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RESUMO

A presencga de residuos de pesticidas em alimentos constitui um grande
risco a saude da populagdo, tornando-se necessario o estudo de metodologias
analiticas para analises multirresiduos de pesticidas. Foi desenvolvido um
procedimento baseado na dispersdo da matriz em fase sélida para a extragdo dos
pesticidas dimetoato, parationa metilica, malationa, tebuconazol e cipermetrina
(cis), avaliando-se diferentes paréametros experimentais, tais como: selegdo do
solvente para elui¢ao, escolha do adsorvente, do volume de solvente para eluicao
e da proporgdo amostra/adsorvente foram otimizados para a extragdo dos
principios ativos selecionados da matriz de tomate. Experimentos de recuperagao
foram realizados com amostras de tomate fortificadas com os pesticidas. Os
extratos foram analisados por GC-MS utilizando coluna capilar DB-5, inje¢ao no
modo splitless e operando no modo SIM, selecionando dois ou trés ions de cada
pesticida. O solvente apropriado foi o diclorometano, devido a limpeza do extrato
final e aos valores de recuperagao obtidos. Resultados experimentais demonstram
que 20 mL de diclorometano é suficiente para a extracdo dos pesticidas no
tomate. Extragées com diferentes adsorventes evidenciaram que alumina neutra
na proporgéo de 4:1 (m:m) € a mais adequada. A combinagédo alumina + Florisil
apresentou extratos mais limpos. Os valores de recuperagao obtidos variaram de
77,3 £ 9,2 a 100,1 + 18,5 para os pesticidas selecionados, com limites de
quantificacdo de 0,031 a 0,060 mg.kg™. A quantificagdo foi efetuada pelo método
do padrdo externo (0,1-2,0 mg.kg?) As amostras comerciais de tomate

apresentaram residuos dos pesticidas dimetoato, parationa metilica e malationa.

PALAVRAS CHAVE: Pesticidas, tomate, MSPD
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ABSTRACT

A simple extraction method based on matrix solid-phase dispersion (MSPD)
was developed for the determination of methamidophos, dimethoate, methyl
parathion, malathion, tebuconazole and cypermethrin in tomato using gas
chromatography-mass spectrometry and selected ion monitoring (GC-MS, SIM).
Different parameters of the method were optimized, such as type of solid phase
used, the amount of solid phase and eluent. The experimental results show that
the combination of alumina-Neutral (4:1) and 20 mL of dicloromethane makes this
extraction column suitable for a complex matrix such as tomato. Besides, cleanest
extracts are obtained using alumina-Neutral + florisil. The method was validated
with fortified tomato samples at different concentration levels (0.10 - 2.0 mg/kg).
Average recoveries ranged from 77.3% to 100.1% with relative standard deviation
between 9.2% and 18.5%. The pesticide residues were quantified by using the
external standard method. Quantification limits ranged from 0.03 to 0.06 mg/kg for
the tomato. Commercial samples of tomato were analysed and residues of

dimethoate, methyl-parathion and malathion were found at levels below the MRLSs.

KEYWORDS: pesticides, tomato, MSPD



1. INTRODUCAO

Foram nas trés primeiras décadas do século XX que se deu a difusao
mundial da primeira geragédo dos inseticidas, a dos produtos inorgéanicos,
botanicos e organo-minerais (DOREA, 2000). A entrada definitiva dos
pesticidas no dia-a-dia do homem e consequentemente no meio ambiente foi
a partir das décadas de 40 e 70 com o pacote tecnolégico da Revolugao
Verde! (PINHEIRO, 2004). Porém no Brasil, foi na década de 70 que houve
a grande expansao na producdo e no uso de pesticidas, em razdo dos
incentivos para a produgdo agricola e a politica de exportagdo (DOREA ,
1999).

Os pesticidas de maneira geral sdo substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, destinadas a matar, controlar ou combater as pragas, tudo aquilo
que ataca, lesa ou transmite enfermidades as plantas, aos animais e ao
homem (DOREA, 1999). Estes produtos foram desenvolvidos no decorrer
dos ultimos cem anos com a finalidade de proteger o homem contra
organismos nocivos (FELLENBERG, 1980).

O continuo crescimento da populacdo mundial, a qual estd estimada
em 6,2 bilhdes de habitantes, induz a preocupacao com a quantidade de
alimentos que deverao ser produzidos nas préximas safras. Estima-se que
30 a 40% dos alimentos que poderiam ser potencialmente produzidos s&o
perdidos anualmente por ataques de pragas e doengas, atingindo
impressionantes US$ 300 bilhées em perdas (BASTOS, 2004).

A melhoria no rendimento da produgéo agricola ndo requer apenas o
uso adequado de fertilizantes; exige também um controle rigoroso de
pragas, tais como: insetos, fungos e ervas daninhas. Para tanto, dispde-se
de uma grande quantidade de principios ativos que isolados ou em mistura,
que é obtida combinando-se dois ou mais principios ativos diferentes,

constituindo um grande numero de formulagdes que sdo empregadas como:

! Pacote composto de um conjunto de praticas e insumos agricolas necessarios para
assegurar niveis crescentes de produtividade (PINHEIRO ,2004)



inseticidas, fungicidas, herbicidas, etc. O uso dos pesticidas permitiu a um
consideravel aumento na produgdo agricola por combater e evitar a
proliferagdo de pragas. Porém, o uso incorreto acarreta grandes problemas
ao ambiente, contaminando solos, rios , lencodis freaticos e a atmosfera.

Atingindo assim, de forma direta ou indireta a saude do ser humano, seja

pelo contato direto com o0s pesticidas durante a fabricagdo, aplicagdo em
culturas agricolas e pastagens, no armazenamento, na limpeza dos
utensilios utilizados na preparagao e aplicagdes, na eliminagdo das sobras
apos aplicagdes ou de forma indireta através do consumo de alimentos que
apresentam residuos acima dos valores permitidos pela legislagdo ou pela

ingestédo de agua contaminada por estes produtos.

Nos alimentos, a presenga dos pesticidas pode advir da aplicagéao
direta em uma das fases da producao, no transporte ou no armazenamento
dos géneros alimenticios. A persisténcia de algumas classes de pesticidas,
os transformam em contaminantes encontrados em ambientes terrestres e
aquaticos por muitos anos, como os organoclorados (ARAUJO, 1999). Os
agricultores devem respeitar o prazo de caréncia que existe para cada
principio ativo nos diversos produtos comercializados. Cada principio ativo
possui um tempo de meia-vida para se degradar ou ser metabolizado. Se
este periodo nao for respeitado o alimento pode chegar ao consumidor
contaminado. Estas quantidades remanescentes de pesticidas nos

alimentos sao denominadas de residuos de pesticidas (SOBRINHO, 2003).

E inegéavel a importancia desses produtos na economia mundial, tendo
em vista o continuo crescimento da populagdo, garantindo a produgao de
grandes quantidades de alimentos (SOBRINHO, 2003). Porém a relagao
risco-beneficio deve ser devidamente avaliada, priorizando a escolha de
produtos com menor grau de toxidez durante a escolha de um produto que

sera aplicado em uma determinada cultura.

Em principio, qualquer forma de aplicagdo de pesticidas é sempre
acompanhada do perigo de absorgao ou ingestdo dos mesmos pelo homem
ou pelos animais, em fungao da involuntaria propagagao dos pesticidas pelo

ambiente. Ao serem absorvidos ou ingeridos pelo homem, os pesticidas



tornam-se problematicos, principalmente nos casos em que nao sao
eliminados rapidamente apos a ingestdo, ocorrendo o acumulo no
organismo. Este perigo € maior com os pesticidas facilmente soliuveis em
gorduras (pesticidas lipofilicos). No homem e nos animais estas substancias
se acumulam principalmente nos tecidos nervosos e nas gorduras. Como o
tecido adiposo (gorduroso) ndo contém enzimas, é neste local que os
pesticidas se mantém por mais tempo no organismo. Estas substancias se
acumulam até atingirem uma concentragdo varias vezes maiores que a

existente no ambiente (ar, agua, vegetais) (FELLENBERG, 1980).

Os alimentos que sé&o consumidos pelo homem na forma in natura,
principalmente aqueles que sao consumidos com a casca, constituem uma
das principais formas de contaminacgao indireta e involuntaria de pesticidas
pelo homem. A presenga de residuos em frutas e vegetais pode ser uma das
principais rotas de exposicdo do homem a estes compostos (NAVARRO,
2002). Por este motivo foram estabelecidos limites maximos de residuos?
(LMR), os quais sdo estabelecidos através de dados toxicoldgicos e da
ingestao diaria aceitavel® (IDA) em alimentos para assegurar que o0s niveis

de residuos ndo causem risco a saude da populacao.

7

O tomate é um fruto muito utilizado pelo homem, podendo ser
consumido in natura ou sob a forma de diversos produtos industrializados,
tais como: extrato de tomate, polpa, molho, suco e catchup. No Brasil, 60%
da produgao é destinado ao consumo in natura, denominado de tomate tipo
“‘mesa” e os outros 40% sao destinados ao processamento nas industrias
(AZEVEDO, 2004). Por ser um fruto muito susceptivel ao ataque de
doengas provocadas por insetos e fungos, no decorrer do periodo de
cultivo este fruto recebe aplicagdes periddicas de pesticidas, que se néao

forem aplicados de forma correta, respeitando as dosagens e os periodos de

% O Limite Maximo de Residuo é definido como a concentragdo maxima de residuos de um
pesticida para que se permita legalmente seu uso na superficie ou na parte interna de
produtos alimenticios para consumo humano e de animais (FAO/OMS, 1994)

® IDA - Dose didria que ingerida durante toda vida, parece ndo apresentar riscos

apreciaveis para a saude do consumidor, a luz dos conhecimentos atuais na avaliacdo de
uma substancia quimica (FAO/OMS, 1994).



caréncia pode apresentar um nivel de residuos acima do permitido pela

legislacéo.

As metodologias analiticas classicas, como a extragao liquido-liquido
(LLE) consomem muito tempo na analise e requer grandes quantidades de
solventes organicos e reagentes quimicos, acarretando em custos e

problemas no descarte dos materiais utilizados.

Uma das técnicas utilizadas para extracao de residuos de pesticidas é
denominada dispersdo da matriz em fase soélida (Matrix Solid-Phase
Dispersion — MSPD) que foi desenvolvida e empregada pela primeira vez
em 1989 por Barker e colaboradores, com o intuito de isolar residuos de
drogas em tecidos animais (BARKER, 1998). Esta técnica foi introduzida no
Brasil em 1998 por Dérea e Langas (DOREA, 2000) para analise de residuos
de pesticidas em frutos tropicais e que tem apresentado vantagens em
comparagao com outras técnicas, como extragao liquido-liquido e extragéo
em fase solida, por apresentar um menor consumo de solventes organicos e
ser de execugcdo mais rapida. Diante do que foi exposto, observa-se a
necessidade de desenvolver metodologias analiticas, utilizando técnicas de
extragdo mais simples e eficientes na determinagcdo de residuos de

pesticidas em alimentos.



2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacdo de
residuos de pesticidas em tomate, visando o monitoramento de residuos dos
pesticidas dimetoato, parationa metilica, malationa, tebuconazol e

cipermetrina (cis) em tomates comercializados na cidade de Aracaju.

2.2- Objetivos Especificos

o Identificar e selecionar os pesticidas utilizados na produgcédo do

tomate;

o Desenvolver um procedimento analitico para extrair residuos dos
pesticidas  selecionados utilizando a técnica de extragdo por

dispersédo da matriz em fase solida (MSPD) da matriz de tomate;

o Obter as condigbes cromatograficas para analise dos pesticidas

selecionados por GC-MS;
o Validar o método desenvolvido por MSPD e GC-MS;

o Aplicar o método desenvolvido em amostras de tomate

comercializados em Aracaju/SE.



3. JUSTIFICATIVA

Com o crescente aumento da populacdo mundial, torna-se necessario
aumentar a producdo de alimentos. Além do desenvolvimento de novas
técnicas agricolas e da mecanizagdo das lavouras, a utilizagdo dos
pesticidas de forma racional no combate a pragas nas diversas culturas
agricolas € uma necessidade para atender a esta crescente demanda de
alimentos. Os pesticidas tém sido utilizados para combater pragas e ervas
daninhas que atacam as culturas, bem como os alimentos armazenados.
Com esta finalidade, o uso de pesticidas na agricultura é oficialmente
permitido pelos érgdos governamentais, apos registro de suas formulagdes
para as diversas culturas nas quais serdo utilizados (BARRETTO et al,1996).

A utilizag&o racional dos pesticidas, associada com as boas praticas
agricolas, requer um bom nivel de esclarecimento das pessoas envolvidas
diretamente ou indiretamente na utilizagdo destes produtos nas diversas
culturas agricolas, sobre toda a problematica em questdo. Quando estes
produtos s&o utilizados de forma excessiva ou de maneira inadequada, n&o
sendo respeitada a dosagem correta do pesticida para o tipo de cultura em
gue sera aplicado, o intervalo minimo para aplicagbes ou o tempo de
caréncia necessario para a comercializagcdo dos alimentos, pode acarretar a
contaminagdo de cereais, legumes e vegetais, através dos pesticidas
aplicados. As contaminagdes podem ocorrer pelos proprios principios ativos
ou pelos seus metabdlitos originados nas decomposi¢des daqueles. Em
alguns casos, esses metabolitos possuem um nivel de toxicidade maior que
0 proprio principio ativo, tendo como consequéncia o comprometimento da
saude do homem e a contaminagao do meio ambiente.

O monitoramento da quantidade de residuos presentes nos alimentos
€ muito importante para avaliar a qualidade dos alimentos, proporcionando
verificagdes de tendéncias no aumento do uso e de caracterizagédo da fonte
de contaminagdo. Para isto € necessario o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas para as diversas matrizes, que sejam confiaveis,

rapidas e apresentem baixo custo de execucdo, favorecendo a relacao



custo/beneficio que facilitard a sua difusdo e aplicagdo nos laboratérios que
trabalham com analises de rotina.

A técnica de extragdo por dispersao da matriz em fase sélida mostra
ser uma técnica atrativa por apresentar os pré-requisitos descritos
anteriormente para o desenvolvimento de uma metodologia analitica.

A cromatografia possui grande aplicagdo na analise quimica, podendo
ser utilizada na analise de diversas substancias. A utilizagdo da
cromatografia gasosa acoplada com a espectrometria de massas é descrita
na literatura para determinagdo de residuos de pesticidas em diversas
matrizes. Uma metodologia analitica utilizando uma técnica de extragao que
atenda os pré-requisitos ja descritos, associada com a cromatografia gasosa
acoplada com a espectrometria de massas apresenta a vantagem de poder
quantificar e confirmar o tipo de analito que estda sendo analisado,
aumentando a confiabilidade da metodologia analitica.

O tomate é um fruto utilizado diariamente na alimentacido dos
brasileiros. Por ser muito susceptivel ao ataque de insetos e fungos, esta
hortaliga recebe periodicamente um tratamento quimico a base de pesticidas
para 0o combate de pragas. Quando é consumido na forma in natura,
constitui uma possivel e perigosa rota indireta de contato da populagdo com
estes contaminantes.

No Estado de Sergipe ja foram realizados alguns estudos sobre
residuos de pesticidas em agua e suas influéncias na saude do trabalhador
rural (PINHEIRO, 2004), em arroz (SOBRINHO e DOREA, 2004), em
acerola (PINHEIRO e DOREA, 2003), em quiabo (DOREA e LOPES, 2004),
em feijao (LOPES e DOREA, 2003). Como o Estado de Sergipe é
proporcionalmente um dos estados do Nordeste com maior area irrigada
(PINHEIRO, 2004), tornam-se necessarios estudos mais detalhados e
diversificados que fornegcam subsidios para uma avaliagdo e o
monitoramento dos niveis de residuos de pesticidas em alimentos aqui
produzidos e comercializados, para que haja um maior controle ambiental e

da qualidade dos alimentos que chega a populacéo.



4. FUNDAMENTAGAO TEORICA

4.1 — Pesticidas
4.1.1 — Classificagao e consumo

A palavra pesticida vem do inglés pesticide, e expressa a eliminagéo
de “pestes” ou “pragas” (NAKANO, 1999). No ano de 1872 o quimico Ottmar
Zeidler sintetizou, na Universidade de Estrasburgo, a substancia
diclorodifenil-tricloroetano (DDT). Mais tarde, o quimico Paul Muller verificou
gue esta substancia tem forte acao inseticida (FELLENBERG, 1980). O DDT
foi muito usado em programas de saude publica (no combate da malaria,
tifo, febre amarela e outras doengas infecciosas).O alemao Michaelis e o
russo Arbuzov, em 1897, foram os primeiros a trabalhar com os classicos
ésteres contendo fésforo (ETO, 1977).

Embora um grande numero de compostos organofosforados tenha
sido descoberto no inicio do século, os conhecimentos dos seus efeitos
deletérios s6 foram relatados em 1932. A descoberta resultou em um grande
numero de novos usos para os compostos organofosforados, incluindo o seu
Uso como gases neurotoxicos, chamados de “gases dos nervos”, os
conhecidos gases de guerra sarin, soman e tabun, que foram usados na Il
Guerra Mundial (MORAES, 2004).

