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RESUMO

COSTA, Elisa Helena, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2010. Analise multirresiduo de agrotéxicos em abacaxi por CG/DCE.
Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-orientadores:
Anténio Augusto Neves e Laércio Zambolim.

Os objetivos deste trabalho foram otimizar a técnica de extracdo por
dispersédo de matriz em fase sélida (DMFS) e a técnica extracdo solido-liquido
com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT), e validar esta Ultima, para
analise de residuos dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e
deltametrina em amostras de abacaxi, por cromatografia gasosa com detector
por captura de elétrons (CG/DCE). Na etapa de otimizacdo da técnica extracao
sélido-liquido com particdo em baixa temperatura, fatores que influenciam na
porcentagem de recuperacdo dos agrotoxicos, e proporcionam condicdes
ideais de analise, foram avaliados. O método otimizado foi validado
determinando-se a seletividade, a linearidade de resposta do método, o limite
de deteccéo, o limite de quantificacdo, a exatidao e a precisdo. Os resultados
obtidos mostraram que a técnica ESL-PBT é eficiente para analise dos
agrotoxicos thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, com porcentagens de
recuperacgao superiores a 90%, e atrazina, com porcentagem de recuperacao
de aproximadamente 60%. Além disso, os limites de quantificacdo para o
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina (0,050; 0,17 e 0,040 pg g*) foram
menores que os limites maximos de residuos (LMR), estabelecidos para estes
agrotoxicos em abacaxi, pela Unido Européia. A técnica otimizada e validada
foi aplicada a amostras de abacaxi, cultivar ‘Pérola’, procedentes das cidades
Marataizes (ES), Miracema do Tocantins (TO) e Monte Alegre de Minas (MG),
ndo sendo detectada a presenca de residuos dos agrotoxicos estudados nas
amostras de abacaxi analisadas. Foi estudada também, a influéncia dos
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componentes do abacaxi na quantificacdo dos agrotoxicos por cromatografia
gasosa, empregando o método de superposicdo de matriz. Os resultados
mostraram que co-extrativos da matriz afetam significativamente na
quantificacdo dos agrotoxicos em estudo. Com o intuito de comparar a técnica
ESL-PBT, a técnica de extracdo por dispersdao de matriz em fase solida foi
otimizada, sendo avaliados o adsorvente, o eluente, e posteriormente realizado
um planejamento fatorial 23 para avaliar o comportamento simultineo dos
fatores: (1) proporgao entre adsorvente e amostra, (2) utilizagdo de co-coluna e
(3) utilizacdo de ultra-som. A presenca de co-coluna, além de influenciar na
porcentagem de recuperacdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam e
triadimenol, afeta qualitativamente os cromatogramas. Comparando-se as
técnicas de extracdo ESL-PBT e DMFS, ambas apresentam altos niveis de
recuperagao para 0s agrotoxicos em estudo, exceto para a atrazina, em que a
ESL-PBT apresentou porcentagens de recuperacdo mais altas. Além disso, 0s
extratos obtidos na ESL-PBT sdo menos suscepitiveis a presenca de

interferentes.
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ABSTRACT

COSTA, Elisa Helena, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2010.
Analysis multiresidue of pesticides in pineapple by GC/ECD. Adviser:
Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisers: Anténio Augusto
Neves and Laércio Zambolim.

The objectives of this work were to optimize the technique of extraction
by matrix solid-phase dispersion (MSPD) and the solid-liquid with partition in
low temperature extraction technique (SLE-LTP), and to validate this latter, to
the residues analysis of the pesticides atrazine, thiamethoxam, triadimenol and
deltamethrin in pineapple samples, by gas chromatography with electron
capture detector (GC/ECD). In the optimization stage of the extraction
technique solid-liquid with partition in low temperature, factors that influence in
the percentage of recovery of pesticides, and provide ideal conditions of
analysis, were evaluated. The optimized method was validated thorugh the
determination of the selectivity, the linearity of answer of the method, the limit
detection, the limit quantification, the accuracy and the precision. The obtained
results showed that the technique SLE-LTP is efficient for analysis of the
pesticides thiamethoxam, triadimenol and deltamethrin, with superior recovery
percentages up to 90%, and atrazina, with percentage of recovery of
approximately 60%. Besides, the quantification limits for the thiamethoxam,
triadimenol and deltamethrin (0,050; 0,17 e 0,040 pg g*) were smaller than the
allowed maximum limits of residues (LMR), established for these pesticides in
pineapple, by the European Union. The optimized and validated technique was
applied to samples of pineapple, ‘Pérola’ cultivar, from the cities Marataizes
(ES), Miracema do Tocantins (TO) e Monte Alegre de Minas (MG), not being
detected the presence of residues of the pesticides studied in the pineapple
samples analyzed. It was also studied, the influence of the components of the
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pineapple in the quantification of the pesticides in analyses for chromatography
in gaseous phase, using the matrix method overlap. The results showed that
the co-extractives of the matrix affect significantly in the quantification of the
pesticides in study. With the intention of comparing the technique SLE-LTP, the
technique of extraction matrix solid-phase dispersion was optimized, being
appraised the adsorbent, the eluent, and later accomplished a planning factorial
23 to evaluate the simultaneous behavior of the factors: (1) proportion between
adsorbent and sample, (2) co-column use and (3) ultrasound use. The co-
column presence, besides influencing in the percentage of recovery of the
pesticides atrazine, thiamethoxam and triadimenol, affects qualitatively the
chromatogram. Comparing the extraction techniques SLE-LTP and MSPD, both
present high recovery levels for the pesticides in study, except for the atrazine,
in that SLE-LTP presented recovery percentages higher. Besides, the extracts

obtained in SLE-LTP are less susceptible to the presence of interferences.

XXi



Introducao

1. INTRODUCAO

A agricultura vem crescendo intensamente em produtividade, em menor
area cultivada. Entretanto, houve aumento do emprego de agrotéxicos, devido
a incidéncia indesejada de doencas, ervas daninhas, insetos e pragas. Estes
produtos quimicos vém sendo usados de forma inadequada e indiscriminada,
acarretando impactos ambientais negativos, como contaminacdo de lencdis
freaticos, aguas superficiais, solo e alimentos (SANCHES et al., 2003).

O abacaxi, Ananas comosus L. Merrill,, pertencente a familia
Bromeliaceae, é uma fruta originaria das regiées costeiras da América do Sul.
E uma fruta presente na alimentacdo de grande parte da populagdo mundial,
por possuir grande valor nutritivo que se resume praticamente ao seu valor
energeético, principalmente a presenca de aclcares em sua composicado. Além
disso, seu consumo é de suma importancia devido a sua atividade proteolitica,
que se constitui em coadjuvante na digestdo dos alimentos (LICODIEDOFF,
2008).

O Brasil é o terceiro maior produtor de abacaxi, sendo superado apenas
pela Tailandia e Filipinas (FAO, 2010).

A cultivar ‘Smooth Cayenne’ € a mais conhecida e cultivada
mundialmente, dada sua qualidade e aceitacdo comercial. Mas, a cultivar
‘Pérola’ € mais produzida no Brasil. Esta espécie € muito apreciada no
mercado interno gragas a sua polpa suculenta e saborosa, considerada
insuperavel para o consumo ao natural, fazendo com que os frutos tenham
grande potencial de comercializacéo internacional (SOUTO et al., 2004).

No Brasil, a producdo de abacaxi concentra-se nas Regides Sudeste e
Nordeste. Os Estados de Minas Gerais e Paraiba sdo os maiores produtores
de abacaxi, cujas producdes somadas, representam mais da metade da

producdo brasileira. Em seguida, com producdes menos representativas,
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destacam-se: Para, Bahia, Sdo Paulo, Rio Grande do Norte, Espirito Santo e
Rio de Janeiro (MORGADO et al., 2004).

O abacaxizeiro € uma das culturas mais exigentes. Além do processo de
florescimento ser desuniforme, comprometendo a regularidade da produgéo,
podendo resultar em frutos ndo enquadrados no padrdo comercial, outro
problema consiste na presenca de doencas, ervas daninhas, insetos e pragas,
gue afetam marcadamente o desenvolvimento da cultura do abacaxi, exigindo,
portanto o uso de agrotoxicos (POEL et al., 2009).

Com isso é necessaria a realizacdo de controles bioldgicos, mecanicos
ou quimicos para proteger o abacaxizeiro do ataque de pragas. O controle
quimico se destaca como o0 mais utilizado por apresentar resultados mais
rapidos e significativos, porém o uso exagerado de agrotoxicos pode causar
impactos ambientais negativos para a populacdo, uma vez que residuos
desses produtos podem permanecer no abacaxi e no ambiente.

Devido as negligéncias e a consequente exposicdo da saude publica a
agrotoxicos, aumentou-se a demanda por alimentos isentos destes ou que
contenham residuos de agrotéxicos dentro do limite maximo permitido, e a
instigacdo de pesquisas para monitorar e avaliar o risco do consumo de
alimentos contaminados (NASREDDINE & PARENT-MASSIN, 2002).

O LAQUA, Laboratério de Quimica Analitica da UFV, vem
desenvolvendo e aprimorando técnicas de extracdo e analise de agrotoxicos
em diferentes matrizes como leite, agua, solo, batata, tomate, entre outras. A
aplicacdo de técnicas que permitam a extracdo simultanea de residuos de
agrotoxicos com uma menor demanda de solvente e com um numero reduzido
de etapas de preparacdo e purificacdo de amostras complexas, como 0
abacaxi, tais como a extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ESL-PBT) e a técnica de extracdo por dispersdo de matriz em fase solida
(DMFS), tém apresentado resultados satisfatorios para determinacdo de
residuos de agrotoxicos nessas matrizes.

Neste trabalho estas técnicas foram adaptadas para extracao de quatro
agrotoxicos aplicados na cultura de abacaxi: atrazina, thiamethoxam,
triadimenol e deltametrina.

Com o desenvolvimento deste trabalho, almeja-se disponibilizar estas

técnicas de forma confiavel para analise multirresiduo em abacaxi.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agrotoxicos

Ha algumas formas de classificar os agrotoxicos, dentre elas de acordo
com a finalidade. Destacam-se: acaricidas, escorpionicidas, moluscocidas,
nematicidas, rodenticidas, vampiricidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas,
entre outros.

Os herbicidas sdo os agrotéxicos mais utilizados no meio rural, seguido
dos inseticidas e fungicidas, sendo usados na agricultura para controlar ervas
classificadas como daninhas. Dentre as vantagens da utilizacdo destes
agrotoxicos destacam-se a rapidez de acao deles nas culturas, o baixo custo e
em geral a baixa toxicidade, quando comparada aos inseticidas. Mas, existem
problemas decorrentes da utilizacdo de herbicidas, como a contaminacao
ambiental e o surgimento de ervas resistentes (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Em 1952, na Suica, J. R. Geigy sintetizou e iniciou estudos com
derivados de triazinas, na possibilidade de uso destes compostos como
herbicidas. Em 1955, as propriedades herbicidas destes compostos foram
registradas, sendo as triazinas inseridas no mercado (RODRIGUES e
ALMEIDA, 2005).

Mais de 30% dos herbicidas utilizados na agricultura s&o do grupo
quimico das triazinas, que sao derivados nitrogenados heterociclicos. A maioria
das triazinas possui estrutura quimica simétrica, ou seja, possuem anel
heterociclico de seis membros, com atomos de nitrogénio localizados
simetricamente, e os substituintes localizados nas posicdes 2, 4 e 6. Esses
compostos sdo chamados de s-triazinas (CABRAL et al., 2003). A estrutura

quimica destas triazinas € mostrada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica das s-triazinas.

Apesar da grande variedade de compostos quimicos utilizados no
controle de insetos, a maioria pertence a quatro grupos quimicos: 0s
carbamatos, o0s organoclorados, os organofosforados e o0s piretroides
(OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Segundo GUERRA et al. (1976 apud LAGE, 2001), os carbamatos,
compostos derivados do 4&cido carbamico, merecem destaque por
apresentarem vantagens em relacdo aos demais inseticidas, devido as
seguintes caracteristicas: sao hidrofilicos e rapidamente degradaveis,
principalmente os sistémicos; sdo quimicamente instaveis e ndo persistentes,
entre outros. No entanto, sdo em sua maioria muito téxicos, especialmente ao
sistema nervoso central.

Os organoclorados, grupo pioneiro dos inseticidas sintéticos,
apresentam baixa solubilidade em agua, baixa volatilidade a temperatura
ambiente, moderada a alta toxicidade para mamiferos, e alta persisténcia no
ambiente (SILVA et al., 2008). Aléem disso, a degradacdo dos organoclorados
ocasiona formacdo de metabdlitos também persistentes e de efeitos muito
nocivos (LARA e BATISTA, 1992).

Devido a alta toxicidade e persisténcia no ambiente, os organoclorados
tiveram seu uso agricola proibido no Brasil desde 1985, sendo somente
autorizados em campanhas de saude publica (Portaria n°® 329 de 02/09/85 do
Ministério da Agricultura) (MANNA et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

Os compostos pertencentes ao grupo quimico dos organofosforados sao
mais toxicos que os compostos clorados, mas por ndo serem bioacumuladores,
proporcionam menos danos ao meio ambiente (WESSELING et al., 2005).

Os organofosforados agem no sistema nervoso central do inseto,
inibindo agdo das enzimas acetilcolinesterases. Como consequencia, ocorre
acumulo de acetilcolina nas fibras nervosas dos insetos, impedindo a

transmissdo de novos impulsos, o que provoca uma série de efeitos no
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organismo, como convulsdes, paradas respiratérias, coma e morte
(COUTINHO et al., 2005; OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Atualmente, as industrias agroquimicas vém trabalhando na sintese e
formulacédo de moléculas que sofram degradacédo, desaparecendo no ambiente
em pouco tempo. Assim, 0s piretroides tiveram seu uso difundido como
alternativa aos organoclorados, muito persistentes no ambiente, e aos
carbamatos e organofosforados, que sdo muito téxicos (SANTOS et al., 2007).

Os piretroides sdo inseticidas sintéticos, derivados das piretrinas. A
piretrina, componente ativo extraido das flores do Chrysanthemum
cinerariaefolium, tem sido utilizada ha mais de dois séculos no controle de
inUmeras espécies de insetos (VALENTINE, 1990).

A utilizacdo dos piretroides na agricultura iniciou-se na década de 70,
apos mudanca estrutural das piretrinas, com o intuito de se obter substancias
com maior estabilidade a luz solar e ao ar, aumentando-se assim o potencial
inseticida (SANTOS et al.,, 2007). Estes compostos s&do atualmente os
inseticidas mais utilizados, pois apresentam baixa toxicidade em mamiferos,
baixo impacto ambiental e sao eficientes contra um grande numero de insetos.
Além disso, é necessaria a aplicacdo de baixa quantidade desses para
exercerem sua acdo. Os piretroides sdo neurotoxinas que atuam na
transmissao dos impulsos nervosos dos insetos, interferindo no fluxo normal
dos ions sodio responsavel por estes estimulos (SODERLUND et al., 2002).

A estrutura quimica dos piretroides é mostrada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica dos piretroides.

O grupo quimico dos neonicotinoides engloba inseticidas muito utilizados
em diversas culturas. Estes compostos tiveram origem de moléculas de
nicotina, mas, somente em 1972, a acao inseticida deles foi demonstrada. A
nitiazina, composto nunca comercializado como inseticida, deu origem a

sintese de todos os neonicotinoides. Estes compostos normalmente sdo muito
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pouco toxicos devido a sua grande seletividade para os receptores nicotinicos,
mas apresentam alguns problemas para outros seres vivos, sendo que muitos
deles sé&o carcinogénicos em humanos (WARE & WHITACRE, 2009).

Os neonicotinoides apresentam acao sistémica, e estao registrados em
varios paises, inclusive no Brasil, para o controle de insetos-praga sugadores e
mastigadores. Em geral, sdo razoavelmente sollUveis em agua, biodegradaveis
e seletivos (EMBRAPA, 2010).

Os neonicotinoides imitam a acetilcolina, um neurotransmissor
excitatério dos insetos, competindo pelos seus receptores. Ao contrario da
ligacdo natural da acetilcolina com seu receptor, a ligacdo entre o
neonicotinoide e o receptor € persistente e insensivel a acdo da enzima
acetilcolinesterase. A ativacdo dos receptores da acetilcolina é prolongada de
forma anormal, ocasionando transmissdo continua e descontrolada de
impulsos nervosos, e consequente convulsdes e morte (MORAES et al., 2006).

Os fungicidas também s&o agrotoxicos muito utilizados em diversas
culturas. Os fungicidas a base de cobre foram, por muito tempo, quase que 0s
anicos produtos utilizados no controle de fungos. A partir dos anos 60, surgiram
novos produtos de diferentes composicdes quimicas, alguns de amplo
espectro, e outros, de uso mais especifico.

Fungicidas sistémicos do grupo quimico dos triazéis tém sido muito
utilizados no controle quimico de fungos, atuando como inibidor do esterol,
mais especificamente, no bloqueio da biossintese do ergosterol nos fungos e
da biossintese da giberilina, provavelmente interferindo nas reacfes de
dimetilacdo oxidativa (FLETCHER & NATH, 1984).

2.2. Residuos de agrotéxicos e o meio ambiente

O crescimento da demanda mundial por alimentos tem provocado
aumento na utilizacdo de agrotoxicos nas lavouras no controle de doencas,
ervas invasoras e pragas (PAULA, 2007). Como consequéncia, surgiu o
problema relacionado a exposi¢do a essas substancias, que pode ser atribuida
tanto ao consumo de alimentos contaminados, quanto ao contato direto, no
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caso dos trabalhadores rurais e/ou manipuladores, ou ainda ao contato indireto,
como no caso de populacdes que sdo atingidas por residuos de agrotdxicos
levados pela agc&o dos ventos durante a aplicagéo.

Residuos de agrotéxicos podem permanecer nos alimentos ou ser
inseridos no meio ambiente, acarretando contaminacdo em aguas superficiais,
lencgois freédticos e solo, e grande mortalidade de animais, além de afetar a
saude da populacdo (SANCHES et al., 2003).

