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RESUMO

DARDENGO, Raquel Pellanda, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Fevereiro de 2007. Andlise multirresiduo de inseticidas em batata
(Solanum tuberosum L.). Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Co-Orientadores: Antonio Augusto Neves e Antdnio Alberto da
Silva.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar a técnica extracao
soélido-liquido e purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para analise de
residuos dos inseticidas clorpirifds, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em
batata. Na etapa de otimizagéo, foi realizada a extragdo dos agrotoxicos de
interesse de amostras de batata fortificadas, com misturas extratoras (agua,
acetonitrila e acetato de etila) determinadas através de um planejamento
experimental, tendo como resposta a eficiéncia na extracdo dos inseticidas. As
amostras de batata com as misturas extratoras, em fase unica, foram agitadas
e deixadas em freezer por aproximadamente 12 horas. Depois de separadas as
fases pelo congelamento da fase aquosa, com o abaixamento de temperatura,
a fase superior ainda liquida foi separada e submetida a analise por
cromatografia gasosa usando detector por captura de elétrons e bifentrina
como padrao interno. Ainda na etapa de otimizacdo do método foram avaliadas
algumas variaveis no processo de extragdo dos agrotdxicos de batata como:
forca id6nica, uso do ultra-som, tipo de congelamento, mistura extratora
contendo metanol, tempo de extragcdo e de fortificagdo. O método otimizado
consiste em acrescentar em 3,000 g de batata triturada 1,0 mL de agua, 6,5 mL
de acetonitrila, 2,5 mL de acetato de etila e submeter a mistura a sonicacéo por
10 minutos seguida de congelamento. A fase organica liquida no sobrenadante
€ passada por um papel de filiro com sulfato de sédio anidro. O método
otimizado foi validado determinando-se a seletividade, faixa de linearidade,

limites deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatidao. Os resultados obtidos
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mostraram que o método desenvolvido constituido de ESL-PBT seguido de
analise cromatografica é eficiente para analise de residuos dos inseticidas
normalmente aplicados em batata, mostrando porcentagens de recuperagao
maiores que 80 % e limites de deteccdo abaixo dos limites maximos de
residuos (LMR) estabelecidos para estes agrotéxicos neste tipo de alimento.
Além disso, a metodologia apresenta um pequeno consumo de solvente (10,0
mL) e auséncia de etapas de purificagdo dos extratos antes da analise
cromatografica. O efeito da matriz mostrou-se presente na quantificacdo dos
agrotoxicos por cromatografia gasosa. Para contornar esse efeito curvas
analiticas foram preparadas em extratos organicos, obtidos da extracdo de
batatas ndo contaminadas. Nessas condi¢gdes foram obtidas porcentagens de
recuperacao acima de 70 % para todos os inseticidas. Este efeito da matriz
diminui significativamente durante o processo de estocagem dos extratos,
mesmo em baixa temperatura. O método otimizado e validado foi aplicado em
amostras de batata adquiridas de bataticultores da Regido Sul do estado de
Minas Gerais e no comércio da cidade de Vicosa-MG. Foi detectada a
presenca de residuos de clorpirifés abaixo do LMR estabelecido, em batatas
cultivadas pelo modo convencional. Observou-se que a retencao dos residuos
ocorre na casca das batatas e que estes ndo sdo eliminados mesmo apds o

cozimento das mesmas.
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ABSTRACT

DARDENGO, Raquel Pellanda, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2007. Analysis multiresidue of insecticides in potato
(Solanum tuberosum L.). Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.
Co-Advisers: Antdnio Augusto Neves and Antdnio Alberto da Silva.

The objective of this project was to develop and valid the solid-liquid
extraction methodology and purification in low temperature (ESL-PBT) to the
residues analysis of the insecticides, chlorpyrifos, A-cyhalothrin, cypermethrin
and deltamethrin in potatoes. On the optimization stage, the agrotoxics’
extraction of interests of samples of fortified potatoes was made with extractor
mixtures (water, acetonitrile and ethyl acetate) determined through an
experimental planning, obtaining as answer the efficiency on the insecticides
extraction. The potato samples with the extractors mixtures, in unique phase,
were shaken and put in a freezer for approximately 12 hours. After being
separated in phases by the freezing of the watery phase, with the temperature
reduction, the superior phase, still liquid, was separated and submitted to an
analysis for gaseous chromatography using detector for electrons capture and
biphenthrin as internal standard. On the method optimization stage, some
variables were evaluated on the potato agrotoxics extraction process such as:
ionic force, the usage of ultrasound, type of freezing, extractor mixture
containing methanol, time extraction and fortification. The optimized method
consists in adding in 3,000 g of triturated potato, 1,0 mL of water, 6,5 mL of
acetonitrile, 2,5 mL of ethyl acetate and submit the mixture to the sonication for
10 minutes followed by freezing. The liquid organic phase on the supernatant
passed through a paper of filter with sodium sulphate anhydrous. The optimized
method was validated determining the selectivity, tax of linearity, limits detection
and quantification, precision and accuracy. The obtained results showed that
the developed method constituted of ESL-PBT followed by chromatographic
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analysis is efficient to the insecticide residues analysis normally applied in
potatoes, showing recuperation percentages higher than 80% and detection
limits under the maximum limits of residues (LMR) established for these
agrotoxics on this type of food. Besides, the methodology presents a small
consume of solvents (10,0 mL) and lack of purification stages of the extracts
before the chromatographic analysis. The matrix effect showed itself present on
the quantification of the agrotoxics for gaseous chromatography. To get over
this effect, analytic curves were prepared in organic extracts, obtained through
the extraction of non-contaminated potatoes. In these conditions were obtained
recuperation percentages over 70 % to all the insecticides. This matrix effect
gets smaller, significantly, during the extracts storage process, although the low
temperature. The optimized and validated method was applied in potatoes
samples obtained from potato creators from the South Region in the state of
Minas Gerais and in Vigcosa’'s - MG market. It was detected the presence of
chlorpyrifos residues under the established LMR in cultivated potatoes on the
conventional way. It was observed that the residues retention occurs on the

potato’s rind and it’s not eliminated even after their cooking.



Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. O uso de agrotoxicos

A produgdo agricola sempre foi intensamente afetada por insetos,
pragas, doengas e plantas daninhas. Desta forma, tornou-se necessaria a
utilizacdo de agrotdxicos ou pesticidas de diversas classes quimicas, dentre as
quais citam-se os inseticidas, acaricidas, fungicidas e herbicidas para manter o
potencial produtivo e a qualidade dos produtos (COUTINHO et al., 2005).

De um modo geral, os herbicidas sdo os mais utilizados no meio rural,
seguido dos inseticidas e fungicidas. Os inseticidas englobam compostos
bastante diferenciados quimicamente, que podem ser agrupados em quatro
categorias principais: os organoclorados, os piretréides, os organofosforados e
os carbamatos (SILVA et al., 2001).

Os organofosforados e os piretroides sdo amplamente usados em uma
variedade de culturas, por demonstrarem alta eficacia e curta persisténcia no
meio ambiente (LAMBROPOULOU & ALBANIS, 2002; OVIEDO et al., 2003;
FARIA, 2003).

Os compostos pertencentes a classe dos organofosforados agem no
sistema nervoso central do inseto, pela inibicdo das enzimas colinesterases,
com consequente acumulo de acetilcolina nas fibras nervosas, que impede a
transmissao de novos impulsos gerando uma série de efeitos no organismo
como convulsdes, paradas respiratérias, coma e morte (SILVA et al., 1999;
SILVA et al., 2001; COUTINHO et al., 2005).

De acordo com a publicagao da Extension Toxicology Network (1996), os
principais sintomas de intoxicagdo humana por organofosforados incluem

sensagdes de formigamento, dor de cabeca, vertigem, tremor, nauseas,
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caimbras abdominais e suores. Doses muito altas podem resultar em
inconsciéncia e convulsdes. Alguns organofosforados ndo produzem sintomas
imediatos, podendo ser observadas alteracbes de 1 a 4 semanas apds a
exposicao.

Os piretréides, como a deltametrina, cipermetrina e A-cialotrina,
sintetizados em 1974, 1977 e 1985, respectivamente, dentre outros piretrdides
sintéticos que foram desenvolvidos com sucesso (HIRATA, 1995) sao
inseticidas lipofilicos (ANGERER & RITTER, 1997), de acdo rapida e amplo
espectro de atividade (BARRIONUEVO & LANCAS, 2001). Atuam no sistema
nervoso através da retencdo de calcio livre nos canais de sodio das células,
potencializando o grau de excitacdo das células nervosas e interrupgcdo da
transmissado do impulso nervoso, levando os organismos a paralisia e morte
(ANGERER & RITTER, 1997; FAKATA et al., 1998).

No organismo humano, os piretréides podem ser absorvidos pelo trato
gastrointestinal, pela pele, ou por via inalatéria, sendo metabolizados no figado
através de reacdes de oxidagdo e hidrolise de ésteres. Seus metabdlitos sao
excretados, lentamente, na urina, podendo permanecer detectavel nos tecidos
corporais por até 3 semanas apés a ingestao (WHO, 1990).

A primeira agao dos piretroides no sistema nervoso humano é a indugao
de atividades repetitivas e duradouras, como tremores, salivacdo e
hipersensibilidade. Esses efeitos s&o mais pronunciados pelos piretroides A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina, que apresentam o grupo ciano na
molécula (MIYAMOTO et al., 1995).

Estudos recentes evidenciaram disfungdo auditiva em um grupo de 98
agricultores, com idade entre 15 e 59 anos, associada a exposi¢coes
combinadas dos organofosforados e piretroides, pois os trabalhadores nao
haviam sido expostos a ruido (TEIXEIRA et al., 2003).

Inseticidas organofosforados e piretroides sao frequentemente utilizados
no controle de pragas de culturas como: algodao, batata, café, cebola, feijao,
maca, melancia, soja, sorgo, tomate e trigo (ANVISA, 2005a). Existem ainda
produtos comerciais, tais como os empregados em campanhas de combate a
vetores de doencas como dengue/febre amarela (TEIXEIRA et al.,, 2003) e

spray de usos domésticos que utilizam organofosforados e piretroides. Além
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disso, varios piretréides também sao utilizados no controle de carrapatos em
rebanhos.

Em razdo da grande utilizagdo desses inseticidas, pode-se observar na
literatura varias publicagdes envolvendo o monitoramento de residuos destes
compostos em diversos compartimentos ambientais tais como: agua (SILVA et
al., 1999; BARRIONUEVO & LANGCAS, 2001), solo, (PERES et al., 2002;
VIEIRA, 2005), fluidos bioldégicos como urina (ANGERER & RITTER, 1997) e
alimentos (KAIPPER et al., 2001; LAMBOPOULOU & ALBANIS, 2002; OVIEDO
et al., 2003; PENA et al., 2003a; LAMBOPOULOU & ALBANIS, 2003; DOREA
& LOPES, 2004; GOBO et al., 2004; GOULART, 2004; CARDOSO et al., 2004;
SHULING et al., 2006).

Caso as aplicacbes de tais produtos fossem feitas de forma
racionalizada, problemas relacionados a intoxicagdo de humanos,
contaminagdes de alimentos, de agua e de solos, aparecimento de espécies
resistentes e danos em espécies n&o visadas poderiam ser significativamente
reduzidos (QUEIROZ, 2001). Porém, o que se observa é que na tentativa de se
garantir uma boa produtividade e de se controlar pragas, doengas e ervas
invasoras, os agrotoxicos tém sido aplicados de forma indiscriminada devido as
propagandas enganosas e as proprias caracteristicas culturais do trabalhador
rural, como falta de capacitagdo profissional e de assisténcia técnica (ARAUJO
et al., 2001).

