

do método
Dados da calibracao LD LQ
Agrotéxicos  tr (min)  Equacdes r (g g’ (uggh
Clorpirifos 5,79 y=5975x+ 0,570 0,999 0,017 0,033
A-cialotrina 9,19 y =7,216x - 0,006 0,999 0,017 0,033

Cipermetrina 10,91 y=6,647x+ 0,099 0,999 0,017 0,033
Deltametrina 13,40 y =7,751x- 0,000 0,996 0,017 0,033

4.3.2.3. Exatiddo e precisdo do método

Para determinar a exatiddo do método, amostras de mel (isentas de
agrotoxicos) foram fortificadas com 0,033; 0,067; 0,33 ug de agrotoxicos/g de
amostra. A taxa de recuperacao obtida para o método proposto variou de 84 a
100%, com desvio-padréo relativo inferior a 10 %. A precisdo do método foi
determinada em termos de desvio-padréo relativo (DPR) para sete extragdes
idénticas de amostra de mel fortificadas com 0,17 xg g™ e analise por CG. Os

resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Porcentagens de recuperagao dos quatro agrotoxicos, apos
extracdo da amostra de mel fortificada em quatro concentracdes

diferentes

Concentragéo Recuperagéo (%) (média + DPR)

extrato (ug L")  mel (ug g”') clorpirifés  J-cialotrina  cipermetrina  deltametrina

10° 0,033 84,6+4,2 95,5429 100,9t4,4 97,249,9
20° 0,067 86,4+7,5 94,2+3,5 94,515,8 94,3+5,4
50° 0,17 87,844,0 94,7466  97,816,8 98,4+7,8
100° 0,33 85,9+4,2 92,842,3  98,1+0,6 96,4+0,9

#Resultados representam uma média de trés repeticoes.

PResultados representam uma média de sete repeticoes.
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4.3.3. Aplicagdo do método em amostras de mel

O método validado foi aplicado para analise de 11 amostras de mel
provenientes de oito regides diferentes do estado de Minas Gerais. Observou-
se no cromatograma de uma das amostras de mel um sinal em 11 minutos,
coincidente com o tempo de retengcdo da cipermetrina. Esse resultado foi um
falso positivo que foi comprovado pela analise dos cromatogramas do CG-EM
que mostrou se tratar de um interferente.

Residuos de clorpirifés foram detectados em duas amostras de mel, e
uma das amostras apresentou contaminagdo de 0,10 ug g~ (Figura 4.4).
Também foi detectado residuo de A-cialotrina em outra amostra, e
concentragdo de 0,22 ug g”'. A presenca desses agrotoxicos nas amostras de
mel foi comprovada utilizando CG-EM operando no modo MIS. Além do tempo
de retengdo, os ions utilizados para a identificacdo da A-cialotrina foram m/z
181, 197 e 208, e para o clorpirifos foram m/z 97, 197, 314, 349 (Figura 4.4).
Embora os 6rgaos oficiais ndo estabelegam limite maximo de residuos desses
agrotoxicos em amostras de mel, essas concentragdes sao inferiores ao LMR

estabelecidos para residuos desses agrotoxicos em amostras de alimentos. (<
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Figura 4.4. Cromatogramas de extrato obtido a partir da ELL-PBT de amostra
de mel contaminada com residuo de clorpirifés: A) Analise por CG-
DCE; B) Analise por CG-EM no modo MIS; C) Espectro de massas

do clorpirifés.
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4.4. CONCLUSAO

A otimizagédo da ELL-PBT para extragdo de residuos de agrotoxicos em
amostras de mel e analise por CG-DCE resultou em um método simples, eficaz
e de baixo custo. As porcentagens de recuperagao foram superiores a 84% e
desvio-padrao relativo inferior a 10%. A grande vantagem dessa técnica € o
baixo consumo de solventes para a extragdo dos agrotoxicos. A modificagao da
polaridade da fase extratora (acetonitrila) adicionando pequena quantidade de
acetato de etila favoreceu a extragdo dos agrotoxicos, principalmente dos
piretroides. Entretanto, o aumento da forga ibnica do meio resultou em maior
porcentagem de extragdo do clorpirifés. A etapa de limpeza com florisil foi
necessaria para remover coextrativos do mel, que variam muito de uma
amostra para outra. Finalmente, o método proposto possibilitou a quantificacdo
de residuos de clorpirifos e A-cialotrina em amostras de mel e a confirmacéao

dos contaminantes por CG-EM.
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CAPITULO 5