A primeira geragdo de pesticidas foi difundida nas trés primeiras
décadas do século XX. Em 1939, constituindo a segunda geragcdo de
pesticidas surgem o0s produtos organo-sintéticos, tais como os
organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos e piretroides. Os compostos
que constituem a terceira geragdo comegaram a surgir nos anos sessenta
com 0s semioquimicos, imidazéis, triazois e os fungicidas sistémicos. A
quarta geragao surge com os horménios juvenis e os inibidores de sintese
de quitina. A quinta geracao € formada pelos vegetais, como os precocenos
e os microorganismos (DOREA, 1999).

Os organoclorados (OCP) foram até 1957 os compostos mais usados

como pesticidas. Entretanto, a partir deste ano, levando-se em consideragao



a persisténcia ambiental dos organoclorados, o reconhecido potencial
inseticida e a menor persisténcia ambiental dos organofosforados (OPP), os
organoclorados foram sendo substituidos pelos organofosforados e

posteriormente, em parte pelos carbamatos (MORAES, 1999).

De acordo com o Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamenta a Lei n°® 7802/1989, os defensivos agricolas, ou agrotéxicos,
sao produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegcdo de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢céo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agado danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias de produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(SINDAG, 2005).

Quanto a classe quimica os pesticidas podem ser classificados entre
trés grandes grupos: os organoclorados, os inibidores de colinesterase
(organogosforados e carbamatos), as piretrinas naturais e sintéticas
(EMBRAPA, 2004).

Os pesticidas também podem ser classificados, quanto:

e a sua agado — sao classificados em trés classes principais:
inseticidas, fungicidas e herbicidas. Existem também os bactericidas,
acaricidas, raticidas, formicidas e algicidas, porém estes apresentam
menor uso.

¢ a sua forma de atuacéo — os pesticidas podem ser sistémicos e nao
sistémicos. Os sistémicos sao transportados através da seiva do
vegetal em concentracdo letal ao inseto. Os pesticidas nao
sistémicos possuem agao de contato (via dérmica), penetragdo (agao
translaminar), ingestdo (via oral) e fumigante (via respiratéria). Os
pesticidas sistémicos possuem a vantagem de serem seletivos
atacando a praga alvo e provocando um menor impacto no ambiente,

porém, como o pesticida encontra-se no interior do fruto é necessario
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respeitar o intervalo de caréncia para a comercializagdo do produto,
evitando a contaminagao do consumidor (FELLENBERG, 1980).

e a sua origem — 0s pesticidas podem ser inorganicos como por
exemplo: chumbo, arsénio, mercurio, calda bordalesa (mistura de
sulfato de cobre Il e hidréxido de calcio em agua) e organicos como
por exemplo: dleos animais, 6leos minerais, 6leos vegetais e os
organo-sintéticos (ETO, 1977).

e a sua toxicologia® — o0s pesticidas sdo classificados como:
extremamente toxico (classe toxicoldgica: I), altamente toxico (classe
toxicolégica: II), medianamente téxico (classe toxicologica: III),
pouco toxico (classe toxicoldgica: IV) e relativamente toxico (classe
toxicoldgica: V). Esta classificagdo é feita com base na DLsy’
(ZAMBRONE et al, 1986).

¢ a sua estrutura quimica — os pesticidas sao classificados de acordo
com a sua fungdo quimica em clorados, fosforados, carbamatos,

piretréides, tiocarbamatos, derivados da uréia etc (DOREA, 1999).

I - extremamente toxico (formulagdes sdlidas que apresentam DLs, até 5 mg/kg para
ratos), II - altamente toxico (5-50 mg/kg), III - moderadamente téxico (50-500 mg/kg), IV —
pouco téxico (500-5000 mg/kg), V — relativamente téxico (acima de 5000 mg/kg), (ANVISA,

2005).

°DLg, — dose necessaria para causar uma resposta em 50% de uma populagao selecionada
para determinar o efeito letal (FAO/OMS, 1994).



11

A Tabela 1 mostra a classificacdo dos pesticidas selecionados para o

estudo, quanto ao seu modo de agédo, forma de atuagao, classe toxicoldgica

e fungéo quimica.

TABELA 1: Classificagcado dos pesticidas selecionados para estudo

Pesticidas Modo de Forma de | Classe toxicolégica | Classe quimica
acao atuagao (férmula)
Dimetoato Inseticida e | Sistémico | II- altamente toxico | Organofosforado
acaricida (CsH12NO3PS))
Parationa metilica Inseticida e Nao I- extremamente | Organofosforado
acaricida sistémico téxico (CgH10NOsPS)
Malationa Inseticida e Nao IlI-moderadamente | Organofosforado
acaricida | sistémico t6xico (C10H1906PS>)
Tebuconazol Fungicida | Sistémico IV- pouco téxico Azol
(C16H22CIN3O)
Cipermetrina (cis) Inseticida N&o 11 - relativamente Piretroide
sistémico téxico (C22H19CIoNOg)

FONTE: ANVISA, 2004.

Dados de 1998 indicam que a aplicacado de pesticidas no controle de
pragas e doencgas no Brasil atingiu proporgdes impressionantes, gerando um
faturamento bruto das empresas fabricantes da ordem de US$ 2,5 bilhdes. O
consumo de pesticidas no Brasil € de aproximadamente 3,2 kg de
ingrediente ativo por hectare (BASTOS, 2004).

O Brasil desponta, atualmente, como o maior produtor de pesticidas
da América Latina e o terceiro maior consumidor e importador mundial
(PINHEIRO, 2004). Em relagdo ao consumo em kg/ha, o Brasil € o oitavo
maior consumidor mundial. Paises como Holanda, Bélgica, Italia, Alemanha
e Franga possuem uma atividade agricola mais intensa, que acarreta em um
maior consumo de pesticidas por area cultivada. A Holanda apresenta um

consumo de pesticidas em kg/ha seis vezes maior que o Brasil, porém a
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area utilizada em atividades agricolas € menor. Este consumo elevado de
pesticidas por area cultivada é uma consequéncia da intensa atividade
agricola destes pais.

A Figura 1 mostra uma comparacado do consumo de pesticidas em

kg/ha em alguns paises.

Consumo de defensivos agricolas - kg/ha
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FIGURA 1: Comparagao do consumo de pesticidas em kg/ha em alguns

paises.
FONTE: SINDAG, 2004

A Tabela 2 mostra dados do SINDAG de 1999, referente a distribuicao
do consumo de pesticidas no Brasil por estados. Os estados das regides
Sudeste e Sul sao os maiores consumidores de pesticidas do Brasil, devido
a sua grande atividade agricola e pecuaria. Destacam-se os estados de S&o
Paulo e Rio Grande do Sul como os maiores consumidores de pesticidas do
Brasil. O Estado de Sergipe consome 0,42% do total comercializado no

Brasil.
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TABELA 2: Distribuigdo do consumo de pesticidas
no Brasil por estados (Base: 1999)

Estado Consumo (%)
S&o Paulo 24,26
Rio Grande do Sul 17,26
Minas Gerais 10,88
Parana 10,81
Mato Grosso 7,38
Goias 6,73
Bahia 4,39
Mato Grosso do Sul 4,10
Sergipe 0,42
Outros 13,77

FONTE: SINDAG, 2004

A quantidade de principios ativos disponibilizados para a
comercializagdo também €& crescente, acompanhando o crescimento de
consumo e disponibilizando para os produtores um maior numero de
principios ativos, com novas formulagdes, oferecendo mais opg¢des de
consumo aos produtores agricolas. No periodo de julho de 1992 a setembro
de 2002, houve um aumento de 43,2% no numero de principios ativos, ou
seja, 194 principios ativos eram comercializados em 1992 aumentando para

278 principios ativos em 2002. A Figura 2 mostra este crescimento.
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FIGURA 2: Defensivos agricolas em linha de comercializagdao por

ingredientes ativos
FONTE: SINDAG, 2004

Analisando os dados do SINDAG de 2004 na Figura 3, que apresenta
os pesticidas em linha de comercializagdo por classes toxicolégicas,
observa-se que entre o periodo de 1992 e 2002 ocorreu um consideravel
aumento no numero de pesticidas em linha de comercializagdo, com uma
significativa queda no ano de 2003. Ocorreu um aumento de 67 para 139 em
relacdo ao numero de pesticidas da  classe IV (Pouco téxico),

correspondendo a um aumento de 107,4%.
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FIGURA 3: Pesticidas em linha de comercializacdo por classes
toxicoldgicas.

FONTE: SINDAG, 2004.

Para os pesticidas da classe Il (Medianamente toxico) ocorreu um
aumento de 143 para 192, correspondendo a um aumento de 34,2%. Para
os pesticidas da classe Il (Altamente téxico) ocorreu uma pequena queda de
175 para 157, correspondendo a uma queda de 11,4%. Para os pesticidas
da classe | (Extremamente téxico) ocorreu um pequeno aumento de 101
para 114, correspondendo a um aumento de 12,8%. Com relagdo as
porcentagens de pesticidas comercializados neste periodo, observa-se que
a porcentagem de pesticidas extremamente téxicos ndo sofreu grande
variagdo neste periodo. Porém, ocorreu uma significativa queda na
comercializacdo de pesticidas altamente toxico e consideravel aumento na

comercializacao dos pesticidas pouco toxicos.

Segundo Fellenberg (1980) a quantidade de pesticidas que nao atinge
seu destino corresponde a uma taxa de 50%, se perdendo para 0o meio
ambiente como um contaminante do mesmo. Os pesticidas, mesmo quando

aplicados diretamente nas plantas, boa parte dos pesticidas tem 0 solo como
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destino. Uma vez no solo, os pesticidas tém seu destino influenciado por trés
formas principais de transporte: volatilizagdo, lixiviagdo e escoamento
superficial. Desta forma os pesticidas podem atingir as aguas subterraneas
e superficiais (SPADOTTO,2002).

4.1.2 — Estrutura e atividade dos pesticidas

4.1.2.1 - Organofosforados

O primeiro éster fosforado foi sintetizado em 1820 por Lassaigne
(MORAES, 1999). Sdo compostos organicos pertencentes a fungao éster a
base de fosforo, derivados do acido fosforico, do acido tiofosforico ou do

acido ditiofosférico. A figura 4 mostra a estrutura geral dos organofosforados.

FIGURA 4: Estrutura geral dos ésteres organofosforados.

O radical Ra corresponde a um residuo acido qualquer e os radicais
R1 e Rz correspondem a radicais alquila, arila, alcoxi ou amino. A atividade
do éster depende dos diversos radicais ligados ao atomo de fésforo e, as
vezes, pequenas modificacées nestes radicais podem afetar grandemente a
toxicidade do composto. A substituicdo de radicais metil em Rq e Ry por

radicais etil aumenta a toxicidade do pesticida.
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Os pesticidas organofosforados s&o classificados nas seguintes
classes fundamentais: fosfato, fosforotionato, fosforoditionato, fosforotiolato,
fosforoamidato e pirofosfato.

Os pesticidas organofosforados sdo os inseticidas mais utilizados na
agricultura e em ambientes domésticos. Estes compostos s&o ainda
utilizados em campanhas de saude publica no controle de vetores, como o

da malaria e de outras doengas, como a dengue (MORAES, 1999).

4.1.2.2 — Piretrdides

Os piretréides sao analogos sintéticos das piretrinas. O piretro é obtido
a partir das flores de plantas pertencentes ao género Chrysanthemum
(Pyrethrum) e espécie cinerariaefolium que possui as piretrinas como seus
componentes ativos. A sintese do acido crisantémico abriu novos caminhos
para a obtengcdo de piretroides, que s&o os analogos sintéticos das
piretrinas. A sua difuséo teve inicio na década de 40 e atualmente é um dos
inseticidas em maior uso. Os piretréides foram desenvolvidos com a
finalidade de obter compostos com maior poténcia inseticida e com menor
toxidez aos mamiferos, além de apresentarem algumas outras vantagens
em relagdo as piretrinas, tais como: menor custo de obtengdo e maior
facilidade de uso, pois os compostos naturais sdo dificeis de conservar o
extrato e sdo instaveis na presencga do ar e da luz (KASCHERES e CUNHA,
1989).

A estrutura geral dos piretroides pode ser dividida em trés partes: O
radical R’ do éster é derivado de um alcool (parte alcodlica), a parte A que
representa o crisantamato e a parte acida representada por B. Observar a

Figura 5.
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FIGURA 5: Estrutura geral dos piretréides

Os ésteres dos acidos carboxilicos di-halovinilicos ciclopropanos
(halopiretréides) sdo os mais potentes inseticidas piretréides encontrados,
com maior estabilidade na presenca do ar e da luz. Alteragdes nos radicais
R da parte acida e R’ na parte alcodlica do éster provocam alteragdes na
atividade e estabilidade dos compostos (KASCHERES e CUNHA, 1989).
Substituindo-se os atomos de cloro da parte acida da cipermetrina por bromo

obtém-se a deltametrina, que apresenta uma maior atividade inseticida.

41.2.3 - Azol

Os azodis sao caracterizados por apresentarem a estrutura do 1,2,4-
triazol em sua estrutura molecular (observar a estrutura do tebuconazol na
Tabela 3). O tebuconazol é um fungicida sintético e atua inibindo a
dimetilagdo de esterdides. E estavel em temperaturas elevadas e em
presenca de agua. Ele sofre hidrdlise em um tempo maior do que um ano
(ROBERTS & HUDSON, 1999).

A Tabela 3 mostra as estruturas moleculares dos pesticidas

selecionados para este estudo.
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TABELA 3: Pesticidas selecionados para o presente estudo.

Pesticidas MM* Estrutura
Dimetoato S
0O,0-dimetil-S-(N-metil- |229,2 Il
Carbamoil-metil) CH3NHCOCH,SP(OCHj3),
Parationa metilica 263,2 ﬁ
0,0-dimetil-O-(4- O.N @o b oCHY),
nitrofenil)
fosforotioato)
Malationa 330,3 T
O,0-dimetil-S-(etil-1,2- (CH30),PSCHCH,CO,CH,CH3
dicarboetoxi) |
fosforoditioato CO2CH>CHz
Tebuconazol 307,8 OH
Alfa-terc-butil-alfa-(p- | I
clorofenetil)-1H-1,2,4- ¢ CHZCH2$C(CH3)3
triazol-1-etanol |CH2
N
[
Cipermetrina 416,3

Alfa-ciano-3-fenoxibenzil-
2,2-dimetil-3-(2,2-
diclorovinil) ciclopropano
carboxilato

C—CH Hs

SR

FONTE: ANVISA, 2004.
*Massa molecular
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A Tabela 4 mostra algumas propriedades fisico-quimicas dos pesticidas

selecionados para o estudo.

TABELA 4: Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas estudados.

Peso | DTso" | Log Solubilidade (g/L)
Pesticida molecular | (h) Kow Agua DCM | Hexano
Dimetoato 229,2 12,0 | 0,70 23,8 >300 >300
Parationa metilica 263,2 43,0 3,00 0,055 >200 10-20
Malationa 330,3 7,8 2,74 0,145 - -
Tebuconazol 307,8 - 3,70 0,032 >200 <0,1
Cipermetrina (cis) 416,3 - 6,60 0,004 - 103,0

#DTs0= tempo de meia-vida; * Log ke,= coeficiente de particdo octanol:agua
FONTE: TOMLIN, 1991.

4.1.3 — Aspectos toxicolégicos dos pesticidas

A maioria dos inseticidas age sobre o sistema nervoso dos mamiferos
e insetos. Desta forma, o potencial toxico da maioria dos inseticidas é maior
que o dos fungicidas e herbicidas. Estes inseticidas sdo neurotoxinas® e
podem ser classificados segundo o campo de atuagcdo quimica sobre o
nervo, receptores sinapticos ou acetilcolinesterase (BOWER, 1990).

A maioria dos pesticidas sdo soluveis em gordura (lipossoluveis),
ocorrendo um acumulo destas substancias no organismo dos mamiferos. No
homem e nos animais estes compostos se acumulam principalmente nos
tecidos nervosos e nas gorduras. Como no tecido adiposo (gorduroso) e no
sistema nervoso dos animais praticamente ndo contém enzimas, s&o nestes
locais que os pesticidas se mantém por mais tempo no organismo
(FELLENBERG, 1980).

Os organofosforados por serem hidrossoluveis, ndo se acumulam no
tecido adiposo e consequentemente, sdo degradados mais rapidamente em

tecidos vivos. Também possuem a vantagem de serem eliminados mais




21

rapidamente em mamiferos, quando comparados com o0s organoclorados.
Mesmo com estas vantagens 0s pesticidas organofosforados sao mais
téxicos que os organoclorados (DOREA, 1999).

A atividade de uma substincia téxica depende sempre de sua
concentracdo no organismo. Por este motivo, as doses maximas
permissiveis de uma substéncia toxica ndo sdo indicadas como uma
quantidade absoluta, mas sempre em relagdo ao peso do individuo (g de
substéancia/kg de peso corporal) (FELLENBERG, 1980).