No entanto, a tendéncia no mundo atual é a busca de compostos mais
especificos, menos persistentes e toxicos para o0 ambiente. Assim, associado
ao uso destes produtos, 0 monitoramento deles no meio ambiente é de suma
importancia, especialmente para garantir a qualidade dos alimentos que
chegam ao consumidor.

Com o intuito de controlar o uso inadequado de agrotoxicos e a
concentracdo de residuos desses compostos nos alimentos, Orgaos
internacionais e nacionais estabelecem limites maximos de residuos (LMR)
permitidos para varios agrotoxicos, em diferentes culturas. O termo “limite
maximo de residuos” é entendido como a maxima concentracao de residuos de
agrotoxicos que pode estar presente nos alimentos, consumidos pela
populacdo, sem prejudicar a sautde humana. Em ambito internacional, esses
limites sédo estabelecidos pela Comissdo do Codex Alimentarius e pela Unido
Européia. Em ambito nacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude (ANVISA) € o 6rgéo regulador responsavel pela avaliacdo
toxicoldgica dos agrotoxicos.

Decorrente desses estimulos, a ANVISA em 2001 desenvolveu o
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA),
envolvendo diversas regibes do pais e instituicbes de pesquisas, devido a
preocupacao crescente da presenca de residuos em alimentos, muitas vezes

potencialmente carcinogénicos.
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2.3. Cultura de abacaxi

Cerca de 85 espécies de organismos ja foram encontradas associadas
com o abacaxi no mundo. Para as condi¢cdes brasileiras, entre as doencas,
ervas daninhas, insetos e pragas que atacam o cultivo de abacaxi, exigem
atencdo: o capim-colchdo (Digitaria horizontalis), a cochonilha-do-abacaxi
(Dysmicoccus brevipes), a podriddo-negra causada por fungo (Ceratocystis
paradoxa), a broca-do-fruto (Strymon basalides) e a fusariose causada por
fungo (Fusarium subglutinans) (EMBRAPA, 2009a).

O capim-colchédo, Digitaria horizontalis € uma erva daninha que reduz
significativamente os teores de nitrogénio, fésforo, potassio e calcio na folha do
abacaxizeiro, sendo que a reducao destes e de outros nutrientes interferem na
produtividade e na qualidade dos frutos produzidos (CATUNDA et al., 2005).

A murcha associada a cochonilha Dysmicoccus brevipes é considerada
um dos maiores problemas mundiais da cultura do abacaxi. Essa doenca vem
causando elevados prejuizos aos abacaxicultores. Este inseto, ao sugar a
seiva da planta, introduz uma toxina que causa a conhecida "murcha do
abacaxi", como pode ser observado na Figura 3. Essa praga € encontrada nas
axilas das folhas, nas raizes e ainda nos frutos e rebentos, sempre sugando a
seiva. A presenca de Dysmicoccus brevipes em plantas sintomaticas fez com
que, por muito tempo, a murcha fosse considerada como resultante do ataque
deste inseto. A constatacdo de particulas virais em plantas atacadas,
entretanto, tem indicado a possibilidade do envolvimento desse agente na
etiologia da murcha (EMBRAPA, 2009a).

4 I ’ ¥ :I v
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Figura 3. Presenca de pulgdes associados a murcha do abacaxi (AGROFIT,
2009a).
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Também conhecida como podriddo-mole, a podriddo-negra, causada
pelo fungo Ceratocystis paradoxa € uma doenca de poés-colheita responsavel
por perdas elevadas, tanto em frutos para consumo in natura, quanto naqueles
destinados a industria de processamento. A principal porta de entrada do fungo
€ o corte do pedunculo, resultante da colheita, porém a infeccado se processa
também por ferimentos na casca do fruto, devido ao manuseio inadequado. A
infecg@o pelo corte na colheita provoca o desenvolvimento de uma leséo de
coloragdo amarela, em formato de cone enquanto a infec¢ao por ferimentos na
superficie dos frutos resulta em les@o que progride em direcdo ao eixo central
como mostrado na Figura 4. (EMBRAPA, 2009b).

Figura 4. Sintomas da podriddo-negra causada por fungo. Infeccbes pelo
pedunculo e ferimento na casca (EMBRAPA, 2009b).

A broca-do-fruto, Strymon basalides € considerada uma das principais
pragas do abacaxi no Brasil, presente praticamente em todas as regides
produtoras. Ela é uma larva de uma pequena borboleta que ataca a
inflorescéncia do abacaxi, cavando galerias e provocando o aparecimento de
uma substancia com aspecto de goma, como pode ser mostrado na Figura 5.
(EMBRAPA, 2009a).

Figura 5. Abacaxi atacado pela broca-do-fruto (AGROFIT, 2009b).
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Outro problema consiste na presenca de fungos causadores da
fusariose que afeta marcadamente o desenvolvimento da cultura do abacaxi
(VAILLANT et al., 2001).

Causada pelo fungo Fusarium subglutinans, a fusariose é a doenca mais
importante do abacaxizeiro no Brasil. Essa doenca causa prejuizos devidos a
infeccdo das mudas, morte dos abacaxizeiros no campo, infeccdo das
inflorescéncias e, consequentemente, dos frutos, os quais perdem seu valor
comercial, resultando em perdas bastante elevadas na producédo. De maneira
geral, o Fusarium subglutinans pode infectar 40% das mudas, 20% das quais
morrem antes de atingir a fase de floracao. Nos frutos a incidéncia da fusariose
varia com a época de producdo, podendo ser superior a 80%, caso O
desenvolvimento do fruto ocorra em periodos favoraveis a incidéncia da
doenca. O principal sintoma da fusariose € a exsudacdo de goma a partir da
regido infectada. Com a evolucdo da doenca os frutilhos infectados expressam
coloracdo marrom, como mostrado na Figura 6., apresentando-se deprimidos
em relagdo aos vizinhos sadios, em decorréncia da exaustdo dos tecidos
internos (REINHARDT, 2004).

2 S 27 &
Figura 6. Sintomas da fusariose causada por fungo (AGROFIT, 2010).

2.4. Controle de ervas daninhas, insetos e pragas no cultivo do abacaxi

O controle de ervas daninhas, insetos e pragas que prejudicam o
abacaxizeiro pode ser realizado por controle cultural e quimico, sendo este

ultimo o mais utilizado.
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Para o controle de ervas daninhas infestantes em culturas de abacaxi é
indicada a utilizacdo de ametrina, bromacila, dicloreto de paraquate, diurom,
simazina e atrazina, sendo esta Ultima muito utilizada no controle do capim-

colchdo. A férmula estrutural da atrazina € mostrada na Figura 7. (ANVISA,

2009).
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Figura 7. Férmula estrutural do herbicida atrazina.

A atrazina, herbicida do grupo quimico das triazinas, além de ter
aplicacé@o pré e pds-emergéncia nas plantas infestantes na cultura de abacaxi é
utilizada nas culturas de cana-de-acucar, milho, pinus, seringueira, sisal e
sorgo (ANVISA, 2009). Suas principais caracteristicas como herbicida sdo: alto
potencial de lixiviamento, lenta reacdo de hidrélise, baixa pressdo de vapor e
moderada solubilidade em &gua (33 mg L™ a 25 °C). A toxicidade da atrazina é
bastante alta para os seres vivos (EPA, 2009).

A cochonilha-do-abacaxi pode ser controlada pela utlizacdo dos
inseticidas imidaclopride, etiona e thiamethoxam. A férmula estrutural deste

altimo composto é mostrada na Figura 8. (AGROFIT, 2009a).

/NOZ

CIYj\ )k CHs

Figura 8. Férmula estrutural do inseticida thiamethoxam.

O thiamethoxam, inseticida do grupo quimico dos neonicotinoides tem
sido testado com sucesso em muitas espécies vegetais de importancia
econbmica no controle de insetos sugadores interferindo no receptor da

acetilcolina destes. Esse agrotoxico, quando usado no tratamento de
11
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sementes, controlou 90% de pulgdes e tripes do algodoeiro nas doses de 210 e
300 g/100 kg de sementes (MORAES et al., 2006).

Este agrotéxico foi registrado para o controle de varias pragas, em
diferentes culturas e, por suas caracteristicas de seletividade, baixa toxicidade,
flexibilidade de uso e eficacia, tornou este agroquimico uma nova ferramenta
no manejo integrado de pragas, em particular no controle de insetos com
grande capacidade de desenvolver populagdes resistentes a outros inseticidas
(LARA et al., 2001).

A podriddo-negra € controlada pelo uso de fungicidas tais como:
captana, mancozebe, oxicloreto de cobre, tiabendazol, triadimefom (ANVISA,
2009), triadimenol, entre outros, sendo este Ultimo muito utilizado
mundialmente no controle da praga causadora desta doenca (EU, 2009). A

férmula estrural deste composto € mostrada na Figura 9.

OH
o— CH—CHC(CH3)3

Figura 9. Formula estrutural do funglc:lda triadimenol.

O triadimenol € um fungicida do grupo quimico dos triazdis (SILVA et al.,
2001). Este fungicida é registrado para aplicacdo em diversas culturas, tais
como: abobora, alho, banana, café, cevada, trigo e uva (ANVISA, 2009).

Segundo COPPING & HEWITT (1998 apud CARVALHO et al., 2002), o
triadimenol é efetivo a baixas concentr¢des, flexivel no uso quanto a uma gama
de fungos e estagios de crescimento e promove o controle de doencas por um
longo periodo. Sua agdo ocorre pela inibicdo nos fungos da biosintese do
esterol, que possui um papel fundamental no crescimento, desenvolvimento,
metabolismo e integridade das células desses organismos.

Para o controle quimico da broca-do-fruto, os produtos recomendados
sdo: beta-ciflutrina, carbaril, deltametrina e triclorfom (AGROFIT, 2009b). O uso
de deltametrina no controle deste inseto tem se mostrado muito eficiente em
culturas de abacaxi (REINHARDT, 2004). Este inseticida € largamente utilizado

em diversas culturas, tais como: algodao, batata, maca, milho, tomate, etc.
12
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(ANVISA, 2009). A formula estrural deste composto é mostrada na Figura 10.

2N

C==CH\_ CHs_coy, CN

i asne

Figura 10. Formula estrutural do inseticida deltametrina.

A deltametrina € um inseticida do grupo quimico dos piretroides, que
apresenta carater lipofilico. E o piretroide mais tdxico para vertebrados dentre
todos os conhecidos até o momento.

Os valores de limite maximo de residuo (LMR), ou seja, a quantidade
maxima de residuo de agrotoxico oficialmente aceita em abacaxi, para a
atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina estabelecidos pela Uni&o
Européia (2009), séo respectivamente, 0,050; 0,050; 3,00 e 0,050 mg/kg.

2.5. Técnicas de extracdo de multirresiduos

Os residuos de agrotoxicos sdo amplamente encontrados em nosso
ambiente, incluindo os compartimentos aquaticos e terrestres, além de serem
detectados nos alimentos (LIU et al., 2005).

Para efeito de controle e regulamentacédo, surgiu a necessidade de se
analisar esses residuos de agrotéxicos em alimentos. Mas, problemas
analiticos complexos sédo evidenciados, devido a uma variedade de
substancias estruturalmente diferentes analisadas.

Diversos métodos sdo usados para identificacdo e quantificacdo de
residuos de agrotoxicos. Estes métodos exigem uma técnica de extracdo do
analito da matriz, clean up dos extratos para remocdo de impurezas, e em
alguns casos, pré-concentracdo dos mesmos, para posterior analise
instrumental (KAIPPER et al., 2001).

13
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Os métodos mais usados para determinacéo de residuos de agrotoxicos
em alimentos, geralmente empregam a extracao liquido-liquido (ELL), extracéo
sélido-liquido (ESL), extracdo em fase sdlida (EFS) e extracdo com fluido
supercritico (GOBO et al., 2004).

Uma nova técnica de extracdo e pré-concentracdo, a partir de 1990,
denominada microextracdo em fase sélida (MEFS), foi aplicada na extracdo de
diversos grupos de analitos volateis e semivolateis em matrizes, como agua, ar,
solo e alimentos (SILVA et al., 1999). Esta técnica de extracdo apresenta
vantagens com relacdo a simplicidade da amostragem, baixo custo, a nao
utilizacao de solventes, facil automacao, reutilizacao da fibra, etc.

Dentre os métodos de extracdo de agrotdéxicos comumente empregados
em amostras de abacaxi destacam-se a extragdo por solvente seguida por
extracdo em fase solida (KHOURI, 2007; RAVELO-PEREZ et al., 2008), e a
microextracdo em fase solida (ALBERO et al., 2005; FYTIANOS et al., 2006;
CORTES-AGUADO et al., 2008).

No entanto, atualmente as técnicas para andlise de residuos de
agrotoxicos em frutas e vegetais evoluiram significativamente em termos de
simplificacdo e melhoria de extracdo, e purificacdo das amostras. Neste
cenario, as técnicas extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ESL-PBT) e dispersdo de matriz em fase solida (DMFS) tem revelado bons
resultados na extracdo de agrotdxicos em matrizes solidas, devido a
possibilidade de se realizar simultaneamente a extracdo de agrotdxicos e o
clean up dos extratos.

Em 2004, GOULART desenvolveu uma metodologia simples e de baixo
custo, para andlise de cipermetrina e deltametrina em leite sem etapas de
clean up, denominada extracao liquido-liquido e purificacdo por precipitacédo a
baixa temperatura. A taxa de recuperacdo para estes compostos foi alta,
comprovando a eficiéncia desta.

Em 2005, VIEIRA utilizou esta técnica para extracao de piretroides em
amostras de agua e solo, passando a técnica a ser denominada para essas
matrizes de extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-
PBT) e extragdo sdlido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT),
respectivamente.

O método consiste em colocar a amostra liquida ou solida em contato
com um solvente extrator, miscivel em agua, menos denso que ela e que se

14



Revisao de Literatura

mantenha liquido a -20 °C. Posteriormente, a mistura, constituida de amostra e
mistura extratora é agitada e levada ao freezer por um periodo minimo de seis
horas. Nesta etapa, a fase aquosa junto com a amostra congela, ficando na
parte inferior do recipiente utilizado, e a fase superior, contendo o solvente e 0s
agrotoxicos extraidos, é filtrada, utilizando sulfato de sédio anidro com o intuito
de eliminar possivel presenca de agua. Finalmente, o extrato é analisado por
cromatografia gasosa.

Alguns solventes que podem ser empregados nesta técnica sdo: acetato
de etila, acetona, acetonitrila e metanol. Esta técnica simples, envolvendo a
particio em baixa temperatura apresenta como principais vantagens: baixo
consumo de solvente e auséncia de etapas de clean-up.

J& a técnica de extracao por dispersao de matriz em fase sélida envolve
0 uso de um suporte solido, geralmente contendo uma fase quimicamente
ligada, como um abrasivo para produzir ruptura na arquitetura da amostra,
facilitando o processo de extracdo. A amostra sofre dispersdo na superficie do
material suporte, fase quimicamente ligada, formando uma nova fase mista, o
qgue proporciona o isolamento de analitos presentes em varias matrizes
(LANCAS, 2004).

A técnica foi empregada pela primeira vez em 1989 por Barker et al.,
onde se isolou residuos de drogas em tecidos de animais (BARKER, 2000). A
principal vantagem desta técnica é o baixo consumo de amostra, solvente e
adsorvente. Além disso, 0os processos de extracdo dos agrotoxicos e clean up
dos extratos ocorrerem simultaneamente.

A DMFS consiste em combinar pequena quantidade da matriz com um
adsorvente (florisil, silica, C8 C18, etc.), mistura-las até homogeneizacéao,
aplicando certa forca a mistura para produzir ruptura completa da amostra e
interacbes da matriz com o adsorvente solido. Em seguida, o material,
constituido de matriz e adsorvente, é transferido para uma coluna e submetido
a uma eluicdo com um solvente apropriado. O filtrado é concentrado e

analisado por cromatografia gasosa (LANCAS, 2004).
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2.6. Técnicas de andlise multirresiduo

Técnicas analiticas tém sido estudadas e empregadas para identificacdo
e quantificacdo de uma variedade de agrotoxicos. Os métodos mais utilizados
sdo baseados em técnicas de cromatografia em fase gasosa ou liquida. Estas
técnicas sdo muito importantes na analise quimica em fungéo de sua facilidade
em efetuar as separacdes, identificar e quantificar as espécies presentes na
amostra (COLLINS et al., 2006).

As aplicacbes das técnicas cromatograficas cresceram intensamente
nos ultimos 50 anos. Isto se deve ndo somente ao desenvolvimento de novos
tipos de técnicas de preparacdo, separacao e deteccdo, mas também pela
necessidade crescente de técnicas mais precisas e sensiveis para
caracterizacdo e quantificacdo de analitos de interesse em matrizes complexas
(GALLI et al., 2006). No entanto, as técnicas cromatogréaficas também podem
ser utilizadas em conjunto com outras, como as espectroscopicas (JIANG et al.,
2005) e eletroanaliticas (COLLINS et al., 2006).

A quantificacdo de compostos organicos utilizando técnicas
cromatograficas fornece excelentes resultados com limites de deteccdo na
faixa de nanogramas a microgramas/L (ng L* a pg L?), dependendo do
detector utilizado e da técnica de extracdo. Essa quantificacdo pode ser
atingida pela utilizacdo de detectores cromatograficos especificos, tais como
detector por captura de elétrons, fluorescéncia e ionizacdo em chama, entre
outros.

O detector por captura de elétrons (DCE) destina-se principalmente a
analise de compostos que tém afinidade por elétrons como compostos
halogenados, aldeidos conjugados, nitrilas, nitratos e organometalicos. Este
detector possui a vantagem de ser um dos mais sensiveis entre todos o0s
detectores, sendo possivel com a sua utilizacéo a deteccdo de 10*? a 10™ g
de espécies eletroafins (COLLINS et al., 2006).
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2.7. Validacdo de um método analitico

A necessidade de se expor a qualidade de medi¢cdes quimicas,
principalmente através de sua confiabilidade, esta sendo cada vez mais
exigida. Dados analiticos incertos podem conduzir a decisbes desastrosas.
Portanto, para que um método analitico gere informagBes seguras e
interpretaveis sobre uma amostra, e se torne verdadeiramente confiavel, este
deve passar por uma avaliacdo denominada validacéo.