INFLUENCIA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
DIFERENTES MATRIZES NA RESPOSTA CROMATOGRAFICA
DE AGROTOXICOS

5. 1. INTRODUCAO

A cromatografia gasosa (CG) é atualmente a técnica mais utilizada para
analises de residuos de agrotoxicos em diversas matrizes ambientais. Isso se
deve ao elevado potencial de separacdo de compostos em misturas complexas
e o baixo limite de detecgado alcancado pelos detectores convencionais do CG.’
Entretanto, durante as analises cromatograficas os componentes da matriz
contidos nos extratos podem influenciar na quantificacdo dos analitos de
interesse, gerando resultados duvidosos. Este fenbmeno é denominado de
aumento da resposta cromatografica induzida pelos componentes da matriz ou
efeito de matriz. %°

O efeito de matriz € dependente das propriedades fisico-quimica dos

agrotoxicos e das caracteristicas dos componentes endoégenos da matriz
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(tamanho das moléculas, polaridade, estabilidade térmica, pressao de vapor,
etc).? * * ® Para minimizar a influéncia dos componentes da matriz na
quantificacdo de agrotéxicos séo utilizadas estratégias como limpeza, ° injecao
no topo da coluna,® " e injecdo com temperatura programada de vaporizacdo.®

910 Também existem os procedimentos que promovem a compensacdo da

ocorréncia do efeito de matriz como a utilizagdo de analitos protetores, " 1% 13

415 adigao de padrdo’® e curva analitica preparada pela

17,18

funcédo de correcgao,
dissolucédo dos padroes em extratos da matriz.

Dentre os diversos métodos empregados para minimizar o efeito de
matriz, a limpeza dos extratos € o unico que efetivamente elimina a causa do
problema, ou seja, a remogao dos componentes da matriz. Para a limpeza dos

extratos sdo utilizadas técnicas como extragdo em fase solida,'® ?°

extracao
liquido-liquido e cromatografia por permeacéo em gel. 2! Além dessas técnicas
existem também as que proporcionam a extragcao dos analitos e a limpeza dos
extratos simultaneamente, como a dispersdo da matriz em fase sdlida
(DMFS)? 2 e mais recentemente, a extragdo sélido-liquido com purificacdo em
baixa temperatura (ESL-PBT). ?*%° Entretanto, a remogdo exaustiva dos
componentes da matriz pode conduzir a baixa recuperagao dos agrotoxicos, o
que torna as técnicas de extragao ou purificagao inadequadas.

Dessa forma, os métodos de extragdo existentes n&o eliminam
definitivamente os coextrativos, e a presenca destes compostos
remanescentes proporcionam alteragdes da resposta cromatografica. Por
exemplo, em analises de agrotoxicos termodegradaveis, preparados em
solvente puro, sdo obtidos baixas respostas, entretanto, analises destes
mesmos compostos em extratos contendo carboidratos, proteinas e lipidios,
obtidos a partir da ELL e limpeza com EFS, s&o obtidas respostas intensas.?®

Recentemente, em um estudo minucioso, Przybylski & Hommet?’
fizeram uma comparagao entre os coeficientes angular das curvas analiticas
obtidas a partir de solu¢des- padréo de 12 agrotdxicos preparadas em solvente
e em extratos de cinco matrizes individuais (Carrot, alimento infantil, Green
bean, batata, Split peas). Os resultados indicaram que o efeito de matriz
quantificado pelos coeficientes angulares das curvas analiticas (razdo entre
coeficientes angulares matriz/solvente) pode ser positivo (razdo > 1) ou
negativo (razdo <1), dependendo das caracteristicas dos agrotoxicos e da

complexidade da matriz em analise por cromatografia gasosa.
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Varios outros estudos, como o relatado por Mastovska et al.?®
procuraram contornar o problema do efeito de matriz comparando as respostas
cromatograficas de agrotoxicos preparados em solvente puro com as respostas
dos mesmos compostos em misturas de extratos de frutas (maca, uva,
péssego e ameixa) e misturas de extratos de vegetais (couve-flor, tomate,
pepino e pimentao).