A toxicidade dos organofosforados varia enormemente, sendo os de
maior toxicidade usados na agricultura, os de toxicidade intermediaria, como
inseticidas para animais, e os de mais baixa toxicidade, podem ser usados
como inseticidas domésticos (MORAES, 1999).

Estes agentes atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE),
responsavel pela degradagado do neurotransmissor acetilcolina (MORAES,
1999). A toxicidade dos organofosforados varia em funcéo do tipo de radical
alquila ligado ao fosforo e da presenga ou ndo do oxigénio ligado ao atomo
de fésforo na molécula. Quando existe a troca da ligacao entre o fésforo e
enxofre (P = S) para fésforo e oxigénio (P = O), o atomo de fésforo fica mais
eletropositivo, possibilitando realizar um ataque mais eficaz na molécula da
enzima aceticolinesterase, esta troca aumenta a toxidez para insetos e
mamiferos em duas a dez vezes. O tipo de radical alquila ligado ao atomo de
fésforo também afeta a toxidez da molécula e sua capacidade de inibir a
enzima AchE. Por exemplo, a substituigdo na parationa do radical metil
(parationa metilica) por um radical etil (parationa etilica) aumenta a toxidez
da molécula (DOREA, 1999).

Um nervo transmite um impulso para outro ponto por meio de
variagbes na concentracdo dos ions. A chegada da “frente ibnica” ao
terminal nervoso provoca a liberagdo da acetilcolina, que é responsavel pela
excitacdo de células, provocando uma resposta do musculo. Apds esta

excitacao a aceticolina deve ser removida, para ndo provocar movimentos

® Neurotoxinas sdo substancias venenosas, de alto poder agressivo, que lesam o sistema
nervoso (KASCHERES E CUNHA, 1989)
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repetitivos e descontrolados do musculo. O processo de remogao da
acetilcolina é realizado através da reagao de hidrdlise que catalisada pela
enzima aceticolinesterase (Figura 6).

Testes de mutagenicidade realizados com a malationa apresentaram
resultados fracamente positivos, ou seja, mutagenicidade relativamente
baixa. Entretanto, testes realizados com formulacdes comerciais foram
indutoras de aberragdes cromossémicas e mutagcdes genéticas, devido a

presenca de seu principal metabdlito, o malaoxon (GRISOLIA, 1996).

s 9
CHa---"N------CHp----CHyp-----O---- C ---CH3 | OH

AChE

CH3---|+N ------ CHz----CHz ----- OH OH’ + CH3COOH

FIGURA 6: Mecanismo de decomposi¢cao da acetilcolina (Ach) em colina e
acido acético catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AchE).

Os piretroides agem no canal de sodio da membrana do nervo. Para
manter um determinado potencial ibnico, o canal de sodio abre e fecha,
segundo a necessidade, para manter o equilibrio do potencial e o impulso
ser transmitido normalmente. O piretréide modifica esta acdo, mantendo o

canal de sédio aberto. A corrente de sddio prolongada resulta em desordem



23

neuromuscular caracterizada por hiperexcitagdo com a perda da
coordenagao dos movimentos musculares voluntarios, convulsdes e morte
final (DOREA, 1999).

4.2 — A cultura do tomate e a produgao brasileira.

O tomateiro (Lycopersicon esculenum Mil) é uma das mais
importantes hortalicas cultivadas no mundo, tanto por area como pelo seu
valor comercial. A planta € originaria do continente americano,
provavelmente da regido Andina e da América Central, tendo sido
posteriormente introduzido no México e depois levado para a Europa. O fruto
possui elevados teores de caroteno, tiamina, micina , vitamina C e sais
minerais, sendo considerado um dos mais importantes vegetais utilizados na
alimentagcdo humana (GAMBACORTA et al, 2004). O tomateiro vegeta bem
em condicdes de clima quente, com temperaturas médias de 20°C e
umidade relativa de 80 a 90%. A colheita tem inicio aproximadamente aos
100 a 120 dias apds a semeagdo. E feita manualmente e pode-se colher
quando os frutos estdo meio ou totalmente maduros, ou ainda verdes, mas
plenamente desenvolvidos (PICANCO et al, 2004).

A cultura do tomate vem ocupando um lugar de destaque dentre os
cultivos de hortaligas no Brasil. Dados do IBGE referentes aos ultimos anos
indicam um cultivo anual entre 55 a 60 mil hectares, sendo 35 a 40 mil
hectares cultivados para comercializagao in natura com uma produgéo de
1,5 a 1,7 milhdes de toneladas e entre 18 a 20 mil hectares destinados ao
processamento industrial com uma producdo de 800 mil a 1 milhdo de
toneladas (AZEVEDO, 2004).

O Brasil € um dos grandes produtores mundiais de tomate, ocupando
0 nono lugar no ranking mundial, com uma produgdo em 1997 de 2,6
milhdes de toneladas, apresentando uma produtividade média de 44 ton/ha
(GOBO et al, 2004).
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No Brasil destacam-se na produc&o desta hortalica os Estados de S&o
Paulo, Minas Gerais, Pernambuco, Bahia e mais recentemente Goias com
cultivares industriais na regido dos cerrados. Cerca de 40% da producéo é
destinada a industria e o restante é destinado ao consumo in natura, com
predominancia na produgao de frutos menores, mais duros e inteiramente
vermelhos, que s&o conhecidos no habito alimentar dos brasileiros como
tomate tipo "'mesa’(CARVALHO, 2004).

Para o mercado fresco, as regides mais importantes sdo os Estados
de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro,
embora a cultura seja encontrada em todos os outros Estados. Ja os
Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e o Vale do Sdo Francisco,
entre Bahia e Pernambuco, sdao os mais importantes no cultivo para o
processamento industrial e onde estdo concentradas as principais industrias
processadoras de tomate (AZEVEDO, 2004).

O tomateiro pode ser considerado uma das poucas culturas em que
pragas e doengas sdo igualmente importantes, podendo ser utilizado como
hospedeiro para cerca de 200 espécies de artrépodes’. Os principais
insetos sugadores e transmissores de virose sdo o pulgao (Aphis gossypii
e Mizus persicae), o tripes (Thrips tabaci, Thrips palmi, Frankliniela
schutzei), a traga do tomateiro (Tuta absoluta) e a mosca branca (Bemisia
tabaci raca B ou Bemisia argentifoli), uma das mais importantes pragas
desta cultura na atualidade. Na cultura do tomate sua presenca é notoria e
crescente, ocasionando perda de produtividade e baixa qualidade devido as
toxinas injetadas pelo inseto nos frutos (CARVALHO, 2004).

Dentre os insetos praga associados a essa cultura, varios pertencem a
ordem Lepiddptera®, merecendo destaque a traga do tomateiro Tuta absoluta
(Lepidéptera: Gelechiidae). Essa praga alimenta-se do tomate em todas as
fases de crescimento da cultura. Os danos provocados por esse inseto

podem reduzir a produgdo em até 50%. E grande o nimero de aplicacdes de

"Artrépodes — Sdo animais de corpo metamérico com apéndices articulados e encerrado em
um exoesqueleto quitinoso (BARNES, 1984).

®Lepiddpteros — Borboletas e mariposas. S&o insetos de corpo mole cujas asas, corpo e
apéndices sado cobertos por escamas pigmentadas (BARNES, 1984).
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inseticidas pelos tomaticultores no controle de pragas, sobretudo para a
traca do tomateiro. Entretanto, a aplicagdo destes inseticidas ndo tem
alcancgado a eficiéncia de controle desejada (PICANCO et al, 2004). Face a
rapida proliferagdo de pragas, os agricultores realizam aplicagdes
preventivas de pesticidas até duas vezes por semana, 0 que além de
aumentar o custo da produgao pode induzir resisténcia as pragas (MORAES,
RESENDE, NAKAGAWA e LUCHINI, 2002). Entre as possiveis razdes para
esta baixa eficiéncia esta a resisténcia dos insetos-praga a inseticidas.
Como consequéncia da resisténcia, a dosagem e/ou o numero de aplicagdes
de inseticidas sao aumentados, gerando problemas ecoldgicos, econbémicos
e toxicologicos (PICANCO et al,2004).

Os fungos fitopatogénicos s&o responsaveis por grandes problemas
na tomaticultura, pois cerca de 40% do custo de produgdo do tomate é
atribuida a fungicidas utilizados no controle das doencas foliares. As
principais doengas fungicas da cultura do tomate sdo: o tombamento de
mudas, causado por fungos no solo (Pythium, Rhizoctonia e Phytophthora);
requeima ou mela, causado pelo fungo Phytophthora infestans; septoriose
causado pelo fungo Septoria lycpersici ; mancha-de-estenfilio causado pelos
fungos Stemphylium solani e S. Lycopersici; Mancha-de-cladosporio
causado pelo fungo Cladosporium fulvum; Antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum phomoides (AZEVEDO, 2004).

Em termos de quantidade total de ingrediente-ativo, as culturas de
citros, soja e cana-de-agucar sdo as que mais consomem pesticidas no
Brasil. Estas culturas consomem grande quantidade de pesticidas em fungéo
de ocuparem extensas areas agricolas no Brasil e ndo por serem aplicados
intensivamente por unidade de area cultivada. Outras culturas agricolas,
apesar de ocuparem areas pouco extensas, destacam-se pelo uso intensivo
de pesticidas por unidade de area cultivada, como as de tomate e batata
(SPADOTTO et al, 1998). Como pode ser observado na Tabela 5.
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TABELA 5: Consumo de pesticidas em algumas culturas agricolas no Brasil,
em quantidade de ingrediente ativo.

Cultura Agricola Quantidade (Toneladas) Participagao (%)
Citros 11.154 17,5
Soja 9.929 15,6
Cana-de-Acgucar 6.211 9,8
Batata 3.450 5,4
Tomate 2.109 3,3
Total 32.853 51,6

FONTE: SPADOTTO, 1998

A cultura do tomate é a quinta em consumo de pesticidas. As
aplicagdes de pesticidas sao realizadas com uma maior frequéncia por ser
um fruto muito susceptivel ao ataque de pragas, caracterizando um
tratamento quimico bastante intenso.

A Tabela 6 mostra a quantidade de ingrediente-ativo em quilogramas
que sdo aplicados por hectare de algumas culturas, pode-se observar uma
grande diferenga entre o consumo de pesticidas na cultura do tomate e nas
demais culturas. O consumo por unidade de area chega a ser quase trés
vezes maior que na cultura de citros e cerca de quarenta vezes maior que na
cultura da soja. Desta maneira € possivel notar como na cultura do tomate
ha uma aplicacao frequente e intensa de pesticidas para controlar e eliminar
as pragas. Como consequéncia destas aplicacbes, o tomate que é
predominantemente consumido in natura pode apresentar uma quantidade
de residuos dos pesticidas aplicados acima dos valores permitidos pela
legislagcdo, constituindo uma perigosa fonte de contaminagcdo de forma

indireta da populagéo.
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TABELA 6: Consumo de pesticidas por unidade de area em algumas
culturas agricolas no Brasil, em quantidade de ingrediente ativo.

Cultura Agricola Quantidade (kg/ha)
Tomate 39,5
Batata 21,8
Citros 12,2
Cana-de-Agucar 1,6
Soja 0,9

FONTE: SPADOTTO,1998

Atualmente 126 principios ativos sao registrados e autorizados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) para serem
utilizados na cultura do tomate. A selecdo dos pesticidas para serem
utilizados neste trabalho, foi feita apds uma pesquisa de campo para verificar
quais principios ativos sao utilizados pelos produtores de tomate da regido
de Itabaiana/SE que fornecem boa parte dos tomates comercializados na
cidade de Aracaju, bem como a disponibilidade do padréo de cada pesticida
no laboratério. Deste grupo de compostos foram escolhidos cinco principios
ativos: cipermetrina (cis), dimetoato, malationa, tebuconazol e a parationa-
metilica. Este ultimo n&o é autorizado para a cultura do tomate, porém, em
pesquisa de campo (propriedade produtora de tomate localizada no
municipio de Itabaiana/SE) foi constatada a sua utilizacdo no cultivo do
tomate.

E importante que os agricultores procurem adequar as suas praticas
agricolas as boas praticas agricolas, para fornecer a populagédo um produto
saudavel. Algumas praticas de simples execugdo sao descritas por
AZEVEDO (2004) para controlar doengas e pragas na cultura do tomate,
como 0 uso de variedades resistentes, a adogdo de espacamentos
adequados, adubacdo correta e o manejo da irrigacdo, que além de
melhorarem a eficiéncia do controle quimico, colaboram de maneira

significativa para a reducdo do numero de pulverizagdes e,
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consequentemente, do custo de produgado e da contaminagao do agricultor e
do meio-ambiente.
A Tabela 7 mostra algumas informagdes dos pesticidas estudados que

sdo utilizados na cultura do tomate.

TABELA 7: Caracteristicas dos pesticidas selecionados para este estudo

Pesticida Aplicagdo LMR (mg/kg) IDA (mg/kg) Intervalo
(dias)
Dimetoato Foliar 1,00 0,002 14
Solo 1,00 0,020 01
Parationa metilica* Foliar 0,20 0,020 -
Malationa Foliar 3,00 0,300 03
Tebuconazol Foliar 0,10 0,030 07
Cipermetrina (cis) Foliar 0,10 0,050 10

FONTE: ANVISA, 2004
*FONTE: CODEX FAO/OMS, 1994.

4.3 — Dispersao da matriz em fase sélida (MSPD)

A extragdo dos analitos da matriz € a etapa mais trabalhosa no
desenvolvimento de uma metodologia analitica. A técnica de extragao que
deve ser utilizada em um procedimento analitico para isolar os analitos de
interesse esta diretamente relacionada com o tipo de matriz que sera
estudada. Atualmente, dispde-se de varias técnicas de extracdo, como a
extragdo liquido-liquido (LLE), a extragdo em fase sdlida (SPE), a micro-
extragdo em fase solida (SPME), a extragédo com fluido supercritico (SFE) e
a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) entre outras (DOREA e
LOPES, 2004).

A extragdo em fase solida (SPE) é aplicada para amostras liquidas,
relativamente nao-viscosas, livres de material particulado e no estado
homogéneo. Entretanto, varias matrizes sdo solidas ou semi-solidas e n&o

se encaixam nestas condigbes. Matrizes de origem bioldgica, tais como:
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tecido e musculos de animais, frutas e vegetais sdo exemplos desta
situagdo. Para estas amostras ficarem em condigdes de ser utilizado a
extragdo em fase sodlida, inicialmente é necessario fazer uma
homogeneizagédo e romper a arquitetura da amostra, para permitir e
assegurar 0 acesso e 0 contato dos solventes e reagentes que serao

utilizados para isolar os analitos de interesse da matriz.

A destruigdo da arquitetura da amostra envolve uma série de
processos, tais como: triturar, picar ou pulverizar a amostra. Pode ser feita
também adi¢cdo de solventes, acidos, bases, solugdes salinas, abrasivos e
agentes quelantes para auxiliar na destruicdo da estrutura celular. Porém,
estes procedimentos podem ocasionar a liberagdo de outros compostos

provenientes da matriz que nao sao de interesse (BARKER, 1998).

A técnica de extracao denominada de dispersdo da matriz em fase
sélida (Matrix solid-phase dispersion — MSPD) é bastante semelhante a
extracdo em fase sdlida (SPE), diferenciando-se apenas pelo fato da matriz
estar diretamente dispersa em uma substancia adsorvente ou fase
quimicamente ligada, permitindo a realizagao simultdnea de varias etapas no
preparo da amostra. Varias aplicagbes ja foram descritas em artigos
cientificos, como a extracdo de drogas de alimentos, carbofuran de milho,
PCBs de peixes, clenbuterol de figado bovino, tetraciclina de alimentos e
pesticidas de varias matrizes (LANCAS, 2004).

Esta técnica foi criada a partir de modificagdes na extragdo em fase
sélida com o objetivo de utilizar matrizes sdélidas ou semi-solidas, como
também amostras liquidas com a vantagem de n&o ser necesséario a
realizacédo de etapas para tornar a amostra liquida e homogénea sem a
presenca de material particulado como requer a extracdo em fase sdlida. A
extragdo por dispersdao da matriz em fase sdélida tem apresentado uma
eficiéncia tdo boa quanto a SPE e LLE, apresentando algumas vantagens
em relagdo ao consumo de solventes organicos durante a etapa de eluigéo,
como também em relagdo ao tempo gasto durante o processo de extragéo
(DOREA, 1999).
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A dispersdo da matriz em fase sdlida utiliza um suporte solido
(adsorvente) ou fase quimicamente ligada, tais como: Florisil, alumina, silica,
Cis ou Cg entre outros (Tabela 8), na qual a matriz é dispersa e
homogeneizada até obter uma massa uniforme, permitindo que haja uma

maior interagc&o entre a fase sdélida e a matriz (LANCAS, 2004).

TABELA 8: Adsorventes mais empregados na extragao MSPD.