1.2. Agrotoxicos e os alimentos

A exposicdo aos agrotoxicos pode ser atribuida tanto ao consumo de
alimentos contaminados, quanto ao contato direto no caso dos trabalhadores
rurais € ou manipuladores, ou ainda ao contato indireto como no caso de
populagdes que sdo atingidas por residuos levados pela agcdo dos ventos
durante a aplicacdo. Em fungdo disso avaliar a qualidade dos alimentos que
estdo sendo consumidos pela populagdo, caracterizar as possiveis fontes de

contaminagdo, avaliar quanto ao uso inadequado e n&o autorizado de
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agrotoxicos e estimular a adogcado de Boas Praticas Agricolas (BPA) nos mais
diversos tipos de culturas desenvolvidas no pais, tém se tornado imprescindivel
(ANVISA, 2005b).

Para controlar o uso inadequado de agrotoxicos e o nivel de residuos
desses compostos nos alimentos, oOrgdos internacionais e nacionais
estabelecem limites maximos de residuos (LMR) permitidos para cada
pesticida/cultura. Este € entendido como a concentracdo maxima de residuos
de agrotéxicos que pode estar presente nos alimentos consumidos pela
populagao sem trazer prejuizos a saude. No ambito internacional, esses limites
sdo estabelecidos pela Comissdo do Codex Alimentarius, enquanto no ambito
nacional, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o érgéo regulador
responsavel pela avaliagao toxicolégica dos agrotoxicos (IMOTO, 2004).

Segundo a ANVISA (2005b), pode-se afirmar que é frequente a
identificacdo de residuos de agrotdxicos nos alimentos e, em muitos casos, se
detectam concentragdes acima dos limites maximos de residuos permitidos
além dos nao autorizados. Por isso, tem se tornado cada vez mais necessario
controlar os residuos de agrotéxicos que permanecem das aplicagdes nas mais
diversas culturas. Nessa avaliagdo deve-se considerar que os residuos
remanescentes nos alimentos dependem de muitos fatores como grau de
adsor¢cdo nas camadas superficiais, degradagdo quimica ou metabolismo,
desaparecimento aparente devido a diluicdo pelo crescimento da planta,
volatilidade do depésito e tipo de aplicacdo (MACIEL, 2005).

A presencga de agrotoxicos acima dos limites permitidos para cada tipo
de alimento ou em culturas ndo autorizadas, pode originar ndo somente
problemas de saude publica e de ordem ecolégica, como também barreira
comercial, tanto no mercado interno como no externo (OVIEDO et al., 2003).
Por tudo isso, a preocupacdo com a contaminagao de alimentos por residuos
de agrotoxicos tem aumentado no meio cientifico.

Em 2003, OVIEDO et al., analisaram hortalicas comercializadas nas
Centrais de Abastecimento de Campinas, e evidenciaram o uso inadequado de
piretréides, sendo detectados residuos de permetrina acima do seu limite
maximo em alface e tomate. Além disso, também foi constatado em tomate a
presenga de cipermetrina, embora o seu uso nao seja autorizado para este tipo

de cultura. Por outro lado, tomates do Sul do pais foram analisados, por GOBO
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et al. (2004), sendo detectada a presenca de residuos de inseticidas
organofosforados, acefato e metamidofos.

Amostras de alface, batata, cenoura, tomate etc, de diversos estados
brasileiros, também foram analisadas, entre 2001 e 2004, pelo Projeto de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) desenvolvido pela
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Foram detectados residuos de
agrotoxicos em frutas e verduras, dentre eles, clorpirifés em batatas, nos trés
anos do programa (ANVISA, 2005b).

DOREA & LOPES (2004), analisando residuos de agrotoxicos
organofosforados e piretréides em amostras de quiabos coletados na regido de
Aracaju-SE, determinaram cipermetrina e deltametrina, acima dos limites
maximos de residuo permitidos para este alimento.

Existem ainda casos, como o do Instituto Biolégico de Sao Paulo, que
embora tenha realizado pesquisas que demonstraram a presenga de
piretréides em alimentos, os dados gerados nao puderam ser publicados por
estarem vinculados a projetos privados (OVIEDO et al., 2003).

Mas, a preocupacao nao é apenas de ambito nacional, outras partes do
mundo também tém dado atencdo ao assunto. Por exemplo, no Japao
pesquisadores do "Center for Inspection of Imported Foods and Infectious
Diseases" detectaram residuos de clorpirifés em cebola, cha e laranja,
cipermetrina em cha e abacate, deltametrina em quiabo e laranja entre outros
(HIRAHARA et al.; 2005).

1.3. A bataticultura e os agrotoxicos

A batata (Solanum tuberosum L.), esta entre os alimentos mais
consumidos no mundo, sendo superada apenas pelo trigo, arroz e milho. No
Brasil, condigdes favoraveis para o desenvolvimento da batata s&do encontradas
nas regides Sul e Sudeste, onde se destacam como maiores produtores os

estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana (Figura 1). O estado de Minas
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Gerais ocupa a lideranga nacional, concentrando na regido Sul
aproximadamente 75,4% da producao mineira (PICANCO et al.; 2004).

B ) ]

24 4%

Figura 1. Participagcao dos principais estados brasileiros na producéo de batata
(PICANGO et al., 2004).

Um dos fatores limitantes da cultura da batata é a sua suscetibilidade a
pragas e doengas. Varias espécies de insetos com habitos subterrdneos tém
ocasionado severos danos nas lavouras, ao perfurarem e abrirem galerias nos
tubérculos, depreciando-os comercialmente (MALVONI et al., 2004).

Apesar do desenvolvimento de técnicas alternativas para controlar as
pragas que prejudicam a bataticultura, como o uso de variedades resistentes, o
controle cultural e o controle biolégico, o uso de agrotoxicos ao longo de toda
cultura ainda é o mais utilizado pelos produtores, que alegam que para se obter
um cultivo lucrativo e competitivo este € o método mais eficaz (PICANCO et al.,
2004).

Para as condigdes brasileiras estdo entre as pragas que atacam a
cultura da batata e exigem atencgao a larva - arame (Conoderus sp.) e a larva -
alfinete (Diabrotica sp.) (NAKANO et al., 2001; MALVONI et al., 2004). Para o
controle destas larvas é recomendado o uso do inseticida clorpirifos (Figura 2)
(NAKANO et al., 2001).

O clorpirifés (0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-piridil)-fosforo-tionato), apresenta-
se na forma de um sdlido branco cristalino, cujo ponto de fusao é de 42-43,5 °C
e a pressdo de vapor é de 1,87 x 10° mm Hg a 25 °C (WHO, 1975). E
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altamente téxico (classe IlI) e muito perigoso para o meio ambiente (PENA et
al., 2003a).

S
cl N O—— P(OCH,CHy2
‘ X
=
Cl cl

Figura 2. Férmula estrutural do inseticida organofosforado clorpirifos.

Além deste inseticida organofosforado, a ANVISA permite a aplicagao
foliar dos piretroides, cipermetrina, deltametrina e A-cialotrina (Figura 3) para o

controle de pragas que prejudicam a bataticultura (ANVISA, 2005a).

R1 R2

Piretroide R1T R2 RS3

o O Cipermetrina Cl _Cl_CN
\© A-Cialotrina Cl CF; CN

Deltametrina Br Br CN

Figura 3. Férmula estrutural de piretréides sintéticos e seus radicais.

A \-cialotrina, (RS)-alpha-ciano-3-fenoxibenzil 3-(2-cloro-3,3,3-
trifluoropropenil)-2,2,-dimetilciclopropanocarboxilato, € um sdlido transparente
de massa molar 449,9 g/mol e ponto de fusdo de 49,2 °C, sendo soluvel em
acetona, metanol, tolueno e hexano (ETN, 2006).

A cipermetrina, (RS)-a-ciano-3-fenoxibenzil (1RS)-cis-trans-3-(2,2-
diclorovinil)-2,2-dimetil ciclopropano carboxilato, apresenta massa molar igual a
416,3 g/mol e pressado de vapor igual a 1,4 x 10° mm Hg a 20 °C. E altamente
estavel a luz e a temperaturas abaixo de 220 °C e soluvel em diversos
solventes orgénicos como acetona, cicloexano, etanol, hexano e cloroférmio
(WHO, 1989).

Ja a deltametrina, (S)-ciano-3-fenoxibenzil (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-
2,2-dimetilciclopropano carboxilato, apresenta-se sdélida a temperatura
ambiente com ponto de fusdo de 98 a 101 °C. Sua massa molar & 505,24 g/mol

e pressao de vapor 1,5 x 10 mm Hg a 25 °C. E estavel a luz, ao calor e ao ar
7
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e soluvel nos solventes, acetona, acetato de etila, etanol e ciclohexano (WHO,
1990).

Os valores de limite maximo de residuos (LMR), ou seja, a quantidade
maxima de agrotoxico legalmente aceita em batata, para o clorpirifés,
deltametrina, cipermetrina e A-cialotrina, estabelecidos na monografia da
ANVISA, 2005a, sdo respectivamente, 1,0; 0,01; 0,05 e 0,05 mg kg'. O LMR
leva em consideracdo a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que vem a ser a
quantidade maxima que, ingerida diariamente durante toda a vida, parece nao
oferecer risco apreciavel a saude (GORENSTEIN, 2004).

1.4. Metodologias de analise

A anadlise de residuos de agrotoxicos € tradicionalmente, realizada
utilizando-se a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (BELTRAN et al., 2000; GOBO et al., 2004; GALLI et al.,
2006). Estas técnicas baseiam-se na distribuicdo diferencial das substéncias da
amostra entre uma fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase movel
(gasosa ou liquida) (COLLINS et al., 1997). Estas técnicas cromatograficas sédo
muito importantes na analise dos compostos presentes em uma amostra em
funcao de sua capacidade em efetuar as separagoes, identificar e quantificar as
espécies. Podem ser empregados detectores seletivos, tais como:
espectrometro de massas (EM), por captura de elétrons (DCE), ionizacdo em
chama (DIC), ultra-violeta-visivel (UV) (GALLI et al., 2006), etc.

Os sistemas em que a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida
sdo acopladas a um espectrometro de massas, oferecem a vantagem da
confirmagdo e da quantificagdo simultdnea de um grande numero de
agrotoxicos (LANCAS, 1993; AHMED, 2001, AGUERA et al., 2002). A
identificacédo € feita através da interpretacdo das informacbes estruturais
obtidas dos espectros de massas, que € caracteristico de cada substancia,
enquanto que a quantificacdo € realizada a partir dos dados obtidos dos

cromatogramas convencionais. Quando os compostos presentes na amostra ja
8
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foram identificados, a sensibilidade e a seletividade podem ser aumentadas,
efetuando-se a analise no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM -
Selected ion Monitoring). Nesse caso, apenas fragmentos especificos dos
compostos serao selecionados e detectados (COLLINS et al., 1997).

Dependendo do detector utilizado, a cromatografia pode fornecer
resultados com limites de detecg&o na faixa de nanograma a micrograma/L (ng
L™ a ug L"), por isso as aplicagdes de técnicas cromatograficas cresceram
intensamente nos ultimos 50 anos, pela necessidade de métodos precisos e
sensiveis para caracterizacdo e quantificacdo de analitos de interesse em
matrizes complexas, tais como solos, alimentos, sangue, urina e outros tipos
fluidos biologicos (GALLI et al., 2006).

Contudo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), apresenta
inconvenientes como alto custo de instrumentagdo e operagdo (PENA et al.,
2003a), fazendo com que os métodos de analise por cromatografia gasosa
sejam cada vez mais difundidos.