A avaliacdo dos efeitos de varias variaveis na resposta de um processo
de quantificacdo pode tornar-se uma tarefa ardua quando esse numero de
variaveis € muito grande. A ACP é freqientemente usada para a reducao da
dimensionalidade em alguns problemas quimicos.? O objetivo da ACP ¢é
comprimir os dados dentro de um conjunto de novas variaveis, sendo uma
combinagao linear de variaveis originais, maximizando a descri¢do da variancia
de dados. A matriz de dados originais (X) de m linhas (objetos ou amostras) e
n colunas (variaveis) € decomposta numa matriz de escores, S (m, f), matriz de
pesos, L (n, f), e os residuos E (m, n): X = SL’ + E, enquanto f € o numero de
componentes principais significantes. As colunas da matriz dos escores séo
conjuntos de novas variaveis ortogonais, chamadas componentes principais
(PCs). Os consecutivos PCs descrevem cada vez menos a variancia dos dados
(PC1 > PC2 > PC3, etc.). Os elementos da matriz de pesos informam sobre a
contribuigdo das variaveis originais a cada construgédo de CP.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos componentes
das matrizes tomate, leite, maga, mel, solo, batata, figado, alcatra e agua nas
respostas cromatograficas dos agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina
e deltametrina, comumente encontrados nestes tipos de amostras. As
porcentagens de variagdo das respostas cromatograficas dos agrotoxicos em
cada amostra foram submetidas a analise de componentes principais (ACP) e

Analise Hierarquica de Agrupamentos (AHA).
5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Reagentes

Solugdes-padrao estoque de clorpirifés (99,0% m/m), cipermetrina
(92,4% m/m) e deltametrina (99,0% m/m), obtidos da Chem Service (West
Chester, PA, USA), e A-cialotrina (86,5% m/m), obtida da Syngenta (S&o Paulo,

Brasil), foram preparadas em acetonitrila na concentragdo de 500,0 mg L™ e
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armazenadas em temperatura de 4 °C. A partir da diluicdo das solugdes
estoque, foram preparadas duas solugdes contendo os quatros agrotéxicos em
concentragées de 50,0 e 50 mg L' no mesmo solvente. O mesmo
procedimento foi empregado para o preparo da solugédo de bifentrina (92,2 %
m/m — FMC do Brasil), 5,0 mg L™, utilizada como padréo interno.

Como solventes foram utilizados o acetato de etila para analises de
tracos da Merck (Darmastadt, Alemanha) e acetonitrila da Mallinckrodt/HPLC
(Paris, Franga). Sulfato de sédio anidro com grau de pureza superior a 99% foi
adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Florisil (J. T. Baker) foi

condicionado com acetonitrila e acetato de etila e secado em estufa em 45 °C.

5.2.2. Procedimento analitico

5.2.2.1. Preparo dos extratos organicos de amostras por extragdo solido-liquido
ou extragéo liquido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT ou
ELL-PBT)

Extratos orgénicos de amostras de tomate, macga, solo, batata, figado e
alcatra e extratos organicos de amostras de leite, mel e agua foram obtidos a
partir das técnicas de ESL-PBT e ELL-PBT, respectivamente.?* 2* 23 pgra
isso, uma determinada quantidade da amostra (Tabela 5.1) foi transferida para
frasco de vidro transparente (22 mL) e, em seguida, foi adicionada a mistura
extratora (Tabela 5.1). O sistema foi submetido a homogeneizagéo (Tabela 5.1)
e resfriado em freezer a -20 °C por 6 horas. Apds este periodo, foi obtido um
sistema bifasico constituido da fase sélida (congelamento da fase aquosa e da
matriz) e da fase liquida (sobrenadante). Este liquido foi passado por 1,50 g de
sulfato de sédio anidro. O filtrado obtido (extrato) foi recuperado em baldo
volumétrico de 10,0 mL, com acetonitrila e a solugdo foi armazenada no
freezer, até o momento da analise por CG-DCE. Na Tabela 5.1 sao descritas

as condic¢oes especificas para o preparo de cada amostra.
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Tabela 5.1. Descrigdo do preparo dos extratos de nove matrizes empregando a