(SiOz)n —-OH (A|203)n Mg.A|(SiO4)n Clg

Silica gel Alumina Florisil Octadecilsilano

FONTE: LANCAS, 2004

O adsorvente exerce um papel fundamental no processo de extragao
dos analitos através da técnica por dispersdo da matriz em fase sdlida.
Entretanto, é dificil selecionar um adsorvente que seja eficiente na extragao
de um conjunto de substancias pertencentes a fungdes quimicas diferentes e
que possuem diferentes tipos de interagées com o adsorvente. Dentre estes
adsorventes o Florisil € o mais polar e muito utilizado em extragbes de
pesticidas, como descrito por Albero et al (2003) e Zuin et al (2003). O Css
possui carater ndo apolar, sendo apropriado para extragcdo de compostos
hidrofébicos. A utilizagdo do Cy5 € descrita por Barker (1998) e Navarro et al
(2002). A silica possui uma superficie ligeiramente acida que facilita a
retencdo de compostos basicos. Este adsorvente foi utilizado por Dérea e
Lopes (2004) e por Michel e Buszewshr (2004) na analise de pesticidas. Um
problema do uso da silica € que este adsorvente facilmente absorve agua
proveniente do ambiente do laboratério ou de solventes, pela formagao de
ligagbes de hidrogénio com os grupos silandis. Como consequéncia, a
superficie da silica ficara recoberta com moléculas da agua e os sitios onde
ocorrem esse fendbmeno nao estarao disponiveis para adsor¢cdo, diminuindo
a sua capacidade de adsor¢cdo (LANCAS, 2004). Alumina é um adsorvente

de carater anfotero, podendo ser utilizado na adsorgéo tantos de analitos de
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carater acido como de carater basico. Segundo ALBERO et al (2003), terra
diatomacea também tem sido utilizada na extracdo por MSPD para

determinagao de um conjunto de pesticidas em suco de frutas.

A escolha do suporte-adsorvente recai na polaridade do analito e na
natureza da matriz. Para aplicagbes que requerem uma fase lipofilica
quimicamente ligada, geralmente o suporte-adsorvente faz uso de materiais
como Cig e Cg (DOREA e LOPES, 2004). O Cis é muito utilizado na
extracdo de analitos de matrizes biolégicas (BARKER, 1998). A silica é o
adsorvente mais utilizado para propositos gerais, enquanto o Florisil € muito
utilizado na analise de pesticidas. Florisil deve ser utilizado com reservas em
analises de compostos polares, uma vez que podera provocar adsorgao
irreversivel em sua superficie e o analito de interesse podera nédo ser mais
removido com o0s eluentes comumente empregados nessa técnica
(LANCAS, 2004).

Porém a escolha do melhor adsorvente para um determinado grupo de
analitos que devem ser isolados de uma matriz é feita na pratica, levando-se
em consideragao principalmente os valores das recuperagdes obtidos apos a
realizagcdo das extragbes e a quantidade de substancias endogenas
extraidas da matriz, pois estas substancias podem atuar como impurezas no
extrato final e interferir na quantificacdo dos analitos de interesse
(KRISTENSON, 2001).

O suporte solido possui varias fungdes. Primeiro, ele atua como um
abrasivo que ira provocar a destruicdo geral da arquitetura da matriz;
segundo, funciona como adsorvente de compostos da matriz; terceiro, a
mistura obtida entre a matriz e o adsorvente pode ser colocado em uma
coluna e os analitos podem ser posteriormente eluidos com um eluente;
quarto, a matriz distribuida no suporte produz um unico material com a fase
solida da coluna, permitindo um novo grau de fracionamento da mistura
(BARKER, 1998). Ao romper a arquitetura da matriz, o adsorvente que atua
como abrasivo permite que os analitos presentes passem a interagir com o
adsorvente, facilitando o isolamento destes analitos e o processo de

extracao.
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A proporgdo em massa entre a amostra e o suporte solido varia com o
tipo de suporte solido e o tipo de matriz, sendo necessario a otimizagao
desta proporgdo durante o desenvolvimento da metodologia analitica
(BARKER, 1998). Utilizando esta técnica, Dorea e Sobrinho (2004) utilizaram
uma proporc¢éo de 5:1 na determinacgéo de residuos de pesticidas em arroz.
Michel e Kuszewski (2004) utilizaram uma proporgéo de 8:5 na determinagao

de residuos de pesticidas em plantas medicinais.

O condicionamento ou pré-lavagem do material para ser usado na
dispersdo da matriz em fase sdlida pode aumentar grandemente a
recuperacao do analito. Este condicionamento € essencial e pode ser feito
com a passagem de um solvente que ativa o adsorvente quebrando as
tensdes superficiais existentes entre a amostra e o suporte soélido. Esta pré-
lavagem também elimina contaminantes (BARKER,1998).

Na coluna MSPD podem ocorrer modificagdes nas caracteristicas da
matriz no momento da mistura. A ionizagao ou supressao de ionizacao dos
analitos e dos componentes da amostra que pode ocorrer ira afetar
grandemente a natureza das interagdes do analito especifico com a mistura
e com o solvente de eluicdo (BARKER, 1988). Estes fendmenos podem
aumentar o diminuir a intensidade das interagdes entre os analitos e a
matriz, analitos e eluente, compostos provenientes da matriz com os analitos

ou compostos da matriz com o eluente.

As interagbes observadas entre os componentes individuais e os
analitos de interesse na dispersdo da matriz em fase solida envolvem
interagcbes do analito com o suporte sélido, do analito com a fase
quimicamente ligada, do analito com a matriz dispersa, da matriz com o
suporte sélido, da matriz com a fase quimicamente ligada, a interagcéo de
todos os componentes de interesse com o0s solventes e interacdes

dindmicas entre todos ocorrendo simultaneamente (BARKER,1998).

Provavelmente os fatores que mais controlam a dispersdo da matriz
em fase solida e a sua eficiéncia no processo de extragao, seja a deposigao
da fase sdlida (matriz e adsorvente) na coluna, com suas interagdes, em

combinagdo com a distribuicdo do analito e suas interagdes. Assim como em
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SPE, o suporte solido, a fase quimicamente ligada e o solvente de eluigédo
sao parametros criticos, mas eles certamente tém influéncia menor do que a
dispersao da matriz do topo até a base da coluna MSPD. Comparativamente
em SPE, a maioria das substancias da amostra é retida somente nos
primeiros milimetros da coluna, enquanto que em MSPD a deposi¢ao da

amostra com o adsorvente na coluna é uniforme por toda sua extensao
(DOREA e LOPES, 2004).

O processo de separagcdo esta intimamente ligado a processos
quimicos e fisicos existentes entre os analitos e o adsorvente. As interagcdes
gue ocorrem entre as moléculas dos analitos ou da matriz com o adsorvente
podem ser ibnicas ou atragdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo induzido ou dipolo induzido-dipolo induzido. O
isolamento dos analitos de interesse envolve inicialmente uma ruptura da
estrutura molecular da matriz para que o adsorvente comece a interagir com
os analitos, provocando a ruptura de interagdes existentes entre os analitos
e a matriz e a formagdo de novas interagdes entre os analitos e o
adsorvente, ou seja, adsor¢cédo dos analitos no suporte sélido, removendo-os
da matriz. Sequencialmente é feita a eluicdo ou desorgdo dos analitos
através da passagem de um solvente (eluente) pela mistura
(LANCAS,2004).

A natureza da coluna MSPD e a extensdo das interacbes existentes
permitem isolar analitos de polaridades diferentes ou de uma classe de
compostos, em um simples solvente ou em diferentes solventes, passando
estes através da coluna. Uma suave variagdo na polaridade do solvente
pode ser utilizada para um completo fracionamento da mistura. Os analitos
séo eluidos utilizando-se 8 mL de solvente e os mesmos s&o eluidos nos
primeiros 4 mL, porém, este volume pode ser variavel a depender da matriz
e do solvente utilizado (BARKER, 1998). Podendo ser necessario um maior

volume de solvente para garantir a completa eluicdo dos analitos.

Para a escolha do solvente que sera utilizado na etapa de eluigdo é
necessario levar em consideragao a sua polaridade, pois ele deve eluir os

analitos de interesse e nao permitir a eluicdo de interferentes presentes na



matriz preferencialmente. Uma ferramenta util para esta escolha é a tabela
que lista a polaridade relativa dos solventes associada com uma fase solida
(adsorvente), denominada de série eluotropica, que lista os valores
eluotrépico de cada solvente (g°) associado ao adsorvente estudado. Os
valores eluotrépicos foram obtidos a partir de um estudo criterioso da forga
com a qual varios solventes conseguem eluir determinados solutos
adsorvidos em uma fase sélida. Quanto maior o valor eluotrépico (¢°) do
solvente, maior sera sua forca de eluicdo e, portanto, mais facilmente
removera o analito da fase sdlida . Para uma boa eficiéncia nesta etapa de
extragdo, o volume do solvente a ser utilizado na eluicdo deve ser 0 minimo
necessario e passado através da mistura em pequenos volumes com um
fluxo continuo, permitindo assim, uma maior interagéo entre o eluente e os
analitos. E importante ndo deixar que durante a passagem do eluente ocorra
a secagem do cartucho MSPD, pois pode provocar a formagédo de caminhos
preferenciais e consequentemente perda de eficiéncia na extragéo
(LANCAS,2004).

Em alguns casos, o eluido da coluna MSPD ja se encontra
suficientemente limpo, podendo ser injetado diretamente no cromatégrafo.
Entretanto, muitas vezes torna-se necessario realizar uma etapa adicional
para remover contaminantes provenientes da matriz. A remoc&o destes
contaminantes pode ser feita utilizando-se outra fase solida no fundo da
coluna MSPD (co-coluna) ou conectando-se uma segunda coluna SPE na
coluna MSPD (BARKER, 1998).

A técnica por MSPD pode ser aplicada para extracao e analises em
diferentes tipos de matrizes e compostos. Na maioria dos casos a dispersao
da matriz em fase solida tem apresentado resultados equivalentes com
outras metodologias ja descritas na literatura e aceitas, tais como a extragao
liquido-liquido e a extragdo em fase sdlida. Entretanto, o MSPD geralmente
consome 95% menos solvente e requer um tempo 90% menor que outras
metodologias oficiais. (BARKER, 1998). Pequena quantidade de amostra,
pouco consumo de solvente organico, poucas etapas envolvidas, sem
manipulacdées quimicas complicadas da amostra, conferem a essa técnica

um ganho em termos de tempo, consumo de solvente e uma utilizagdo
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minima de materiais, tornado-a atrativa quando comparada com as técnicas
classicas de extracdo de pesticidas (DOREA e LOPES, 2003).

4.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia € um poderoso método de separagao que pode ser
empregado em varias areas da ciéncia. Em suas diferentes formas tem
encontrado aplicagdes em praticamente todas as areas do conhecimento
nas quais a analise qualitativa ou quantitativa de espécies quimicas deva ser
realizada (LANCAS,2004), permitindo a separacdo de compostos em
misturas complexas. Em todas as suas formas a amostra é arrastada por
uma fase movel, passando por uma coluna ou superficie sélida que possui
uma fase estacionaria. A amostra é ent&o distribuida entre estas duas fases,
de modo que os componentes que sao mais fortemente retidos na fase
estacionaria movam-se mais lentamente enquanto que os compostos que
possuem interagdes mais fracas com a fase estacionaria movam-se com
maior velocidade. Esta diferenca de interacao entre os diversos compostos
permite a separagédo dos constituintes de uma mistura. Como consequéncia,
0s tempos gastos para cada constituinte da mistura chegar ao detector sao

diferentes, permitindo a identificagdo e quantificagdo dos mesmos.

O tempo de retengdo de um analito corresponde ao tempo que apés a
injecdo da amostra, o analito gasta para percorrer toda a coluna e chegar ao
detector. Esta medida é importante para identificacdo e observagdao da
separacao dos analitos. A habilidade que uma coluna possui em separar
dois analitos esta relacionada com a sua resolucdo. Um parametro
importante que é utilizado para calcular o poder de resolu¢ado de uma coluna
€ o fator de separacao entre dois analitos. O fator de separacao entre dois

analitos A e B é calculado pela seguinte relagao.
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(tr)B — tm

(tr)a — tu

Onde: (fr)s € 0 tempo de retencdo do analito B, (tr)a € 0 tempo de retencéo
do analito A e ty é o tempo morto. O tempo morto é o tempo médio
necessario para que uma molécula da fase mével passe através da coluna.
Outro parédmetro usado em medidas quantitativas de eficiéncia de uma
coluna cromatografica € o numero de pratos tedricos. A eficiéncia de uma
coluna cromatografica aumenta a medida que o numero de pratos torna-se
maior e que a altura do prato diminui. Considera-se que, em cada prato
tedrico, ocorre o equilibrio do analito entre a fase mével e a fase
estacionaria. O numero de pratos tedricos e a altura do prato, estdo

relacionados através da expressao.

N=L/H

Onde: L é o comprimento da coluna em centimetros e H €& a altura
equivalente a um prato teorico. A altura equivalente de um prato tedrico pode

ser calculada experimentalmente através da relacao.

LW?
H= ——
16 s

Onde: W corresponde a magnitude da base do triangulo formado a partir das
tangentes nos pontos de inflexdo nos dois lados de um pico cromatografico,
gue sao prolongados para formar um triangulo com a linha de base do

cromatograma. O numero de pratos tedricos também pode ser calculado a
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partir de duas medidas do tempo, tr e W . O numero de partos tedricos é

calculado através da relacao.

N = 16 ( tg/W)?

A resolugdo de uma coluna fornece uma medida quantitativa da
capacidade em separar dois analitos. A resolucdo de uma coluna é definida
como:

2[(tr)s — (tR)A]
R=—
Wa + Wp

Uma resolucao de 1,5 permite a separacdo essencialmente completa
de dois analitos, apresentando uma superposi¢ao entre os picos de cerca de
0,3%. A resolugcao de uma coluna pode ser melhorada com o prolongamento
da coluna, aumentando assim o numero de pratos tedricos (GROB &
BARRY, 2004).

Na cromatografia gasosa, a amostra € inicialmente vaporizada em
uma camara de vaporizagdo e injetada na coluna. A amostra é entéo
arrastada por uma fase movel gasosa denominada de gas de arraste para
dentro da coluna. O gas de arraste deve ser inerte e ndo deve interagir com
as moléculas do analito, apenas deve transportar o analito através da coluna
cromatografica (SKOOG,2002). Os gases mais utilizados s&o: hélio,
nitrogénio e hidrogénio. A escolha do gas é feita levando-se em
consideragdo o tipo de detector existente no equipamento. Durante a
passagem dos analitos através da coluna ocorre a formac&o de interagcdes
quimicas entre os analitos e a fase estacionaria existente na coluna
cromatografica, a intensidade destas forgas depende diretamente do carater
polar da fase estacionaria e da polaridade dos analitos. Quanto maior for a
intensidade das forgas existentes, mais tempo o analito fica retido na coluna

cromatografica e maior sera o seu tempo de retengao.
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Nas colunas capilares a fase estacionaria € um filme de um liquido
com espessura de alguns décimos de micrometro que reveste
uniformemente o interior de um tubo capilar (SKOOG, 2002). As
propriedades desejaveis para a fase estacionaria de uma coluna
cromatografica, sdo: baixa volatilidade, estabilidade térmica, inércia quimica
e caracteristicas de solvente, ou seja, deve interagir com o analito sem

reagir com 0 mesmo.

Os instrumentos de cromatografia gasosa acoplada com a
espectrometria de massas sdo utilizados na identificacdo de centenas de
componentes presentes em sistemas naturais e biolégicos, permitindo a
caracterizacdo de substancias em diversas amostras e a quantificacdo

destes compostos.

Para se obter o espectro de massa de um analito, inicialmente as
moléculas deste analito, na forma de vapor, sdo bombardeadas por um feixe
de elétrons provocando a perda de um elétron por parte do analito com a
formagédo de um ion molecular. O ion molecular € um ion radical que tem a
mesma massa molecular da molécula. Este ion molecular ao colidir com
elétrons energéticos, fica excitado e sofre uma fragmentagéo originando ions
de massas menores. Os ions positivos formados sdo selecionados pela
razao massal/carga, sendo apresentados em um espectro de massas. O pico
de maior intensidade é denominado de pico base, sendo atribuido
arbitrariamente para este pico uma intensidade igual a 100. As alturas dos

demais picos sdo fornecidas tomando-se como base a proporgdo de

intensidade em relagao ao pico base (SKOOG,2002).

As principais formas de ionizagdo utilizada na espectrometria
molecular sdo: impacto de elétrons (El), ionizagdo quimica (Cl) e lonizagao
por campo (FI). Na ionizagao por impacto de elétrons a amostra é aquecida
a uma temperatura suficiente para produzir um vapor molecular, que é entdo
ionizado pelo bombardeio das moléculas resultantes com um feixe de
elétrons energéticos. Os elétrons sdo emitidos de um filamento de tungsténio
ou rénio e acelerados por um potencial de aproximadamente 70 eV,

estabelecido entre o filamento e 0 dnodo. As trajetérias dos elétrons e das
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moléculas estdo em angulo reto e se interceptam no centro da fonte, onde
ocorrem a colisao e a ionizagdo. Os ions positivos produzidos por impacto
de elétrons sao atraidos através de uma fenda em uma placa aceleradora
por uma pequena diferenga de potencial, o que faz com que os ions
adquiram sua velocidade final antes de entrarem no analisador de massa.
Com o espectrémetro ajustado em um valor apropriado de m/z , a corrente

ibnica é registrada em fungéo do tempo (SKOOG, 2002).