Existem alguns conceitos sobre validacdo de métodos analiticos:

Validacdo € o processo que deve garantir, por estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003).

Validacdo é a comprovacao, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que o0s requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos
pretendidos foram atendidos (INMETRO, 2007).

Os principais parametros a serem avaliados para a validacdo de um
método analitico séo: seletividade, linearidade de resposta do método, limite de

deteccao e limite de quantificacao, exatiddo e preciséo.

2.7.1. Seletividade

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um
método analitico e deve ser reavaliada durante a validacdo e subsequente
utilizacdo do método.

A seletividade de um método analitico € a capacidade de avaliar as
substancias em exame, mesmo na presenga de componentes que possam
interferir na andlise, com sua determinacdo em uma amostra complexa
(RIBANI et al., 2004). Este parametro garante que 0 pico de resposta seja

exclusivamente do composto de interesse.
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2.7.2. Linearidade de resposta do método

A linearidade de resposta de um método corresponde a capacidade do
mesmo demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado
(ANVISA, 2003). Em uma analise cromatografica esta resposta corresponde a
area do pico referente a cada composto.

Através do coeficiente de determinacédo estima-se a qualidade da curva
analitica, e consequentemente a linearidade de resposta do método. Se este
valor for proximo a 1,00, verifica-se pequena dispersdo dos pontos
experimentais e que menor € a incerteza dos coeficientes. A ANVISA (2003)
recomenda um coeficiente de determinacao igual a 0,99 e o INMETRO (2007)

um valor acima de 0,90.

2.7.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

Limite de deteccgéo (LD) € a quantidade minima do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente
quantificado, sob as condicbes do método analitico otimizado (ANVISA, 2003).

Limite de quantificacdo (LQ) € a quantidade minima do analito que pode
ser determinado com precisdo e exatiddo, sob as condicdes do método
analitico otimizado (ANVISA, 2003).

Uma das maneiras de se determinar os limites de deteccdo e
quantificacdo € utilizar o método da relacdo sinal-ruido, podendo este ser
aplicado somente em instrumentos analiticos que mostram o ruido da linha de
base.

Para determinar a relacdo sinal-ruido € feita a comparacdo entre a
medi¢do dos sinais obtidos pela injecdo de extratos de amostras com baixas
concentragdes conhecidas dos compostos de interesse e a medi¢cao dos sinais
obtidos pela injecéo de extratos de amostras isentas desses compostos. Assim,
fica estabelecida uma concentracdo minima na qual a substéncia pode ser
facilmente detectada ou quantificada. A relacdo sinal-ruido 3:1 e 10:1 sdo as
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proporcdes aceitas como estimativas do limite de deteccdo e do limite de

quantificacdo, respectivamente (RIBANI et al., 2004).

2.7.4. Exatidao

A exatiddo de um método representa o grau de concordancia entre os
resultados individuais em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (INMETRO, 2007).

A exatiddo é considerada dentro de limites, a um dado nivel de
confiangca. Ou seja, aparece associada a valores de precisédo (RIBANI et al.,
2004).

O numero de ensaios varia segundo a legislacao ou diretriz adotada e
com as caracteristicas da pesquisa. A ANVISA recomenda ensaios ho minimo
em triplicata para trés niveis de concentracao.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo: uso de materiais de referéncia, comparacdo de métodos, adicao
padrdo e ensaios de recuperacao.

Nos ensaios de recuperacdo, a porcentagem de extracdo do analito
pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas com quantidades
conhecidas do mesmo, ou seja, € definida como a proporcao da quantidade de
analito, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é

extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004).

2.7.5. Precisao

A precisao é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra
(ANVISA, 2003).
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2.7.5.1. Repetitividade

A repetitividade é um dos parametros empregados para se avaliar a
precisdo, e definido como o grau de concordéncia entre os resultados, sob as
mesmas condi¢cdes de medicédo (INMETRO, 2007).

2.7.5.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediaria € o outro parametro utilizado para se determinar
a precisdao de um método e se refere a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo a(s)
condicado(bes) a variar, tais como: diferentes analistas, equipamentos ou
tempos (INMETRO, 2007).

2.8. Efeito de matriz

Os métodos de analise multirresiduo representam formas eficientes de
identificagdo e quantificacdo de varios agrotdxicos simultaneamente em uma
determinada matriz. No entanto, dependendo da complexidade da matriz, as
porcentagens de recuperacdo para alguns agrotéxicos nem sempre sao
satisfatorias, por apresentarem porcentagens de extracdo superiores a 100%,
além de se obter baixa precisdo dos resultados. A exatiddo e a precisao dos
resultados obtidos nas analises sdo muito importantes. Qualquer fonte de erros
deve ser investigada e caracterizada, como o efeito de matriz durante as
analises dos agrotoxicos. O efeito de matriz, também conhecido como
“aumento da resposta cromatografica induzida pela matriz”, € usado para
explicar esses problemas (MENKISSOGLU-SPIROUDI & FOTOPOULOU,
2004).

ERNEY et al. (1993) foram os primeiros a estudar o efeito de matriz,
analisando organofosforados em leite e manteiga por cromatografia gasosa.
Esses pesquisadores observaram que compostos similares ao acefato e ao
metamidofés quando preparados em solvente puro adsorviam ou degradavam
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no sistema de injecdo. Entretanto, quando injetados juntamente com o0s
componentes da matriz, ou seja, diluidos no extrato da matriz, estes
agrotoxicos apresentavam uma maior resposta quando comparada com as
respostas de um padréo livre de componentes da matriz.

Os extratos obtidos por um método de extracdo apropriado sao
constituidos de agrotoxicos e de um grande niumero de componentes da matriz,
denominados co-extrativos. Estes compostos podem interferir durante a analise
cromatografica, pelo fato de influenciarem na quantificacdo dos agrotoxicos que
s&o transferidos para a coluna (GONZALEZ et al., 2002).

Alguns fatores podem influenciar no efeito de matriz, como:
caracteristica do analito, concentracdo do analito, natureza da matriz e sistema
do cromatdgrafo a gas.

Existem diversos trabalhos relacionados ao efeito de matriz que pode
ocorrer na coluna, no detector e principalmente no injetor do sistema
cromatografico. O liner (insertor) do injetor é o principal responséavel pelo efeito
de matriz, ja que nos sitios ativos deste pode ocorrer adsor¢cao ou degradacao
térmica de analitos. Quando as solucdes-padréo sao preparadas em solvente,
injetadas e analisadas por cromatografia gasosa, os sitios ativos do liner estao
disponiveis para interagir com os agrotéxicos. Entretanto, quando as solucdes-
padrdo sdo preparadas em extrato da matriz, injetadas e analisadas em
cromatdgrafo a gas, os agrotéxicos competem com os componentes da matriz
pelos sitios ativos do insertor. Dependendo das caracteristicas da matriz e do
analito, os componentes da matriz podem ser adsorvidos no liner e mais
agrotoxicos podem ser introduzidos na coluna cromatografica, originando uma
resposta maior para o analito quando comparado com a resposta deste em
solvente puro (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).

A magnitude do efeito de matriz pode variar de acordo com a amostra ou
de acordo com a concentragdo do analito presente na matriz. Estudos
realizados por HAJSLOVA et al. (1998), mostraram que quanto menor a
concentracdo do analito na amostra, maior sera o efeito de matriz.

A exatiddo na quantificacdo de residuos de agrotoxicos em amostras
ambientais é de suma importancia, sendo necessario o desenvolvimento de
estratégias para contornar o problema de alta recuperacdo de certos
compostos. Este problema pode estar associado a presenca nos extratos, que
sdo analisados por cromatografia em fase gasosa, de co-extrativos da matriz
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(MENKISSOGLU-SPIROUDI & FOTOPOULOU, 2004).

Um método bem comum e simples usado em laboratérios oficiais e em
trabalhos cientificos que monitoram residuos de agrotoxicos é a utilizacdo de
curva analitica proveniente de solucbes-padrdo preparadas em extratos da
matriz, para quantificacdo dos compostos de interesse. Esse meétodo €
denominado superposi¢do de matriz.

Nesta técnica, as solucdes-padrdo sdo preparadas em extratos da
matriz, livres de agrotéxicos (branco) e analisadas por cromatografia gasosa.
Com isso, 0s proprios componentes da matriz ocupam os sitios ativos do injetor
durante analise do padrdo, assim como acontece na analise dos extratos
(PINHO et al., 2009b).

Pode-se também utilizar o método de adicdo de padrdo na propria
matriz, ou ainda, realizar etapas de clean up dos extratos para reduzir a
concentracdo dos co-extrativos (POOLE, 2007).

Outro método muito utilizado para contornar o problema de alta
recuperacdo de determinados agrotoxicos € a realizacéo de injecdo de amostra
diretamente na coluna, denominada de on-column. Embora ocorra uma
transferéncia indiscriminada dos componentes da matriz no sistema
cromatografico, a injecdo direta na coluna em alguns casos apresenta efeito de
matriz, associada a coluna cromatogréfica, e ndo a forma de injecdo
(ANASTASSIADES et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

e Analisar residuos de agrotoxicos em abacaxi por cromatografia gasosa

com detecc¢do por captura de elétrons;

e Otimizar e validar a técnica extracao sélido-liquido com particdo em baixa
temperatura, e otimizar a técnica de extracdo por dispersao de matriz em fase
sélida, para extracdo e andlise dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam,

triadimenol e deltametrina em abacaxi.

3.2. Objetivos especificos

e Estabelecer as condicdbes de andlise dos agrotoxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em extratos de amostras de abacaxi

por cromatografia gasosa com deteccao por captura de elétrons;

e Otimizar a técnica extracdo solido-liquido com particdo em baixa

temperatura para extragdo e analise multirresiduo de agrotéxicos em abacaxi;

e Validar a metodologia otimizada para analise multirresiduo de agrotéxicos

em abacaxi;
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e Avaliar a influéncia dos componentes do abacaxi na quantificagdo dos
agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em analise de

abacaxi por cromatografia gasosa;

e Empregar a metodologia otimizada e validada para a extracdo e
quantificacdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e

deltametrina em amostras de abacaxi obtidas no comércio;

e Otimizar a técnica de extracao por dispersao de matriz em fase sélida para

extracdo e analise multirresiduo de agrotéxicos em abacaxi;

e Comparar a metodologia otimizada para a extracdo e quantificacdo dos
agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em amostras de
abacaxi, com a técnica extragdo sodlido-liquido com particdo em baixa

temperatura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Extracao sélido-liquido com particdo em baixa temperatura

4.1.1. Preparo de solucdes-padrao

Solugbes-padrao estoque de cada agrotéxico estudado, na concentracao
de 1000,0 mg L™, foram preparadas pela solubilizacédo de padrées de atrazina
(97,5% m/m) e thiamethoxam (99,7% m/m), obtidos da Sigma-Aldrich,
triadimenol (99,06% m/m), obtido da Bayer, e deltametrina (99,0% m/m), obtido
da Chem Service, em acetonitrila da Vetec/HPLC. A solucdo de trabalho
contendo 0s agrotéxicos atrazina e triadimenol na concentragéo de 50,0 mg L™,
e thiamethoxam e deltametrina na concentracdo de 10,0 mg L™, foi preparada a
partir da diluicdo das solu¢des-padrao estoque, com 0 mesmo solvente.

A solucado-padréo estoque do padrao interno, na concentracéo de 1000,0
mg L, foi preparada pela solubilizaco do padrdo de bifentrina (92,2% m/m),
obtida da FMC em acetonitrila. A partir da diluicdo da solucdo-padrao estoque
foi preparada uma solucdo de trabalho na concentracdo 10,0 mg L™, com o
mesmo solvente.

Estas solu¢cdes foram armazenadas em geladeira a temperatura de

aproximadamente 4 °C.
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4.1.2. Amostras de abacaxi

Para a realizacdo da otimizacdo e validacao da técnica extracdo sélido-
liguido com particho em baixa temperatura foi utilizado abacaxi organico, do
cultivar Pérola, proveniente do estado de Tocantins, e adquirido do Carrefour
de Belo Horizonte.

Foram preparados brancos de cada amostra de abacaxi para confirmar a

auséncia dos agrotoxicos.

4.1.3. Extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-
PBT)

4.1.3.1. Preparo e fortificacdo das amostras de abacaxi

O abacaxi foi descascado, picado em pedacos e triturado em um
multiprocessador doméstico até total homogeneizacdo. Em seguida, em
frascos de vidro transparente de 22,0 mL de capacidade, foram adicionadas
3,0000 g de polpa de abacaxi, medida em balanca analitica (Sartorius BP
2215), sendo a amostra fortificada com 100,0 pL da solucdo de trabalho
contendo 0s quatro agrotoxicos. As amostras fortificadas com 1,67 ug g* de
atrazina e triadimenol, e 0,33 pug g* de thiamethoxam e deltametrina, foram
deixadas em repouso por aproximadamente 3 horas em recipiente aberto, para
que houvesse maior interacdo dos agrotoxicos com a amostra e para a
evaporacao do solvente. Posteriormente, estas amostras foram submetidas aos
procedimentos de extracdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam,

triadimenol e deltametrina em abacaxi.

4.1.3.2. Extracdo dos agrotoxicos em abacaxi

Aos frascos de vidro transparente contendo amostras de abacaxi
trituradas e fortificadas, foram adicionados 10,0 mL de uma mistura extratora,

constituida de 1,5 mL de &gua e 8,5 mL de acetonitrila. Apds agitacdo
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mecanica em mesa agitadora (Tecnal TE - 420) por 10 minutos a 25 °C e 200
oscilacbes por minuto, a mistura foi resfriada em freezer a -20 °C, por
aproximadamente 12 horas. Ap0s a separacdo das fases pelo congelamento
da polpa de abacaxi juntamente com a fase aquosa, o liquido sobrenadante foi
passado por um papel de filtro contendo 1,5000 g de sulfato de sédio anidro da
Vetec, para eliminar possivel presenca de agua. Ao extrato coletado em baléo
volumétrico de 10,0 mL, foram adicionados 100,0 uL de solug&o de bifentrina
na concentracdo de 10,0 mg L™, sendo o mesmo recuperado em acetonitrila e
armazenado em frasco de vidro no freezer, até 0 momento da analise.

Para analise dos extratos foi utilizado cromatografo a gas (Shimadzu
GC-2014) com detector por captura de elétrons (CG/DCE), sendo que as
concentracbes dos agrotéxicos foram determinadas pela utilizagdo do método

do padrao interno.

4.1.4. Otimizacdo da técnica extracdo solido-liquido com particdo em

baixa temperatura

A otimizacdo da técnica extracdo sélido-liquido com particAo em baixa
temperatura para andlise dos agrotéxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e
deltametrina em amostras de abacaxi foi adaptada das técnicas para extracéo
de deltametrina e cipermetrina em leite (GOULART, 2004) e para extracdo de
clorpirifés, cipermetrina, A-cialotrina e deltametrina em tomate (PINHO, 2007).

No processo de otimizacdo desta técnica foram avaliados fatores que
influenciam na porcentagem de recuperacdo dos agrotéxicos, bem como
proporcionam condi¢des 6timas de analise.

Os fatores que foram avaliados para otimizar a técnica ESL-PBT em
amostras de abacaxi, s&o mostrados na Tabela 1., sendo os ensaios realizados
em triplicata.
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Tabela 1. Fatores otimizados empregando a técnica ESL-PBT de agrotéxicos
em amostras de abacaxi

Fatores otimizados Niveis
Massa de abacaxi (g) 2,0000; 3,0000; 4,0000 e 5,0000
Adsorvente Florisil, octadecil e silica
Massa de adsorvente (g) 1,0000 e 2,0000
Mistura extratora (mL) Acetonitrila/agua/acetato de etila

(7,0/ 1,5/ 1,5)
(5,5/ 3,0/ 1,5)
(7,0/ 3,0/ 0,0)

Modo de homogeneizacao Mesa agitadora (10 e 20 minutos)
Ultra-som (5 e 10 minutos)
Vortex (30 segundos e 1 minuto)

Forcga iGnica 1,5 mL de solucdo de NaCl 0,2 mol L™

4.1.4.1. Determinacdo da massa de abacaxi

Avaliou-se a quantidade de abacaxi ideal para aplicar a técnica ESL-
PBT. Nesse estudo, massas de 2,0000; 3,0000; 4,0000 e 5,0000 g foram
medidas separadamente em frascos de vidro com 22,0 mL de capacidade e
fortificadas como descrito no item 4.1.3.1. Em seguida, a técnica ESL-PBT foi

utilizada como descrito no item 4.1.3.2.

4.1.4.2. Avaliacao da eficiéncia de adsorventes no clean up dos extratos

Os extratos organicos obtidos de amostras de abacaxi submetidas a
técnica ESL-PBT (item 4.1.3.2.) passaram por uma etapa de clean up com
adsorventes. Apdés a etapa de resfriamento a -20 °C, por aproximadamente 12
horas, a fase organica foi passada por um papel de filtro contendo 0,5000 g de
adsorvente e 1,5000 g de sulfato de sédio anidro, como camada superior.
Antes dos extratos serem recuperados para 10,0 mL em baldo volumétrico,
com acetonitrila e armazenados em frasco de vidro no freezer, até 0 momento
da andlise, foram adicionados a eles 100,0 pL de solucdo de bifentrina na
concentracdo de 10,0 mg L™.

Os adsorventes avaliados foram: florisil, obtido da Sigma-Aldrich,
octadecil - C18, obtida da Supelco, e silica gel, obtida da Merck.
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Com o objetivo de se avaliar qual adsorvente remove de forma mais
efetiva os pigmentos dos extratos de abacaxi, foi avaliada a intensidade da cor
destes em espectrofotdmetro UV-visivel, (Hitachi U-1100), realizando varredura
na regido do UV-visivel de 250 a 700 nm. Os extratos organicos foram obtidos
de amostras de abacaxi submetidas a técnica ESL-PBT, apos etapa de clean

up, como no procedimento descrito anteriormente.

4.1.4.3. Determinacao da massa de adsorvente no clean up dos extratos

Foi avaliada a massa de adsorvente ideal para ser empregada no clean
up dos extratos, usando o método proposto no item 4.1.4.2. Para esse estudo,
massas de 1,0000 e 2,0000 g do adsorvente que proporcionaram os melhores

resultados no item anterior foram utilizadas.