mistura extratora e forma de homogeneizagao

ELL-PBT ou ESL-PBT: quantidade de amostra, composicdo da

Mistura extratora

N°  Matriz Quant.  Acetonitrila  Acetato Agua Homogeneizagéo Ref.
de etila
1 Alcatra 3,0g 6,5 mL 1,5mL 1,0 mL  Ultrassom (10 min.) 33
2  Agua 40mL 6,5mL 1,5 mL - Mesa agitadora (15 min.) 30
3 Figado 3,0g 8,0 mL - 1,0mL  Ultrassom (10 min.) 33
4 Leite 40mL 8,0mL - - Mesa agitadora (20 min.) 24
5 Maca® 3,09 8,0 mL - 1,0 mL  Mesa agitadora (30 min.) 34
6 Solo 1,09 6,5 mL 1,5mL  4,0mL Ultrassom (20 min.) 30
7 Mel® 3,09 6,5 mL 1,5mL  4,0mL Vortex (30 seg.) 31
8 Batata 30g 6,5 mL 1,5mL  1,0mL Ultrassom (10 min.) 32
9 Tomate 4,0g 8,0 mL 1,5mL  0,5mL Ultrassom (10 min.) 25

4Extratos organicos liquidos foram passados por colunas com 2,0 g de florisil e
1,50 de sulfato de sdédio.

5.2.3. Equipamentos e condigbes de analises

5.2.3.1. Equipamentos de laboratorio

Foi utilizado um banho ultrassénico da Unique (S&o Paulo, Brasil)

durante o preparo das amostras. O gerador deste banho tem uma saida de 150

W e uma frequéncia de 25 kHz. Também foi utilizada uma mesa agitadora

(Tecnal TE — 420, Sdo Paulo, Brasil) a 25 °C e 175 oscilagdes por minuto e um

vortex.
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5.2.3.2. CG-DCE

Foi utilizado um cromatégrafo a gas da Shimadzu (GC-2014) equipado
com um detector por captura de elétrons (DCE) e uma coluna capilar HP-5 da
Agilent Technologies, com fase estacionaria composta de 5% fenilmetilsiloxano
e 95% dimetilsiloxano (30 m x 0.25 mm d.i., 0,1 um de espessura do filme),
sendo o nitrogénio o gas de arraste (1,2 mL min™"). A temperatura do injetor e
detector foram 280 e 300°C, respectivamente. A coluna inicialmente a 150 °C
foi aquecida a 10 °C min™ até 290 °C, permanecendo nessa temperatura por 1
minuto. Foi injetado 1 xL de amostra no cromatégrafo a uma razédo de divisor
de 1:5.

5.2.4. Avaliagédo da resposta cromatografica dos agrotoxicos apos saturagdo do
CG

Avaliou-se o efeito da saturagdo do sistema cromatografico por
componentes das matrizes nas respostas dos agrotoxicos clorpirifés, A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina. Solugbes-padrdo dos agrotoxicos a 50
ug L', preparadas em acetonitrila, foram injetadas sucessivamente no CG-DCE
(cinco repeticbes). Em seguida, o sistema cromatografico foi saturado com
cinco injegcdes sucessivas de extratos organicos de uma determinada matriz
(tomate, leite, macga, mel, solo, batata, figado, alcatra ou agua). Novamente, a

mesma solucgdo padrdo a 50 ug L™ foi injetada (cinco repeticdes).

5.2.5. Analise das Componentes Principais (ACP)

Para reduzir o numero das variaveis (componentes principais) mais
significativas o valor da porcentagem de variagdo das respostas
cromatograficas dos agrotoxicos [(Agepois — Aantes)/Aantes] fOi transformado em
uma matriz. Essa matriz apresenta nove objetos (tipos de extratos, linhas) e
quatro variaveis (agrotoxicos, colunas). Os dados foram autoescalonados e, em
seguida, foram submetidos a andlises das componentes principais (ACP)
usando o software PLS-Toolbox (versdo 2.1, Engenvector Research, Inc.,
USA).
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5.2.6. Curvas analiticas

Foram preparadas curvas analiticas utiizando o método da
padronizacao interna. Dez séries de solugdes-padrao contendo os quatro
agrotéxicos nas concentracdes de 5; 20; 50; 100; 300 e 500 ug L™ foram
preparadas. A primeira série foi obtida pela diluicdo das solugdes de trabalho
(50 e 5 mg L") contendo os quatro agrotdxicos em acetonitrila. Outras nove
séries de solucbes-padrao foram preparadas por diluicdes das mesmas
solugdes de trabalho (50 e 5 mg L) em extratos de amostras individuais
(tomate, leite, maca, mel, solo, batata, figado, alcatra e agua) em duplicata.
Estes extratos foram obtidos a partir da ESL-PBT ou ELL-PBT de amostras

isentas de residuos de agrotoxicos.
5. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Variagao da resposta cromatografica apds saturagcdo do CG

Apos a saturacdo do CG com extratos organicos de alcatra, agua,
figado, leite, macga, solo, mel, batata e tomate as respostas cromatograficas
dos agrotoxicos, em acetonitrila, variaram entre — 20 e 300% (Tabela 5.2).
Essas porcentagens de variagdo das areas atribuidas aos agrotdxicos foram

determinadas empregando a equagao [%=(Aapss — Aantes)/AantesX100].