5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta parte do trabalho é descrito o resumo de alguns artigos que
abordam assuntos relevantes sobre a extragado de pesticidas em diversas
matrizes, utilizando a extragao por dispersao da matriz em fase sdlida e a

extragao liquido-liquido.

Dérea e Sobrinho (2004) analisaram os pesticidas B-endusulfan,
parationa metilica e malationa em arroz. O método consistiu em uma
amostra de 5,0g, homogeneizacdo com 1,0g de alumina neutra,
transferéncia para uma coluna de polietileno (20 mL) contendo |a de vidro
para montar a coluna MSPD, eluicdo com 40 mL de acetato de etila e a
analise por GC/ECD. Foram realizados testes com silica (1,0 e 0,59) e
alumina neutra (1,0g) como dispersantes e com acetato de etila e hexano
misturado com acetato de etila (1:9 viv) como eluentes. A combinagdo de
alumina neutra como dispersante e acetato de etila eluente mostrou ser mais
eficiente no compromisso entre recuperacgéo e limpeza do extrato final. Os
resultados de recuperagdo do método proposto em trés niveis de
fortificagdo (0,5 a 10,0 mg.kg™") para o B-endusulfan, malationa e parationa
metilica foram 100,4% + 2,2%, 89,3% + 2,9% e 100,3% * 5,3%
respectivamente. O método foi aplicado no monitoramento do arroz do
Perimetro Irrigado Betume (SE), ndo sendo observado tragos residual dos

pesticidas selecionados para o estudo.

Michel e Buszewski (2004) desenvolveram um método por MSPD para
determinagao e analise de residuos de carbendazim em plantas medicinais
por HPLC/DAD. A amostra foi triturada, pesando-se 5,0g da mesma que foi
homogeneizada com 8,0g de silica-gel acidificada (10 mL de HCI em 100g
de silica-gel) e transferida para coluna contendo 1a de vidro, eluigdo com 120
mL de uma mistura de metanol-diclorometano (1.5, v/v), concentrado e
analisado por HPLC, utilizando uma fase mével de metanol e agua (45:55,
v/v). Foi realizado um estudo comparativo entre a classica extragéo liquido-

liquido e a MSPD. Os dois procedimentos apresentaram os mesmos valores
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para os limites de detec¢do (LOD = 0,02 ug/g) e quantificacdo (LOQ). O
estudo de recuperagdo em trés niveis de fortificagdo (0,04; 0,08 e 0,1 ug/g)
obteve uma recuperagdo média >71,2% para LLE (R.S.D. 5,2%) e >84,3%
para MSPD (R.S.D. 2,7 — 4,1%). A extracdo LLE demonstra ser eficiente
para extrair residuos de carbendazim em plantas medicinais, porém,
apresentou valores menores de recuperagao que o meétodo proposto que
utilizou a extragado por MSPD. A aplicagao do procedimento foi demonstrada
através do estudo de recuperagdo que é um parametro utilizado na

validagdo de um método analitico.

Dérea e Lopes (2004) analisaram os pesticidas monocrotofés,
parationa metilica, cipermetrina-cis, cipermetrina-trans e deltametrina por
CGC/MS em amostras de quiabo. Uma porcéo representativa de 2 g da
amostra foi misturada com 4 g de silica gel (70-230 mesh). Apds
homogeneizagao por 2 min a mistura foi transferida para uma coluna MSPD
(20mL) contendo 1 cm de alumina neutra como co-coluna e & de vidro como
“base de sustentacao”. A eluicdo dos pesticidas da coluna MSPD foi com 40
mL de acetato de etila. Foram realizados testes com os adsorventes silica e
alumina neutra em varias proporgdes. Foram feitos também testes de com e
sem co-coluna. Os melhores resultados de recuperagcdo foram obtidos
utilizando-se silica gel (70-230 mesh) como dispersante e alumina neutra na
co-coluna. Com base nos estudos realizados por Dérea e Langas (1999),
Torres et al (1996) e Navarro et al (2002) o acetato de etila foi selecionado
como solvente de eluigdo. As amostras de quiabo foram fortificadas entre
0,05 e 0,75 mg/Kg. As recuperagdes médias obtidas para o nivel mais
elevado de fortificacdo foram os seguintes: monocrotofés 98,7% (DPR +
4,2%), parationa metilica 91,4% (DPR + 5,0%), cipermetrina-cis 93,3% (DPR
+ 6,2%), cipermetrina-trans 98,9% (DPR =+ 7,6%) e deltametrina 96,1 (DPR
+ 10,0%). Os resultados mostraram uma variagao entre 0,02 e 0,15 mg/Kg
para LOD e 0,1 a 0,7 mg/Kg para LOQ. O método foi aplicado em amostras
reais encontrando uma concentragao de deltametrina 13 vezes acima que o
valor do LMR.
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Albero et al (2003), determinaram isdmeros de endosulfan e sulfato de
endosulfan em amostras comerciais de suco de tomate utilizando extracao
por MSPD, analise por CG-ECD e confirmagao dos pesticidas estudados por
GC-MS. O método consistiu em colocar 2,5 g de Florisil em uma coluna de
vidro, adicionar 2 mL de suco de tomate e 0,5 mL de acetona para distribuir
uniformemente a amostra na coluna, seguido da adigao de 1,0 g de Florisil
para melhorar a disperséo do suco de tomate no adsorvente. A extragéo foi
realizada com duas por¢des de 5 mL de acetato de etila, em um banho ultra-
sbénico por 15 min. O extrato obtido foi filtrado, concentrado a 1 mL e depois
diluido em n-hexano até 10 mL para posterior andlise. Foi avaliado a
influéncia do adsorvente nas recuperacoes. Florisil foi escolhido por
apresentar um extrato mais limpo. Também foi avaliado o melhor solvente
(acetato de etila, n-hexano e misturas entre os dois), porém os melhores
valores foram obtidos utilizando o acetato de etila puro. Os valores médios
das recuperagdes para um nivel de fortificagdo de 0,1 w/g foram: o-
endosulfan (91,0 + 2,3); B-endosulfan (86,7 + 2,0) e sulfato de endosulfan
(100,6 £ 6,1). O método foi aplicado em amostras de sucos adquiridas em
supermercados de Madri, encontrando amostras com uma quantidade de

residuos acima dos valores permitidos.

Zuin et al (2003) realizaram um estudo comparativo entre uma
metodologia convencional da farmacopéia européia (EP) e uma metodologia
desenvolvida por MSPD para analisar residuos de pesticidas em plantas
medicinais  brasileiras. Os pesticidas estudados (OC: lindano,
hexaclorobenzeno, clorotalonil, tetradifona, a-endosulfan, B-endosulfan,
dieldrin, OP: malationa, fenitrotiona, parationa etilica e parationa metilica)
foram analisados por GC-ECD. Uma aliquota de 0,5 g de Florisil desativada
com 3% de agua foi adicionada a 1g de folhas secas e pulverizadas de
Passiflora L. (maracuja), homogeneizando por 5 min. A mistura foi
transferida para uma coluna (5 x 1,5 cm) contendo 2 g de alumina neutra
(desativada com 3% de agua) e 0,5 g de sulfato de sodio anidro. A eluicéo
foi feita com 5 mL de uma mistura de n-hexano e acetato de etila (70:30,

v/v). Foram realizados testes para selecdo da fase solida adsorvente (Csg,



Cis, Florisil), solvente de eluicdo (acetato de etila e n-hexano) e fase sdélida
para a etapa de limpeza do extrato. As solugdes padrdes foram preparadas
no extrato para obter a curva analitica, evitando influéncia da matriz nos
resultados. O estudo de recuperagao foi feito considerando trés niveis de
fortificagdo, obtendo valores médios de recuperagcbes de 96,31% (EP) e
94,27% (MSPD). O método desenvolvido apresentou valores equivalentes
ao da farmacopéia européia com a vantagem de ser de baixo custo, simples

e rapido.

Navarro et al (2002) realizaram um estudo comparativo entre a
extragao liquido-liquido (método ja estabelecido) e MSPD para determinagéo
de oito fungicidas (captan, carboxin, fludioxonil, flutolanil, folpet, pirimetanil,
quintozole e tebuconazol) em frutas e vegetais. O método por MSPD
consistiu em uma amostra de 0,59, homogeneizacdo com 0,5g de Cjs,
transferéncia para uma coluna contendo 1 g de silica, eluigdo com 10 mL de
acetato de etila e a analise por GC-NPD-ECD conectado em paralelo com
MSD para confirmagao. Obtendo uma recuperagédo entre 80 e 102% +9%
para o conjunto dos oitos fungicidas em trés niveis de concentragdo. No
estudo comparativo foram avaliados os parametros: linearidade,
recuperacoes e limite de quantificagdo (LOQ). O método por MSPD
apresentou valores satisfatérios de recuperagdes e concordante com o
meétodo ja estabelecido, com a vantagem de obter um extrato mais limpo e
usar uma massa menor da amostra, tendo como consequéncia, uma menor

quantidade de compostos oriundos da matriz por mL de extrato final.

GOBO et al (2004) realizaram um estudo visando o desenvolvimento e
validagédo de uma metodologia analitica para determinagdo de residuos de
pesticidas organofosforados em tomates. Os pesticidas organofosforados
selecionados para o estudo foram: acefato, clorpirifés, malationa,
metamidofés e parationa metilica empregando cromatografia gasosa com
detector de nitrogénio e fosforo (GC-NPD). O procedimento de extragao
empregado neste estudo foi baseado na extragdo liquido-liquido (LLE) e
consistiu em: uma amostra de tomate foi homogeneizada em liquidificador,

entdo, 25 g da amostra foi pesada em um frasco com tampa, adicionando-se



em seguida 50 mL de acetato de etila e 2,5 mL de uma solucdo de cloreto de
sodio a 10%. Em seguida, o frasco foi agitado por 25 minutos. Apds agitagao
foi adicionado mais 35 g de sulfato de sodio anidro e a mistura foi agitada
por mais 10 minutos. Apos 5 minutos de repouso, retirou-se uma aliquota
que foi submetida a analise. Neste estudo, também foi observado a
interferéncia de compostos enddégenos sobre os resultados de recuperagéo.
A curva analitica foi construida com solugbes dos pesticidas no extrato da
matriz. Os valores de recuperagéo variaram de 88 % + 3,0 a 117% =+ 20,0.

Gambacorta et al (2004) realizaram um estudo para avaliar a
concentragao de residuos dos pesticidas metomil, benalaxil e clorotalonil em
tomate apos aplicagdo destes compostos. No estudo foi feito o
monitoramento da concentragao dos residuos durante 20 dias apds o
tratamento. Para o benalaxil a concentracdo no momento da aplicagao ao
vigésimo dia, ocorreu uma reducéo de 0,76 + 0,14 para 0,13 + 0,02 mg.kg™,
para o clorotalonil ocorreu uma redugéo de 6,32 + 0,59 para 0,65 + 0,07
mg.kg'l e para o0 metomil a redugao foi de 1,54 + 0,15 para 0,005 + 0,002
mg.kg'apés o sétimo dia. A extragdo dos pesticidas da matriz foi feita
através da extragao liquido-liquido, partindo de 25 g da amostra e utilizando
50 mL de éter de petrdleo e 2 g de sulfato de sédio anidro, seguido de duas
novas extragdes com 25 ml de diclorometano. O extrato foi concentrado e
dissolvido novamente em diclorometano, sendo submetido em seguida a um
clean-up através de um cartucho de Florisil ativado com 4 mL de uma
mistura de acetonitrila e diclorometano (1:4 v/v). A eluicao foi realizada com
6 mL da mistura usada na ativagdo. O extrato foi analisado por HPLC
(metomil) e GC (benalaxil e clorotalonil).

Rastrelli et al (2002) analisaram residuos de dezoito pesticidas
organofosforados em 6leo de oliva por cromatografia gasosa. Uma aliquota
de 6 g da amostra de 6leo foi misturada com 10 mL de n-hexano, obtendo 3
ml de uma solugao lipofilica, passando este por um cartucho de silica-gel
conectado com outro cartucho de Cig. Apos 10 minutos o extrato lipofilico foi
eluido por gravidade com 5 mL de acetonitrila saturado com hexano. O
eluato foi misturado com 4 mL de metanol e a mistura foi concentrada. O

extrato obtido foi avolumado até 1 mL em acetona e analisado por GC-NPD.



O estudo de recuperagéo foi realizado em trés niveis de fortificagdo obtendo
valores que variaram de 82 + 12 a 108 + 9 % (fortificacdo de 0,5 mg.kg™), de
82 + 8 a 110 + 8 % (fortificacdo de 1,0 mg.kg”) e de 83+ 9 a 110 + 4 %
(fortificagdo de 0,5 mg.kg?). Amostras reais (65) foram analisadas,
encontrando-se residuos de dimetoato em 29 amostras, fention em 18
amostras e clorpirifés-metil e azinfos-eti em 4 amostras. Os demais
compostos n&o foram detectados em nenhuma amostra.

Sannino et al (2004) utilizaram a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (ionizagdo por eletrospray) para a determinagéo
de uma nova geracao de pesticidas (azosxistrobin, trifloxistrobin, kresoxim-
metil, fenazaquin, indoxacard, fenotiocarb, benfuracarb, imidacloprid,
dimetomorf, fenpiroximate, hexitiazox, tebufenpirad, tebufenozide,
difeconazole, fenbuconazole, flusilazole, paclobutrazol, tebuconazol,
tetraconazol, bromoconazol, etofenprox, fenexamid e piridaben) usados no
processamento industrial de frutas e vegetais (puré de maga, suco de limao
e puré de tomate). Foram analisados 24 pesticidas pertencentes a diferentes
fungdes quimicas. Inicialmente uma amostra de 20 g de suco de limao foi
homogeneizada e o pH foi ajustado para 6,0 através da adicdo de NaOH
10M. Uma amostra adicional de 10,0 g de suco de limé&o foi utilizada, sendo
necessario ajustar outra vez o pH. Um volume de 40 mL de acetona e 7 g de
cloreto de sdédio foram adicionados e a mistura foi homogeneizada por 2
minutos. Uma mistura de 20 ml de acetato de etila e ciclohexano (50:50, v/v)
foi adicionada e a mistura foi agitada por mais 1 minuto. Foram retirados 50
mL da fase organica, a qual foi filtrada. Em seguida, foram adicionados mais
20 g de sulfato de sédio e a mistura foi outra vez filtrada. O filtro foi lavado
com 20 mL de acetato de etila-ciclohexano (50:50 v/v), o material foi obtido
dentro de um frasco e concentrado. A amostra foi entdo avolumada para 9
mL com acetona-hexano (15:85 v/v). Uma aliquota de 1mL desta solugao foi
evaporada e o residuo foi avolumado para 1 mL com acetonitrila-agua (40:60
vIv). Este extrato foi analisado por HPLC-MS. Os valores de recuperagao
para o conjunto de pesticidas em matriz de puré de tomate variaram de 76%

+ 13% a 106% =+ 2%. Foi observada também a influéncia da matriz de



46

tomate nos resultados de recuperacéo (>135%). Este efeito foi compensado

pela utilizagdo dos analitos preparados no extrato da matriz.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 — Materiais

Béquer (50 e 250mL), bastdo de vidro, proveta (10 a 50mL), baldo
volumétrico (1, 2, 5, 10 e 25 mL), baldo de fundo redondo, vidro de relégio,
espatula, pinga, seringa de polietileno (20mL), I& de vidro (sem tratamento
prévio), garra, micropipeta (Boeco Pipette 10-100 e 100-1000uL), pipeta
Pasteur, rota-evaporador (Fisatom 802D), balanca analitica (Sartorius BL

2105), seringa para inje¢do das amostras no CG (Hemilton 701N — 10 uL).

6.2 — Reagentes e adsorventes

Acetato de etila (Merck, Darmstadt, Alemanha), hexano (Quimex,
Brasil), diclorometano (Merck, Darmstadt, Alemanha), Florisil 60-100 mesh
(Sigma, U.S.A), silica gel 70-230 mesh (Merck, Darmstadt, Alemanha),
alumina neutra 70-290 mesh (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), Cis
50uM-65 A° (Waters- U.S.A) e sulfato de sodio anidro (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Todos os solventes e reagentes utilizados possuiam grau de

pureza maior ou igual a 96%.

6.3 — Padroes e solugoes

Os padrdes certificados dos pesticidas utilizados foram: dimetoato
(Pestanal, 99,8%), parationa metilica (Institute of Organic Industrial

Chemistry, Warsaw, Polénia , 99,4%), malationa (Radian International, 99%),



tebuconazol (Dr. Ehrenstorfer, 98,5%), cipermetrina (Institue of Organic
Industrial Chemistry, Warsaw, Polénia, 99%).