4.1.4.4. Avaliagc&do da mistura extratora ideal

Para a ESL-PBT dos agrotdxicos de interesse em abacaxi foram
avaliadas trés misturas de solventes, constituidas de acetonitrila, agua e
acetato de etila (Vetec), com o objetivo de avaliar a taxa de recuperacdo dos
principios ativos a partir das modificacdes da polaridade da mistura extratora.
Para o estudo das misturas de trés componentes, 0 espaco experimental
chamado de simplex, foi esbocado em um triangulo equilatero (GARCIA, 2003).

Foram determinados limites inferiores e limites superiores para cada
solvente. Nesses limites, as misturas extratoras mantém as caracteristicas
necessdarias para a técnica ESL-PBT, ou seja, inicialmente elas devem ser
homogéneas, e com o abaixamento da temperatura deve ocorrer separacao de
fases.

A Tabela 2. apresenta os limites estabelecidos.

Tabela 2. Limites inferiores e limites superiores de cada solvente da mistura
extratora

Solvente Limite inferior (% v/v) - Limite superior(% v/v)
Acetonitrila 55-70
Agua 15 - 30
Acetato de etila 0-15
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Os limites demarcaram no triangulo equilatero um novo triangulo menor,

como mostrado na Figura 11.

Acetato de etila
0,051,0

0.8 1 2
0,9 0,1
3

. _1'0 T T T T T T T T T T T O,’O
Acetonitrilago 0,1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0Agua

Figura 11. Regido demarcada pelos limites inferiores e superiores,
determinando as propor¢des dos solventes das misturas extratoras.

Os vértices 1, 2 e 3 deste triangulo representam as misturas extratoras
obtidas pelos limites estabelecidos. O volume total das misturas extratoras
adicionadas as amostras de abacaxi fortificadas de acordo com o item 4.1.3.1.
foi igual a 10,0 mL, sendo estabelecidos os volumes de cada solvente nas

misturas extratoras estudadas (Tabela 3.).

Tabela 3. Composicdo das misturas extratoras empregadas em amostras de
abacaxi fortificadas

Componentes Volumes adicionados (mL)
Mistura  Acetonitrila Agua Acetato de Acetonitrila Agua Acetato de
extratora etila etila
1 70 15 15 7,0 1,5 15
2 55 30 15 55 3,0 15
3 70 30 0 7,0 3,0 0,0

Em seguida, a técnica ESL-PBT foi utilizada como descrito no item
4.1.3.2.

Para cada mistura extratora foi avaliada as porcentagens de
recuperacdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e

deltametrina.
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4.1.4.5. Avaliacdo do modo e tempo de homogeneizacdo da amostra com

a mistura extratora

Analisou-se a influéncia do modo e tempo de homogeneizacdo de
amostras de abacaxi com a mistura extratora na eficiéncia de extracdo dos
agrotoxicos estudados. Os seguintes sistemas e tempos de homogeneizacéo
foram avaliados: agitacdo mecanica em mesa agitadora por 10 e 20 minutos a
25 °C e 200 oscilagdes por minuto, ultra-som (Unique) por 5 e 10 minutos, e
vortex (Certomat) por 30 segundos e 1 minuto. Seguiu-se 0 método proposto
no item 4.1.3., usando a mistura extratora que proporcionou os melhores

resultados no item 4.1.4.4.

4.1.4.6. Avaliacao do efeito da forca ibnica

O efeito da forca idnica na eficiéncia de extracdo dos agrotdoxicos em
abacaxi foi estudado usando o método descrito no item 4.1.3., utilizando a
mistura extratora, 0 modo e o tempo de homogeneiza¢do que proporcionaram
os melhores resultados nos item 4.1.4.4. e 4.1.4.5., respectivamente. No
entanto, a 4gua adicionada a amostra foi substituida por uma solucdo de
cloreto de sédio (Isofar) na concentracdo de 0,2 mol L™, aumentando-se assim

a forga ibnica do meio.

4.1.5. Validagdo do método analitico

Os parametros analiticos considerados neste trabalho para validacédo do
método extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura em abacaxi
e analise por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons estdo

dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros analiticos avaliados para validagcdo do método ESL-PBT
em amostras de abacaxi e analise por CG/DCE

Parametros analiticos

Seletividade
Linearidade de resposta do método
Limite de deteccao e limite de quantificacao
Exatidao Ensaios de recuperacao
Precisao Repetitividade
Precisdo intermediaria

Os procedimentos realizados na validacdo do método analitico proposto
foram baseados nas orientacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003), do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizag&o e Qualidade
Industrial (INMETRO, 2007), e no artigo sobre normas de validacdo publicado
por RIBANI et al. (2004).

4.1.5.1. Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se
cromatogramas de extratos da matriz isenta dos agrotéxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, com cromatogramas de extratos da
matriz fortificada com estes. Todos o0s extratos foram preparados e analisados

de acordo com a metodologia otimizada.
4.1.5.2. Linearidade de resposta do método

A linearidade de resposta do método foi determinada pela injecdo de
extratos obtidos de amostras fortificadas em 7 concentracfes dos principios
ativos atrazina (1,17 a 2,67 ug g*), thiamethoxam (0,040 a 0,67 pg g*),
triadimenol (0,13 a 1,33 ug g™*) e deltametrina (0,042 a 0,42 pg g™), submetidas
a técnica de extracao otimizada.

Apés a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas
analiticas, relacionando as razfes das areas dos analitos e do padrdo interno
com as concentragbes mencionadas. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente
de determinacédo obtido pela regressao linear destas curvas, e por avaliacao de
graficos da razdo sinal/concentracdo versus concentracdo em escala

logaritmica.
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4.1.5.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) do método proposto foi determinado
considerando o valor igual a trés vezes o sinal da linha de base (ruido) obtido
pela injecdo e analise por CG/DCE de extrato de amostra de abacaxi isenta de
agrotoxicos. O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado considerando um
sinal dez vezes maior que o sinal do ruido.

Extratos da matriz contaminados pelos agrotoxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em diferentes concentracdes foram
injetados até ser observada a relacédo sinal ruido nas propor¢des 3:1 e 10:1

para os limites de deteccéo e quantificacdo, respectivamente.

4.1.5.4. Exatiddo

Para avaliar a exatiddo do método proposto foram realizados ensaios de
recuperacao.

Nos ensaios de recuperacdo 0s agrotoxicos foram adicionados as
amostras de abacaxi em concentracdes iguais a uma, duas e dez vezes 0s
seus limites de quantificacdo, com excec¢ao a terceira concentracao referente a
atrazina. Ou seja, as concentragdes nessas amostras foram iguais a: 1,17; 2,34
e 2,50 pug g* para a atrazina, 0,17; 0,34 e 1,70 ug g* para o triadimenol, e

0,050; 0,10 e 0,50 ug g™ para o thiamethoxam e para a deltamentrina.

4.15.5. Precisao

A precisdo do método foi avaliada, por um estudo intralaboratorial, onde

se analisaram a repetitividade e a preciséo intermediaria.

4.1.5.5.1. Repetitividade

A repetitividade, conforme recomendado pelo INMETRO (2007), foi
avaliada pelo preparo, injecdo e andlise no mesmo dia de sete extratos de
amostras de abacaxi fortificadas com os quatro agrotoxicos, e submetidas a
técnica de extracdo otimizada, em concentracdes iguais a duas vezes o limite
de quantificacdo de cada agrotdxico. Para tal avaliacéo, foram determinados os
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coeficientes de variacdo (CV) referentes as porcentagens de recuperacao de

cada agrotoéxico.

4.1.5.5.2. Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada por meio da porcentagem de
recuperacdo dos agrotoxicos em estudo, e seus respectivos coeficientes de
variacdo, obtidos da andlise dos extratos de sete amostras de abacaxi
fortificadas com os quatro agrotoxicos, e submetidas pela técnica de extracao
otimizada, em concentracdes iguais a duas vezes o limite de quantificacdo de

cada um, em trés dias diferentes (1°, 7° e 28° dias).

4.1.6. Influéncia dos componentes do abacaxi na quantificacdo dos
agrotéxicos por cromatografia gasosa

A influéncia dos componentes do abacaxi na resposta do detector foi
avaliada pela andlise e comparacao de curvas analiticas, em que as solucdes-
padrao foram preparadas em solvente puro e em extrato da matriz isenta dos
agrotoxicos em estudo. Duas séries de solucbes-padrdo contendo os
agrotoxicos nas concentracdes 200,0; 250,0; 300,0; 400,0 e 500,0 pg L™ para a
atrazina, 50,0; 75,0; 100,0; 250 e 500,0 pg L™ para o triadimenol, e 10,0; 50,0;
100,0; 250,0 e 500,0 pg L* para o thiamethoxam e deltametrina, foram
preparadas. Na primeira série, as solucdes-padrdo foram preparadas pela
diluicdo da solucéo de trabalho contendo os quatro analitos em acetonitrila
pura. Na segunda série, as solu¢des-padrao foram preparadas pela diluicdo da
mesma solucao de trabalho em extrato da matriz. Este extrato foi obtido a partir
de amostras de abacaxi, isentas dos principios ativos, submetidas a técnica
ESL-PBT otimizada. Todas as solucdes deste ensaio foram preparadas em

duplicata.
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4.1.7. Aplicacédo datécnica ESL-PBT em amostras de abacaxi

A técnica ESL-PBT desenvolvida para determinacdo dos agrotéxicos
atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina otimizada e validada, foi
aplicada em amostras de abacaxi, cultivar ‘Pérola’ procedentes das cidades
Marataizes (ES), Miracema do Tocantins (TO) e Monte Alegre de Minas (MG).
Estas amostras foram adquiridas aleatoriamente em cada cidade, sendo
constituida de dois abacaxis por amostra.

Apos receber as amostras, essas foram descascadas, trituradas até que
uma massa homogénea fosse obtida, acondicionadas em potes de polietileno,
vedadas, identificadas e conservadas em freezer. No momento da extracédo as
amostras foram deixadas a temperatura ambiente até descongelarem. Massas
de 3,0000 g das amostras de abacaxi foram retiradas e submetidas ao
processo de extracdo ESL-PBT otimizado, sendo o0s extratos obtidos
analisados por CG/DCE. Todas as andlises foram realizadas em triplicata,

tomando-se cuidado especial na limpeza do material utilizado.

4.2. Disperséo de matriz em fase solida

4.2.1. Preparo de solu¢cdes-padrao

Solucdes-padrdo estoque de cada agrotoxico estudado, na concentracao
de 1000,0 mg L™, foram preparadas pela solubilizacéo de padrées de atrazina
(97,5% m/m) e thiamethoxam (99,7% m/m), obtidos da Sigma-Aldrich,
triadimenol (99,06% m/m), obtido da Bayer, e deltametrina (99,0% m/m), obtido
da Chem Service, em acetonitrila da Vetec/HPLC. A solucdo de trabalho
contendo 0s agrotéxicos atrazina e triadimenol na concentracéo de 5,0 mg L™,
e thiamethoxam e deltametrina na concentracdo de 1,0 mg L™ foi preparada a

partir da diluicdo das solucdes-padrao estoque, com 0 mesmo solvente.
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A solucdo-padrao estoque do padrao interno, na concentracdo de 1000,0
mg L™, foi preparada pela solubilizacdo do padrdo de bifentrina (92,2% m/m),
obtida da FMC em acetonitrila. A partir da diluicdo da solucdo-padrao estoque
foi preparada uma solucdo de trabalho na concentracdo 1,0 mg L™, com o
mesmo solvente. Estas solu¢ces foram armazenadas em temperatura de 4 °C

em geladeira.

4.2.2. Amostras de abacaxi

Para a realizacdo da otimizacéo da técnica de extracdo por disperséo de
matriz em fase solida foi utilizado abacaxi organico, do cultivar Pérola,
proveniente do estado de Tocantins, e adquirido do Carrefour de Belo
Horizonte.

Foram preparados brancos de cada amostra de abacaxi para confirmar a

auséncia dos agrotoxicos.

4.2.3. Disperséo de matriz em fase sélida (DMFS)

4.2.3.1. Preparo e fortificagcdo das amostras de abacaxi

O abacaxi foi descascado, picado em pedacos e triturado em um
multiprocessador doméstico até total homogeneizacdo. Em seguida,
quantidades da polpa obtida iguais a 1,0000 g, medida em balanca analitica
(Sartorius BP 2215), foram colocadas em capsula de porcelana, e fortificadas
com 100,0 pL da solugcdo de trabalho contendo os quatro agrotdxicos. As
amostras fortificadas com 1,67 pg g™ de atrazina e triadimenol, e 0,33 ug g* de
thiamethoxam e deltametrina, foram deixadas em repouso por
aproximadamente 3 horas em recipiente aberto, para que houvesse maior
interacdo dos agrotoxicos com a amostra e para a evaporacdo do solvente.
Posteriormente, estas amostras foram submetidas aos procedimentos de

extracdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina
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em abacaxi.

4.2.3.2. Extracdo dos agrotoxicos em abacaxi

As capsulas de porcelana contendo 1,0000 g de polpa de abacaxi
contaminada, foram acrescentados 0,5000 g de adsorvente. Em seguida,
macerou-se a mistura constituida de adsorvente e polpa de abacaxi, na
proporgcdo 1:2, até completa dispersdo da amostra. A mistura foi transferida
para uma coluna de polietileno (cartucho) de 6,0 mL, contendo 1,0000 g de
sulfato de sodio anidro da Vetec, retido por camada de papel adsorvente, para
eliminar possivel presenca de agua.

Adicionaram-se 10,0 mL de acetato de etila (Vetec), ao cartucho em
duas porcdes de 5,0 mL. A eluicdo ocorreu a uma vazao de aproximadamente
0,5 mL min™. Uma representacédo esquematica da eluicdo dos extratos nesta

técnica de extracdo pode ser mostrada na Figura 12.

Figura 12. Representacdo esquematica da eluicdo dos extratos na técnica de
extracdo por dispersdo de matriz em fase solida em cartuchos de polietileno.

Ao extrato coletado acrescentaram-se 100,0 pL de solugéo de bifentrina
na concentracéo de 1,0 mg L™. Evaporou-se o solvente sob corrente de ar, e 0
extrato recuperado em 1,0 mL de acetonitrila foi armazenado em frasco de
vidro no freezer, até o momento da analise.

ApoGs a extracdo dos agrotoxicos, as concentracdes dos mesmos foram
determinadas em cromatégrafo a gas (Shimadzu GC-2014) com deteccéo por

captura de elétrons (CG/DCE), utilizando o método do padréo interno.
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4.2.4. Otimizacao da técnica de extracao por dispersdo de matriz em fase

solida

No processo de otimizacdo da técnica de extracdo por dispersao de
matriz em fase solida foram avaliados primeiramente os parametros adsorvente

e eluente.

4.2.4.1. Avaliacdo do adsorvente para a técnica de extracdo por DMFS

O procedimento descrito no item 4.2.3. foi empregado para avaliar a
influéncia dos adsorventes florisil, obtido da Sigma-Aldrich, octil - C8, obtida da
Supelco, e silica gel, obtida da Merck, na porcentagem de recuperacdo dos
agrotoxicos e na remocdo dos componentes da matriz, sendo 0s ensaios

realizados em duplicata.

4.2.4.2. Avaliacdo do eluente para a técnica de extracdo por DMFS

O procedimento descrito no item 4.2.3. foi empregado para avaliar o
eluente ideal para a técnica de extracdo por DMFS em amostras de abacaxi, no
que diz respeito a porcentagem de recuperacdo dos agrotdxicos, sendo 0s
ensaios realizados em duplicata.

Acetato de etila e mistura entre hexano e acetona na proporcao 9:1,
foram utilizados nesta etapa de otimizacéo. Estes solventes foram obtidos da
Vetec.

4.2.4.3. Planejamento fatorial 2°

A técnica de extracdo por DMFS foi submetida a outra etapa de
otimizacao para extracdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e
deltametrina em abacaxi, para avaliar o comportamento simultaneo dos fatores:
(1) proporcéo entre adsorvente e amostra, (2) utilizacdo de co-coluna e (3)
utilizacdo de ultra-som, onde foi realizado um planejamento fatorial 2°. Para
cada um dos fatores foram estudados dois niveis, nivel minimo (-) e nivel
maximo (+).
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Como o experimento envolve trés fatores com dois niveis cada um, a
execucdo do planejamento foi realizada em oito ensaios, com todas as
possiveis combinacfes dos niveis (-) e (+). Cada ensaio foi realizado em
duplicata, totalizando dezesseis experimentos (Tabela 5.).

Tabela 5. Planejamento fatorial 2° para avaliacdo de trés fatores na
recuperacdo de agrotoxicos em abacaxi usando a técnica de extracao por
DMFS

Fatores codificados Fatores originais
Experimentos F(1) F(2) F(3) Adsorvente/ Co-coluna  Ultra-som

amostra (1) (2) (3)

le?2 - - - 11 sem sem
3e4 + - - 1:2 sem sem
5e6 - + - 11 com sem
7e8 + + - 1.2 com sem
9e10 - - + 1.1 sem com
1l1e12 + - + 1.2 sem com
13e 14 - + + 11 com com
15e 16 + + + 1.2 com com

Em cépsula de porcelana foi adicionado 1,0000 g de amostra de abacaxi
organico, fortificada com os agrotoxicos (item 4.2.3.1.). Acrescentou-se 1,0000
ou 0,5000 g do adsorvente silica correspondentes aos niveis (-) e (+) do fator
F(1) do planejamento, respectivamente (Tabela 5.). Triturou-se a mistura até
completa dispersdo da matriz, sendo esta em seguida, transferida para um
cartucho contendo 1,0000 g de sulfato de sodio anidro e co-coluna constituida
de 0,5000 g de florisil, caso o experimento correspondesse ao nivel (+) do fator
F(2) do planejamento. Ao cartucho, foram adicionados 5,0 mL de acetato de
etila, sendo este levado ao banho ultra-sénico (Unique) por 10 min. Esta ultima
etapa foi realizada somente para os experimentos pertencentes ao nivel (+) do
fator F(3) do planejamento. Posteriormente, foi realizada a eluicdo com mais
5,0 mL de acetato de etila, e o extrato foi coletado em frasco de vidro. Ao
mesmo foram adicionados 100,0 pL de solucéo do padréo interno (bifentrina) a
1,0 mg L™. O solvente foi evaporado sob corrente de ar e o extrato recuperado
em 1,0 mL de acetonitrila, transferido e armazenado em frasco de vidro no
freezer até o momento da analise.