Tabela 5.2. Porcentagens de variagdo das respostas cromatografica dos
agrotoxicos obtidas apds a saturagcdo do CG-DCE com nove

extratos de matriz

ACP Amostra Clorpirifés A-cialotrina Cipermetrina Deltametrina

1*  Alcatra 17,2 14,3 16,3 32,9
2  Agua -3,0 -5,2 -4,2 -0,0
3 Figado 25,6 23,2 34,1 38,2
4 leite 7,0 6,8 16,1 45,1
5 Maca 2,3 -16,7 -18,2 -20,3
6 Solo 3,5 -5,8 -6,1 -8,3
7  Mel 5,8 -9,4 -11,7 -11,9
8 Batata 11,7 15,6 18,4 19,5
9 Tomate 9,9 102,8 162,3 301,6

* Esses numeros se referem as identificagdes dos extratos no ACP da Figura 5.1.
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Os dados da Tabela 5.2 foram utilizados para construir a analise de

componentes principais (Figura 5.1).

A 2,04 3
1,5-
- 1,04 !
v’\
IQII 0,5- 8
S 050 L3 ?
=18 g 5
-0,5 s
2
1,0- ¥ 2

5 4 3 2 - 0 I 2
PC1 - 77.4 %

0,8
0,61
0,4
0,2

PC2-224%

0,04

,
og®

0,2

0,6 0.5 0.4 0.3 0,2
PCI - 77.4 %

Figura 5.1. Escores normalizados (A) e pesos (B) de amostras (1-9) como
funcdo da variagdo da resposta cromatografica dos agrotdxicos
(A. clorpirifés, B. A-cialotrina, C. cipermetrina e D. deltametrina).

As identificagcdes das amostras estdo na Tabela 5.1.

Pode-se observar na figura 5.1 que a componente principal 1 (CP1)
explicou 77,4% da variancia total, e mostrou que o aumento da resposta dos
piretroides A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina (B, C e D, respectivamente)
sdo responsaveis pela separagdo de extratos de tomate (9) dos demais
extratos. O aumento da resposta cromatografica destes agrotoxicos devido a
saturacdo do CG com extratos de tomate variaram entre 100 e 300%,
dependendo do tempo de retengao do piretroide. Provavelmente, isso se deve
a competicao por sitios de adsorgdo no CG entre carotenoides e agrotéxicos.
Para os demais extratos o aumento da resposta dos piretroides variou entre O e
45% (Tabela 5.2).
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Um significativo aumento da resposta do clorpirifés (> 25%) em extratos
de figado (3) foi observado em relagao aos demais tipos de amostras, o qual é
mostrado pela CP2 (22,4% de variancia). Esse aumento da resposta
cromatografica foi o que influenciou no distanciamento desse extrato dos
demais (Figura 5.1). Extratos de alcatra (1) e figado (3) estdo agrupados no
mesmo quadrante, pois apresentam composi¢ao quimica semelhante, porém,
extratos de alcatra proporcionaram um efeito de matriz menor para os
agrotoxicos.

Os extratos de agua (2), macga (5), solo (6) e mel (7) formaram um
subgrupo caracterizado pela reducdo da resposta cromatografica (efeito de
matriz negativo), principalmente para os piretroides. A agua € considerada uma
matriz simples, apresentando variagdo da resposta cromatografica inferior a
5,2% para todos os agrotoxicos. O solo, embora seja considerado uma amostra
complexa, apresentou extratos limpos quando submetidos a ESL-PBT,
proporcionando variagdo da resposta inferior a 8,3% para os piretroides. As
amostras de maga e mel apresentaram extratos com maiores quantidades de
componentes endogenos, dessa forma estes interferentes proporcionaram
reducdes efetivas da resposta cromatografica dos piretroides, principalmente
em extratos de maca (aproximadamente - 20%).