As solugdes padrao estoques foram preparadas com concentragoes
de 450 pg mL™ (dimetoato), 440 ug mL™* (parationa metilica), 430 ug mL™
(malationa), 100 pg mL™ (tebuconazol) e 100 pg mL™* (cipermetrina) em
acetato de etila e foram armazenadas em freezer. A partir destas foram
preparadas solugbes padrdao de trabalho em diclorometano com
concentragdes de 10 ug mL™ para cada pesticida. As solugdes de trabalho
também foram armazenadas no freezer e utilizadas no maximo por quatro

semanas, em fung¢ao da sua degradagao.

6.4 — Limpeza dos materiais

Os materiais utilizados na preparacdo das solugbes e durante as
extragdes foram lavados seguindo o seguinte procedimento:

- Enxague em agua corrente, por trés vezes;

- Lavagem com solucao de extran a 2%;

- Enxague em agua corrente, por trés vezes;

- Lavagem com agua destilada;

- Enxague com acetona e secagem;

- Cobrir com papel aluminio as extremidades abertas e guardar em

armarios fechados.

6.5 — Condigdes cromatograficas de analise por GC-MS

O GC-MS da Shimadzu, modelo QP5050A, Kyoto, Japéo, foi utilizado
nas analises dos pesticidas em matriz de tomate durante a otimizagéo de
parametros para o desenvolvimento do método. Equipado com injetor com e

sem divisdo de fluxo, operando no modo sem divisao por 1 min, a 250°C,
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coluna DB - 5 - 5% fenil, 95% polisiloxano (30m x 0,25mm de didmetro x
0,25um) J & W Scientific, com programag¢ao de temperatura: temperatura
inicial, 60°C (1 min); taxa de aquecimento de 25°C/min até 180°C; taxa de
aquecimento de 15°C/min até 280°C (10 min). Temperatura da interface,
280°C. O gas de arraste foi o hélio com fluxo de 1,2 mL.min™ (13,4 kPa).
Injecdo manual de 1 puL. O espectrometro de massas foi operado com
monitoramento de ions selecionados (SIM). Modo ionizag&o: impacto de
elétrons a 70 eV (280°C). Os fragmentos selecionados no modo SCAN para
0s pesticidas estudados foram (m/z): 87 e 125 para o dimetoato; 109 e 125
para a parationa metilica; 93,127 e 173 para a malationa; 70 e 125 para o
tebuconazol, e 181 e 207 para a cipermetrina.

O GC-MS da Shimadzu, modelo QP2010, Kyoto, Japao, foi utilizado
nas analises dos extratos fortificados com os pesticidas e nas analises dos
extratos das amostras reais, que foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento em Quimica no Instituo de Quimica da UFBA.
Equipado com injetor automatico (modelo AOC 20i) e coluna HP 5MS - 5%
fenil, 95% polisiloxano (30 m x 0,25 mm de diédmetro x 0,25um). As demais

condicoes de analise foram as utilizadas no equipamento QP5050A.

6.6 — Processo de dispersao da matriz em fase sélida.

6.6.1 — Preparagcao da amostra

Amostras de tomate ndo contaminadas (testemunha), adquiridas na
feira de produtos orgénicos no Clube dos Engenheiros Agrénomos de
Sergipe (Aracaju/SE), foram utilizadas para desenvolver a metodologia por
dispersdo da matriz em fase sdlida. Os tomates selecionados como
“testemunhas”, logo apds o recebimento, foram processados sem lavar na
sua forma in natura (casca, semente e polpa) em liquidificador e

armazenados em frascos com tampa rosqueavel em freezer. Momentos
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antes da extragcao, o tomate processado foi retirado do freezer e deixados a

temperatura ambiente até descongelar.

6.6.2 — Método de extragao por MSPD

A extragao dos pesticidas selecionados para o estudo em matriz de
tomate, fazendo uso da técnica de dispersdo da matriz em fase sdlida,
consiste em homogeneizar 2,0 g do tomate fortificado com 0,5 g de alumina
neutra por aproximadamente 2 minutos até obter uma massa uniforme.
Transferir para uma coluna MSPD preparada no laboratério minutos antes
da extragdo e previamente condicionada. A coluna é preparada em uma
seringa de polietileno com 20 mL de capacidade, colocando-se 1& de vidro
como base de sustentagdo, adicionando em seguida 0,5g de Florisil (co-
coluna) e sobre este, 3,0 g de sulfato de sddio anidro. A coluna preparada é
condicionada passando-se 5 mL de diclorometano. Em seguida, a mistura da
matriz com o adsorvente (alumina neutra) é transferida para a coluna e
distribuida uniformemente. A eluigdo é feita com fluxo gravitacional de 20
mL de diclorometano. O eluato obtido € concentrado por evaporacao do
solvente em rota-evaporador (65 kPa, 45°C) e uma aliquota de 1uL é
analisado por cromatografia em fase gasosa. A Figura 7 apresenta o
esquema de montagem da coluna de MSPD utilizada para extrair os

pesticidas selecionados da matriz de tomate.
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—T— 20 mL de diclorometano (eluente)

5 2,0gdetomate + 0,59 de alumina (coluna)

T > 3,0g de sulfato de soédio anidro (agente secante)

> 0,59 de Florisil (co-coluna)
@ »——— L& devidro

FIGURA 7: Esquema de montagem da coluna MSPD para extragéo de
pesticidas de tomate.

A Figura 8 apresenta o procedimento utilizado para a extracdo de
pesticidas por dispersao da matriz em fase solida de amostras fortificadas de

tomate.
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FIGURA 8: Procedimento para a extragdo de pesticidas por dispersdo da
matriz em fase sdlida de amostras de tomate.
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Quatro amostras comerciais de 1,0kg de tomate foram coletadas na 12
semana de margo de 2005. As amostras foram adquiridas nos seguintes
pontos comerciais na cidade de Aracaju: Bomprego (Av. Saneamento), G
Barbosa (Av. Rio de Janeiro), Mercado central de Aracaju e na feira livre do
bairro Suiga. As amostras de tomates coletadas e etiquetadas foram
condicionadas em sacos de polietileno e preservadas em gelo para o
transporte ao laboratorio. No laboratério, apds o recebimento das amostras,
as mesmas foram identificadas e previamente picadas com faca de ago
inoxidavel e processadas em liquidificador sem lavar, na sua forma in natura
(casca, semente e polpa). O homogeneizado foi entdo acondicionado em

frascos com tampa rosquedavel e mantido em freezer até analise.



7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica foram otimizados
as condi¢cdes cromatograficas para uma boa separagdo dos analitos,
seguido de experimentos para a selecdo do eluente, suporte adsorvente,
volume de eluigdo, melhor proporcdo matrizzadsorvente (em massa) e
limpeza do extrato. Com base nos valores de recuperagéo que foram obtidos
foi realizada uma discussao sobre a repetitividade do método, limite de
guantificagao, limite de deteccdo e linearidade. Finalizando, foi realizada

uma discussao sobre as analises nas amostras reais.

7.1 — Otimizacao das condi¢des cromatograficas.

A partir de trabalhos realizados no proprio laboratério em estudos
anteriores com alguns destes pesticidas e de dados bibliograficos obtidos
em artigos cientificos foi feita a primeira programacédo de temperatura da
coluna para dar inicio ao trabalho. Inicialmente foram realizadas injecdes em
separado de 1luL de cada padrédo de pesticida com concentracdo de 10
ug/mL, no sistema de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas operando no modo SCAN (varredura). Varias programacdes de
temperatura para a coluna foram testadas, a fim de obter uma programacao
de temperatura satisfatéria para uma separagdo adequada dos cinco
pesticidas selecionados. Durante estas injegdes foi mantido constante o
fluxo da fase moével e a velocidade linear dos analitos na coluna
cromatografica.

Apés a identificagdo de cada composto utilizando a programacéo de
temperatura otimizada, foi feita uma injecdo de uma solugdo contendo o
conjunto de pesticidas selecionados para o estudo, com o objetivo de
confirmar os tempos de retengao e separagao dos compostos. Em seguida,

foram feitas algumas variagdes na velocidade linear dos analitos com o
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objetivo de diminuir o tempo total da corrida. A programagao de temperatura
que possibilitou uma separacdo adequada dos analitos esta descrita no item
6.5. A velocidade linear do sistema cromatografico foi de 1,2 cm.st.

ApO6s o estabelecimento da programacgéo de temperatura ideal, foi feita
uma selegcado dos ions de maior intensidade para cada analito no modo
SCAN (varredura), os quais estdo relacionados na Tabela 9. Com o
espectrdmetro de massas operando no modo SIM (Monitoramento de ions
selecionados), foram realizadas inje¢des de uma solugdo cumulativa dos
pesticidas para identificar quais fragmentos apresentavam melhor resposta
no espectrometro de massas. A Figura 9 mostra o cromatograma de uma

mistura de padrdes em solugdo de concentracdo 1,0 pg.mL™.

TABELA 9: Fragmentos monitorados na quantificagéo dos pesticidas

Pesticida Tempo de retengao Fragmentos (m/z)
(min)
Dimetoato 11,42 87* 125
Parationa metilica 12,59 109; 125*
Malationa 12,92 93; 127*; 173
Tebuconazol 16,31 70%; 125
Cipermetrina (cis) 21,77 181%; 207

* jon base
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FIGURA 9: Cromatograma obtido por GC/MS (modo SIM) de solugéo
cumulativa de pesticidas com concentragéo de 1,0 pg.mL™. 1. Dimetoato; 2.
Parationa metilica; 3. Malationa; 4. Tebuconazol e 5. Cipermetrina (cis). Ver
condi¢des cromatograficas de analise no item 6.5.

7.2 — Selegao do eluente

Partindo de dados obtidos na literatura, foi observado que o solvente
mais utilizado na etapa de eluicdo dos analitos é o acetato de etila e que
outros solventes como o diclorometano, acetonitrila e hexano sdo menos
utilizados. Para a selegcao do eluente mais adequado foram realizadas
extracbes dos pesticidas da matriz de tomate utilizando C,3 como
adsorvente, mantendo o mesmo volume do eluente e a mesma proporgao
matriz/adsorvente (3:1), variando apenas o tipo de eluente. Os solventes
testados foram o hexano, acetato de etila, diclorometano e duas misturas de

hexano e acetato de etila nas propor¢gées em volume de 1:1 e 1:3 v/v. Para a
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escolha destes solventes foi levado em consideracdo as polaridades dos
analitos e dos solventes. O volume de cada solvente ou mistura entre eles
utilizado na eluicéo dos analitos foi de 20,0 mL. Foi também realizada uma
extragdo utilizando apenas o acetato de etila sem a presenga do Cis. Este
teste foi realizado com a finalidade de verificar se existiria alguma diferenga
na extragao realizada com e sem o C;5, uma vez que 0s testes preliminares
mostravam uma ineficéncia deste adsorvente na extracdo. As amostras
testemunhas de tomates foram contaminadas com uma adi¢cdo padrao de
1,0 mL de solugdo cumulativa com concentragdo de 1,0 mg.L™” de cada
pesticida. Os testes foram realizados em replicatas com duas extragdes para
cada eluente ou mistura entre eles. Foram feitas duas injecdes para cada
extrato obtido. Os resultados das recuperagbes mostrados na Tabela 10
foram calculados a partir de uma curva analitica construida antes de
identificar o efeito da matriz nas analises. A Tabela 10 mostra a média das
recuperagoes para cada extragao realizada com os diferentes sistemas de

eluicao testados para extracao dos pesticidas.

TABELA 10 — Teste para escolha do solvente de elui¢do tendo o C;5 como
adsorvente.

Recuperacao (%)

Pesticida Solvente e mistura de solventes

Hex | AcOEt| DCM | Hex+AcOEt | Hex+AcOEt| AcOEt
(50:50; viv) | (25:75; viv) | (sem Cyg)
Dimetoato 35,7 53,3 74,1 60,5 34,2 62,6
Parationa metilica | 120,7 | 90,8 | 154,8 104,2 67,0 109,2
Malationa 57 451 71,5 51,7 30,0 44,8
Tebuconazol 51,7 63,7 | 115,2 67,3 26,2 53,1
Cipermetrina (cis) | 109,9 | 149,3 | 305,7 156,4 45,1 125,1

Para o dimetoato, malationa e o tebuconazol o0 solvente que
apresentou maior eficiéncia na extracdo foi o diclorometano, porém, as
recuperagoes obtidas para a cipermetrina (cis) foram bastante elevadas,

evidenciando o efeito matriz neste pesticida. Uma discussdo sobre a
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influéncia da matriz sera feita no item 7.5 deste trabalho. Para a cipermetrina
(cis) o solvente que apresentou melhor resultado nas extra¢des foi o hexano
e para a parationa metilica o acetato de etila foi o solvente que apresentou o
melhor resultado. A mistura de hexano e AcOEt (50:50) apresentou um valor
de recuperagao pouco satisfatorio, porém, a mistura (25:75) para hexano e
acetato de etila apresentou valor de recuperacédo fora da faixa aceitavel de
recuperacao descrita por RIBANI et al (2004) para analises cromatograficas,

que corresponde a valores entre 70 e 120%.

Um outro estudo foi a extragao realizada sem a presenga do Cis.
Comparando os valores das recuperagdes que foram obtidos utilizando o
acetato de etila com o Cig € com 0 acetato de etila sem o Cig, nota-se que
os valores obtidos sdo bastante semelhantes, mostrando que o Cis nao
atuou bem como adsorvente, seja pela quantidade do adsorvente que pode
ser insuficiente ou pela propria natureza do material. Novos testes com o Cig
foram realizados para a escolha do melhor adsorvente, que sera discutido no
item 7.3.

Novos testes foram realizados utilizando o acetato de etila e o
diclorometano como solventes nas extragdes. Substituindo o Cig por Florisil
e mantendo as outras condigdes, foram obtidos os seguintes valores de

recuperacao, apresentados na Tabela 11.

TABELA 11: Teste para escolha do solvente de eluicdo tendo Florisil como
adsorvente.

Recuperagao (%)

Pesticida Corgr?]znlt_r_?)géo Solvente de eluigao
Acetato de etila | Diclorometano
Dimetoato 1,0 41,60 65,40
Parationa metilica 1,0 69,60 138,30
Malationa 1,0 35,70 46,40
Tebuconazol 1,0 39,70 95,60

Cipermetrina (cis) 1,0 79,75 279,40
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Para o dimetoato, parationa metilica, malationa e o tebuconazol o
diclorometano tem se mostrado mais eficiente como eluente, porém, mais
uma vez € possivel notar o efeito matriz na cipermetrina (cis) de forma

bastante acentuada com a elui¢ao utilizando o diclorometano.

Com base nos cromatogramas obtidos de amostras fortificadas de
tomate (observar as Figuras 10 e 11) foi observado que o diclorometano
fornece um cromatograma mais limpo,ou seja, a quantidade de compostos
endogenos arrastados pelo diclorometano € bem menor que os demais. Este
fato € importante, pois a quantidade de interferentes sera menor,
favorecendo a quantificagdo dos analitos. A presenga de compostos da
matriz no extrato final pode interferir na quantificagcdo dos analitos, quando
estes possuirem tempo de retengdo iguais ou muito préximos aos dos
analitos. Como o diclorometano também foi o solvente que apresentou
valores de recuperagbes satisfatéorios para uma maior quantidade de
analitos, este solvente foi escolhido como eluente para o estudo e

otimizagao dos demais parametros.

All;
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FIGURA 10: Cromatograma obtido por GC-MS (SIM) de um extrato de
tomate fortificado, obtido através de extracdo realizada com Ci;g e
diclorometano. Para condigdes cromatograficas de analises, ver item 6.5.
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FIGURA 11: Cromatograma obtido por GC-MS (SIM) de um extrato de
tomate fortificado, obtido através de extracao realizada com C,5 e acetato de
etila. Para condicdes cromatograficas de analises, ver item 6.5.

7.3 — Selegao do adsorvente (Suporte)

Os adsorventes testados foram: C,g, Florisil, silica e alumina neutra. O
Cis utilizado foi retirado diretamente de um cartucho SPE sem qualquer
condicionamento prévio no momento da mistura com a matriz. A silica
utilizada nos testes foi ativada a 80°C por 2 horas e estocada em
dessecador até a sua utilizagdo por no maximo uma semana. O Florisil e
alumina neutra foram utilizadas sem qualquer tratamento ou ativagao preévia.
As extragdes foram realizadas utilizando 20 mL de diclorometano como
eluente, mantendo a mesma proporgdao matriz/adsorvente (3:1). Os
resultados obtidos das recuperacdes sdo demonstrados na Tabela 12. As
extracbes foram realizadas em replicatas, com trés extracbes para cada

adsorvente testado e com uma injegdo para cada extrato. Estes valores de
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recuperacao foram calculados com a curva analitica construida com as

solugdes padrao preparadas em diclorometano.

TABELA 12: Teste para escolha do adsorvente (suporte) para extragao por
MSPD tendo DCM como solvente de elui¢éo.