As porcentagens de recuperacdo obtidas nos experimentos para cada

um dos agrotoxicos foram utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator.
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4.3. Analise cromatografica

As andlises qualitativa e quantitativa dos principios ativos estudados
foram realizadas em cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-2014, com
detector por captura de elétrons (DCE), equipado com auto-injetor AOC-20i.

As condigbes analiticas otimizadas para as andlises, tais como:
programacdo de aquecimento da coluna cromatografica, temperaturas do
injetor e do detector, modo de injecdo, e vazdo do gas de arraste, foram
determinadas visando um pequeno tempo de analise, uma boa resolucdo e
separacado dos picos dos agrotoxicos de interesse.

A seguir encontram-se descritas as condi¢des ideais determinadas:

e Coluna capilar HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionéria
composta de 5 % de fenilmetilsiloxano e 95 % de dimetilsiloxano, 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,1 um de espessura de filme.

e Programacéo de aquecimento da coluna:

150 °C (2 min) 22", 210 °Cc 2™, 290 °C (5 min)

e Tempo total de analise: 18 minutos

e Temperatura do injetor: 280 °C

e Temperatura do detector: 300 °C

e Volume injetado: 1,0 uL

e Divisdo de fluxo: 1:5

e Gas de arraste: nitrogénio

e Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL min™

4.3.1. Curvas analiticas e linearidade de resposta do detector

A quantificacdo dos agrotoxicos foi realizada pelo método da
padronizacao interna.

Solucdes-padrdo de concentracbes crescentes dos analitos (100,0;
300,0; 400,0; 500,0; 600,0; 700,0 e 750,0 pg L™ para a atrazina; 50,0; 75,0;
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100,0; 300,0; 500,0; 600,0 e 750,0 ug L™ para o triadimenol; 10,0; 50,0; 100,0;
300,0; 500,0; 600,0 e 750,0 ug L' para o thiamethoxam e deltametrina),
contendo como padréo interno bifentrina na concentragdo 100,0 pg L™, foram
preparadas em acetonitrila, e analisadas em cromatégrafo a gas nas condicdes
analiticas pré-determinadas.

Apoés analise dessas solucdes foram construidas curvas analiticas, uma
para cada principio ativo, relacionando a razdo entre as areas dos picos
atribuidos as substancias de interesse e a area do pico do padréo interno (area
do analito/area do padrdo interno) com as respectivas concentracbes dos
analitos.

Pelas regressdes lineares destas curvas analiticas, foram obtidas
equacgOes da reta que foram utilizadas para calcular as concentragbes dos
agrotoxicos nas amostras.

Nos extratos das amostras de abacaxi também foi adicionada a mesma
quantidade de padrao interno, permitindo determinar pela razdo das éareas, a
concentracdo dos compostos.

Avaliou-se a linearidade de resposta do detector por captura de elétrons
frente aos compostos estudados, pelo coeficiente de determinacéo (R?) das

curvas analicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise cromatografica

7z

A cromatografia gasosa € um método analitico, de alto potencial de
separacao e resolucdo, o que torna possivel a identificacdo e quantificacdo de
muitos compostos organicos, inclusive os de interesse ambiental, como os
agrotoxicos (COLLINS et al., 2006).

A identificacdo dos compostos de interesse é realizada por comparacao
entre os tempos de retencdo (tr) referentes aos picos destes em solucao-
padrdo e em extratos (COLLINS et al., 2006).

A analise cromatografica das solu¢des-padrdo contendo os agrotoxicos
atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, e dos extratos obtidos a
partir de amostras de abacaxi fortificadas com os mesmos, pelas técnicas
extracdo solido-liquido com particAo em baixa temperatura e dispersdo de
matriz em fase solida, foi realizada como descrito no item 4.3.

A identificacdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol,
bifentrina e deltametrina foi realizada por comparacdo entre os tempos de
retencdo referentes aos picos destes em solucdo-padrdo e em extrato de
abacaxi. Cromatogramas caracteristicos de uma solucdo-padrao contendo o0s
quatro agrotéxicos e de extratos da matriz fortificada com os mesmos sao

mostrados na Figura 13.
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Figura 13. (A) Cromatograma da solugcdo-padrdo dos agrotoxicos atrazina e
triadimenol na concentracéo de 500,0 ug L™, e dos agrotéxicos thiamethoxam e
deltametrina na concentracdo de 100,0 pg L™, (B) cromatograma de extrato
obtido de amostra de abacaxi fortificada e submetida a técnica ESL-PBT, com
1,67 pg g’ de atrazina e triadimenol, e 0,33 pg g* de thiamethoxam e
deltametrina, (C) cromatograma de extrato obtido de amostra de abacaxi
fortificada e submetida & técnica de extracdo por DMFS, com 1,67 pg g* de
atrazina e triadimenol, e 0,33 pug g* de thiamethoxam e deltametrina (tz = 6,3
min: atrazina, tr = 8,5 min: thiamethoxam, tg = 8,9 min: triadimenol, tr = 11,7
min: bifentrina, tr = 17,0 min: deltametrina).

As condi¢des cromatogréficas estabelecidas possibilitaram separacao e

alta resolucéo dos quatro principios ativos analisados.
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O tempo total de analise foi de 18,0 minutos, que pode ser considerado
relativamente curto, pela quantidade de compostos presentes no extrato.
Observam-se nos cromatograma dos extratos (cromatogramas B e C da Figura
13.), a presenca de varios picos, atribuidos aos componentes do abacaxi,
proximos ao pico referente ao solvente acetonitrila, principalmente nos cinco
primeiros minutos de analise.

A presenca de picos duplos para o piretroide deltametrina esta
relacionada com a conversao deste composto em isdmeros durante a injecéao
de solu¢bes no cromatografo a gas (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004), sendo
que a quantificacdo foi realizada somando-se as areas dos dois picos com

tempos de retencao préximos a 17,0 minutos.

5.1.1. Curvas analiticas e linearidade de resposta do detector

A quantificacdo dos agrotoxicos foi realizada pelo método da
padronizacdo interna. Dessa forma, apds a andlise das solucbes-padréo
preparadas em solvente puro em concentracdes entre 10,0 e 750,0 ug L™,
foram construidas curvas analiticas para cada um dos compostos, escrevendo
no grafico a razao entre a area do pico do composto de interesse e a area do
padrdo interno, versus a concentracao de cada agrotéxico.

O padrao interno escolhido, a bifentrina, € um composto do grupo
quimico dos piretroides. Este composto foi selecionado para tal funcao ja que é
similar aos analitos em estudo, possui pico bem resolvido e bem separado das
demais substancias, ndo se degrada, ndo reage com 0S componentes da
matriz e possui tempo de retencdo diferente dos tempos de retencdo dos
compostos analisados e dos componentes da matriz. Além disso, ndo é um
produto autorizado para a cultura do abacaxi.

Dessa forma, foram obtidas por regresséo linear, as equacdes das retas
que permitiram calcular as concentracdes dos analitos nas amostras (Figura
14.).
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Figura 14. Curvas analiticas obtidas pela andlise de solu¢des-padrédo contendo
0s agrotoxicos (A) atrazina, (B) thiamethoxam, (C) triadimenol, (D) deltametrina,
utilizando como padréo interno a bifentrina.

Os coeficientes de determinacdo (R?) maiores que 0,9900, estdo de
acordo com as normas da ANVISA, e indicam que existe uma resposta linear
do detector por captura de elétrons na faixa de concentragcéo estudada.

Além disso, pode-se notar pelos coeficientes angulares das curvas
analiticas, que o detector por captura de elétrons € mais sensivel aos
compostos thiamethoxam e deltametrina, que aos outros dois compostos. Esta
sensibilidade esta relacionada com a presenca e a quantidade de atomos
eletronegativos que capturam elétrons, cloro e bromo, nas moléculas de

thiamethoxam e deltametrina, respectivamente.

5.2. Extracdo solido-liguido com particdo em baixa temperatura

5.2.1. Otimizacdo da técnica extracdo soélido-liquido com particdo em

baixa temperatura

Segundo RIBANI et al. (2004), os intervalos aceitaveis de recuperacao
para andlise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de
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até +20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120%, com precisao de até + 15%.

Dessa forma, nesse trabalho foram otimizados alguns fatores de modo
que a porcentagem de recuperacdo estivesse entre os intervalos aceitaveis de

50 e 120 %, devido a complexidade da amostra em estudo.
5.2.1.1. Determinacao da massa de abacaxi
Inicialmente, foi avaliada a massa ideal de abacaxi a ser utilizada na

técnica. Os resultados obtidos ap6s avaliacdo desta variavel para amostras de

abacaxi sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Influéncia da massa de abacaxi na porcentagem de recuperacéo
dos agrotoéxicos.

Observa-se que quanto maior a presenca de componentes do abacaxi
em agua, maior é a extracdo dos agrotoxicos para a fase organica, exceto para
a atrazina que apresenta maior solubilidade em agua em relagdo aos outros
principios ativos.

No entanto, durante a conducdo dos experimentos, observou-se que a
massa de 2,0000 g de abacaxi era pequena para ser trabalhada, e que os
extratos obtidos das massas 4,0000 e 5,0000 g de abacaxi apresentaram
coloracdo amarelada mais intensa, possivelmente devido a extracdo de maior
quantidade de componentes da matriz, aumentando significativamente a
resposta cromatografica dos agrotdéxicos triadimenol, deltametrina e

thiamethoxam.
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Em 2008, SILVA otimizou e validou a técnica ESL-PBT para analise de
clorpirifés, endosulfan, cipermetrina e deltametrina em carne bovina, onde foi
observado que a massa de amostra influenciava na porcentagem de
recuperagdo dos agrotoxicos. Uma das vantagens de se utilizar maior massa
de amostra € que maiores quantidades de analito sdo extraidos em um mesmo
volume de solvente extrator. Entretanto, o uso de quantidades maiores de
amostra pode levar a uma maior extragédo de co-extrativos da matriz.

Desta forma, decidiu-se trabalhar com a massa de 3,0000 g de abacaxi,
ja que esta proporcionou bons rendimentos de extracdo e obtencdo de extratos

com concentracao mais baixa de co-extrativos.

5.2.1.2. Avaliacao da eficiéncia de adsorventes no clean up dos extratos

Devido a coloracdo amarelada, consequéncia da presenca de pigmentos
nos extratos obtidos a partir de amostras de abacaxi, e a presenca de outros
co-extrativos, tornou-se necessario avaliar a eficiéncia de adsorventes no clean
up desses extratos.

Neste trabalho foram utilizadas duas etapas de limpeza. A primeira etapa
ocorreu durante o congelamento, em que parte dos componentes da matriz foi
solidificada com a &gua. A segunda etapa sucedeu-se devido a utilizacdo de
adsorvente durante a filtragéo.

As taxas de recuperacdo dos agrotoxicos na ESL-PBT, utilizando os
adsorventes florisil, C18 e silica no clean up dos extratos sdo mostradas na

Figura 16.
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Figura 16. Influéncia de adsorventes na porcentagem de recuperacdo dos
agrotoxicos.
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O uso do adsorvente C18 na tentativa de limpar os extratos né&o
proporcionou o clareamento destes, além de diminuir os niveis de recuperacéo
dos agrotoxicos atrazina e triadimenol (21,9% e 68,5%, respectivamente). As
porcentagens de recuperacdao do thiamethoxam (131,1%) e da deltametrina
(138,6%) foram superiores a 100% quando se utilizou este adsorvente,
mostrando que este ndo elimina possiveis efeitos de matriz.

O adsorvente silica influenciou positivamente no clean up dos extratos,
proporcionou baixas taxas de recuperacao para a atrazina e para o triadimenol
(24,5% e 72,9%, respectivamente), e altos niveis de extracdo para o
thiamethoxam (118,7%) e para a deltametrina (145,2%).

J4 a adicdo do adsorvente florisil durante o processo de extragdo,
mostrou-se ser mais eficiente na remocdo dos componentes indesejaveis da
matriz, e gerou maiores porcentagens de recuperacdo dos agrotdxicos atrazina
e triadimenol (36,1% e 101,4%, respectivamente), quando comparadas aos
outros dois adsorventes, e altos niveis de extracdo para 0S compostos
thiamethoxam (96,5%) e deltametrina (129,9%).

A alta capacidade de adsorcao do florisil e da silica pode ser explicada
pelo fato de que os componentes do abacaxi remanescentes no extrato,
principalmente acucares e flavondides, interagem com as superficies destes,
gue sao polares, permitindo que os residuos de agrotoxicos sejam eluidos com
0 solvente.

Observa-se um aumento significativo na resposta cromatografica dos
agrotoxicos thiamethoxam e deltametrina em extratos de abacaxi, ou seja, as
taxas de recuperacdo destes compostos sdo superiores a 100%. Esse efeito é
mais pronunciado quando se utiliza como adsorvente C18 ou silica. Isso
comprova que o florisil € mais eficiente na remocao de alguns componentes da
matriz que interferem na analise cromatografica, ou seja, ele atua na
eliminacdo de co-extrativos.

A Figura 17. mostra os cromatogramas dos extratos obtidos pela técnica

ESL-PBT utilizando os trés adsorventes na etapa de clean up.
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Figura 17. Cromatogramas dos extratos obtidos pela técnica ESL-PBT (A) sem
etapa de clean up, e com etapa de clean up, utilizando como adsorventes: (B)
florisil, (C) C18, (D) silica.
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Trabalho realizado por OVIEDO et al. (2003), onde foram analisados
residuos de cipermetrina, deltametrina e permetrina em diversas hortalicas,
como, alface, acelga, batata, cenoura, chicéria, chuchu, mandioca, repolho,
tomate, entre outros, empregando extracdo solido-liquido, seguida de clean up
em coluna de florisil, demonstrou que este adsovente influenciou positivamente
na limpeza dos extratos.

A remocdo dos pigmentos observada nos extratos submetidos a etapa
de clean up também foi acompanhada por espectrofotbmetro na regido do UV-
visivel.

Segundo BOBIN et al. (1995 apud SOUZA et al., 2005) nos
comprimentos de onda entre 300 e 550 nm, h& absorcdo de energia de
pigmentos naturais denominados flavonoides. Estes antioxidantes estédo
presentes em varias frutas, inclusive no abacaxi (MANETTI et al., 2009).

Avaliando os espectros de absor¢cdo mostrados na Figura 18., verifica-se
que a utilizagdo dos adsorventes florisil e silica promovem remoc¢éo de parte
destes compostos, comportamento esse observado pelas menores

absorbéancias no comprimento de onda de 320 nm.
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Figura 18. Espectros de absorcédo dos extratos obtidos a partir da técnica ESL-
PBT de amostras de abacaxi isentas de agrotoxicos apos etapa de clean up
com os adsorventes florisil, C18 e silica.

Em funcao dos resultados obtidos, decidiu-se utilizar o adsorvente florisil

na etapa de clean up.
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5.2.1.3. Determinacdo da massa de adsorvente no clean up dos extratos

Dependendo da complexidade da amostra é relevante avaliar a massa
de adsorvente ideal utilizado no clean up dos extratos.

Neste sentido, avaliou-se o clean up dos extratos com 1,0000 e 2,0000 g
de florisil. As taxas de recuperacdo dos agrotéxicos utilizando a técnica ESL-
PBT, acompanhada de clean up com este adsorvente sdo mostradas na Figura
19.
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Figura 19. Influéncia da massa de adsorvente na porcentagem de recuperacéo
dos agrotoéxicos.

Observa-se uma diminuicdo significativa na porcentagem de
recuperacdo dos agrotéxicos thiamethoxam e deltametrina, quando se realiza
clean up nos extratos. Isso comprova que 1,0000 e 2,0000 g de florisil séo
eficientes na remocédo de alguns componentes da matriz que interferem na
analise cromatogréfica, ou seja, ele atua na eliminacdo de co-extrativos.

No entanto, os resultados indicaram que o aumento da massa de florisil
diminui a porcentagem de recuperacao para 0s quatro agrotoxicos.

Observando os cromatogramas mostrados na Figura 20., pode-se
perceber que o aumento de 1,0000 para 2,0000 g de florisil na etapa de clean
up dos extratos ndo resultou cromatogramas com menor numero de

interferentes.
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Figura 20. Cromatogramas dos extratos obtidos pela técnica ESL-PBT
utilizando: (A) 1,0000 g de florisil, (B) 2,0000 g de florisil, como adsorvente na
etapa de clean up.

PINHO (2009), realizando clean up em extratos obtidos ap0s extracdo
liquido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ELL-PBT) para anélise
de agrotoxicos em amostras de mel por cromatografia gasosa, observou
também que a massa de adsorvente influencia na porcentagem de recuperacao
dos agrotoxicos e na qualidade dos cromatogramas obtidos pela analise dos
extratos. Os resultados indicaram que o aumento da massa de florisil (de
1,0000 para 2,0000 g), provoca diminuicdo da taxa de extracdo dos agrotdxicos
estudados, entretanto proporciona obtencdo de cromatogramas com menor
namero de interferentes.

Por estes motivos, optou-se por usar a massa de 1,0000 g de florisil no

clean up dos extratos.
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5.2.1.4. Avaliacdo da mistura extratora ideal

Considerando que o abacaxi contém aproximadamente 85% de agua, a
cada 3,0000 g de amostra optou-se por adicionar 1,5 mL de agua e 8,5 mL de
fase organica para que a proporcao agua:fase organica se aproximasse da
relacéo 1:2.

No intuito de se avaliar a influéncia da agua na extracdo dos agrotéxicos,
analisaram-se também as misturas extratoras acrescentando um volume
maximo de agua de 3,0 mL em 7,0 mL de fase organica, para a obtencéo
aproximada da proporcao 1:1 entre agua e fase organica.