Os extratos da batata (8) e do mel (7) s&o ricos em carboidratos. O
extrato da batata apresenta em sua composicdo quimica o amido
(polissacarideo), sendo observado um efeito de matriz positivo para os quatro
agrotéxicos. Ja o extrato do mel € constituido basicamente por carboidratos
livres (agucar invertido), sendo observado um efeito de matriz negativo. Logo
os extratos de batata e mel estdo em quadrantes diferentes (Figura 5.1).

Extratos de leite (4) proporcionaram aumento da resposta
cromatografica para os quatro agrotoxicos (Tabela 5.2). Estes extratos
apresentam em sua composi¢ao coextrativos lipofilicos de elevada temperatura
de ebulicdo, como os lipideos. Entretanto, estes compostos ndo impediram a
adsorcao dos agrotéxicos como os constituintes quimicos do extrato de tomate
(9). Mesmo apresentando um efeito positivo nas respostas para os quatro
agrotoxicos a ACP agrupou esse extrato junto com os extratos de solo, maga e
agua que tém efeito negativo. Provavelmente, este agrupamento foi devido a

semelhanca dos efeitos causados por estas matrizes na resposta do clorpirifos.
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Os dados obtidos na Tabela 5.2 também foram utilizados para a analise

hierarquica de agrupamentos (AHA) como pode ser observado na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Dendrograma construido com os dados autoescalonados da
variacdo da resposta dos agrotoxicos apos saturagdo do CG. A
identificacdo das amostras enumeradas de 1 a 9 estdo na Tabela
5.1.

A analise de agrupamento hierarquico permitiu confirmar os resultados
obtidos pela analise de componentes principais, e também visualizar os
agrupamentos que n&o ficaram evidentes (Figura 5.2). Por exemplo, os
extratos das amostras 1, 4 e 8 (alcatra, leite e batata) apresentaram o mesmo
indice de similaridade, embora na analise do ACP estas se apresentavam em
quadrantes diferentes. Esses extratos apresentaram efeito de matriz positivo
inferior a 45% para os quatro agrotéxicos. A separagao do extrato de tomate
(9) das demais confirma o alto efeito de matriz introduzido pelos constituintes
quimicos do tomate. Também é comprovado que extratos de amostras que

reduzem a resposta cromatografica tendem a se agrupar (2, 5,6 e 7).

5.3.2. Curvas analiticas
5.3.2.1. Curvas analiticas preparadas em solvente

Para uma analise minuciosa do efeito de matriz, curvas analiticas foram
construidas a partir de solugbes-padrédo dos agrotoxicos, em acetonitrila, nas
concentracdes de 5; 10, 20; 50; 100; 300 e 500 ug L. Estas solugdes foram
analisadas em nove dias diferentes para verificar a variagdo da resposta do

CG-DCE com o uso do aparelho. Na Figura 5.3 sao apresentados os

85



coeficientes de variacdo obtidos para cada concentracdo dos quatro

agrotéxicos analisados.

deltam.
ciperm.
cialot.
clorp.

Coeficiente de variagao

0 400

300
Concentragéo ug L™ 500

Figura 5.3. Coeficientes de variagdo das areas (agrotoxico/padréo interno) dos
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina,
analisados em nove dias diferentes, nas concentracdes 5; 20; 50;
100; 300 e 500 ug L.

Os coeficientes de variacdo foram em média 6, 22, 33 e 45% para os
agrotoxicos  clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e  deltametrina,
respectivamente. Vale destacar que quanto maior € o tempo de retengao dos

agrotoxicos maior é o coeficiente de variagao.

5.3.2.2. Curvas analiticas preparadas em extratos das matrizes

Curvas analiticas foram construidas para avaliar o efeito dos
coextrativos na resposta dos agrotdxicos. Para isso, solugdes-padrao
preparadas em solvente e em extrato de matriz foram analisadas na faixa de
concentragao de 5 a 500 g L™

Na comparagdo entre as duas curvas analiticas (solvente e extrato de
matriz), quando somente o coeficiente angular varia os componentes da matriz
contribuem para introduzir nos resultados um erro sistematico proporcional.
Quando apenas o coeficiente linear varia, significa que existe um erro

sistematico constante.™

86



Para os quatro agrotoxicos analisados, observou-se que as curvas
analiticas diferenciam tanto pelo coeficiente angular quanto linear. Isso pode
ser verificado na Tabela 5.3, em que sido apresentados a razdo entre os
coeficientes angulares (RCA) e lineares (RCL) das curvas analiticas obtidas em

extratos da matriz e em solvente.