Esta por sua vez, depende da qualidade da etapa de preparo da
amostra, pois quase nenhuma matriz pode ser diretamente injetada no
cromatégrafo a gas. Este é o caso tipico de analise de matrizes de origem
ambiental, que via de regra contém particulados ndo volateis e agua em
quantidades incompativeis com a coluna cromatografica e detectores do CG
(VALENTE & AUGUSTO, 2000).

Portanto, a viabilizagdo da analise por CG depende de um método
adequado de preparo da amostra. Geralmente no caso de frutas e hortalicas
essas etapas consistem na extracdo do analito da matriz, purificacdo para
remog¢ao de impurezas, pré-concentracdo dos analitos, e finalmente a analise
instrumental (KAIPPER et al., 2001; GOBO et al., 2004).
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1.5. Métodos multirresiduos para analise de agrotéxicos em
alimentos

Atualmente, existem cerca de 600 ingredientes ativos, utilizados na
formulacdo de agrotdxicos, registrados para uso especifico na agricultura.
Destes, 350 contribuem com 98 % dos agrotdxicos mais utilizados, sendo que
80 % deles s&o rotineiramente usados na agricultura de paises da América do
Sul, como o Brasil. De acordo com um estudo realizado pelo Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para a Defesa Agricola (SINDAG), somente no ano de
2003 foram gastos 3,136 bilhdes de dolares na comercializagdo de agrotoxicos
no pais, o que corresponde a 160,1 mil toneladas lancadas ao meio ambiente
(GALLI et al., 2006). Estes agrotoxicos compreendem uma larga variedade de
substancias quimicas com diferentes grupos funcionais e caracteristicas.
Consequentemente diferentes tipos de residuos podem estar presentes
simultaneamente em alimentos, o0 que torna cada vez mais inviavel,
economicamente e operacionalmente, utilizar métodos analiticos individuais
com o objetivo de analisar residuos de agrotoxicos em alimentos (MACIEL,
2005; GALLI et al., 2006). Por isso varios estudos tém sido realizados com o
intuito de se desenvolver métodos multirresiduos capazes de determinar mais
de um agrotoxico em uma simples analise e que também possam ser
realizados com tempo e custo inferiores. (AHMED, 2001; NUNES et al., 2002;
GOBO et al., 2004).

Os métodos multirresiduos usados para determinar residuos de
agrotéxicos em alimentos empregam a extracéo solido-liquido seguida de uma
etapa de “clean up”. A extracdo em fase sdlida (EFS), € um dos métodos mais
empregados para se efetuar esse “clean up”. Na literatura sdo encontradas
varias referéncias com a aplicagao desta metodologia analitica.

Em 2001, KAIPPER et al, extrairam quatro agrotdxicos
organofosforados em tomates com acetato de etila e purificaram os extratos
com carvdo ativo usando a extragcdo em fase-solida (EFS). Essa mesma
metodologia foi empregada por, STAINBAHER & ZUPANCIC-KRALJ (2003)
para determinagao de 90 agrotoxicos em frutas e vegetais.

Ha ainda, estudos de 102 agrotdoxicos em alho-poré realizado por

SHULING et al. (2006) utilizando a combinagdo EFS e cromatografia por
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permeacao em gel (CPG), para eliminar os interferentes dos extratos.
HIRAHARA et al. (2005), conseguiram analisar 186 agrotoxicos em 11
diferentes tipos de matriz, brécolis, cenoura, espinafre, laranja entre outros,
empregando uma convencional extragao por solventes seguida por uma etapa
de EFS. Em abacate, matriz rica em 06leos, 65 agrotdxicos foram analisados
utilizando apds a etapa de extracdo a CPG para limpeza dos extratos
(MORENO et al., 2006). Essas técnicas tradicionais para analise de residuos
de agrotéxicos com extragéo por solventes sdo normalmente muito trabalhosas
e envolvem um tempo de preparo e extracdo da amostra demasiadamente
longo além do grande consumo de solventes (NUNES et al., 2002; CARDOSO
et al., 2004). Em razdo disso, as técnicas de extracdo tém evoluido, sendo
desenvolvidas técnicas como a micro-extragdo em fase soélida (MEFS)
(SIMPLICIO & BOAS, 1999; LAMBROPOULOU & ALBANIS, 2002), a dispers&o
da matriz em fase sélida (DMFS) (DOREA & LOPES, 2004; CARDOSO et al.,
2004; GOBO et al.,, 2004) entre outras, para analise multirresiduo de
agrotoxicos em alimentos.

Estas técnicas, porém requerem instrumentacdées mais sofisticadas e
analistas qualificados, adequadamente treinados, para se obter resultados de
qualidade. Assim, a extragdo com solventes, continua sendo a técnica mais
empregada, por ser mais simples e de facil execugdo. Porém, varios trabalhos
tém sido realizados com o objetivo de otimizar e minimizar principalmente o
consumo de solventes e as etapas de “clean up” utilizados nesta técnica.

Em 2004, GOULART desenvolveu uma metodologia, para analise de
deltametrina e cipermetrina em leite. No método, chamado extracdo liquido-
liquido e purificacdo por precipitagcao a baixa temperatura, os piretroides foram
extraidos de 20,0 mL de leite fortificado com 40,0 mL de acetonitrila.
Posteriormente, em 2005, denominando a técnica de extragao liquido-liquido e
particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e extragdo solido-liquido e particéo
em baixa temperatura (ESL-PBT) VIEIRA estudou a extragdo simultanea de
cipermetrina, deltametrina, A-cialotrina e permetrina de 4,0 mL de 4gua e 1,0 g
de solo, com 8,0 mL das misturas acetonitrila:acetato de etila e
agua:acetonitrila:acetato de etila, respectivamente. A técnica consiste em
colocar a amostra liquida ou sélida em contato com um solvente extrator menos

denso que a agua e que se apresente liquido a —20 °C. Posteriormente, a
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amostra é agitada e levada ao freezer por um periodo minimo de seis horas.
Nesta etapa, o solido junto com a fase aquosa s&o congelados tornando-se
solidos na parte inferior do recipiente utilizado, e a fase superior contendo o
solvente e os agrotdxicos extraidos é separada e analisada por cromatografia
gasosa. Ambas as pesquisadoras, mostraram que a técnica € simples, de baixo
custo e eficiente, apresentando taxas de recuperacdo acima de 80 % para
todos os compostos estudados, com um menor consumo de solvente e
auséncia de etapas de purificagdo para analise cromatografica dos extratos.

A precipitacdo de gorduras a baixa temperatura realizada por GOULART
(2004) foi utilizada no passado para o “clean up” de extratos de plantas e
animais na analise de agrotoxicos organoclorados e organofosforados
(JUHLER,1997; LENTZA-RIZOS et al., 2001). JUHLER (1997), revisando as
informagdes desta técnica concluiu que o que impediu a prorrogagcéo de sua
aplicacao foi a temperatura usada para a precipitagdo da gordura (-78 °C). Ele
entdo mostrou em um trabalho realizado com carnes e matrizes gordurosas
que a remogao gravimétrica da gordura por meio do congelamento quando
combinada com a extracdo em fase sodlida resultava em um “clean up”
suficiente para a determinagao de sete agrotoxicos organofosforados. Assim,
outros trabalhos comecaram a serem desenvolvidos utilizando o abaixamento
de temperatura, como a extracdo de inseticidas e herbicidas em 6leo de oliva
(LENTZA-RIZOS et al., 2001).

Os solventes mais empregados nos métodos multirresiduos para analise
de agrotoxicos s&o a acetonitrila, a acetona e o acetato de etila. Segundo
MASTOVSKA & LEHOTAY (2004), um solvente ideal a ser empregado na
determinacao de agrotoxicos por cromatografia gasosa deve ser compativel
com os analitos, com a preparacdo da amostra e a analise cromatografica.
Basicamente, estes trés pré-requisitos significam que os analitos de interesse
devem ser suficientemente sollveis e estaveis no solvente, esse mesmo
solvente deve ser usado nas etapas de extragao e “clean up”, evitando troca de
solvente, e as suas propriedades fisico-quimicas nao devem interferir na
separacao e detecgcdo dos picos durante a analise cromatografica. Outros
atributos importantes de um solvente ideal incluem: baixa toxicidade e

inflamabilidade, baixo custo e pequeno risco ambiental.
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Além disso, o solvente para ser utilizado na extragao por purificagcdo em
baixa temperatura deve apresentar miscibilidade na agua, densidade inferior a
da agua e apresentar-se liquido a temperatura de -20 °C. A miscibilidade em
agua esta diretamente relacionada com a maior habilidade de formagao da fase
unica e posterior formacao de duas fases, por abaixamento de temperatura. A
seletividade esta relacionada com a maior afinidade dos componentes de
interesse pela fase organica em relacédo a fase aquosa e a habilidade de evitar
componentes interferentes da matriz no extrato final (VIEIRA, 2005). Logo,

tanto a acetonitrila quanto a acetona, podem ser usados (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos solventes: acetonitrilia, acetona e

acetato de etila.

Acetato de etila  Acetona Acetonitrila
Densidade (kg L) 0,90 0,79 0,78
Temperatura de fusao (°C) -83 -95 -46
Temperatura de ebulicéo (°C) 77 56 81
Miscibilidade em agua (g L™) 80 Sem limite Sem limite

Entretanto, o uso da acetona durante a extragao requer a troca por outro
solvente, mais favoravel a analise cromatografica. Assim, a acetonitrila mostra-
se como o solvente mais adequado. Além disso, segundo ANASTASSIADES et
al. (2003) a acetonitrila extrai menor quantidade de gorduras e pigmentos,

quando comparado com o acetato de etila e a acetona.

1.6. Efeito da matriz nos métodos multirresiduos

Nas analises por cromatografia gasosa, alguns analitos podem gerar
picos que mostram uma baixa resposta ou formas que dificultam a integracao.
Estes problemas podem ser originados pela degradacéo parcial do analito a

altas temperaturas no sistema de injecdo ou por uma baixa transferéncia para a
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coluna cromatografica devido a sua retengcdo nos sitios ativos do injetor
(SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005).

Contudo, quando componentes da amostra estdo presentes na solugao
injetada, estes podem se adsorver e bloquear sitios ativos do “liner” de vidro do
sistema de injegcado, diminuindo a interagcdo entre os analitos e os sitios ativos,
permitindo entdo que uma maior quantidade de analito seja transferida para a
coluna cromatografica, que chegara em sua totalidade no detector gerando um
aumento na resposta cromatografica. Este fendmeno é conhecido como efeito
de matriz (BERNAL et al., 1997; SCHENCK & LEHOTAY, 2000; IMOTO, 2004;
SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005) e tem sido descrito na andlise de
agrotoéxicos em diversas amostras como: vinho, leite, manteiga (BERNAL et al.,
1997), mel (JIMENEZ et al.; 1998), frutas e vegetais (HAJSLOVA et al., 1998;
SCHENCK & LEHOTAY, 2000). Problemas devido a presenca de impurezas
nas amostras analisadas também podem ser encontrados nos sitios da coluna
cromatogréafica (HAJSLOVA et al., 1998; SCHENCK & LEHOTAY, 2000).

Frequentemente, o efeito da matriz é relatado na literatura como uma
das principais causas de erros em métodos multirresiduos, pois o fenébmeno
resulta em recuperagbes maiores que 100 % (SANCHEZ-BRUNETE et al.,
2005). Esse fato foi observado por GOBO et al. (2004) na analise de
organofosforados em tomate e JIMENEZ et al. (1998), na analise de
agrotoxicos em mel, em que foram obtidas porcentagens de recuperagédo acima
de 200 e 1000 %, respectivamente.