A influéncia da redugdo da polaridade da mistura extratora na
porcentagem de recuperacdo dos agrotoxicos em abacaxi foi avaliada pela
adicao de acetato de etila, a mistura constituida de acetonitrila e agua. Assim, a
extracdo dos agrotoxicos menos polares pode ser favorecida por esta
combinagédo. No entanto, a miscibilidade do acetato de etila em acetonitrila e
agua € limitada. VIEIRA et al. (2007) determinaram que para a propor¢ao 1:2
entre agua e fase organica, o volume maximo adicionado de acetato de etila é
de 1,5 mL, para ndo romper o equilibrio da fase Unica. Entdo, o volume maximo
de acetato de etila adicionado a fase organica foi 1,5 mL.

Neste sentido, foram realizados testes a fim de se estabelecer a mistura
extratora ideal para recuperacdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam,
triadimenol e deltametrina em abacaxi.

A mistura extratora constituida por 7,0 mL de acetonitrila e 3,0 mL de
agua é a mistura de maior polaridade. Em contra partida, a mistura extratora
composta por 7,0 mL de acetonitrila, 1,5 mL de agua e 1,5 mL de acetato de
etila € a menos polar. Ja, a mistura extratora que contém 5,5 mL de acetonitrila,
3,0 mL de 4gua e 1,5 mL de acetato de etila possui polaridade intermediaria.

Os resultados mostrados na Figura 21. indicam que a medida que se
diminui a polaridade da mistura extratora, a porcentagem de recuperacao dos
agrotoxicos aumenta. Ou seja, a mistura extratora menos polar, além de
promover um aumento na taxa de recuperagdo dos compostos menos polares
como a deltametrina, possibilitou também um aumento na porcentagem de
extragdo dos compostos mais polares, como a atrazina. Resultados

semelhantes a estes foram obtidos por PINHO (2007), que empregando um
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planejamento de misturas extratoras, observou que a mistura menos polar

proporcionou melhores niveis de recuperacado de agrotoxicos em tomate.
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recuperacdo
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30 A
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Porcentagem de

Atrazina Thiamethoxam Triadimenol Deltametrina

Agrotoxicos

@7,0mL acetonitrila+1,5mL 4gua + 1,5 mL acetato de etila
@5,5mL acetonitrila+3,0mL agua + 1,5 mL acetato de etila
w7,0mL acetonitrila+3,0mL agua

Figura 21. Influéncia da polaridade da mistura extratora na porcentagem de
recuperacao dos agrotoxicos.

Portanto, foi considerada como mistura extratora ideal a menos polar,
constituida por 7,0 mL de acetonitrila, 1,5 mL de agua e 1,5 mL de acetato de

etila, ja que proporcionou os melhores rendimentos de extracao.

5.2.1.5. Avaliacdo do modo e tempo de homogeneizacdo da amostra com

a mistura extratora

Uma das etapas mais importantes na extracdo de agrotdxicos é o
contato entre a mistura extratora e a amostra. Em funcéo disto, as amostras
foram submetidas a trés modos de homogeneizacdo por tempos diferentes:
mesa agitadora por 10 e 20 minutos, ultra-som por 5 e 10 minutos, e vortex por

30 segundos e 1 minuto. Os resultados sédo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Influéncia do modo e tempo de homogeneizagdo na porcentagem
de recuperacdo dos agrotoxicos.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 22. e aplicando o
teste de “student” (teste t), ao nivel de 95% de probabilidade, pode-se afirmar
que os modos de homogeneizagdo proporcionam porcentagens de
recuperacao estatisticamente iguais para a atrazina e para o triadimenol.

Em relacdo aos agrotoxicos thiamethoxam e deltametrina pode-se
observar que a utilizacdo de 5 e 10 minutos de ultra-som provocam um
decréscimo na porcentagem de extracdo, quando comparados aos modos de
homogeneizagdo, 10 e 20 minutos de mesa agitadora, e 30 segundos ou 1
minuto de vortex, considerados estatisticamente iguais pelo teste t.

No entanto, a homogeneizacdo no vortex produziu maiores desvios-
padrdo, o que pode estar associado a aderéncia dos compostos nas paredes
dos recipientes.

Portanto, optou-se por utilizar 10 minutos de mesa agitadora na
homogeneizacdo entre mistura extratora e amostra, ja que esta proporcionou

melhor preciséo dos resultados e altos rendimentos de extragéo.

5.2.1.6. Avaliacao do efeito da forca ibnica

Segundo LANCAS (2004), na extracdo de agrotoxicos € aconselhvel o
aumento da forca idnica, jA que a adicdo de certa quantidade de sal a mistura
extratora pode provocar aumento na porcentagem de recuperagao,
principalmente de compostos polares, ja que propicia reducdo da solubilidade
destes na matriz, facilitando sua extracdo para a fase organica. Os resultados

obtidos ap6s avaliacao desta variavel estdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. Influéncia da forga idnica na porcentagem de recuperacdo dos
agrotoxicos.

A extracdo dos agrotdoxicos sem e com alteracdo da forca idnica
proporciona resultados estatisticamente iguais, ao nivel de 95% de
probabilidade pelo teste t. Portanto, optou-se por ndo acrescentar sal a mistura

extratora.

5.2.2. Metodologia otimizada

A técnica extracdo sodlido-liquido com particdo em baixa temperatura
para 0s agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina de
amostras de abacaxi foi otimizada. Além disso, foram determinadas as
condicBes Otimas para identificacdo e quantificacdo desses, sendo empregadas
nas demais analises de amostras de abacaxi, assim como no processo de
validacao.

Propbe-se como metodologia otimizada: extracdo de 3,0000 g de
abacaxi com 7,0 mL de acetonitrila, 1,5 mL de agua e 1,5 mL de acetato de
etila, seguida de agitacdo em mesa agitadora, a 25 °C e 200 oscilacdes por
minuto, por 10 minutos.

Posteriormente, a mistura € deixada em freezer a aproximadamente -20
°C por 12 horas. Decorrido o tempo estabelecido, o extrato € passado por um
papel de filtro, contendo 1,0000 g de florisil e 1,5000 g de sulfato de sodio
anidro. Ao extrato sdo adicionados 100,0 pL de solucdo de bifentrina na

concentracdo de 10,0 mg L™, sendo este recuperado em bal&o volumétrico de
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10,0 mL e aferido com acetonitrila. Em seguida, o mesmo é armazenado em
frasco de vidro no freezer, até 0 momento da analise cromatografica.

A técnica ESL-PBT otimizada proporcionou extratos com menos co-
extrativos apOs etapa de clean up. Além disso, requer consumo de pequeno
volume de mistura extratora, evitando-se a necessidade de etapas de
evaporacao e troca de solvente. Consequentemente, reduziram-se 0s riscos de
contaminagdo e perdas de amostras, favorecendo a obtencdo de taxas de
recuperacdo na faixa de 58,8% para a atrazina, 93,3% para o thiamethoxam,

95,8% para o triadimenol, e 108,2% para a deltametrina.

5.2.3. Validac&do do método analitico

Para avaliacdo do desempenho do método analitico otimizado foram
levados em consideracdo 0s seguintes parametros analiticos: seletividade,
linearidade de resposta do método, limite de deteccéo e limite de quantificacéo,

exatidao e preciséo.
5.2.3.1. Seletividade

Comparando-se cromatogramas de extratos da matriz isenta dos
agrotoxicos em estudo, com cromatogramas de extratos da matriz contaminada

por estes, avaliou-se a seletividade. Na Figura 24., sdo mostrados esses

cromatogramas.

57



Resultados e Discussao

IV (x10,000)

)

IV (x10,000)

{chromatogram

. 25 50 75 100 125 150 min

Figura 24. Cromatogramas de extratos obtidos de polpa de abacaxi (A) isenta
dos principios ativos, (B) fortificada e submetida a técnica ESL-PBT, com 1,67
Hg g* de atrazina e triadimenol, e 0,33 pg g™ de thiamethoxam e deltametrina
(tr = 6,3 min: atrazina, tg = 8,5 min: thiamethoxam, tg = 8,9 min: triadimenol, tr
= 11,7 min: bifentrina, tr = 17,0 min: deltametrina).

Os extratos das amostras de polpa de abacaxi, apesar de possuirem
composicado complexa, ndo apresentaram interferentes nos mesmos tempos de
retencdo dos compostos analisados, o que torna o método seletivo.

A seletividade do detector por captura de elétrons que detecta apenas
atomos que capturam elétrons (COLLINS et al., 2006), também contribuiu para
obtencéo desses resultados.

5.2.3.2. Linearidade de resposta do método

A linearidade de resposta do método foi determinada pela injecdo e
andlise de extratos obtidos de amostras de abacaxi fortificadas em sete
concentracbes diferentes dos principios ativos atrazina, thiamethoxam,
triadimenol e deltametrina, submetidas a técnica de extragdo otimizada (item
5.2.2).
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Apoés andlise cromatografica destes extratos foram construidas curvas
analiticas, relacionando as razfes das areas dos analitos e do padréo interno
com as concentragbes, obtendo-se assim as equagOes de reta e o0s
coeficientes de determinagao. Estas curvas sao apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Curvas analiticas obtidas pela andlise de extratos de amostras de
abacaxi fortificadas em sete concentragfes dos principios ativos (A) atrazina,
(B) thiamethoxam, (C) triadimenol, (D) deltametrina.

Os coeficientes de determinacdo encontrados foram maiores que
0,9900, caracterizando um bom ajuste aos dados experimentais, e linearidade
de resposta do método proposto.

Segundo PASCHOAL et al. (2008), os valores dos coeficientes de
determinacdo correspondentes as curvas analiticas, ndo sdo suficientes para
avaliar a linearidade de um método analitico. Uma maneira alternativa de
estabelecer a linearidade de resposta de um método € construir um gréafico
resposta/concentracado versus log da concentragdo. A linha obtida deve ser
horizontal em toda a faixa avaliada, com desvios positivos e negativos para
baixas e altas concentra¢fes, respectivamente. Tracando duas linhas paralelas
a 95 e 105% da linha obtida, os pontos de interseccéo delimitam a faixa linear
do método.

Levando em consideracdo este método utilizado para se avaliar a
linearidade da curva analitica, foram construidos graficos, onde Log
[agrotoxico] é a abscissa x, e (Area do agrotoxico/Area do padréo
interno)/[agrotoxico] é a coordenada y. Estes graficos foram construidos apés
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injecdo e andlise de extratos obtidos de amostras fortificadas em sete
concentracbes diferentes dos principios ativos atrazina, thiamethoxam,
triadimenol e deltametrina, submetidas a técnica de extracdo otimizada (item

5.2.2.). Estes graficos sdo mostrados na Figura 26.
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Figura 26. Graficos da razdo sinal/concentracdo versus concentracdo em
escala logaritmica obtidos pela analise de extratos de amostras de abacaxi
fortificadas em sete concentracBes dos principios ativos (A) atrazina, (B)
thiamethoxam, (C) triadimenol, (D) deltametrina.

Levando-se em consideragdo que uma curva analitica € considerada
linear até o ponto onde a resposta relativa intercepta a linha de 95% ou 105%,
e observando os graficos mostrados na Figura 26., conclui-se que para 0s
agrotoxicos thiamethoxam e deltametrina, a faixa de concentracfes estudada é
considerada linear. Ou seja, a metodologia aplicada para amostras de abacaxi
apresenta linearidade de resposta na faixa de concentracéo de 0,040 a 0,67 ug
g, para o thiamethoxam, e de 0,042 a 0,42 pg g™*, para a deltametrina.

Em relacdo a atrazina, a metodologia aplicada para amostras de abacaxi
apresenta linearidade de resposta na faixa de concentracdo de 1,17 a 2,27 ug
g, ja que o ponto correspondente & Gltima concentracdo estudada (2,67 pg g™)
nao se encontra dentro da faixa linear.

Para o triadimenol, observa-se que a curva analitica ndo é linear, uma
vez que a resposta relativa ultrapassou a linha de 95-105%, ou seja, verifica-se

um desvio da linearidade.
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5.2.3.3. Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método
proposto foram determinados considerando o valor igual a trés vezes e dez
vezes maior que o sinal da linha de base (ruido) obtido para amostras de
abacaxi isentas de agrotéxicos e analisadas por CG/DCE, respectivamente.
Estes valores correspondentes aos compostos atrazina, thiamethoxam,

triadimenol e deltametrina séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) do método
para os quatro agrotoxicos estudados

Agrotoxico LD (ug g LQ (ng g™
Atrazina 0,35 1,17
Thiamethoxam 0,015 0,050
Triadimenol 0,050 0,17
Deltametrina 0,012 0,040

Verificou-se que os valores dos limites de deteccdo obtidos para os
compostos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina utilizando
CG/DCE est#o entre 0,012 e 0,35 ug g™, enquanto os limites de quantificacdo
estdo entre 0,040 e 1,17 pg g*. Os menores valores de LD e LQ s&o
observados para os agrotéxicos thiamethoxam e deltametrina.

Levando-se em consideracdo os limites maximos de residuos (LMR)
estabelecidos pela Unido Européia, iguais a 0,050; 0,050; 3,00; e 0,050 ug g™,
para a atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, respectivamente,
pode-se observar que os valores de LQ obtidos estdo abaixo do permitido para
cada agrotoxico no tipo de alimento avaliado, com excecao a atrazina, cujo LQ
esta acima do limite maximo de residuo estabelecido.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo podem ser afetados pelas
condi¢cdes cromatogréficas, como tempo de uso da coluna cromatografica e
estabilidade do detector, bem como do detector utilizado (RIBANI et al., 2004).

PINHO et al. (2009a) ao analisar os agrotdxicos clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina em tomate por CG/DCE, obteve valores de LD igual
a 0,0060 pg g™ e LQ igual a 0,020 pg g™* para a deltametrina.

Para o thiamethoxam, observou-se também resultado semelhante em

estudo realizado por BITTENCOURT (2008), no monitoramento dos inseticidas
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clorpirifos e thiamethoxam em batata, sendo os valores de LD e LQ para este
Gltimo iguais a 0,011 e 0,033 ug g™

PAULA (2007) em seu trabalho utilizou cromatégrafo a gas com detector
por ionizacdo em chama (DIC), em andlises de extratos de latossolo, para
identificagdo e quantificagdo de ametrina e atrazina. Os limites de detecgao e
quantificacdo encontrados para a atrazina foram iguais a 0,050 e 0,17 pg g, o
gue comprova grande eficiéncia e sensibilidade do detector por ionizacdo em
chama frente a este composto. Ou seja, este detector € mais apropriado que o
por captura de elétrons para analise da atrazina.

Diversos trabalhos s&o encontrados na literatura sobre injecdo dos
extratos das amostras em cromatografo a gas, sem divisdo de fluxo, também
denominado de modo “splitless” (SHULING et al., 2007). Este tipo de
procedimento permite que menores valores de LD e LQ sejam determinados,
pois ocorre a introducdo de maior quantidade de amostra na coluna
cromatografica. No entanto, para amostras complexas, como o abacaxi, onde a

presenca de co-extrativos é grande, este procedimento ndo € conveniente.

5.2.3.4. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada realizando ensaios de recuperacao,
onde o0s agrotoxicos foram adicionados em amostras de abacaxi em
concentracdes iguais a uma, duas e dez vezes o limite de quantificacdo do
método, com excecdo a terceira concentracao referente a atrazina. Desta forma,
os ensaios foram realizados conforme o método otimizado (item 5.2.2.), sendo
gue as concentracdes de cada agrotoxico nas amostras de abacaxi foram: 1,17;
2,34 e 2,50 pg g* para a atrazina, 0,17; 0,34 e 1,70 pg g para o triadimenol, e
0,050; 0,10 e 0,50 ug g™ para o thiamethoxam e deltametrina.

Os resultados obtidos para extracdo destes agrotoxicos em abacaxi,
bem como os coeficientes de variacdo (CV) referentes as porcentagens de

recuperacao de cada agrotoxico estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Porcentagens de recuperacdo e coeficientes de variacdo (CV)
obtidos pela analise de extratos obtidos de amostra de abacaxi fortificada com
0S agrotoxicos em trés concentracdes diferentes

(Porcentagem de recuperacao
(CV)) (%)

Concentragdo Atraz. Concentracdo Triad. Concentragdo Thiam. Delta.

(ug g% (ug g™ (ug g%

1,172 57,8 0,17 2 98,2 0,050 2 97,3 103,4
(9,6) (1,8) (2,6) (19

2,34°" 55,4 0,34° 97,4 0,10° 96,4 104,0
(9,9) (8,3) (3,7) (5.9

2,50 2 56,0 1,702 95,2 0,50 2 92,3 105,5
(7,1) (4,6) (10,5) (1,2)

% Resultados representam a média de trés replicatas (CV).
® Resultados representam a média de sete replicatas (CV).

Os resultados obtidos para a extracdo dos agrotoxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em abacaxi sdo iguais, ao nivel de
95% de probabilidade, pelo teste t, mostrando exatiddo do método. Além disso,

os coeficientes de variagdo foram menores do que 10%.

5.2.3.5. Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados e

precisdo intermediaria.

5.2.3.5.1. Repetitividade

A repetitividade do método ESL-PBT dos quatro agrotoxicos estudados
em abacaxi foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente de variacéao
de sete repeticbes da metodologia otimizada (item 5.2.2.), ou seja, pelo
preparo, injecdo e analise no mesmo dia de sete extratos de amostras de
abacaxi fortificadas pelos quatro agrotoxicos, em concentracfes iguais a duas
vezes o limite de quantificacdo de cada agrotéxico.