Tabela 5.3. Raz&o entre os coeficientes angulares (RCA) e lineares (RCL) das

curvas analiticas obtidas em extratos da matriz e em solvente puro

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina

Amostra RCA  RCL RCA RCL RCA RCL RCA RCL

Agua 1,0 1,0 1,1 0,9 1,0 2,5 1,0 0,9
Alcatra 1,2 1,2 1,3 1,5 1,6 2,7 2,2 1,1
Batata 1,3 1,2 1,4 1,1 1,6 1,4 2,5 0,1
Figado 1,3 1,7 1,5 1,4 2,1 3,4 4,0 1,9
Leite 1,2 1,1 1,3 2,3 1,7 2,2 24 2,3
Maga 1,0 1,4 0,9 1,3 0,8 0,3 0,8 0,7

Mel 1,1 0,9 1,4 1,7 2,0 0,9 3,0 1,7
Tomate 1,3 1,0 1,5 1,4 2,0 24 2,8 29
Solo 1,0 1,1 0,9 1,7 0,9 0,0 0,9 -0,4

A razao entre os coeficientes angulares (extrato da matriz e solvente)
indicou o erro associado ao efeito de matriz para cada agrotéxico. Quando a
razao foi superior a 1,0 o efeito de matriz foi positivo enquanto que valor inferior
a 1,0 indicou efeito de matriz negativo. Para concentragdes mais altas dos
agrotéxicos (500 ug L™), a porcentagem de variagdo da resposta de cada
agrotoxico foi estimada pelos coeficientes angulares [(RCA -1) x100]. Por
exemplo, para o clorpirifds a variacao da resposta foi de 0, 18, 30, 25, 20, 0, 10,
27 e 0% na presenca dos extratos das matrizes agua, alcatra, batata, figado,
leite, maca, mel, tomate e solo, respectivamente.

Esses mesmos resultados podem ser evidenciados na Figura 5.4, em
que foi determinada a porcentagem de variagao da resposta cromatografica
para os quatro agrotdxicos em extratos das nove matrizes [% = (Amatiz —
Asoivente) / Asolvente X100].
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Figura 5.4. Porcentagem de variagdo da resposta cromatografica dos
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina
quando preparados em extratos (tomate, leite, magéa, mel, solo,
batata, figado, alcatra e agua) em relagcdo as preparadas em
solvente puro nas concentracdes de 5, 10, 20, 50, 100, 300 e
500 pg L™,

Observa-se na Figura 5.4 o baixo efeito de matriz (estimado pela razédo
do coeficiente angular (RCA), introduzido pelos componentes dos extratos de
agua e solo. Resultados semelhantes foram observados quando saturou-se o
CG com esses extratos (Tabela 5.2).

Para os piretroides, os constituintes quimicos do extrato da maca

promoveram uma reducdo da resposta cromatografica, diferente do que
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ocorreu com o clorpirifés que apresentou efeito de matriz positivo. Esse
comportamento diferenciado das respostas dos agrotdxicos na presenca dos
constituintes da maga dificulta o uso de analitos protetores bem como o uso de
padrao interno como forma de minimizar os erros que ocorrem nas analises
cromatograficas.

Segundo Hajslova et al.? o efeito de matriz € maior para as baixas
concentragdes de agrotoxicos. Entretanto, resultados obtidos neste trabalho e,
principalmente, nas analises de deltametrina em extrato de figado (Figura 5.4),
o efeito de matriz aumentou com a concentragéo dos agrotoxicos.

Para deltametrina e cipermetrina nao foi possivel determinar a area nas
concentragbes de 5 e 10 ug L™ preparadas em acetonitrila e extratos de mel,
devido a baixa detectabilidade do aparelho nessas condicbes. Ambas as
curvas analiticas foram obtidas apds injegdes sucessivas de extratos de mel no
CG-DCE. Embora a saturagdo do CG com extratos de mel tenda diminuir a
resposta dos agrotoxicos (Tabela 5.2), as curvas analiticas nesse extrato
proporcionaram maior resposta cromatografica quando comparada em
solvente.

De forma geral, considerando o efeito de matriz como uma competigao
entre os agrotdxicos e componentes da matriz por sitios ativos, os quais sao
introduzidos simultaneamente no sistema de injegdo, a ordem crescente de
efeito de matriz, estimado pelo RCA, para os piretroides foi agua < solo < maga
< alcatra < leite < batata < tomate < mel < figado. Esta ordem é ligeiramente
diferente dos dados da tabela 5.2 porque leva em consideragao a contribuicéo
total dos erros introduzidos pelo efeito de matriz na quantificagdo. Também foi
observado que para todas as amostras a ordem crescente de efeito de matriz
foi clorpirifds < cialotrina < cipermetrina < deltametrina.