Alguns fatores que podem afetar o efeito de matriz incluem: natureza do
agrotoxico, natureza da matriz e o sistema do CG. Algumas precaugdes podem
ser tomadas para superar ou reduzir o efeito de matriz, as quais incluem:
adicdo de componentes da matriz nas solugdes padrao, uso de solugdes
padrao preparadas no extrato do branco da matriz, uso do método adigao de
padrao, exaustivos processos de “clean up” para reduzir componentes da
matriz no extrato e uso de injegdo na coluna (SCHENCK & LEHOTAY, 2000;
ANASTASSIADES et al., 2003).

Idealmente, superficies inertes no sistema do CG poderiam eliminar o
efeito de matriz, mas superficies a base de silica, até mesmo silica fundida,
contém um grande numero de sitios ativos, por exemplo, grupos silandis e ions

metalicos. O uso de ‘liner” recobertos e ou técnicas de injecao alternativas,
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como uma injecdo sem divisor de fluxo ou injecdo na coluna, podem ser
efetivas na reducéo do efeito (SCHENCK & LEHOTAY, 2000).

O uso de solugdes padrao preparadas em extratos do branco é a opgao
mais comum seguida por muitos laboratérios para reduzir o efeito de matriz nas
analises. Suas desvantagens podem incluir maior degradacédo dos analitos na
presenca do extrato e um trabalho extra para o preparo dos padrdes
(SCHENCK & LEHOTAY, 2000). Além disso, o método ainda exige a
disponibilidade de matrizes isentas das substancias de interesse e nao elimina
situacbes como as diferentes concentracdes de interferentes de uma amostra
para outra, fato que pode ser observado quando analisados alimentos em

diferentes estagios de maturagéo.

1.7. Objetivos desse trabalho

Como descrito anteriormente existem inUmeras técnicas de extragcao e
‘clean up” de extratos para analise de agrotdxicos por cromatografia gasosa.
Cada técnica tem suas particularidades, ou seja, algumas vantagens e outras
desvantagens. De maneira geral, as vantagens explicitadas estdo relacionadas
com a sensibilidade do método, a pureza dos extratos e a diminuicao das
interferéncias. As desvantagens, normalmente citadas por outros, estédo
relacionadas com o consumo elevado de solvente, o alto custo dos
equipamentos e a necessidade de certa habilidade na execugdo dos
processos.

Com os resultados promissores obtidos por duas pesquisadoras do
Laboratdrio de Quimica Analitica - LAQUA (GOULART, 2004; VIEIRA, 2005),
usando a técnica ELL-PBT e ESL-PBT, procurou-se neste trabalho otimizar e
validar essa metodologia para a extragdo e analise simultdnea de residuos dos
inseticidas, clorpirifds, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, em batata.

Em duas outras etapas, buscou-se avaliar o efeito da matriz no método
ESL-PBT com analise por cromatografia gasosa e aplicar a metodologia

validada em amostras de batata cultivadas na regido Sul do estado de Minas
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Gerais e do comércio da cidade de Vigosa-MG, a fim de se avaliar a qualidade

das batatas cultivadas e consumidas no estado.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo de solucdes padrao

As solucdes padrao dos principios ativos estudados foram preparadas a
partir de padrées de clorpirifés (99,0 % m/m — Chem Service), A-cialotrina (86,5
% m/m — Syngenta), cipermetrina (92,4 % m/m — Chem Service) e deltametrina
(99,0 % m/m — Chem Service). Uma solugdo estoque de 1.000,0 mg L™ de
cada um dos compostos foi preparada em acetonitrila (Mallinckrodt/HPLC). A
solugdo de trabalho contendo os quatro agrotoxicos de interesse na
concentragao de 50,0 mg L™, foi preparada a partir da diluicdo da solugdo
estoque. As demais solucdes foram obtidas a partir da solugéo de 50,0 mg L™,

Uma solucéo de bifentrina (92,2 % m/m — FMC do Brasil) 100,0 mg L™,
utilizada como padrao interno, foi preparada em acetonitrila de forma

semelhante & solugado de trabalho de 50,0 mg L™.

2.2. Amostras de batata

Para o processo de otimizagdo e validagcdo da metodologia de analise
multirresiduo dos agrotéxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina, foram utilizadas amostras de batatas ndo contaminadas,
fornecidas por técnicos da Associagcao de Bataticultores do Sul de Minas Gerais
(ABASMIG) e da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensado Rural (EMATER-

MG).
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Posteriormente, a técnica otimizada foi aplicada em sete amostras de
batata adquiridas de cinco bataticultores do Sul de Minas Gerais. Estas
amostras receberam a aplicacdo de produtos comerciais, com principios ativos
dos compostos em estudo. Porém, trés amostras foram cultivadas pelo Sistema
de Producédo Integrada de Batata (PIB), ou seja, pela implantacdo de boas
praticas agricolas.

Também foram analisadas duas amostras adquiridas no comércio de
Vigosa-MG.

Todas as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, vedadas,
identificadas e armazenadas em freezer. No momento das analises, foram

deixadas a temperatura ambiente até descongelarem.

2.2.1. Fortificacdo das amostras de batata

Denomina-se fortificagdo, o processo de adicdo da solugdo dos
agrotoxicos em concentragbes conhecidas, a matriz. Entretanto, a adicao de
um volume excessivo da solucdo de trabalho a pequenas quantidades de
amostra pode ocasionar em perdas dos agrotdxicos, pois parte dos compostos
podem ficar no recipiente utilizado (DOREA & LOPES, 2004).

ApoOs atingirem a temperatura ambiente, as batatas foram picadas em
pedacos pequenos e estes triturados em um multiprocessador doméstico até
que uma massa homogénea fosse obtida. Em seguida, uma pequena
quantidade da amostra triturada (3,000 g), foi fortificada, com 0,1 mL da
solugdo de trabalho contento os quatro inseticidas na concentragédo de 50,0 mg
L™, a fim de se obter no extrato final (Vina= 10,0 mL), apds a extracdo, uma
concentracdo maxima igual a 0,5 mg L™ de cada pesticida.

ApOs este processo, as amostras foram submetidas ao ultra-som por 2
minutos e deixadas em repouso por aproximadamente 3 horas para que
houvesse maior interagdo dos agrotoxicos com a amostra. Posteriormente,
estas amostras foram submetidas aos procedimentos de extracdo, para
determinacao das condi¢gdes 6timas para analise dos inseticidas clorpirifés, A-

cialotrina, cipermetrina e deltametrina, por cromatografia gasosa.
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2.3. Otimizacao da técnica de extracdo ESL-PBT

Nos protocolos experimentais de Quimica Analitica que envolvem
otimizagdo, estdo o desenvolvimento de novos métodos de analise e o
melhoramento ou adaptacdo de métodos ja estabelecidos, estudando-se
variaveis que exibem efeitos significativos na resposta e que podem ser
ajustados para melhorar a eficiéncia do método (EIRAS & ANDRADE, 1995).

No processo de otimizagao da técnica ESL-PBT as condi¢des de analise
dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em batata
foram avaliadas procurando-se obter os melhores rendimentos com menor
tempo de analise e baixo custo. Alguns fatores que influenciam os resultados
da técnica tais como: tipo de mistura extratora, forga idnica, vibragao ultra-
sbnica, tipo de congelamento, tempo de extragao e fortificacdo foram avaliados
usando amostras de batata fortificadas. A quantificagdo dos analitos foi

realizada por cromatografia gasosa utilizando o método do padrao interno.

2.3.1. Extrag&o dos inseticidas em batata

3,000 g de batata triturada e fortificada (item 2.2.1), foram adicionadas a
um frasco de vidro transparente com tampa de plastico (30,0 mL de
capacidade). Em seguida, volumes de agua, acetonitrila e acetato de etila,
formando 10,0 mL de uma fase uUnica, (misturas extratoras 1, 2 e 3, Tabela 2,
item 2.3.1.1) foram adicionados. A mistura obtida foi mantida sob agitacéo a
170 oscilagbes por minuto (opm) em uma mesa agitadora (Tecnal TE - 420),
por 10 minutos, a 28 °C.

Posteriormente, as amostras foram colocadas em um freezer a
aproximadamente -20°C, por 12 horas. Apos este periodo, a fase organica
liquida foi passada por um papel de filtro contendo 1,5 g de sulfato de sodio
anidro (Nuclear — PA), sendo o papel de filtro previamente lavado com 5,0 mL
de acetonitrila resfriada. Os volumes dos extratos obtidos, foram ajustados em
baldes volumétricos para 10,0 mL, com acetonitrila e armazenados em frascos

de vidro no freezer até 0 momento da analise cromatografica.
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A seguir, estdo descritas as etapas realizadas no processo de
otimizagdo da técnica ESL-PBT, para analise dos residuos de agrotoxicos em

batata.

2.3.1.1. Planejamento experimental para escolha da mistura

extratora

Um experimento com misturas descreve, dentro dos limites
experimentais, o comportamento de um sistema multicomponente a partir de
um numero limitado de ensaios. Para misturas de trés componentes o espaco
experimental, denominado de “simplex”, € um triangulo equilatero (GARCIA,
2003).

Para a extracdo e analise dos principios ativos de interesse em batatas
utilizando a ESL-PBT, foi realizado, um planejamento experimental de misturas,
para estudar a propor¢cdo entre, agua, acetonitrila e acetato de etila que
produziria a maior porcentagem de extragdo dos compostos.

O experimento foi limitado a uma sub-regido do espago experimental
para misturas de trés componentes (Figura 4), com a determinacao de limites
inferiores e superiores para cada solvente da mistura extratora:

Limite inferior Limite superior
10 % < Agua > 20 %;
65 % < Acetonitrila > 75 %
15 % < Acetato de etila > 25 %

Nesses limites estabelecidos, as misturas extratoras mantém as
caracteristicas necessarias para a técnica ESL-PBT, ou seja, formam uma fase

Unica e parte da mistura ndo se congela a -20 °C.
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Acetato de etila
0,0--1,0

0,7
0,8]/

VA
1,0 1T - 1 1 - 1 1 1 1T t T * 1 1 0,0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Agua Acetonitrila

Figura 4. Espaco experimental (triangulo equilatero) das trés variaveis da
mistura extratora. A regido estudada, foi determinada pelos limites inferiores e
superiores dos volumes de agua, acetonitrila e acetato de etila, que resultou em

um tridngulo menor, cujos vértices estdo numerados de 1 a 3.

Os limites demarcaram no interior do tridngulo equilatero um novo
triangulo, menor. Os pontos correspondentes aos vértices do novo tridngulo,
numerados de 1 a 3, representam as misturas extratoras que inicialmente
foram estudadas (Tabela 2). O volume total da mistura adicionada as amostras
de batata fortificadas, foi igual a 10,0 mL, sendo entdo estabelecido as
proporcdes volumétricas de cada componente, que foram usadas para cada

ensaio do planejamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢cdo das misturas extratoras empregadas na ESL-PBT de

amostras de batata fortificadas com os principios ativos de interesse.

Componentes Volumes adicionados
Mistura Agua Acetonitrila Acetqto }[gla:rgg Agua Acetonitrila Acetgto
extratora de etila mistura de etila
(%) (%) (%) (mL) (mb)  (mlL) (mL)
1 20 65 15 10,0 2,0 6,5 1,5
T2 10 75 15 10,0 1,0 7,5 1,5
T3 10 65 25 10,0 1,0 6,5 2,5

Para avaliar o efeito de cada mistura na ESL-PBT em batatas foram
estimadas equacgbes de regressdo, as quais foram relacionadas ao modelo
polinomial linear, e superficies de respostas a partir das porcentagens de

recuperagcao médias obtidas para cada um dos inseticidas.