Os coeficientes de variacdo dos resultados obtidos para amostras de
abacaxi variaram entre 3,7% e 9,9%, como pode ser observado na Tabela 8.
Esses resultados indicam boa repetitividade, ja que para amostras complexas

sao aceitaveis coeficientes de variacdo de até 20% (RIBANI et al., 2004).
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Tabela 8. Porcentagens de recuperacao e coeficientes de variacdo (CV) dos
sete extratos obtidos de amostras de abacaxi fortificadas com os agrotéxicos

Agrotoxico Porcentagem de Coeficiente de
recuperacao (%) variacéo (%)
Atrazina 55,4 9,9
Thiamethoxam 96,4 3,7
Triadimenol 97,4 8,3
Deltametrina 104,0 5,5

5.2.3.5.2. Precisao intermediéria

Neste trabalho a precisdo intermediaria do método foi verificada pelas
porcentagens de recuperacdo dos analitos e respectivos coeficientes de
variacdo, obtidos pelo preparo, injecdo e andlise dos extratos de amostras de
abacaxi fortificadas pelos quatro agrotéxicos, e submetidas a técnica de
extracdo otimizada (item 5.2.2.), em concentragdes iguais a duas vezes o limite
de quantificacdo de cada um, em trés dias diferentes (1°, 7° e 28° dias) e em

sete repeticdes. Os resultados obtidos estédo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Porcentagens de recuperagdo e coeficientes de variagdo (CV)
obtidos pela andlise de extratos de amostra de abacaxi fortificada com os
agrotoxicos, em trés dias diferentes

(Porcentagem de recuperacao (CV)) (%)

Dia Atrazina Thiamethoxam Triadimenol Deltametrina
(Concentracdo = (Concentracdo = (Concentragcdo = (Concentracao
2,34 ug g™ 0,10 pg g™) 0,34 pg g™) =0,10 ng g*)
1° 55,4 (9,9) 96,4 (3,7) 97,4 (8,3) 104,0 (5,5)
7° 56,4 (8,1) 95,5 (8,2) 99,9 (9,3) 103,2 (3,6)
28° 58,9 (6,6) 94,6 (2,3) 93,8 (7,5) 104,4 (2,7)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9., pode-se
afirmar que a técnica de extracdo proporciona porcentagens de recuperacao
iguais (ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t). Portanto, verificou-se
que a técnica ESL-PBT para a andlise de residuos dos agrotdxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em abacaxi, apresentou resultados

sem diferencas significativas.
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5.2.4. Influéncia dos componentes do abacaxi na quantificacdo dos

agrotoxicos por cromatografia gasosa

5.2.4.1. Superposicao de matriz

Neste trabalho, o efeito de matriz, na analise dos compostos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em abacaxi empregando a técnica
ESL-PBT foi avaliado de acordo com o procedimento descrito no item 4.1.6. Ou
seja, a influéncia dos componentes do abacaxi na quantificacdo desses
agrotoxicos, foi verificada pela comparacdo de curvas analiticas construidas a
partir da andlise de solucdes-padrdo de agrotoxicos preparadas em solvente

puro e em extratos da matriz livres de agrotoxicos (Figura 27.).
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Figura 27. Curvas analiticas construidas a partir da analise de solu¢cbes-padréao
de agrotéxicos preparadas em acetonitrila (—) e em extrato da matriz (- -): (A)
atrazina, (B) thiamethoxam, (C) triadimenol, (D) deltametrina.

Na Figura 27. sdo apresentados os resultados, apontando diferencas
entre os coeficientes angulares e lineares das equacdes de reta das duas
curvas analiticas para cada agrotoxico.

Pela comparacdo dessas curvas analiticas, podemos observar que para
0s agrotéxicos atrazina e triadimenol houve pequena mudanca dos coeficientes
lineares das equacdes de reta dessas curvas. ISso comprova que para estes
compostos, a presenca dos componentes da matriz nao interferiu,
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significativamente, em suas analises cromatograficas.

Ja4 para os agrotéxicos thiamethoxam e deltametrina, os resultados
obtidos mostraram menores coeficientes angulares para as curvas preparadas
em acetonitrila, indicando menores respostas cromatograficas quando
comparadas com as curvas analiticas preparadas no extrato da matriz. Ou seja,
estes sofrem maior interferéncia devido a presenca dos co-extrativos da matriz,
sendo o efeito de matriz mais pronunciado para esses compostos.

SANCHEZ-BRUNETE et al. (2005) observaram que compostos menos
polares, com maiores massa molar e ponto de ebulicdo, como os piretroides,
tiveram suas respostas cromatograficas aumentadas, quando extratos dos
brancos das matrizes foram fortificados, com padrdes desses compostos, e
analisados.

Essa observacéo explica o efeito de matriz mais pronunciado em relacéo
a deltametrina. Este composto é um inseticida do grupo quimico dos
piretroides, e é muito influenciado pelo efeito de matriz, j& que possui elevada
massa molar, o que dificulta a volatilizacdo do mesmo. Consequentemente,
menor quantidade deste analito € introduzida na coluna cromatogréafica quando
preparado em solvente puro, produzindo menores respostas cromatograficas.

Durante injecdes de solucdes-padrao, observou-se nos cromatogramas,
gue os picos referentes ao composto thiamethoxam apresentavam uma calda,
0 que dificultou a integragcdo dos mesmos. Por isso, a quantificacdo deste
composto pode ter sido comprometida, gerando erros e afetando os resultados
referentes a avaliacdo do efeito de matriz. Além disso, o thiamethoxam, assim
como a deltametrina, possui uma grande massa molar, o que dificulta sua
volatilizagdo. Com isso, as moléculas do mesmo interagem com 0s sitios ativos
do insertor, acarretando a chegada de um menor nimero de moléculas na
coluna cromatografica, quando as solucbes-padrdo sdo preparadas em
solvente puro.

Comparando-se as duas curvas analiticas, como mostrado na Figura
27., quando somente o coeficiente angular muda, os componentes da matriz
contribuem para introduzir nos resultados um erro sistematico proporcional.
Quando somente o coeficiente linear varia, significa que existe um erro
sistematico constante (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2003).

Como as equacOes de reta das curvas analiticas referentes aos

agrotoxicos atrazina e triadimenol apresentaram coeficientes lineares
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diferentes, e relativos aos agrotoxicos thiamethoxam e deltametrina
apresentaram coeficientes angulares e lineares distintos, avaliaram-se esses
erros como sistematicos. Para isso, devemos levar em consideracdo 0s
coeficientes angulares e os coeficientes lineares das equacfes de reta das
curvas analiticas referentes a estes compostos obtidas pela analise de
solucbes-padrao preparadas em extratos da matriz e em solvente puro. Estes

valores se encontram na Tabela 10.

Tabela 10. Coeficientes angulares e coeficientes lineares das curvas analiticas
obtidas pela andlise de solu¢des-padrdo preparadas em extratos da matriz e
em solvente puro

Extrato da matriz Solvente puro
Agrotoxico Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
angular linear angular linear
Atrazina 0,0003 0,0757 0,0004 0,0488
Thiamethoxam 0,0112 0,0242 0,0050 0,0090
Triadimenol 0,0010 0,0863 0,0011 0,0218
Deltametrina 0,0144 -0,1571 0,0042 0,0548

Desta forma, calculou-se a raz&do entre os coeficientes angulares e a
razao entre os coeficientes lineares das equacodes de reta das curvas analiticas
provenientes da injecdo e analise das solucdes-padrao preparadas no extrato

da matriz e em solvente puro (Tabela 11.).

Tabela 11. Razao entre os coeficientes angulares e razdo entre os coeficientes
lineares das curvas analiticas obtidas pela andlise de solugbes-padrao
preparadas em extratos da matriz e em solvente puro

Agrotoxico Razao entre os coeficientes Razao entre os coeficientes
angulares (extrato da matriz/ lineares (extrato da matriz/
solvente puro) solvente puro)
Atrazina - 1,55
Thiamethoxam 2,24 2,69
Triadimenol - 3,96
Deltametrina 3,43 -2,87

Quando a razéo entre os coeficientes angulares for superior a 1,00, o
efeito de matriz é considerado positivo. Caso esta razao seja inferior a 1,00, ha
indicacao de que o efeito de matriz seja negativo (PINHO et al., 2009).

Em relacdo ao thiamethoxam e a deltametrina, houve aumento desta
resposta em 124% e 243%, respectivamente. Ou seja, constatou-se efeito de

matriz positivo para esses agrotoxicos.
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Considerando a relacdo entre os coeficientes lineares, o aumento da
resposta cromatografica foi de 55%, 169% e 296% para o0s agrotdxicos
atrazina, thiamethoxam e triadimenol, respectivamente, e a diminuicdo desta
resposta foi de 187% para a deltametrina.

Esses resultados podem ser melhor visualizados na Figura 28., onde foi
determinada a porcentagem de aumento da resposta cromatografica dos
agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, em diferentes
concentracdes, segundo a férmula: % = [(Amatriz - Asolvente)/Asolvente] X 100, onde:
Amariz = média das razbes das areas do pico correspondente ao agrotoxico
sobre as areas do pico correspondente ao padrdo interno (areaagrotsxico/areapr),
em solugéo-padréo preparada em extrato da matriz;

Asonvente = Média das razdes das areas do pico correspondente ao agrotéxico
sobre as areas do pico correspondente ao padrao interno (areaagrotsxico/areap),

em solucéo-padrdo preparada em solvente puro.
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Figura 28. Porcentagem de variacdo da resposta cromatografica dos
agrotoxicos (A) atrazina, (B) thiamethoxam, (C) triadimenol, (D) deltametrina,
quando preparadas em extratos de abacaxi em relacdo as preparadas em
solvente puro.

Para a atrazina, observa-se efeito de matriz negativo em relacdo as
concentracdes 300,0; 400,0 e 500,0 pg L™, e baixo efeito de matriz para as
concentracdes 200,0 e 250,0 pg L™, introduzidos pelos componentes dos

extratos de abacaxi.
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Para o thiamethoxam, verifica-se efeito de matriz positivo (estimado pela
razdo dos coeficientes angulares), sendo este alto para as concentracdes
estudadas, onde a porcentagem de variacdo da resposta cromatogréafica foi de
aproximadamente 124 %, resultado este similar ao encontrado pela razdo dos
coeficientes angulares, em relacédo a este composto.

Para o triadimenol, verifica-se efeito de matriz positivo, sendo este
considerado baixo para as concentracées 250,0 e 500,0 ug L™.

Para a deltametrina, verifica-se efeito de matriz positivo (estimado pela
razdo dos coeficientes angulares) em relacdo as concentracbes 50,0; 100,0;
250,0 e 500,0 pg L™, sendo este alto para estas concentracdes. A porcentagem
de variacdo da resposta cromatogréfica foi de aproximadamente 243 %, para
as concentragcdes mais altas, resultado este similar ao encontrado pela razéao
dos coeficientes angulares em relacdo a este composto.

Segundo HAJSLOVA et al. (1998), o efeito de matriz é maior para as
baixas concentracdes de agrotoxicos. Resultados obtidos neste trabalho
mostram que para oS agrotoxicos atrazina e triadimenol esta afirmagéo é
verdadeira.

Mas, em relacdo a deltametrina, o efeito de matriz aumentou com o
aumento da concentracdo deste composto. Estudo realizado no LAQUA para
este composto em figado de boi (SILVA, 2008), mostrou resultados
semelhantes aos obtidos para abacaxi.

Dessa forma, conclui-se que, para 0s quatro agrotoxicos, 0s
componentes da matriz contribuem para introduzir nos resultados um erro
sistematico proporcional. Além disso, verifica-se um erro sistematico constante.

De forma geral, considerando o efeito de matriz como uma competicdo
entre os componentes da matriz, no caso entre os componentes do abacaxi e
entre os agrotoxicos, 0s quais séo introduzidos no sistema de injecdo, a ordem
crescente de efeito de matriz, levando em consideracao a contribuicdo total dos

erros foi atrazina < triadimenol < thiamethoxam < deltametrina.
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5.2.5. Aplicacado da técnica ESL-PBT em amostras de abacaxi

A técnica ESL-PBT otimizada e validada foi aplicada em duas amostras
de abacaxi, cultivar ‘Pérola’, procedentes das cidades Marataizes (ES),
Miracema do Tocantins (TO) e Monte Alegre de Minas (MG).

Pela analise dos extratos obtidos de polpa de abacaxi analisados, néo
foi constatada a presenca de residuos de nenhum dos agrotéxicos estudados.

5.3. Dispersdo de matriz em fase sélida

5.3.1. Otimizacao da técnica de extracao por dispersdo de matriz em fase

solida

A dispersao de matriz em fase sélida € uma técnica onde a extracao dos
agrotoxicos de uma matriz sOlida e o clean up dos extratos ocorrem
simultaneamente (KRISTENSON et al., 2006). Esta técnica tem sido aplicada
em amostras solidas e semi-sdlidas, como tecidos de animais, frutas e
vegetais.

Com o objetivo de comparar a técnica ESL-PBT otimizada e validada,
com a técnica de extracao por DMFS, esta ultima foi também otimizada.

A fase estacionaria, o adsorvente, e 0 solvente de eluicéo, o eluente, sdo
parametros criticos, nesta técnica de extracdo. Por isso, primeiramente

avaliaram-se o adsorvente e o eluente ideal a serem utilizados na técnica.

5.3.1.1. Avaliacdo do adsorvente para a técnica de extracdo por DMFS

Neste estudo, foram avaliados trés adsorventes de polaridades distintas,
sendo o florisil e a silica os mais polares, e 0 C8 o menos polar. Os resultados
obtidos na extracdo dos agrotoxicos variando estes adsorventes sdo mostrados

na Figura 29. e na Tabela 12.
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Figura 29. Influéncia de adsorventes utilizados na técnica de extracdo por
DMFS na porcentagem de recuperacao dos agrotéxicos.

Tabela 12. Porcentagens de recuperacao, R (%), e respectivos desvios-padrao,
DP, obtidos pela andlise de extratos obtidos de amostra de abacaxi fortificada
com os agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina, onde se
avaliou o adsorvente

Adsorvente Atrazina Thiamethoxam  Triadimenol Deltametrina
R (%) DP R (%) DP R (%) DP R (%) DP

Florisil 26,5 0,3 101,0 6,8 56,4 1,5 33,4 4,7
C8 24,3 0,5 31,7 1,0 36,8 9,8 20,7 10,1

Silica 32,0 3,6 87,9 5,2 77,6 12,5 61,6 1,8

O uso da silica como adsorvente proporcionou as maiores taxas de
extracdo dos agrotoxicos atrazina, triadimenol e deltametrina. Estes compostos
interagem fracamente com a superficie da silica, principalmente os dois
altimos, que sd@o mais hidrofébicos, e por isso o0 acetato de etila solubilizou
estes agrotoxicos mais facilmente (LING & HUANG, 1995).

Por outro lado, o C8 forneceu os resultados mais baixos de extrac&o
para 0s quatro agrotoxicos, quando eluidos com acetato de etila. Isso pode ser
explicado pela forte interacdo dos mesmos com este adsorvente. Este
resultado foi semelhante ao observado por PINHO et al. (2009a), que
encontraram baixos valores de recuperagcdo para um organofosforado e
piretroides em tomate, usando o adsorvente C8 e acetato de etila como
eluente.

Avaliando-se a qualidade dos cromatogramas, percebe-se que agueles
obtidos de extratos em que o adsorvente silica foi usado sdo mais puros. Ou
seja, ha presenca de um numero menor de co-extrativos se comparado aos
cromatogramas obtidos de extratos onde se utilizou florisii e C8 como

adsorvente.
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Portanto, optou-se utilizar o adsorvente silica na técnica de extracao por
DMFS.

5.3.1.2. Avaliacao do eluente para a técnica de extracdo por DMFS

Uma etapa importante na extracdo de agrotdéxicos e no clean up de
extratos, utilizando a técnica de extragdo por dispersdo de matriz em fase
soOlida, é a escolha do eluente. Muitos trabalhos tém mostrado eficiéncia da
técnica, com o uso de acetato de etila (NAVARRO et al., 2002; DOREA e
LOPES, 2004) e da mistura de hexano:acetona (9:1) (LING & HUANG, 1995)
como eluentes.

Os resultados obtidos na extragcdo dos agrotoxicos utilizando esses

eluentes sdo mostrados na Figura 30. e na Tabela 13.
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Figura 30. Influéncia do eluente utilizado na técnica de extracdo por DMFS na
porcentagem de recuperacao dos agrotoxicos.

Tabela 13. Porcentagens de recuperacdo, R (%), e respectivos desvios-
padrdo, DP, obtidos pela andlise de extratos obtidos de amostra de abacaxi
fortificada com os agrotéxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e
deltametrina, onde se avaliou o eluente

Eluente Atraz. Thiam. Triad. Delta.

R(%) DP R(®%) DP R(%) DP R (%) DP

Acetato de etila 320 36 879 52 776 125 616 1,8
Hexano:acetona (9:1) 32,8 2,7 196 14 68,2 2,0 24,7 7,2

O uso de acetato de etila como eluente levou a obtencdo de
porcentagens de recuperagcdo maiores para 0s agrotoxicos thiamethoxam e
deltametrina, em relacdo a mistura extratora hexano:acetona (9:1). J4, os

resultados obtidos para a extragcdo dos agrotoxicos atrazina e triadimenol
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utiizando acetato de etila e a mistura hexano:acetona como eluente, séo
estatisticamente iguais, ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.
Portanto, optou-se utilizar como eluente o solvente acetato de etila na

técnica de extracdo por DMFS.

5.3.1.3. Planejamento fatorial 2°

Para verificar os efeitos que alguns fatores provocam nos resultados dos
experimentos, pode ser realizada uma otimizacado univariada, onde um unico
fator € alterado e avaliado separadamente em cada experimento, enquanto 0s
demais fatores permanecem inalteraveis.

Porém, é relevante que todos os fatores sejam variados
simultaneamente, para avaliar a existéncia de possiveis interacdes entre eles
(EIRAS e ANDRADE, 1996). Tal avaliacdo pode ser obtida pela realizacdo de
um planejamento fatorial 23.

Por isso, este planejamento foi escolhido para avaliar simultaneamente a
influéncia dos fatores: (1) proporcéo entre adsorvente e amostra, (2) utilizacéo
de co-coluna e (3) utilizacdo de ultra-som.

A propor¢cdo entre as quantidades de adsorvente e amostra deve ser
avaliada, pois pode influenciar na eficiéncia da extracdo dos agrotoxicos, e tem
sido definida experimentalmente em estudos utilizando a DMFS.

Em alguns casos, o eluato da coluna utilizada na DMFS se encontra
satisfatoriamente limpo para ser injetado diretamente no cromatografo, porém
na maioria das vezes os interferentes devem ser removidos com uma
purificacdo adicional, colocando-se uma fase sdlida, como por exemplo,
alumina, florisil, silica, C8, C18, no cartucho utilizado na DMFS antes de
adicionar a mistura adsorvente/amostra (DOREA & LANCAS, 1999). Como o
abacaxi possui muitos co-extrativos, avaliou-se a presenca de co-coluna
constituida de florisil, como auxiliar no clean up.