Recuperagao (%)
Pesticida COngEiEEe Cis Florisil Silica | Alumina
(mg.L™)
Dimetoato 1,0 205,9 101,2 138,6 119,7
Parationa metilica 1,0 231,6 110,2 135,3 107,2
Malationa 1,0 276,3 190,9 219,0 145,5
Tebuconazol 1,0 420,7 217,9 288,4 251,9
Cipermetrina (cis) 1,0 402,4 241,0 139,6 118,9

Com o C,g foram obtidos os maiores valores de recuperagédo em
porcentagem para 0s cinco pesticidas, variando de 231,6 % a 420,7%. O
efeito matriz neste adsorvente foi mais acentuado que nos demais
adsorventes. O C;g foi considerado inadequado para extrair este conjunto de
analitos, pois, o extrato obtido com o Cig e diclorometano fornece um
cromatograma com varios picos. Estes picos sdo de compostos endégenos
provenientes da matriz, interferindo na quantificagdo dos analitos por
apresentarem tempo de retengédo muito proximo dos analitos de interesse.

A silica apresentou resultados semelhantes ao C-18, porém, o efeito
matriz foi menos acentuado. A utilizagdo da silica como adsorvente na
extragdo deste conjunto de analitos também foi considerado inadequado, por
ser um material de forte carater polar, este adsorvente retém uma grande
quantidade de compostos endogenos polares provenientes da matriz. O
extrato obtido fornece um cromatograma “sujo”’, ou seja, apresenta varios
picos de compostos oriundos da matriz dificultando a quantificacdo dos

analitos.
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O Florisil apresentou melhores valores de recuperagdo para o
dimetoato e o tebuconazol. O extrato obtido utilizando Florisii como
adsorvente, forneceu um cromatograma mais limpo, ou seja, com uma
menor quantidade de compostos provenientes da matriz, minimizando a
influéncia do efeito matriz. O extrato obtido utilizando alumina como
adsorvente, forneceu um cromatograma limpo, indicando a presenga de
poucos interferentes.

Com alumina foram obtidos os melhores valores de recuperagdes
para a parationa metilica, malationa e a cipermetrina. Para o dimetoato e o
tebuconazol, os valores obtidos utilizando alumina foram inferiores que os
valores obtidos com a Florisil. Como a alumina apresentou valores mais
satisfatérios para o maior numero de analitos e para os demais analitos
valores proximos aos obtidos com a Florisil para o dimetoato e o
tebuconazol, a alumina foi escolhida como o melhor adsorvente na extracao

deste conjunto de analitos da matriz.

7.4 — Efeito da matriz.

Um dos problemas na analise de residuos de pesticidas é o erro por
excesso. Este fendbmeno é atribuido ao chamado efeito da matriz, que é
explicado por uma elevada transferéncia de analitos do injetor para a coluna
cromatografica, também como um resultado da presenga no extrato de
substancias auxiliares arrastadas da matriz durante a extracdo dos analitos
ou por um efeito protetor no injetor provocado por estas substancias
(BERNAL, 1997). O efeito da matriz ocorre em colunas de cromatografia em
fase gasosa e em fase liquida, quando repetidas injegcdes da amostra
formam uma “crosta” dos componentes da amostra na cabeca da coluna e
introduz uma nova “fase” na coluna que afeta o carater da eluigao e retencéo
dos analitos em contato com esta “fase”. A descontinuidade desta fase com

a fase da coluna analitica produz alargamento de picos, “ombros” ao lado do
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pico ou picos multiplos para um unico analito, assim como pode provocar
perdas do analito (DOREA, 1999).

A Figura 12 mostra a diferenga entre o sinal (Area) de um mesmo
analito (cipermetrina-cis) para um mesmo valor de concentracdo, quando a
solugédo do pesticida é preparada em solvente puro e no extrato de tomate. E
possivel observar que a inclinagéo da curva obtida com a solugao padrao do
analito preparado no extrato da matriz € maior que o da curva construida
com a solucdo padrdao do analito preparado no solvente puro
(diclorometano). Quanto maior o angulo de inclinagdo na curva analitica,
maior é a sensibilidade, mostrando que ocorre um aumento na sensibilidade
do método, que ird induzir a um erro por excesso.

Como a resposta do analito em uma solugédo padrdo preparada no
extrato da matriz € maior, a utilizacao da curva de calibragao construida com
0s padrdes dos analitos preparados no extrato da matriz pode eliminar ou
reduzir a influéncia da matriz por compensacao. Outra possibilidade para
reduzir a influéncia da matriz € aumentar a eficiéncia e seletividade no
procedimento de extragdo ou uma limpeza mais extensiva do extrato
(ZROSTLIKOVA, 2002). Entretanto, esta dltima alternativa pode ocasionar
um aumento no tempo de extragao e redugao no valores de recuperagao em
fungdo das sucessivas etapas de clean-up ou purificagdo para limpeza do
extrato, que pode provocar interagcdes entre os analitos e o adsorvente de
limpeza, dificeis de serem rompidas no momento da eluigdo (FERREIRA et
al, 1993)
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FIGURA 12 — Comparagéao entre as curvas analiticas da solugdo padréao de
cipermetrina (cis) preparada no solvente puro (diclorometano) e no extrato
da matriz de tomate.

7.5 — Escolha da proporgao matriz/adsorvente.

A matriz deve estar dispersa no adsorvente formando uma mistura
uniforme, a fim do adsorvente romper a estrutura da matriz e interagir com
0s analitos, extraindo-os da matriz. Nao existe uma proporcao definida entre
a quantidade de matriz e quantidade de adsorvente para ser aplicada na
extragdo por dispersdo da matriz em fase sélida. A melhor proporgdo em
massa entre a matriz e o0 adsorvente deve ser determinado
experimentalmente durante o desenvolvimento da metodologia analitica,
pois, esta propor¢ao varia em fungdo do tipo de analito e da natureza da

matriz.



65

Por exemplo na determinagéo de residuos de pesticidas em frutas e
hortaligas utilizando a extragdo por MSPD, Navarro et al (2002) utilizaram
0,5 g da matriz e 0,5 g de adsorvente, ou seja, uma propor¢édo de 1:1.
Usando a mesma técnica de extracio para isolar residuos de pesticidas em
plantas medicinais, Zuin et al (2003) utilizaram 1 g da matriz e 0,5 g do
adsorvente, ou seja, uma propor¢céo de 2:1. Por esta razdo, tomando como
base estudos descritos na literatura com outras matrizes, foi realizado um
estudo comparativo com cinco proporgdes diferentes, utilizando sempre dois
gramas do tomate, variando apenas a massa do adsorvente. As proporgdes
testadas foram as seguintes: 5:1; 4:1; 2:1; 1:1; 1:2. Os resultados obtidos

para as recuperagdes sao demonstrados na Figura 13.

Foi observado que para as extragdes realizadas com as proporgdes
4:1; 2:1; 1:1 e 1:2, para o dimetoato, tebuconazol e a cipermetrina (cis)
ocorre um aumento das porcentagens de recuperagdo com o aumento da
qguantidade de adsorvente na mistura. O aumento de adsorvente favorece a
extragdo de compostos endégenos da matriz que interferem na quantificagéao
dos analitos, evidenciando a influéncia da matriz na quantificacao destes

analitos.

500
400 ~
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Recuperagao (%)

5:1 4:1 2:1 1:1 1:2

Proporgcées (m:m)

O Dimetoato B Parationa metilica O Malationa
O Tebuconazol B Cipermetrina

FIGURA 13 - Teste para a escolha da propor¢gdo matrizzadsorvente tendo
DCM como solvente de eluigdo e alumina como suporte.
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Para a parationa metilica e a malationa as proporgées 4:1 e 1:1
apresentaram valores semelhantes, porém para as outras duas propor¢des
ocorre um aumento das porcentagens de recuperagdo com o aumento de
adsorvente na mistura de forma semelhante ao descrito para o dimetoato,
tebuconazol e a cipermetrina (cis).

A extracao realizada com a proporcao 5:1 apresentou comportamento
diferente ao que foi exposto acima, ou seja, mesmo utilizando uma
quantidade menor de adsorvente foram obtidos os maiores valores de
recuperagoes para todos os analitos.

Considerando-se os valores obtidos para o conjunto dos cinco
pesticidas em estudo, a proporcao 4:1 foi a que apresentou os valores mais
satisfatérios. Os compostos dimetoato, parationa metilica e cipermetrina
apresentaram valores dentro de uma faixa aceitavel para a validagado do
método , apenas a malationa e o tebuconazol apresentaram valores acima
dos 120% para as suas recuperagdes, evidenciando a necessidade de fazer
uma limpeza do extrato, a fim de eliminar provaveis compostos interferentes

sobre estes analitos.

7.6 — Limpeza do extrato com uma co-coluna (Clean-up)

Foram realizados trés experimentos utilizando um segundo adsorvente
como co-coluna na extragao por MSPD. A utilizagdo da co-coluna tem como
objetivo reter compostos endogenos extraidos da matriz, para obter um
extrato final mais limpo e diminuir o numero de compostos interferentes e
desta forma tentar diminuir a influéncia da matriz sobre os analitos. Os
materiais utilizados foram: alumina neutra, Florisil e silica. As combinagoes
testadas entre adsorvente e co-coluna foram as seguintes: Florisil e alumina
neutra como co-coluna, alumina neutra e Florisil como co-coluna e alumina

neutra e silica como co-coluna. O Florisii como adsorvente, também
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apresentou valores satisfatérios de recuperagao para a maioria dos analitos.
Por este motivo foi realizado um experimento utilizando Florisil como
adsorvente e alumina neutra como co-coluna. Foi utilizada a proporgao
matriz/adsorvente que apresentou os melhores valores de recuperagdes nos
experimentos anteriores, ou seja, a propor¢ao de 4:1, utilizando 20 mL de
diclorometano como eluente. Para cada experimento foi usado 0,5 g do
adsorvente testado como co-coluna. Os resultados obtidos para as
recuperagoes sao mostrados na Tabela 13.

A utilizagdo da silica como co-coluna nao apresentou valores
satisfatérios, pois os valores obtidos sdo mais elevados que os valores
obtidos sem a co-coluna, evidenciando a persisténcia do efeito matriz, como

demonstrados na Tabela 13.

TABELA 13 — Teste utilizando a co-coluna MSPD tendo DCM como solvente
de eluigéo e alumina como suporte.

Recuperacgao (%)
Pesticidas tr Concentragao Adsorvente: Adsorvente: Adsorvente:
(min) (mg L'l) Florisil alumina alumina

' Co-coluna: Co-coluna: Co-coluna:
alumina Florisil silica
Dimetoato 11,42 1,0 62,8 79,5 160,0
Parationa metilica 12,59 1,0 88,0 99,3 128,5
Malationa 12,92 1,0 91,6 110,8 172,4
Tebuconazol 16,31 1,0 32,0 94,7 93,4
Cipermetrina 21,77 1,0 102,6 73,6 253,8

Apo6s a escolha da propor¢do em massa matriz.adsorvente 4:1 como a
que apresentou valores de recuperacdo mais satisfatorios, ou seja, 119,7%
para o dimetoato, 107,2% para a parationa metilica, 145,5% para a
malationa, 251,9% para o tebuconazol e 118,9% para a cipermetrina (cis).
Pode-se observar que a utilizacdo da Florisil como adsorvente e alumina
como co-coluna apresentou valores de recuperagdes satisfatorios para a

maioria dos analitos, porém ocorreu uma consideravel diminuicdo nas
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recuperagdes do dimetoato, e tebuconazol. A malationa apresentou uma
reducao bastante satisfatoria, de 145,5% para 91,6%, ja a redugao ocorrida
com o tebuconazol nao foi satisfatéria, de 251,9% para 32,0%, tornando o
processo de extragdo inadequado para este analito. A combinagdo que
apresentou os valores mais satisfatorios foi a utilizagcdo da alumina como
adsorvente e a Florisil como fase sélida na co-coluna. Podemos observar
isto comparando os valores das recuperac¢des obtidas sem a co-coluna e

com a co-coluna, mostrados na tabela 14.

TABELA 14 — Recuperagdes dos analitos sem e com o clean-up.

Recuperagées (%)
L. ~ Sem clean-up Com clean-up
Pesticidas  Concentragdo|  agsorvente: Adsorvente:
(mg.L™) alumina neutra alumina neutra
Co-coluna: Florisil
Dimetoato 1,0 119,3 79,5
Parationa metilica 1,0 107,2 99,3
Malationa 1,0 145,5 110,8
Tebuconazol 1,0 251,9 94,7
Cipermetrina 1,0 118,9 73,6

E possivel observar que houve uma reducdo nos valores das
recuperacdes de todos os analitos, com uma melhora significativa para a
malationa e o tebuconazol, ajustando estes dois analitos para a faixa de
recuperagoes aceitaveis para a validagdo do método. Em recente reviséo
sobre validagdo de métodos cromatograficos e eletroforéticos, RIBANI et al
(2004) considera os valores de recuperagcdo dos analitos como um dos
parametros para validagédo de uma metodologia analitica. Para analises em
nivel de tracos, valores de recuperagcbes entre 70 e 120% sao aceitaveis

para validagdo da metodologia analitica.
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Ocorreu uma redugdo significativa na recuperagao da cipermetrina,
porém sem comprometer a sua validagao. As variagdes observadas para a
parationa metilica foram pouco significativas. De modo geral, é possivel
concluir que a utilizagdo de uma extragdo com alumina como suporte e co-
coluna com Florisil como fase solida favorece a limpeza do extrato,
melhorando sensivelmente os valores de recuperagdes. Um outro fator
importante € que o extrato obtido utilizando alumina:Florisil fornece um
cromatograma mais limpo, evidenciando uma maior eficiéncia na limpeza do

extrato. Observar as Figuras 14 e 15.
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FIGURA 14- Cromatograma obtido por GC-MS (modo SIM) com extrato
obtido utilizando Florisil como adsorvente e alumina neutra como co-coluna.
1 - dimetoato, 2 — parationa metilica, 3 — malationa, 4 — tebuconazol e 5 —
cipermetrina. Ver condi¢des cromatograficas no item 6.5.
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FIGURA 15 - Cromatograma obtido por GC-MS (modo SIM) com extrato
obtido utilizando alumina neutra como adsorvente e Florisil como co-coluna.
1- dimetoato, 2 — parationa metilica, 3 — malationa, 4 — tebuconazol, 5 —
cipermetrina. Ver condigdes cromatograficas no item 6.5.

7.7 — Preparagao da curva analitica.

Foram preparadas solugdes padrao de cada pesticida separadamente
em diclorometano com concentragdo de 10 mg.L™. Estas solugdes foram
armazenadas em um freezer para serem utilizadas como solucdes
intermediarias. Apés identificar o efeito matriz foi realizada uma extragédo em
uma coluna MSPD contendo a matriz dispersa no adsorvente (alumina
neutra) e sem a presenca dos pesticidas. A extracao foi realizada utilizando
o diclorometano como eluente. O extrato obtido foi armazenado para a
preparagao das solugdes padrdo para obter a curva analitica. A partir das
solugdes intermediarias foram preparadas solugées padrao cumulativas no
extrato da matriz com concentragbes 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L™. Esta
curva foi obtida no GC-MS, modelo QP5050A (UFS) com injecado manual,
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com duas injecbes para cada concentragdo, considerando uma diferenga
maxima na area dos analitos de 10%. Esta curva foi utilizada para o estudo
de recuperagdo, para a selegcdo do eluente e do adsorvente, volume de
eluicdo, propor¢cao matriz/adsorvente e limpeza do extrato (utilizagéo da co-
coluna) utilizando o método da padronizagéo externa. A Tabela 15 mostra as
equagdes das retas e os coeficientes de correlagdo dos graficos analiticos

para os pesticidas estudados.

TABELA 15: Curva analitica por regressédo linear para os pesticidas
preparados no extrato da matriz e analisados por MSPD, GC-MS modelo
QP5010 (UFS).

Pesticida Intervalo Equacéao da reta* Coeficiente de
(mg.LL) correlagdo(r?)
Dimetoato 0,2-2,0 |538303x +101969 0,9928
Parationa metilica| 0,2-2,0 98956x + 47396 0,9978
Malationa 0,2-2,0 |474138x + 132453 0,9951
Tebuconazol 0,2-2,0 196639x + 41253 0,9938
Cipermetrina (cis) 0,2-2,0 32199x +25097 0,9966

*y = bx + a (y = area do pico; x = concentracdo em mg.L™)

Apds o estudo dos parametros descritos anteriormente, foi preparado
um novo extrato utilizando na coluna MSPD uma co-coluna com Florisil para
limpeza do extrato. Partindo-se das solu¢bes intermediarias, foram
preparadas solugdes cumulativas dos cinco pesticidas no extrato obtido com
concentracoes de 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 e 10,00
mg.L™* que foram utilizadas para a preparagéo de uma nova curva analitica
no GC-MS modelo QP2010 (UFBA), com injetor automatico modelo AOC
20i, com duas injegcbes para cada concentragdo, considerando uma
diferenga maxima na area dos analitos de 10%. Para construgdo da curva
foram considerados cinco pontos, correspondendo as concentragdes de 0,10
a 1,50 mg.L™*. A Tabela 16 mostra as equagdes de reta e os coeficientes de
correlagdo dos graficos analiticos obtidos para cada um dos pesticidas

estudados.
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TABELA 16: Curva analitica por regressdo linear para os pesticidas
preparados no extrato da matriz e analisados por MSPD, GC-MS modelo

QP2010 (UFBA).