2.3.1.2. Avaliacao da forca idnica na eficiéncia da extracao

A influéncia da forga idnica na taxa de recuperacdo dos compostos em
batata foi estudada nas misturas 1, 2 e 3 do planejamento (item 2.3.1.1). Esta
forga ibnica, foi obtida por uma solugdo aquosa de NaCl (Reagen — P.A.) 0,2
mol L.

As amostras de batata previamente fortificadas com os agrotéxicos de
acordo com o item 2.2.1, foi adicionada ao invés de agua, uma solugao de
cloreto de sodio 0,2 mol L™, acetonitrila e acetato de etila, de acordo com os
dados da Tabela 2 (item 2.3.1.1), paras as misturas de solventes 1, 2 e 3. As
etapas seguintes de agitagdo mecanica, congelamento e passagem por um
papel de filtro com sulfato de sddio anidro, foram as mesmas utilizadas no item
2.3.1.

22



Materiais e Métodos

2.3.1.3. Deslocamento no planejamento da mistura extratora

Nesta etapa, foi realizado um deslocamento do planejamento de
misturas descrito no item 2.3.1.1, sendo determinado dois novos pontos no

espaco experimental, numerados como 4 e 5 (Figura 5).

Acetato de etila
0,0-.1,0

4
1,0 L — : : : : ) ) : :
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Agua Acetonitrila
Figura 5. Espaco experimental (triangulo equilatero) das trés variaveis da
mistura extratora. Primeira regido estudada - triangulo menor, cujos vértices
estdo numerados de 1 a 3. Pontos 4 e 5 — novas propor¢gdes de agua,

acetonitrila e acetato de etila avaliadas.

Na Tabela 3, sdo mostradas as composi¢gdes das novas misturas

avaliadas.

Tabela 3. Composigcdbes das novas misturas extratoras empregadas em

amostras de batata fortificadas.

Componentes Volumes adicionados
Mistura Agua Acetonitrila Acete!to }[gc:g:rg: Agua Acetonitrila Acetgto
extratora de etila mistura de etila
(%) (%) (%) (mL) (mL)  (mlL) (mL)
4 0 75 25 10,0 0 7,5 2,5
5 10 70 20 10,0 1,0 7,0 2,0
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As extracdes dos quatro inseticidas de interesse, clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina pelo método ESL-PBT com as novas fases unicas,
foram realizadas de forma semelhante a descrita no item 2.3.1.

As respostas usadas para avaliar todo o planejamento, foram as
porcentagens de recuperagdo médias obtidas para cada um dos inseticidas
apoés os ensaios de extracdo realizados em ftriplicatas com as diferentes

misturas extratoras.

2.3.1.4. Efeito da vibracéao ultra-sénica

Avaliou-se o efeito das ondas ultra-sénicas na extragao dos inseticidas
em batata, realizando-se testes em amostras previamente fortificadas de
acordo com o item 2.2.1, extraidas com as misturas de solventes 3 (1,0 mL de
agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila — Tabela 2) e 5 (1,0
mL de agua, 7,0 mL de acetonitrila e 2,0 mL de acetato de etila — Tabela 3),
durante 15 minutos em um banho ultra-sénico (MaxiClean 750 - Unique). As
misturas de solventes selecionadas foram as que apresentaram melhores
eficiéncias de extragao nos itens 2.3.1.1 e 2.3.1.3.

Para efeito de comparacao, foi realizado simultaneamente uma extracao
empregando a mistura 3 com 20 minutos de agitagdo mecanica a 170 opm.

As etapas posteriores, tais como, congelamento e passagem por papel

de filtro com sulfato de sédio anidro, foram idénticas as descritas no item 2.3.1.

2.3.1.5. Avaliacéo do tipo de congelamento

O efeito do tipo de congelamento das amostras na porcentagem de
recuperacao dos inseticidas também foi verificado durante os estudos de
otimizagao da técnica. Dois tipos de congelamento foram simulados, através de
observagbes de pontos no freezer em que ocorriam o congelamento
diferenciado das misturas.

Este experimento foi realizado adicionando-se a 3,000 g de batata
triturada e fortificada segundo o item 2.2.1, 1,0 mL de agua, 6,5 mL de
acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila. Em seguida, as amostras foram

submetidas ao ultra-som por 15 minutos e colocadas no freezer, dentro da
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gaveta em caixas de isopor e diretamente no congelador, em contato com uma
superficie coberta por gelo.
Decorrido o tempo de 12 h, os extratos foram tratados seguindo o

mesmo procedimento do item 2.3.1.

2.3.1.6. Avaliagdo da mistura extratora agua/acetonitrila/metanol

Outro fator que também foi avaliado durante a otimizacdo da ESL-PBT
para a extracdo dos principios ativos de batatas foi a presenca de metanol na
mistura extratora.

A 3,000 g de amostras de batata fortificada com os inseticidas, foram
adicionadas misturas de agua, acetonitrila e metanol (Mallinckrodt — grau

pesticida) de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Volumes de agua, acetonitrila e metanol empregados na extragao

dos inseticidas em batata.

Agua (mL) Acetonitrila (mL) Metanol (mL)
1,0 6,5 25
1,0 8,5 0,5
1,0 8,8 0,2

Apds a adicdo da mistura extratora, as amostras foram mantidas sob
sonicagao por 15 minutos. Posteriormente, foram levadas ao freezer a -20 °C
por 12 horas. Em seguida, o extrato obtido, apos a passagem da fase organica
pelo papel de filtro com sulfato de sodio anidro, foi armazenado em frascos de

vidro no freezer até 0 momento da analise cromatografica.

2.3.1.7. Avaliacédo do tempo de extracéo

O tempo de contato entre as fases (matriz e mistura extratora) durante a
etapa de extracao é considerado um fator importante, podendo influenciar na
porcentagem de extracdo dos compostos de interesse.

Por isso, este parametro foi avaliado neste trabalho, realizando-se

extragdes dos inseticidas de amostras de batata fortificadas com 1,6 pg g~
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(item 2.2.1) de cada pesticida, com 1,0 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5
mL de acetato de etila. Na etapa de extracéo, foram avaliados os tempos de 1,
3, 5, 10 e 15 minutos de sonicagao.

Apds as etapas de congelamento e passagem por papel de filtro com
sulfato de soédio anidro, os extratos foram recuperados em 10,0 mL de
acetonitrila e armazenados no freezer até o momento da determinacédo por

cromatografia gasosa.
2.3.1.8. Avaliacao do tempo de fortificacéo

O estudo foi realizado, mantendo-se em repouso sob condi¢cbes
ambientais, aproximadamente 25-35 °C, triplicatas das amostras de batata
trituradas e fortificadas com os quatro inseticidas (item 2.2.1), por periodos que
variaram de 0, 3, 5, 7, 24, 168 e 432 horas.

Decorrido o intervalo de tempo estipulado para as amostras, adicionou-
se 1,0 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila, ou seja,
as proporgdes indicadas pela mistura extratora 3 (Tabela 2 — item 2.3.1.1,
pag.22). Em seguida as mesmas foram colocadas no banho ultra-sénico por 10
minutos.

As etapas de congelamento e passagem por papel de filtro com sulfato

de sddio anidro, foram idénticas as descritas no item 2.3.1.
2.3.1.9. Planejamento fatorial

Foi realizado um planejamento fatorial 23 para estudar o comportamento
simultaneo dos fatores: (F1) proporgao entre o volume de agua, acetonitrila e
acetato de etila, (F2) forga ibnica e (F3) tempo de extracdo. Para cada um dos
fatores foram estudados dois niveis, nivel maximo (+) e nivel minimo (-).

Como o experimento envolvia 3 fatores com dois niveis cada um (2°), a
execucgao do planejamento foi realizada em 8 ensaios, com todas as possiveis
combinagdes dos niveis (+) e (-). Estes ensaios foram feitos em duplicatas
perfazendo um total de dezesseis. A listagem destas combinagbes é

apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial 2° para avaliacdo de trés fatores, F1 -
proporcao dos solventes da mistura extratora, F2 - forca ibnica e F3 — tempo de

sonicagao, na porcentagem de extragao dos inseticidas em batata.

Fatores codificados Fatores originais
(1) Proporgéo (2) Forga ibnica (3) Tempo
Ensaios F1 F2 F3 (mol L") (min)

Ter - - - 2,006,5/1,5 (A) 0,0 1
T 2e2r  + - - 1,0/6,5/2,5 (B) 0,0 1
"~ 3edr - + - 2,0/6,51,5 (A) 0,2 1
“dedr  + + - 1,0/6,5/2,5 (B) 0,2 1
"~ 5eb5r - - +  2,006,5/1,5 (A) 0,0 10
T 6ebr  + - +  1,0/6,5/2,5 (B) 0,0 10
~7elr - + +  2,006,5/1,5(A) 0,2 10
“8es8r  + + +  1,0/6,5/2,5 (B) 0,2 10

F1 = Proporgao (agua:acetonitrila:acetato de etila), F2 = Forga i6nica (solugdo de NaCl), F3 =

Tempo de sonicagéao.

Cada um dos ensaios foi realizado adicionando-se a 3,000 g de polpa de
batata fortificada (item 2.2.1), a mistura de solventes com forga ibnica
correspondente ao nivel (+) e (-) do planejamento. Posteriormente, a amostra,
foi mantida sob sonicacéo por 1 ou 10 minutos, de acordo com o planejamento.

As porcentagens de recuperacédo obtidas no experimento para cada um

dos inseticidas estudados foram utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator.

2.4. Analise cromatografica

A analise qualitativa e quantitativa dos principios ativos estudados foi
realizada em um cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-17A equipado com
um detector por captura de elétrons (DCE).

As condigdes analiticas estabelecidas para as analises, apdés a

realizagao de varios testes, tais como, temperatura da coluna, do injetor e do
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detector, vazao dos gases e escolha do tipo de coluna cromatografica, foram
determinadas visando um pequeno tempo de analise, com uma boa resolugao
entre os picos dos inseticidas de interesse.

A seguir encontram-se descritas as condigdes determinadas:

e Coluna capilar Agilent Technologies HP-5 com fase estacionaria
composta de 5 % de fenil e 95 % de dimetilpolissiloxano, 30 m de
comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e 0,1 um de espessura de
filme.

e Programacéo de temperatura da coluna: 200 °CLL 290 °C (2 min)

e Tempo total de analise: 11 minutos

e Temperatura do injetor: 280 °C

e Temperatura do detector (DCE): 300 °C

e Volume injetado: 1,0 pL

e (Gas de arraste: Nitrogénio

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

e Divisdo de fluxo: 1:5

2.4.1. Quantificacao

As quantificagdes dos inseticidas (clorpirifds, A-cialotrina cipermetrina e
deltametrina) foram feitas pelo método da padronizagéao interna.

Solugdes padrao de concentragdes crescentes dos analitos (10,0; 25,0;
50,0; 125,0 250,0; 375,0; 500,0; 650,0; 750,0 ug L), contendo como padréo
interno (PI) bifentrina 0,5 mg L™, foram analisadas no cromatdgrafo a gas nas
condicdes analiticas pré-determinadas. Construiram-se curvas analiticas, uma
para cada principio ativo, relacionando a raz&o entre as areas do pico atribuido
a substancia de interesse e a area do pico do padrao interno (area do analito /
area do padrédo interno de concentragdo constante) com a concentragao
(variavel) do pesticida.