Estudos realizados por PINHO (2007) mostraram que o emprego do
banho ultra-sénico durante a extracdo influenciou na extracdo de agrotéxicos
em tomate, utilizando a técnica de extracdo por dispersdo de matriz em fase
sélida, onde o rendimento da extragdo para o clorpirifés, A-cialotrina e
cipermetrina aumentaram, respectivamente, em 16,88%, 8,08% e 8,83%,

sendo este o motivo de se avaliar tal fator.
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Conforme descrito no item 4.2.4.3., a execucao do planejamento fatorial
2° consistiu em realizar oito ensaios, num total de dezesseis experimentos, e
registrar as porcentagens de recuperacdo para cada agrotoxico, em todas as
possiveis combinacdes dos fatores F(1), F(2) e F(3) e dos niveis (-) e (+). Na
Tabela 14., estdo dispostas as porcentagens de recuperacdo obtidas em cada

ensaio para as amostras de abacaxi fortificadas.

Tabela 14. Porcentagens de recuperacdo dos agrotoxicos e desvio-padrdo
relativo obtidos dos experimentos do planejamento fatorial 2° para amostras de
abacaxi

Fatores originais (Porcentagem de ecuperacéo
(DPR) (%))

Experimentos Adsorvente/ Co-  Ultra- Atraz. Thiam. Triad. Delta.
amostra coluna som

1) (2) 3)

le?2 1:1 sem sem 22,1 100,2 97,1 91,1
7,9 (1,8) 3,1) (1,1

3e4 1.2 sem sem 31,2 96,7 62,4 93,9
(2,797 (155 (9,3) (17,8

5e6 1:1 com sem 42,1 100,1 122,0 91,0
(6,5 (12,3) (2,2) (5,3

7e8 1:2 com sem 40,4 100,8 106,7 76,5
(23,00 (8,3) (17,00 (17,3)

9e10 11 sem com 39,1 93,6 54,9 89,7
(8,8) 5,2) (15,2 (5,5

11e12 1:2 sem com 26,3 1206 82,9 75,4
17,1 4,3 9,7 (14,5

13e 14 1:1 com com 33,3 109,3 120,5 86,9
(11,8) (8,2) (13,4 (5,98

15e 16 1.2 com com 359 91,4 105,7 76,8

(2,1) (7,00 (18,1) (14,2)

As porcentagens de recuperacdo de cada um dos 16 experimentos
foram tratadas estatisticamente com o objetivo de avaliar a influéncia de cada
um dos fatores isoladamente bem como as intera¢des entre os fatores.

A Tabela 15. mostra a porcentagem de recuperacdo média, o erro da
média, e os efeitos de cada fator e das interacdes entre os fatores, na extracéo
de cada um dos agrotéxicos. Como os ensaios foram realizados em duplicata,
pbde-se estimar também o erro experimental associado a cada efeito, e a partir
desse, avaliar a significancia estatistica dos fatores sobre a porcentagem de

recuperacao de cada agrotoxico.

74



Resultados e Discussao

Tabela 15. Porcentagens de recuperacdo média (+ erro da meédia), efeitos de
cada fator e das interacfes entre os fatores (+ estimativa do erro experimental)
na extracdo de cada um dos agrotoxicos, obtidos nos experimentos do
planejamento fatorial 2% para amostras de abacaxi

Atraz. Thiam. Triad. Delta.
Recuperacdo média 33,8+0,9 101,6+22 94,030 851+24
Adsorvente/amostra (1) -0,7+1,8 16+44 -92x6,0 -9,0+4,8
Co-coluna (2) 8,2+1,8* -23x4,4 39,4 +6,0% -4,8+£4,8
Ultra-som (3) -0,3+1,8 43+44 -6,0+6,0 -5,9+4,8
Q) e (2 12+18 -102+44 -58+6,0 -3,3+4,8
1) e 3 -4,4 +1,8* 30+£4,4 158+6,0* -3,2+4,8
(2) e (3) -6,4 + 1,8* 44+ 44 48+6,0 40+4,8
QD) e (2 e (3 6,6 +1,8* -12,3+44* -15,6+6,0* 54+4,8

*(Em negrito) Efeitos significativos ao nivel de 95% de confianca pelo teste t (tiapelado = to0s: 8 =
2,306).

Para decidir quais efeitos calculados sao significativamente diferentes de
zero, realizou-se o teste “student” (teste t) para o = 0,05 e v = 8. No nivel de
95% de confianga o valor de t correspondente a 8 graus de liberdade é 2,306.
Isso implica que, somente o0s efeitos cujos valores de t (tcaculado) fOoram maiores
que 2,306 (twapelado), foram considerados significativos.

Verificou-se que a utilizacdo de adsorvente e amostra, na proporcéo 1:2,
e ultra-som nao influenciou significativamente na porcentagem de recuperagao
dos agrotéxicos utilizando a técnica de extracdo por DMFS, ao nivel de 95% de
probabilidade, pelo teste t.

Em relacdo ao agrotoxico atrazina foi observada a existéncia de efeitos:
principal, de segunda ordem e de terceira ordem, sendo esses dois Ultimos
decorrentes da interacdo entre os fatores estudados. A utilizagcdo de co-coluna
elevou a porcentagem de recuperacdo em 8,2%, sendo este efeito mais
pronunciado quando ndo se utilizou o ultra-som, ou seja, houve aumento de
14,6% sem utilizagao do ultra-som, e aumento de 1,9% com utilizagao de ultra-
som. Estes efeitos de interacdo podem ser mais facilmente visualizados

avaliando os valores médios mostrados na Figura 31.
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LOM 1 41,29% 34,6 %
Co-coluna - 14,6 % 1,9 %
com | 26,6% 32,7 %

sem Ultra-som  com

Figura 31. Diagrama para interpretagdo dos efeitos decorrentes da interagéao
entre os fatores co-coluna e ultra-som observados no planejamento fatorial 2°
em relacao a atrazina.

Os maiores rendimentos (41,2%, em média) sdo obtidos utilizando co-
coluna e ndo utilizando ultra-som na técnica DMFS para extracdo do agrotoxico
atrazina.

A utilizacdo de ultra-som proporcionou um aumento na porcentagem de
recuperacdo em 4,1%, quando a proporcdo adsorvente/amostra foi 1:1, e uma
queda na porcentagem de recuperacdo de 4,7%, quando a proporcao
adsorvente/amostra foi 1:2. Estes efeitos de interagcdo podem ser visualizados

com os valores médios mostrados na Figura 32.

Lom 1 36,29 31,1%
Llitra-som A 4,1% -4.7%
cern | 321% 35,8%

1-1 Adsorventes 1.2
amostra

Figura 32. Diagrama para interpretagdo dos efeitos decorrentes da interagéao
entre os fatores adsorvente/amostra e ultra-som observados no planejamento
fatorial 2% em relacéio a atrazina.

Os maiores rendimentos (36,2%, em média) sdo obtidos utilizando
proporgdo adsorvente/amostra 1:1 e ultra-som na técnica DMFS para extragédo

do agrotoxico atrazina.
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No entanto, quando se analisou o efeito de terceira ordem proveniente
da interacdo dos trés fatores simultaneamente, observou-se que a utilizacéo de
co-coluna levou a um aumento na porcentagem de recuperacdo em 20,0%,
quando a propor¢ao adsorvente/amostra foi 1:1, sem utilizar o ultra-som, e uma
queda de 5,8%, quando o ultra-som foi empregado. Estes efeitos de interacao

podem ser visualizados com os valores médios mostrados na Figura 33.

Adsorvente/
11 amostra L
| | |
COM 1 4219 33,3%
Co-coluna - 20,0% -5,8%
corm 4 22.1% 39,1%

sem Ultra-som com

Figura 33. Diagrama para interpretacdo dos efeitos decorrentes da interacéo
entre os fatores adsorvente/amostra, co-coluna e ultra-som observados no
planejamento fatorial 2° em relacdo a atrazina.

Em relacdo ao agrotoxico thiamethoxam foi observada a existéncia de
efeito de terceira ordem. Quando se analisou este efeito, observou-se que a
utilizacao de co-coluna leva a um aumento na porcentagem de recuperagcédo em
4,1%, quando a proporcao adsorvente/amostra foi 1:2, sem utilizar o ultra-som,
e uma queda de 29,2%, quando o ultra-som foi empregado. Estes efeitos de
interacdo podem ser visualizados com os valores médios mostrados na Figura
34.
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Adsorvente/
: amPStra :
COM 1 100,8% 91,4%
Co-coluna - 4,1% -29,2%
sem 96,7% 120,6%

sem Ultra-som com

Figura 34. Diagrama para interpretacao dos efeitos decorrentes da interacéo
entre os fatores adsorvente/amostra, co-coluna e ultra-som observados no
planejamento fatorial 2% em relacdo ao thiamethoxam.

Em relagdo ao agrotoxico triadimenol foi observada a existéncia de
efeitos: principal, de segunda ordem e de terceira ordem. A utilizacdo de co-
coluna elevou a porcentagem de recuperacao em 39,4%.

A utilizagdo de ultra-som proporcionou uma queda na porcentagem de
recuperacdo de 20,9%, quando a proporgédo adsorvente/amostra foi 1:1, e um
aumento na porcentagem de recuperagcdo em 9,7%, quando a propor¢cao
adsorvente/amostra foi 1:2. Estes efeitos de interacdo podem ser visualizados

com os valores médios mostrados na Figura 35.

COM 1 88,7% 94,3%
Lltra-som 4 -20,9% 9,7%
cern | 109,6% 84,6%

11 Adsorventef 1.2
amostra

Figura 35. Diagrama para interpretacao dos efeitos decorrentes da interacéo

entre os fatores adsorvente/amostra e ultra-som observados no planejamento
fatorial 2° em relacéo ao triadimenol.
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Os maiores rendimentos (109,6%, em média) sdo obtidos utilizando
propor¢cao adsorvente/amostra 1:1 e ndo utilizando ultra-som na técnica DMFS
para extracdo do agrotoxico triadimenol.

Quando se analisou o efeito de terceira ordem, observou-se que a
utilizacdo de ultra-som provocou queda na porcentagem de recuperacdo em
42,2%, quando a proporcdo adsorvente/amostra foi 1:1 e ndo se utilizou a co-
coluna, e em 1,5 %, quando a co-coluna foi empregada. Estes efeitos de
interacdo podem ser visualizados com os valores médios mostrados na Figura
36.

. Adsorvente/ _
: amostra .
1 | 1
LOM 1 549% 120,5%
Litra-som 4 -42,2% -1,5%
sern 4 97.1% 122,0%

sem Co-coluna com

Figura 36. Diagrama para interpretacao dos efeitos decorrentes da interacéo
entre os fatores adsorvente/amostra, co-coluna e ultra-som observados no
planejamento fatorial 2% em relacao ao triadimenol.

Em relagdo ao agrotoxico deltametrina, ndo foi observada a existéncia
de efeitos principais, de segunda ordem e de terceira ordem.

A presenca de co-coluna, além de influenciar na porcentagem de
recuperacdo dos agrotdxicos atrazina, thiamethoxam e triadimenol, afeta
qualitativamente os cromatogramas. Comparativamente, 0s cromatogramas
dos extratos em que foi utilizada a co-coluna apresentaram menos picos
desconhecidos, correspondentes aos componentes da matriz, em relagéo
agueles em que a co-coluna ndo foi utilizada. Observou-se também, um
decaimento da linha de base e uma reducéo de ruidos da mesma. A Figura 37.

mostra tais cromatogramas.
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Figura 37. Cromatogramas de extratos obtidos pela utilizacdo da técnica de
extracdo por DMFS: (A) sem utilizacdo de co-coluna e (B) com utilizacao de co-
coluna.

Portanto, usar silica na propor¢cdo adsorvente/amostra 1:1, utilizar florisil
como co-coluna e nao deixar o cartucho no ultra-som foram as melhores
condicOes para andlise dos agrotéxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e

deltametrina extraidos pela técnica DMFS de amostras de abacaxi.

5.3.2. Metodologia otimizada

A técnica de extracdo por dispersdao de matriz em fase sélida para
extracdo dos agrotoxicos atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina de
amostras de abacaxi foi otimizada. Além disso, foram determinadas as
condi¢des Otimas para identificacdo e quantificacdo desses compostos.

Propbe-se como metodologia otimizada: macerar em capsula de

porcelana 1,0000 g de abacaxi e 1,0000 g de silica até completa dispersao da
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matriz. Em seguida, a mistura é transferida para um cartucho contendo 1,0000
g de sulfato de sédio anidro, e co-coluna constituida de 0,5000 g de florisil,
retidos por camada de papel adsorvente. Sao adicionados 10,0 mL de acetato
de etila ao cartucho, em duas por¢des de 5,0 mL, sendo que a eluicdo ocorre
numa vazdo de aproximadamente 0,5 mL min™®. Ao extrato coletado,
acrescentam-se 100,0 uL de solucdo de bifentrina na concentracédo de 1,0 mg
L. O solvente é evaporado sob corrente de ar, e o extrato recuperado em 1,0
mL de acetonitrila, sendo armazenado em frasco de vidro no freezer, até o

momento da analise.

5.4. Comparacao das técnicas ESL-PBT e DMFS

A dispersdo de matriz em fase sélida (DMFS) € uma técnica que tem
sido muito utilizada em analise de matrizes complexas, pois agrupa em uma
Gnica etapa a extracdo dos analitos e o clean up dos extratos (KRISTENSON et
al., 2006).

Por esses motivos, os resultados obtidos pela técnica extracdo soélido-
liguido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) foram comparados com
os resultados obtidos pela DMFS. A Tabela 16. mostra as porcentagens de
recuperacao dos agrotoxicos pelas duas técnicas, calculadas para amostras de
abacaxi fortificadas com 1,67 ug g* de atrazina e triadimenol, e 0,33 pg g* de

thiamethoxam e deltametrina.

Tabela 16. Porcentagens de recuperacdo dos agrotoxicos e seus respectivos
desvios-padrdo empregando as técnicas ESL-PBT e DMFS

Método Atrazina Thiamethoxam  Triadimenol Deltametrina
ESL-PBT 58,8+4.4 93,3+0,4 958+1,8 108,2 + 3,0
DMFS 421 +2,7 100,1 + 12,4 1220+ 2,7 91,0+4,9

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 16., pode-se
verificar que a técnica ESL-PBT proporcionou maiores porcentagens de
extragdo para 0s compostos atrazina e deltametrina, e taxas de recuperagao
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estatisticamente iguais, ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t, para o
agrotoxico thiamethoxam.

Embora na técnica de extracdo por DMFS se utilize uma quantidade de
amostra trés vezes menor que na ESL-PBT (3,0000 g : 1,0000 g) é necessario
que o extrato final na DMFS seja concentrado dez vezes (10,0 mL : 1,0 mL).
Desta forma os interferentes estdo mais concentrados na DMFS.

Comparativamente, os cromatogramas dos extratos obtidos utilizando-se
a técnica ESL-PBT apresentaram menos picos desconhecidos,
correspondentes aos componentes da matriz, proximos aos tempos de
retencdo dos compostos analisados, em relacdo aos obtidos pela técnica de
extracdo por DMFS.

Portanto, a técnica extracdo solido-liquido com particio em baixa
temperatura € uma alternativa de extracdo dos agrotoxicos atrazina,
thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em amostras de abacaxi,
proporcionando resultados qualitativos mais satisfatérios, quando comparado
com a técnica de extracao por dispersao de matriz em fase soélida. Além disso,
a técnica ESL-PBT proporciona altas porcentagens de recuperagao, exceto
para 0 agrotoxico atrazina, mas dentro do intervalo aceitavel (50 e 120%),

devido a complexidade da amostra.
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6. CONCLUSOES

A metodologia ESL-PBT para extracdo de residuos de agrotoxicos em
amostras de abacaxi e analise por CG/DCE resultou em um método simples,
eficaz e de baixo custo. As porcentagens de recuperacéo foram superiores a
90%, exceto para a atrazina. A grande vantagem desta técnica € o baixo
consumo de solventes para a extracdo dos agrotéxicos. A etapa de clean up
com florisil foi necesséaria para remover co-extrativos presentes nos extratos
provenientes do abacaxi. A modificagdo da polaridade da fase extratora,
constituida de acetonitrila, adicionando pequena quantidade de acetato de etila
favoreceu a extracdo dos agrotdxicos. Entretanto, o aumento da forca ibnica
ndo provocou mudanca significativa na porcentagem de extracdo dos
agrotoxicos.

A metodologia ESL-PBT ¢€ eficiente para a extracdo dos residuos de
atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em abacaxi, com limites de
quantificacdo abaixo dos limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos
pela Unido Européia para estes agrotoxicos neste tipo de matriz, com excecao
a atrazina.

Os componentes da matriz influenciam na quantificacdo dos agrotéxicos
em analises por cromatografia gasosa, ou seja, observou-se o efeito da matriz.
Os compostos thiamethoxam e deltametrina sofrem maior interferéncia devido
a presenca dos co-extrativos da matriz, sendo o efeito de matriz mais
pronunciado para esses compostos. Ja para a atrazina e para o triadimenol, a
presenca dos componentes da matriz ndo interferiu, significativamente, em
suas analises cromatograficas.

Nao foi encontrado residuo dos agrotdxicos atrazina, thiamethoxam,
triadimenol e deltametrina em amostras de abacaxi, empregando-se a

metodologia ESL-PBT otimizada e validada.
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Na otimizacdo da técnica de extracdo por DMFS foram avaliados o
adsorvente, o eluente, e um planejamento fatorial 2°® para analisar o
comportamento simultaneo dos fatores. A eficiéncia da extragdo foi melhor
guando a proporgcao adsorvente/amostra 1:1 e co-coluna foram utilizadas, sem
utilizacao de ultra-som.

Comparando qualitativa e quantitativamente as técnicas ESL-PBT e
DMFS, conclui-se que a técnica ESL-PBT proporcionou resultados mais
satisfatorios que a técnica de extracdo por DMFS na extracdo dos agrotoxicos
atrazina, thiamethoxam, triadimenol e deltametrina em amostras de abacaxi e
analise por CG/DCE.
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