Pesticida Intervalo Equagao da reta* Coeficiente de
(mg.L™) correlagéo (r?)
Dimetoato 0,10 —-1,50 | 509029x — 47483 0,9981
Parationa metilica| 0,10 -1,50 | 199152x - 13880 0,9981
Malationa 0,10 -1,50 | 253513x — 4934 0,9967
Tebuconazol 0,10-1,50 194172x + 3180 0,9980
Cipermetrina (cis) | 0,10 — 1,50 103467x +460 0,9969

*y = bx + a (y = area do pico; x = concentracdo em mg.L™)

As Figuras 16 a 20 mostram as curvas analiticas por regressao linear

de cada analito.
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FIGURA 16: Curva analitica do dimetoato por GC-MS.
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FIGURA 17: Curva analitica da parationa metilica por GC-MS.
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FIGURA 18: Curva analitica da malationa por GC-MS.
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FIGURA 19: Curva analitica do tebuconazol por GC-MS.
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7.8 — Estudo de recuperacgao e repetitividade do método

O estudo de recuperagado € um dos parametros que deve ser avaliado
na validagédo de uma metodologia analitica expressa por meio da exatidao e
precisdo. A repetitividade estd associada com a concordancia entre
resultados de medigdes sucessivas do mesmo método, realizadas sob
mesmas condi¢gées de medicdo (INMETRO, 2003). Para realizar um estudo
da repetitividade do método, foi feita uma avaliagdo da recuperagao dos
pesticidas selecionados para o estudo em trés niveis de fortificacdo
mostrados na Tabela 16. Estes niveis de fortificacdo foram escolhidos com
base nos valores do limite maximo de residuos (LMR) de cada pesticida na
matriz de tomate que sdo mostrados na Tabela 16. O primeiro nivel de
fortificacdo com uma concentracido dos pesticidas menor que o valor do
LMR, o segundo nivel de fortificagdo com uma concentragdo dos pesticidas
igual ao valor do LMR e o terceiro nivel de fortificagdo com uma
concentragao dos pesticidas maior que o valor do LMR.

Para cada nivel de fortificagdo foram realizadas sete replicatas. Cada
extrato obtido foi analisado em replicata (duas vezes) e o valor médio de
cada andlise foi utilizado para o calculo da recuperagéo. Os valores médios
de recuperagdo para cada nivel de fortificagdo sdo mostrados na Tabela 17.

Para validagdo de métodos cromatograficos e eletroforéticos, os
intervalos aceitaveis de recuperagao para analise de residuos geralmente
estao entre 70 e 120%, com precisao de até + 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
preciséo de até + 15% (RIBANI et al, 2004). Estes valores s&o concordantes
com os valores descritos na literatura por Hajslova et al (1998) para

metodologias aplicadas na analise de residuos de pesticidas.
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TABELA 17: Resultados de recuperacédo (n =7) com intervalo de confianca e
estimativa de desvio padréo relativo (relative standard deviation — RSD), em
3 niveis de fortificacao, dos pesticidas estudados em amostras de tomate por

extragdo com dispersao da matriz em fase salida.

Pesticidas LMR Fortificacao Recuperacdo, RSD**
(mg.kg™) = (mg.kg!) | Média* (%) (%)
Dimetoato 1,00 0,50 78,8+10,9 11,7
1,00 78,7+12,0 12,9
2,00 82,3+6,2 6,5
Parationa metilica 0,50 0,20 79,3+3,4 3,7
0,50 88,0+11,5 11,0
1,00 95,3+12,4 11,0
Malationa 3,00 0,50 99,7+6,6 5,6
3,00 99,1+10,5 9,0
4,00 100,1+18,5 15,5
Tebuconazol 0,10 0,05 81,0£8,6 9,0
0,10 92,648,5 7,7
0,50 80,7+8,1 8,5
Cipermetrina (cis) 0,10 0,05 77,319,2 11,9
0,10 84,1+10,5 10,6
0,50 89,9+9,2 8,6

FONTE : LMR — ANVISA (2005). O valor do LMR da parationa metilica foi
obtido em FAO/OMS (1994).
*Intervalo de confianga: x + t.s/n™? (99%)
**Estimativa do desvio padrao relativo, RSD (%) =s. 100 / x

As recuperagbes dos pesticidas em amostras de tomate fortificadas,

com adigao de padrdes no intervalo de 0,05 mg/kg a 4,0 mg/kg, variaram de

77,3% a 100,1%, com uma média de 87,1%. A estimativa do desvio padréao
relativo (RSD) variou na faixa de 3,7% a 15,5%.

O dimetoato apresentou valores médios de recuperagéao de 78,7% a

82,3%, apresentando melhor recuperagcdo com a fortificacdo de 2,0 mg/kg. A

parationa metilica apresentou recuperagdes médias de 79,3% a 95,3%, com

melhores valores de recuperagdo para o nivel de concentragdo de 1,0
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mg/kg. A parationa metilica apresentou menor variacdo nos valores de
recuperacao na fortificagdo de 0,2 mg/kg. A malationa apresentou os
melhores valores de recuperagdo com resultados préximos nos trés niveis
de fortificagdo, os valores variaram de 99,1% a 100,1%. A fortificagdo da
malationa de 0,50 mg/kg apresentou o menor desvio padréo relativo.

Para o tebuconazol as recupera¢cdes meédias variaram de 81,0% a
92,6%, a melhor recuperagédo foi obtida com a fortificagdo de 0,10 mg/kg. O
tebuconazol apresentou um menor desvio padrdo relativo de 7,7% para o
nivel de concentracdo de 0,10 mg/kg. A cipermetrina (cis) apresentou
valores de recuperagdo de 77,3% a 89,9%. Os melhores valores de
recuperacao foram obtidos para o nivel de concentragdo de 0,50 mg/kg. No
nivel de concentracédo de 0,05 mg/kg para cipermetrina (cis), o método
apresentou menor recuperagao deste composto, conseguindo uma
recuperacao media de 77,3% e apresentando uma estimativa de desvio
padréo relativo de 11,9%. O método proposto mostrou-se mais eficiente na
recuperac¢ao dos pesticidas nos niveis de fconcentragdo mais elevado, com
excecao do tebuconazol que apresentou melhores valores de recuperacao
no nivel intermediario. Os menores valores da estimativa de desvio padrao
relativo para os pesticidas dimetoato e cipermetrina-cis foram obtidos no
nivel mais elevado de fortificacado, para a parationa metilica e a malationa os
melhores valores foram obtidos no menor nivel de fortificagdo e para o
tebuconazol no nivel intermediario.

Considerando os valores de limites maximos de residuos (LMR) da
ANVISA (2005) permitidos para o tomate, que variam de 0,10 mg/kg
(Tebuconazol e cipermetrina-cis) a 3,0 mg/kg (Malationa), os valores de
recuperagcao meédia e a estimativa de desvio padrdo relativo dos pesticidas
nos trés niveis de fortificagdo foram: dimetoato (79,9%; RSD= 10,3%),
parationa metilica (87,5%; RSD= 8,5%), malationa (99,6%; RSD = 10,0%),
tebuconazol (84,7%; RSD = 8,4%) e cipermetrina-cis (83,7%; RSD = 10,3).
Este grupo de pesticidas pode ser analisado pela metodologia proposta
utilizando a extragao por dispersao da matriz em fase sdlida.

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam os cromatogramas dos extratos

obtidos por MSPD em trés niveis de fortificacdo e analisados por GC/MS.
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FIGURA 21: Cromatograma obtido por GC/MS da amostra de tomate
fortificada por MSPD com os pesticidas: 1. dimetoato (250 ng.g™l); 2.
parationa metilica (100 ng.g™); 3. malationa (250 ng.g™"); 4. Tebuconazol (50
ng.g™) e 5. Cipermetrina-cis (50 ng.g™t). Ver condigbes cromatograficas no
item 6.5.
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FIGURA 22: Cromatograma obtido por GC/MS da amostra de tomate
fortificada por MSPD com os pesticidas : 1. dimetoato (1,0 pg.g?); 2.
parationa metilica (0,5 pg.g™); 3. malationa (3,0 ng.g™); 4. Tebuconazol (0,1
ng.g™t) e 5. Cipermetrina-cis (0,1 pg.g™). Ver condigdes cromatograficas no
item 6.5.
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FIGURA 23: Cromatograma obtido por GC/MS da amostra de tomate
fortificadas por MSPD com os pesticidas: 1. dimetoato (2,0 pg.gl); 2.
parationa metilica (1,0 ug.g™); 3. malationa (4,0 pg.g™); 4. Tebuconazol (0,5
ng.g™h) e 5. Cipermetrina-cis (0,5 pg.g™). Ver condigbes cromatograficas no
item 6.5.

7.9 - Limite de detecgdo (LOD) e limite de quantificagdao (LOQ) do

método.

O limite de detecg¢do (LOD — Limit of Detection ) do método representa
a menor concentragcao da substincia em estudo que pode ser detectada,
mas nao necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental (RIBANI et al, 2004). O limite de detec¢cdo de um
analito no método é a menor concentragédo ou massa que um analito pode
ser detectado com 99% de confianga de que € maior que o branco (HARRIS,
1999).

O limite de quantificacdo (LOQ — Limit of Quantitation ) representa a

menor concentragdo ou massa da substidncia em exame que pode ser
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medida, utilizando um determinado procedimento experimental (INMETRO,
2003).

Os limites de detec¢édo e quantificagédo foram calculados através do
desvio padrédo (n = 7) das concentragdes encontradas no menor nivel de
fortificagdo de cada analito e do branco da amostra, subtraindo o branco de
cada medida realizada com o analito. O limite de detecg&o para cada analito

foi calculado através da relagdo mostrada abaixo (INMETRO, 2003).

LOD = tgg%. S

onde o valor de t (Student) é para 99% de confianga, e s o desvio padrao
das medidas em replicata (n = 7). Entretanto foi utilizado o valor de 98% que
é o t unilateral (t = 3,143). O limite de quantificacéo é estabelecido como dez
vezes a estimativa do desvio padrao (INMETRO, 2003). Os limites de

quantificacado de cada analito foram calculados através da relacao.

LOQ=10.s

A Tabela 18 mostra os valores dos limites de deteccao e de quantificacao de

cada analito.

TABELA 18: Limites de deteccao e limites de quantificagdo dos pesticidas
em estudo na metodologia analitica desenvolvida.

Pesticida LMR ) LOD ) LOQ .
(mg.kg™) | (mg.kg™) | (mg.kg™)
Dimetoato 1,00 0,014 0,046
Parationa metilica 0,50 0,020 0,060
Malationa 3,00 0,010 0,031
Tebuconazol 0,10 0,018 0,056
Cipermetrina (cis) 0,10 0,020 0,060

Os valores dos limites de quantificagdo de todos os pesticidas

estudados foram menores que os valores do limite maximo de residuos,
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mostrando que a metodologia desenvolvida pode ser aplicada para a analise
deste grupo de pesticidas na matriz de tomate. Os valores dos limites de
quantificacdo variaram de 0,031 a 0,060 mg.kg”. A malationa apresentou
uma maior relagado entre o LOQ e o LMR, ou seja, o seu LOQ é 96 vezes
menor que o seu LMR em tomate e a cipermetrina (cis) a menor relagéo, ou
seja, 0 seu LOQ € 1,66 vezes menor que o seu LMR em tomate. A Figura 24
mostra o cromatograma do branco da amostra, correspondente ao extrato

obtido em uma coluna MSPD sem a presenca dos analitos.
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FIGURA 24: Cromatograma do branco da amostra de tomate obtido por

GC-MS (modo SIM). Para condi¢gdes cromatograficas descritas no item
6.5.

7.10 — Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substéncia em
exame, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al, 2004).
A faixa linear de trabalho de cada analito foi determinada a partir de um
conjunto de medi¢gdes experimentais, usando o método matematico da
regresséo linear utilizando a partir de pontos experimentais, o coeficiente de

correlagdo r. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagao igual a
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0,99 como uma evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regresséo. Os valores dos intervalos das faixas lineares de trabalho de cada

pesticida sdo mostrados na Tabela 19.

TABELA 19: Intervalos da faixa de trabalho de cada pesticida.

pesticida Intervalo (mg.L™)
Dimetoato 0,05-2,00
Parationa metilica 0,05-10,00
Malationa 0,01 -10,00
Tebuconazol 0,05-10,00
Cipermetrina (cis) 0,05-10,00

Para o estudo da linearidade, foram estudas solu¢des padrao dos
pesticidas preparados no extrato da matriz em dez niveis de concentracéo
(0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 e 10,00 mg.L'l). O
dimetoato apresentou uma faixa de linear de 0,05 a 2,00 mg.L'l,
correspondendo a menor faixa linear entre os compostos estudados. A
malationa apresentou a maior faixa de trabalho, que variou de 0,01 a 10,0
mg.L™. Os demais compostos apresentaram uma faixa linear de trabalho
variando de 0,05 a 10,00 mg.L'l. A Figura 25 mostra a faixa linear de

trabalho da malationa, como exemplo.
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FIGURA 25: Faixa linear de trabalho da malationa obtido por GC-MS.

7.11 — Aplicagcao da metodologia desenvolvida: analise de amostras

comerciais de tomate

Foram adquiridas amostras de tomate em diferentes pontos na
cidade de Aracaju. Para cada amostra foram feitas trés extragdes utilizando
a metodologia desenvolvida. As concentragdes dos pesticidas foram

calculadas utilizando a seguinte relagao de concentragéo:

C curva (mg-l--l) Y final (ml-)
Resultado (mg.kg™) =

Massa amostra(9)

A Tabela 20 mostra os resultados encontrados nas analises das

amostras comerciais de tomate.



TABELA 20: Resultado das amostras comerciais de tomate (n = 3).

Pesticida LMR Concentragdo média (mg.kg™)
(mgkg™) | Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Amostra 4
Dimetoato 1,00 0,095 0,115 0,075 0,096
Parationa metilica 0,50 n.d n.d 0,120 0,097
Malationa 3,00 0,075 0,094 0,088 0,096
Tebuconazol 0,10 n.d n.d n.d n.d
Cipermetrina(cis) 0,10 nd n.d n.d n.d

n.d — ndo detectado

Em todas as amostras analisadas, foram encontrados e quantificados
residuos de dimetoato e malationa. Também foram quantificados residuos
de parationa metilica em duas das quatro amostras analisadas. N&o foram
detectados residuos de tebuconazol e cipermetrina (cis) nas quatro amostras
analisadas. Fazendo uma comparagcdo entre os valores maximos de
residuos que € permitido para cada pesticida com os valores encontrados, é
possivel observar que as concentragbes médias encontradas sdo dez vezes
menor para o dimetoato, cinco vezes menor para a parationa metilica e

aproximadamente trinta vezes menor para a malationa.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

A metodologia analitica proposta utilizando a técnica de extragao por
dispersédo da matriz em fase sélida (MSPD) mostrou-se eficiente para extrair
0s pesticidas dimetoato, parationa metilica, malationa, tebuconazol e
cipermetrina (cis) em tomate. Para validacdo do método, foram
determinados a linearidade, precisao, limites de detec¢cédo e de quantificagédo
do método, além de estudos de recuperacao.

Os valores das recuperagcbes médias variaram de 77,3% + 9,2% a
100,1% + 18,5%, com limites de quantificacdo entre 0,031 e 0,060 mg.kg™.

Comparativamente, a técnica de extragéo por dispersao da matriz em
fase sdlida permitiu a utilizacao de pequenas quantidades de amostra, o que
exigiu reduzida quantidade de adsorventes e volumes de solvente orgénico,
diminuindo os custos da analise. Outra vantagem desta técnica é a
qguantidade de etapas envolvidas, evitando manipulagées mais complexas da
amostra e reduzindo o tempo total de analise.

Por fim, o0 método desenvolvido foi aplicado em amostras comerciais
de tomate, as quais apresentaram residuos dos pesticidas dimetoato,
parationa metilica e malationa. Os niveis de concentragdo encontrados nas
amostras analisadas estavam abaixo dos limites estabelecidos pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar novos estudos com a metodologia desenvolvida por
dispersédo da matriz em fase solida em matriz de tomate, acrescentando
novos principios ativos.

Aplicagdo da metodologia desenvolvida em um programa de
monitoramento para avaliar os niveis de concentracédo dos pesticidas
estudados em tomates comercializados na cidade de Aracaju e em cidades
do interior do estado, verificando as tendéncias de consumo.

Realizagcao de um estudo em uma propriedade produtora de tomate,
visando o monitoramento dos niveis de concentracdo dos pesticidas em
tomate, desde a aplicagcdo dos mesmos até a comercializacdo do fruto,

avaliando a variagcdo das concentracées em fungcao do tempo.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
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