Através da regressdo linear destas curvas analiticas, foram obtidas
equacgdes da reta utilizadas no calculo das concentragcbes dos agrotoxicos nas

amostras. As amostras, durante a etapa de filtracdo, ou seja, antes das
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analises, também receberam a adi¢cao de padrao interno (mesma quantidade e
concentragdo adicionado nas solugdes padrédo), permitindo através da razao

das areas, determinar a concentragao dos compostos presentes.

2.5. Validacédo do método analitico

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada
validacdo (RIBANI et al., 2004). Na literatura, existem diversas formas de se
conduzir a validagdo de um método analitico, no entanto, os principais
parametros sao: seletividade, linearidade de resposta do detector, limite de
deteccédo e quantificagao, precisao, exatidao e robustez (INMETRO, 2003).

A metodologia otimizada proposta para a anadlise de clorpirifés, A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina, em amostras de batata, pelo método
ESL-PBT, foi: extracdo de 3,000 g de batata triturada previamente fortificada,
com 1,0 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila, sob 10
minutos de sonicagdo. Em seguida, as amostras foram colocadas em um
freezer, a aproximadamente -20 °C por 12 horas. Decorrido esse periodo, as
amostras foram filtradas com 1,5 g de sulfato de sddio anidro em papel de filtro
previamente lavado com 5,0 mL de acetonitrila. Os extratos obtidos foram
recuperados em baldes volumétricos de 10,0 mL, aferidos com acetonitrila,
transferidos para frascos de vidro e armazenados no freezer até o momento da
analise cromatografica.

O procedimento realizado para validagdo do método proposto, foi feito
baseando-se nas recomendagbes do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagéo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2003), RIBANI et al. (2004),
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e Associagao Grupo
de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP, 1999).
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2.5.1. Seletividade

A fim de se determinar com exatiddo os analitos de interesse, a
seletividade do método foi avaliada através da comparagédo dos cromatogramas
dos extratos obtidos apdés a extragdo de amostras de batata isenta dos
inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina com os
cromatogramas dos extratos obtidos da matriz fortificada submetida ao

procedimento otimizado descrito no item 2.5.

2.5.2. Linearidade de resposta do detector

A linearidade de resposta do detector foi determinada pela injecao de
solugcbes padrdo dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina em acetonitrila com concentracées crescentes: 10,0; 25,0; 50,0;
125,0; 250,0; 375,0; 500,0; 650,0 e 750,0 ug L. Em todas as solu¢des foram
adicionados 0,05 mL da solugao padrao de bifentrina 100,0 mg L'1, utilizado
como padrédo interno. Apds a analise cromatografica, foram construidas curvas
analiticas, relacionando as razdes da area do analito e do padrao interno com
as concentracdes dos compostos estudados, conforme o procedimento descrito
no item 2.4.1. A linearidade foi avaliada, através da regressao linear destas

curvas analiticas.

2.5.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacdo do CG-DCE

Os calculos dos limites de deteccao (LD) e quantificagado (LQ) para cada
um dos inseticidas estudados foram realizados pelo método baseado nos
parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004), em que o LD e o LQ

podem Ser expressos como:

LD=33x >_ La=10x >
S S
Onde:

s = estimativa do coeficiente linear da curva analitica.

S = inclinagdo ou coeficiente angular da curva analitica.
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Para obtencdo destes dados, uma curva analitica foi construida
utilizando solugdes padrao contendo os inseticidas nas concentragbes 12,0;
8,0;6,0;4,0e2,0 ugL™.

2.5.4. Precisdo

A precisdo do método ESL-PBT em batatas foi estimada através de um
estudo intralaboratorial, avaliando-se a repetitividade e a precisao

intermediaria.
2.5.4.1. Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicdes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condicdes de medicdo: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
instrumento, mesmo local e repeticées em um curto intervalo de tempo (RIBANI
et al., 2004). Este termo é adotado pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia, sendo utilizado também pelo INMETRO. Porém, a ANVISA utiliza o
termo repetibilidade para o mesmo conceito.

A repetitividade do método ESL-PBT para analise de residuos dos
inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em batata foi
determinada realizando-se a extracdo dos agrotoxicos de amostras fortificadas
(1,6 ug g") seguindo o procedimento do item 2.5, em sete repeticdes, para o
calculo da estimativa do desvio padrao relativo, conforme recomendacdes do
INMETRO (2003).

2.5.4.2. Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada utilizando-se o
mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo-se exatamente quais as
condicbes a variar, tais como: diferentes analistas, equipamentos ou tempo
(INMETRO, 2003). O objetivo da validagao da precisao intermediaria € verificar
que no mesmo laboratorio o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI

et al., 2004).
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Para determinar a precisdao intermediaria do método ESL-PBT, foi
efetuada em ftriplicatas, nas condigdes pré-estabelecidas no item 2.5, a
extragdo dos quatros inseticidas de interesse de amostras de batata fortificadas
(1,6 ug g”') em quatro dias diferentes (1°, 7°, 30° e 60°dia). Sendo entdo o
efeito deste parametro avaliado através, do desvio padrdo e do coeficiente de

variacao, determinados para cada ensaio.

2.5.5. Exatidao

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente
verdadeiro (INMETRO, 2003).

Os processos utilizados para avaliar a exatiddo do método ESL-PBT

foram o ensaio de recuperagao e a comparacao de métodos.
2.5.5.1. Ensaio de recuperagao

A recuperagdo (ou fator de recuperagido), R, é definida como a
proporcdo da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
na por¢cao analitica do material teste, que €& extraida e passivel de ser
quantificada (RIBANI et al., 2004).

Nos ensaios de recuperagdo as substancias de interesse foram
adicionadas as amostras de batata trituradas em concentragdes proximas a 1,
2 e 10 vezes o limite de quantificagdo (LQ) do CG-DCE (item 2.5.3). Desta
forma, os testes foram realizados em ftriplicatas, extraindo-se conforme o
procedimento descrito no item 2.5, os inseticidas de amostras de batata,
fortificadas pela adi¢cao de 0,05 e 0,1 mL da solucédo de trabalho contendo os
quatro agrotoxicos na concentragdo de 3,0 mg L e 0,1 mL da solucéo de
trabalho de 15,0 mg L™.

Os valores das recuperagdes obtidas nos experimentos foram utilizados

para avaliar este parametro.
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2.5.5.2. Comparacao de métodos

Os resultados obtidos para os compostos de interesse empregando-se o
método otimizado ESL-PBT, em amostras de batata fortificadas, foram
comparados aos resultados obtidos pela aplicagdo do método multirresiduo
utiizado pelo IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria), a estas mesmas
amostras, afim de se avaliar o grau de proximidade entre os resultados
fornecidos pelos dois métodos. Este método é utilizado para analise de
residuos de agrotdxicos em diversos alimentos (cenoura, morango, etc).

A metodologia multirresiduo do IMA (modificada) foi realizada através da
extragdo de 15,0 g de batata triturada, previamente fortificada com 1,0 mL de
uma solugdo padrdo 5,0 mg L™ dos agrotéxicos avaliados (0,33 pg g™'), mais
15,0 g de sulfato de sédio anidro (Nuclear — PA), com 40,0 mL de acetona e 5
minutos de sonicacdo. Posteriormente, foi acrescentado 60,0 mL da mistura
diclorometano:hexano (1:1) sendo a amostra sonicada por mais 5 minutos. O
extrato foi filtrado em baldo volumétrico de 100,0 mL adaptado com saida para
vacuo, a fim de se evitar perdas, lavando-se todo o material utilizado com a
mistura diclorometano:hexano (1:1). 10,0 mL do filtrado foi evaporado até a
secura completa, em evaporador rotatorio, e o residuo recuperado em hexano,
sendo o baldo de evaporacao de fundo redondo lavado duas vezes com 0,5 mL
de hexano e o extrato (1,0 mL) transferido para frascos de vidro e estocados
em freezer até a analise cromatografica.

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados

estatisticamente através do teste t de “student”.

2.5.6. Robustez

De acordo com o INMETRO (2003), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta face a pequenas variacdes.

Durante o desenvolvimento deste trabalho ocorreram mudancas de
marcas e lotes dos solventes utilizados, troca de coluna cromatogréfica,
mudanga na programacdo de temperatura da coluna e analises
cromatograficas das amostras em épocas distintas, ou seja, pequenas
variagbes que permitiram determinar a robustez método ESL-PBT para analise
de agrotoxicos das em batatas.
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2.6. Efeito da matriz no método multirresiduo ESL-PBT

Para verificacdo do possivel efeito da matriz no método multirresiduo,
foram construidos dois tipos de curvas analiticas. A primeira curva analitica foi
construida com os agrotoxicos diluidos em acetonitrila (item 2.4.1) e a outra foi
construida fortificando-se os extratos organicos, obtidos apdés a extracdo da
matriz (batata Monalisa) isenta dos analitos, mas com todos os co-extrativos da
batata.

Para obtencao das solucbes padroes dos pontos da curva analitica no
extrato organico da matriz, amostras trituradas de batata Monalisa, isentas dos
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, foram
submetidas ao procedimento de extracdo descrito no item 2.5. Porém, durante
a etapa de recuperagcao dos extratos, aliquotas adequadas das solugdes
padrdo dos inseticidas em concentragdes de 25,0 e 0,50 mg L"e 0,05 mL da
solucdo padrdo de bifentrina 100,0 mg L™ foram adicionados, a fim de se
obterem em 10,0 mL de extrato final as concentracées de 10,0; 25,0; 50,0;
125,0; 250,0; 375,0; 500,0; 650,0; 750,0 pug L™ dos analitos e 500,0 ug L™ do
padrao interno.

ApOs a analise das solugdes padrao em acetonitrila e no extrato organico
no CG/DCE foram construidas duas curvas analiticas para cada principio ativo,
utilizando o método do padrao interno. As retas obtidas proporcionaram a
visualizacdo do efeito da matriz nas curvas estudadas.

A curva analitica construida a partir da fortificacdo do extrato organico
também foi utilizada para a quantificagdo dos agrotoxicos clorpirifés, A-

cialotrina, cipermetrina e deltametrina em amostras de batata.

2.6.1. Avaliacdo do efeito da matriz na analise cromatografica em
diferentes tipos de batata

A técnica ESL-PBT foi aplicada em duas variedades de batata, Monalisa
e Asterix. Essas variedades tém cores bastante diferenciadas. Apds trituradas e

fortificadas (item 2.2.1), as amostras foram submetidas ao procedimento de
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extragao descrito no item 2.5 e analisadas por CG-DCE. Os extratos obtidos
mostram-se limpidos, mas de coloragao diferentes.

As porcentagens de recuperagdo dos quatro inseticidas de interesse
foram determinadas pelo método do padrao interno, com a curva analitica
preparada em extratos organicos obtidos de batatas Monalisa, conforme

descrito no item 2.6.

2.6.2. Avaliacdo do efeito da matriz na analise cromatografica em
funcdo do tempo e da forma de armazenamento de batatas e dos
extratos

Foi realizado, neste trabalho, um estudo do efeito da matriz na analise
cromatografica de extratos, obtidos de batatas inteiras e trituradas apds serem
armazenadas por diferentes intervalos de tempo. O mesmo efeito foi avaliado
em extratos de batata armazenados.

Para tal, amostras de batata Asterix inteira e triturada foram
armazenadas por dois meses em freezer a temperatura de -20 °C. Apds este
periodo, essas amostras foram submetidas aos processos de fortificagdo e
extracdo (ESL-PBT), descritos respectivamente nos itens 2.2.1 e 2.5. Os
extratos obtidos foram analisados e quantificados, por CG-DCE empregando-se
as condicoes descritas no item 2.4 e curvas analiticas construidas com padrbes
preparados em acetonitrila (item 2.4.1).