Nao foi observado em nenhum cromatograma sinais de degradacao dos
agrotoxicos promovidos por componentes das matrizes. Entretanto,
coextrativos do leite promoveram instabilidade da linha de base, apresentando

muitos ruidos.
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5.4. CONCLUSAO

As analises quimiométricas (ACP e AHA) mostraram-se ferramentas
uteis no estudo de efeito de matriz para os quatro agrotéxicos. Quatro grupos
foram evidenciados na ACP, sendo o primeiro formado por extratos que
proporcionaram efeito de matriz positivo (batata, alcatra e leite). O segundo
grupo proporcionou efeito de matriz negativo (agua, solo, maga e mel), o
terceiro e quarto grupos foram formados por extratos de figado e tomate,
respectivamente. Esses dois extratos formaram grupos unitarios, pois o figado
e o tomate aumentaram consideravelmente a resposta cromatografica do
clorpirifés (acima de 25%) e piretroides (de 100 a 300%), respectivamente,
apos a saturagao do sistema cromatografico.

Observou-se também que as respostas cromatograficas dos agrotéxicos
preparados em acetonitrila, apresentaram coeficientes de variagcao de 6 a 45%
quando analisados em dias diferentes. A dispersao dos resultados aumentou
com o tempo de retengao dos agrotéxicos.

Comparando-se as curvas analiticas em acetonitrila e extratos das
matrizes, a ordem crescente de efeito da matriz para os piretroides foi agua <
solo < macga < alcatra < leite < batata < tomate < figado < mel. Também foi
observado para todas as matrizes que a variagdo da resposta cromatografica

dos agrotéxicos foi clorpirifés < A-cialotrina < cipermetrina < deltametrina.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho levaram a melhor compreenséo do efeito
de matriz na quantificagdo dos agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina
e deltametrina em analises por CG-DCE. Avaliou-se a adsorgcdo de alguns
destes agrotéxicos no injetor e na coluna cromatografica e a influéncia dos
componentes de nove matrizes na resposta cromatografica destes agrotoxicos.
Algumas conclusées podem ser destacadas: no Capitulo 2 é relatado que o
efeito de matriz na quantificagdo dos quatro agrotdxicos esta relacionado com o
tempo de retencdo destes nas analises cromatograficas. Além disso, os
constituintes quimicos do tomate aumentam consideravelmente a resposta dos
piretroides, mesmo com a utilizagdo do padrao interno para quantificagcao. Foi
possivel observar (capitulo 3) que maiores temperaturas do injetor (310 °C) e
menores taxas de aquecimento da coluna cromatografica (10 °C min™)
diminuem a adsor¢cao dos agrotoxicos no CG. Também foi verificado que
agrotoxicos com maiores tempos de retencao (deltametrina) atuam como
analitos protetor na adsorgdo de agrotoxicos de menores tempos de retengéo
(clorpirifos).
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A otimizacao e validacao da técnica ELL-PBT para analises dos quatro
agrotdéxicos em amostras de mel, apresentada no capitulo 4, permitiu a
obtencdo de extratos limpos e com eficiéncia de extragdo dos agrotdxicos
superior a 84%. O método apresentou desvio-padrao inferior a 10% e limites de
deteccao e quantificacdo de 0,016 ug g e 0,032 ug g, respectivamente, para
0s quatro agrotoxicos. Com a aplicagdo do método foi possivel determinar
residuos de clopirifés e A-cialotrina em amostras de mel com valores abaixo do
LMR destes agrotoxicos em amostras de alimentos.

Além das amostras de mel e tomate, a técnica de ELL-PBT e ESL-PBT
também foi utilizada para obter extratos de alcatra, figado, macga, leite, batata,
agua e solo para estudos de efeito de matriz. Os resultados apresentados no
capitulo 5 mostraram que apds a saturacdo do sistema cromatografico com
extratos das matrizes, componentes do mel, agua, solo e maga reduzem as
respostas dos piretroides (0 a -20%) enquanto que extratos de alcatra, figado,
leite, batata e tomate aumentam a resposta cromatografica destes agrotoxicos
(7 a 302%).
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