Simultaneamente, extratos incolores e amarelados obtidos das batatas
Monalisa e Asterix, respectivamente, armazenados por sete e dois meses, sob
as mesmas condi¢cdes das batatas inteiras, foram novamente analisados.

As porcentagens de extragdo obtidas para os quatro agrotoxicos em
estudo, nos extratos da batata e extratos armazenados, foram utilizadas para
avaliar o efeito da matriz na analise cromatografica apos diferentes tempos e

formas fisicas de estocagem das batatas.
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2.7. Aplicacdo da metodologia otimizada em amostras de batata
da regido Sul do estado de Minas Gerais e do comércio de
Vigosa-MG

A metodologia ESL-PBT, desenvolvida para determinagdo dos
inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em tubérculos,
foi aplicada em sete amostras de batata, coletadas em lavouras da regido Sul
do estado de Minas Gerais, que receberam a aplicagdo dos produtos
comerciais, Astro e Actara. Estes apresentam em suas formulacbes os
principios ativos, clorpirifés e cipermetrina, respectivamente. Também foram
analisadas duas amostras de tubérculos adquiridas no comércio local da cidade
de Vicosa-MG.

Apds o recebimento das amostras, as mesmas foram acondicionadas
em sacos plasticos, vedadas, identificadas e conservadas em freezer. No
momento da extragdo as amostras foram deixadas a temperatura do ambiente
até descongelarem. Em seguida, as batatas foram trituradas sem lavar (casca
+ polpa), até que uma massa homogénea fosse obtida. Aliquotas de 3,000 g
foram retiradas e submetidas ao processo de extragdo, os extratos obtidos
foram analisados no CG-DCE. Todas as analises foram realizadas em
triplicatas, tomando-se cuidado especial na limpeza do material utilizado.
Vidrarias e o multiprocessador doméstico foram lavados com detergente, agua
corrente, agua destilada e acetona, aplicada com o auxilio de uma pisseta,
apos a trituracdo de cada amostra.

O restante das amostras processadas foi acondicionado em recipientes
plasticos, identificado e armazenado a temperatura de -20 °C, para eventual

necessidade de repeticdo do processo.

2.7.1. Aplicagcdo da metodologia otimizada em partes isoladas da
batata

Amostras de batata com a presenca de residuos de clorpirifds,
selecionadas a partir dos resultados obtidos no item 2.7, foram descascadas

sem lavar e analisadas individualmente a polpa e a casca. Aliquotas de 3,000 g
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da polpa homogeneizada (triturada) foram submetidas ao procedimento de
extragado, seguindo as condigdes descritas no item 2.5.

Aproximadamente 65,5 g de cascas foram trituradas com o auxilio de
50,0 mL de agua destilada. A 3,000 g de casca moida, foi adicionado a mistura
extratora otimizada para a técnica ESL-PBT e realizado o procedimento de

extracdo conforme descrito no item 2.5.

2.7.2. Comportamento dos residuos de clorpirifos em batata apos
cozimento

A partir dos resultados do item 2.7, foi avaliado o comportamento do
pesticida clorpirifés em amostras de batata apds o cozimento das mesmas.

Para tal, 3 a 4 batatas médias com a presenga do organofosforado
clorpirifés foram cozidas inteiras sem lavar e com casca, em 1000,0 mL de
agua destilada. Posteriormente, foram separadas casca, polpa e agua do
cozimento as quais foram submetidas aos processos:

Polpa: 3,000 g de polpa cozida e triturada foram submetidas ao processo
de ESL-PBT otimizado.

Casca: Aproximadamente 35,4 g de casca foram trituradas com 50,0 mL
de agua destilada. A 3,000 g dessa mistura, foram adicionados 1,0 mL de agua,
6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila e submetidas a ESL-PBT.

Agua: A agua do cozimento foi levada & secura em evaporador rotatério
a aproximadamente 90 °C e recuperada em 25,0 mL de agua destilada.
Aliquotas de 4,5 mL foram retiradas e extraidas com 6,5 mL de acetonitrila e
2,5 mL de acetato de etila, seguida de 10 minutos de sonicagéo. As etapas de
congelamento e passagem por papel de filtro com sulfato de sddio anidro foram
as mesmas utilizadas no item 2.5.

Este procedimento foi realizado em duas diferentes variedades de

batata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo das amostras de batata

Durante a etapa de otimizacdo e validacdo da técnica ESL-PBT em
tubérculos, foram realizadas analises de extratos (brancos) obtidos de batatas
testemunhas, ou seja, de amostras que ndo receberam nenhuma aplicagédo de
agrotoxicos durante o seu desenvolvimento. Desta maneira, certificou-se a
auséncia de qualquer espécie que pudesse interferir na analise cromatografica,
estando a amostra adequada para avaliagdo do método proposto.

Posteriormente, na etapa de aplicagdo da metodologia otimizada, foram
coletadas amostras de:

a) batatas de lavouras localizadas no Sul de Minas Gerais, em que
houve a aplicacdo de produtos comerciais contendo como principios ativos
agrotoxicos em estudo. Obteve-se um total de sete amostras de batatas de
cinco produtores diferentes.

b) batatas disponiveis no comércio da cidade de Vigosa-MG.

3.2. Analise cromatografica

A cromatografia gasosa € uma técnica de alto poder de resolugéo, o que
torna possivel, realizar simultaneamente a separagdo, a identificacdo e
quantificacdo de compostos de interesse ambiental, tais como os agrotoxicos

presentes em uma mesma amostra (GALLI et al., 2006).
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Os inseticidas estudados foram identificados na analise cromatografica,
pela comparagdo do tempo de retengdo (ir) dos picos de seus respectivos
padrées com os da amostra. A analise dos padrdes foi realizada utilizando-se
as condi¢cbes analiticas descritas no item 2.4. Na Figura 6, esta representado
um cromatograma de uma solugdo padrao dos inseticidas, em acetonitrila, a
500 pg L. Os picos com tr iguais a: 4,1; 6,9; 8,1; e 9,5 minutos correspondem
a clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, respectivamente. O
segundo pico, com tempo de retengdo igual a 6,3 minutos corresponde a
bifentrina, padrao interno.

A presenca de mais de um pico para cada piretroide esta relacionada
com a conversdao em isOmeros durante a injecdo no cromatografo
(MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). Dessa maneira, foi considerado como o
valor da area de cada piretréide, a soma das areas dos picos dos seus

isbmeros.

600000

450000

300000

4,1 6.9

150000 6.3

Resposta do Detector

Tempo / min

Figura 6. Cromatograma de uma solucdo padrdo de 500,0 ug L™ dos principios
ativos em acetonitrila, onde: tg = 6,3 min: padrdo interno, tr = 4,1 min:
clorpirifés, tr = 6,9 min: A-cialotrina, tg = 8,1 min: cipermetrina e tg = 9,5 min:

deltametrina.

Pelo cromatograma, Figura 6, observa-se que o tempo total de analise

foi de 11 minutos, que pode ser considerado relativamente curto, pela
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quantidade de agrotéxicos analisados. Aléem disso, as condigbes estabelecidas,
como a programacgao de temperatura, coluna utilizada e a vazdo do gas de

arraste, possibilitaram uma boa separacdo dos compostos estudados.

3.2.1. Curvas analiticas e linearidade de resposta do detector

A quantificacdo dos quatro agrotéxicos foi realizada pelo método do
padrao interno. Dessa forma, apds a analise das solugdes padrao preparadas
em solvente puro em concentracdes entre 10,0 e 750,0 nug L™, foram
construidas curvas analiticas para cada um dos compostos, langando no
grafico a razdo entre a area do pico do composto de interesse e a area do pico

do padrao interno (Aa/Ap), contra a concentragcéo de cada pesticida (Figura 7).

3,0

Clorpirifés
Lr-Cialotrina
Cipermetrina
Deltametrina

2,54

4 > 0 1

0,0 - 77—
0 100 200 300 400 500 600 700 800
~ -1
Concentragcdo / ug L

Figura 7. Curvas analiticas dos agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina
e deltametrina utilizando como padrao interno (PI) a bifentrina, construidas com

solugdes padrao preparadas em solvente puro.
A linearidade da resposta do detector utilizado (DCE-detector por

captura de elétrons) foi verificada com a regressao linear dos dados das curvas

analiticas (Tabela 6).
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Tabela 6. Parametros das curvas analiticas obtidas para os quatros agrotoxicos

estudados.
Pesticida Equacao dareta dgfeeriﬁf:éggz)
Clorpirifés y =0,00310 x + 0,06280 0,99634
A-Cialotrina y = 0,00336 x + 0,02451 0,99866
Cipermetrina y =0,00214 x — 0,02705 0,99298
Deltametrina y =0,00197 x — 0,01031 0,99527

Os coeficientes de determinacao (r) maiores que 0,99, apresentados na
Tabela 6, indicam que existe uma resposta linear do detector (DCE) na faixa de
de 10,0 a 750,0 ug L™, para todos os compostos. A linearidade determina a
regido da curva analitica em que ha relagao direta sinal/concentragao.

Além disso, pode-se notar pela inclinagao das retas (Figura 7) e pelo
coeficiente angular das curvas analiticas que o detector por captura de elétrons
(DCE) é mais sensivel a A-cialotrina e ao clorpirifés, que aos outros dois
compostos. Esta sensibilidade esta relacionada com a presencga e a quantidade
de atomos eletronegativos que capturam elétrons, fluor e cloro, nas moléculas
de clorpirifés e A-cialotrina, respectivamente.

O método do padrao interno mostrou-se bastante util, pelo fato de que as
respostas cromatograficas ndo foram significativamente afetadas por pequenas
variagdes na temperatura da coluna, na vazdo do gas de arraste e no volume
de amostra injetada. Este comportamento auxiliou na obtengdo de resultados
mais precisos, verificados durante a construgdo das curvas analiticas e na
analise dos extratos.

Porém, para que este método funcionasse adequadamente foi
necessaria a escolha de uma substancia que atendesse as caracteristicas de
padrao interno, tais como: ser similar as substancias a serem quantificadas, ter
tempo de retencdo proximo aos compostos de interesse, nao fazer parte da
amostra, ser disponivel em elevado grau de pureza e quando cromatografada
ter pico resolvido e bem separado das demais substancias presentes na
amostra (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 1993). O pesticida disponivel que

atendeu a estes pré-requisitos foi a bifentrina, um piretroide utilizado com
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frequéncia na protecdo de graos armazenados, que dificimente seria

encontrado em amostras de batata.

3.3. Otimizacao do método ESL-PBT

O aumento da poluicdo ambiental por meio de metais téxicos e
principalmente por residuos de agrotoxicos, das mais variadas classes
quimicas, tem estimulado o desenvolvimento de metodologias apropriadas para
avaliacdo destes compostos em diferentes tipos de alimentos e bebidas em
geral, pois estes sdo os principais caminhos de ingestdo destes contaminantes
pelo homem (GALLI et al., 2006). Para a analise de residuos de agrotoxicos por
cromatografia gasosa, ha a necessidade que os mesmos sejam extraidos da
matriz e que o extrato obtido contenha a menor quantidade possivel de
interferentes.

Na extragcdo de residuos de agrotoxicos de amostras complexas, a
extracdo em fase Unica com a particdo induzida pelo abaixamento de
temperatura tem se destacado. LENTZA-RIZOS et al.(2001), GOULART (2004)
e VIEIRA (2005, 2007), empregaram-na em o6leo de oliva, leite, solo e agua,
respectivamente.

Devido aos o6timos resultados obtidos por estes pesquisadores, foi
desenvolvida e otimizada neste trabalho uma metodologia utilizando ESL-PBT,
para determinar os inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina em batatas (Solanum tuberosum L.). Esta consiste em adicionar a
amostra contendo os analitos de interesse uma quantidade de solvente
organico miscivel em agua, formando uma fase unica, para que com o
abaixamento da temperatura a aproximadamente -20 °C ocorra a separagao
das fases, em que a batata e a agua tornam-se solidas (congeladas) na parte
inferior do recipiente utilizado e o solvente contendo os residuos de agrotéxicos
extraidos permanegcam na parte superior. Durante o estudo da técnica, fatores

importantes e influenciadores na sua eficiéncia, tais como: mistura extratora
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ideal, tempo de extracdo e tipo de congelamento, foram avaliados. Os

resultados obtidos ser&o descritos a seguir.

3.3.1. Planejamento experimental para escolha da mistura extratora

Em 2005, VIEIRA, otimizou e validou as técnicas ELL-PBT (extrac&o
liquido-liquido por particdo em baixa temperatura) e ESL-PBT (extragdo solido-
liquido por particdo em baixa temperatura), para analise de quatro piretréides
em agua e solo. Durante o trabalho foi observado que a propor¢ao do volume
de acetonitrila, agua e acetato de etila na etapa de extragédo influenciava na
porcentagem de recuperagao dos agrotdxicos.

Neste sentido, foram realizados neste trabalho testes, através de um
planejamento experimental de misturas extratoras a fim de se estabelecer a
proporgao ideal entre o volume de agua, acetonitrila e acetato de etila que
alcangasse a melhor porcentagem de extragdo dos inseticidas em batata, pela
técnica ESL-PBT. Assim, evitou-se trabalhar com os pontos do “simplex”
correspondente aos solventes puros e as misturas binarias (Figura 8), ja que o
acetato de etila deveria favorecer a extracao dos compostos mais lipofilicos, a
acetonitrila a extragdo do clorpirifés e a agua, que é indispensavel ao principio
da técnica. Na Figura 8, esta representado, por meio de um tridngulo
equilatero, o planejamento experimental das misturas extratoras, destacando a
regidao estudada em fungdo das proporg¢des volumétricas de cada componente,
determinadas pelos limites inferiores e superiores de cada solvente na mistura

extratora.
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Figura 8. Espaco experimental das trés variaveis da mistura extratora.

Por isso, trabalhou-se com pseudocomponentes, isto é, misturas dos
componentes propriamente ditos, ficando o experimento limitado a uma sub-
regido do “simplex” (Figura 8) pelos limites inferiores e superiores de cada uma
das variaveis (item 2.3.1.1).

Os pseudocomponentes (z)) sdo gerados a partir dos componentes

originais pela expressao:

2, =%l =31, <1
1L =i
X; = proporgdo do componente puro | = limite inferior i = 1, 2, 3 ...., q sendo

portanto uma espécie de codificacdo (BARROS NETO et al., 1996).

Assim, por exemplo, a mistura 1 com propor¢des 20; 65; e 15 % dos
solventes agua, acetonitrila e acetato de etila, respectivamente, corresponde o
pseudocomponente de composigao (1, 0, 0):

100-90 100-90 100-90

Na Tabela 7 estdo apresentadas as propor¢des de cada mistura descrita

no item 2.3.1, tanto em termos dos componentes puros quanto em termos dos

pseudocomponentes, juntamente com as porcentagens de recuperagao médias
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da extracdo dos inseticidas de batatas, que foram determinadas a partir de

triplicatas realizadas para cada mistura.

Tabela 7. Composicao das misturas extratoras: agua, acetonitrila e acetato de
etila, em valores reais dos componentes (c;) e em pseudocomponentes (z;) e as

porcentagens de recuperagdo médias dos agrotoxicos em amostras de batatas.

Mistura CH20 CMeCN CEtAc Zr20 ZMeCN ZEeac
1 2,0 6,5 1,5 1 0 0
2 1,0 75 1,5 0 1 0
3 1,0 6,5 2,5 0 0 1
* Recuperacgao (%) + estimativa do desvio padrao
Mistura Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina  Deltametrina
1 80,1+1,2 77,8126 66,0 + 2,8 80,6 + 2,6
2 88,5+0,9 82,3+14 68,4 + 0,3 83,9+1,6
3 78,5+1,2 86,7 £+ 0,4 776+1,3 91,7+ 11

* Média de trés replicatas.

O conjunto de respostas obtido para cada pesticida (Tabela 7), foi
ajustado a um modelo polinomial linear, usando o método dos minimos
quadrados, (Y (z1, z2, ..., Zg) = b1z1 + bozo + ... + byzy) (BARROS NETO et al.,
1996).

Este ajuste foi obtido com o auxilio do programa Statistica 6.0°
(StatSoft), que também fornece a tabela da anélise de variancia (Tabela 8) que

permite avaliar a qualidade do ajuste.
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Tabela 8. Andlise de variancia para o ajuste do modelo linear as respostas

obtidas do planejamento de mistura para ESL-PBT.

Fonte de Soma N° de graus de Média Teste F
variacao Quadratica liberdade Quadratica
Clorpirifés
Regressao 160,3 2 80,1
Residuos 7,5 6 1,3 64,0*
Total 167,8 8
A-Cialotrina
Regresséao 120,2 2 60,1
Residuos 18,1 6 3,0 20,0*
Total 138,3 8
Cipermetrina
Regresséo 2240 2 112,0
Residuos 18,9 6 3,2 35,5*
Total 243,0 8
Deltametrina
Regresséao 195,7 2 97,9
Residuos 20,9 6 3,5 28,1*
Total 216,7 8
* significativo ao nivel de 95 % de probalidade pelo teste F( Fip = F2,6 = 5,14)
Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina  Deltametrina
% de variancia 95,5 87,0 92,2 90,3

explicada

Os valores do teste F indicam que as regressdes foram significativas ao
nivel de 95 % de probabilidade para todos os inseticidas e que, portanto
existem coeficientes significativos no modelo para o clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina. Tais modelos encontram-se na Tabela 9, em que é
mostrado também o erro padrao de cada estimativa. Pois, o teste F do modelo
na analise de varidncia nao especifica qual ou quais coeficientes sdo mais
importantes. Os valores dos coeficientes representam a contribuicdo de cada
pseudocomponente na extragdo dos agrotoxicos. Como o que se deseja é

maximizar a porcentagem de recuperagdo dos agrotoxicos da amostra, a
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mistura que forma o pseudocomponente relacionado ao coeficiente de maior

valor deve ser a escolhida.

Tabela 9. Coeficientes do modelo linear estimados para cada pesticida.

Agrotéxicos Coeficientes do modelo
b1 b, b3

Clorpirifés 81,0 88,5% 78,5*
(x0,7) (x0,7) (x0,7)
A-Cialotrina 77,8* 82,3* 86,7*
(1,0 (1,0) (x1,0)
Cipermetrina 66,0* 68,4 77,6*
(£ 1,0) (1,0 (+1,0)
Deltametrina 80,6* 83,9* 91,7*

(£1,1) (x1,1) (x1,1)

(¥) = erros padrédo dos coeficientes, *coeficiente estatisticamente significativo a 95 % de
probabilidade.

Pode-se observar (Tabela 9) que os valores entre parénteses (erros
padrdo dos coeficientes) sdo muito menores que os valores das estimativas
mostrando que os trés coeficientes sdo estatisticamente significativos para
todos os inseticidas.

Porém, para o clorpirifés, nota-se que o coeficiente que indica o
pseudocomponente 2 puro, que é constituido por 1,0 mL de agua, 7,5 mL de
acetonitrila e 1,5 mL de acetato de etila, forneceu uma melhor extragcao. Este
comportamento pode ser melhor visualizado na superficie de resposta

apresentada na Figura 9.
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Clorpirifés
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0,00 0,25 0,50 075 1,00 B 56

ZHZO ZMeCN
Figura 9. Superficie de resposta mostrando a estimativa da porcentagem de

recuperacao para o clorpirifés em funcdo dos psedocomponentes.

Nota-se na regido vermelha escura da Figura 9, referente ao ponto 2,
que cerca de 88 % do clorpirifés foi recuperado de amostras de batata
fortificadas.

Para os piretroides, a melhor resposta foi obtida com o
pseudocomponente 3 puro, constituido por 1,0 mL de agua, 6,5 mL de
acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila. Na Figura 10 a regido vermelha escura
mostra as porcentagens de recuperagao alcancadas quando empregado o
pseudocomponete 3, cerca 86 % para a A-cialotrina, 76 % para a cipermetrina e

90 % para a deltametrina.
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Figura 10. Superficies de resposta para (a) A-cialotrina, (b) cipermetrina e (c)

deltametrina, mostrando as estimativas das porcentagens de recuperagao dos

respectivos compostos em funcédo dos pseudocomponentes.
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Pela analise geral dos dados apresentados na Tabela 7 e nas Figuras 9
e 10, pode-se observar que os piretroides (A-cialotrina, cipermetrina,
deltametrina), que sdo compostos menos polares, tém maiores porcentagens
de recuperagcado com a mistura extratora 3, que € mais rica em acetado de etila.
Por outro lado o clorpirifos tem a sua porcentagem de recuperacgao prejudicada
pela diminuigdo da polaridade da mistura extratora. O aumento da proporgéo
de acetonitrila contribui para uma melhor extracdo deste composto da batata,
como observado no resultado obtido com a mistura 2.

Apesar das porcentagens de recuperagcdao apresentadas estarem de
acordo com os valores sugeridos pelo GARP (1999), de 70 a 120 %, procurou-
se melhorar os resultados verificando-se o comportamento das misturas

extratoras pela adicao de sal, alterando assim a forga ibnica do meio.

3.3.2. Avaliagédo da forga idnica na eficiéncia da extragao

A adicdo de um sal as amostras tem se mostrado util para melhorar a
eficiéncia da extragdo. Em geral, o aumento da forga ibnica provoca a redugao
da solubilidade do analito na matriz, facilitando a sua extracdo (LANCAS,
2004).

Em 2003, OVIEDO et al., analisaram residuos de cipermetrina,
deltametrina e permetrina em diversas hortalicas como, alface, acelga, chicoria,
repolho, tomate, chuchu, batata, cenoura, mandioca, através de uma extracéo
soélido-liquido, seguida de um “clean up” em coluna de Florisil. O uso de uma
solugédo de NaCl 3 % (m/v), na etapa de extragdo, aumentou a recuperacéo dos
piretréides para valores acima de 80 %.

Ja, LAMBROPOULOU & ALBANIS (2002), observaram um efeito
positivo da forga id6nica (NaSO,) para analise de sete agrotdxicos
organofosforados em amostras de morango e cereja por MEFS/headspace.

Desta maneira, no desenvolvimento de um método analitico é
recomendavel avaliar o efeito da adicdo de sal no procedimento. Nesse
trabalho, a avaliacdo da forga iGnica na eficiéncia de extragcdo dos inseticidas

de batata foi realizada conforme o procedimento descrito no item 2.3.1.2.
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Na Figura 11, sdo mostrados os resultados das analises realizadas com
as misturas extratoras 1, 2 e 3 com a auséncia e a presenca de uma solugao

aquosa de NaCl 0,2 mol L™, para alterar a forca idnica.
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Figura 11. Porcentagens média de recuperagao dos inseticidas obtidas com o

emprego da mistura extratora (a) 1 (b) 2 e (c) 3 sem e com a adi¢gado de sal,
pela ESL-PBT.
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Pode-se observar que, de acordo com a Figura 11, a adigdo de sal
alterando a forga ibnica do meio aumentou o rendimento de extragdo da A-
cialotrina, da cipermetrina e da deltametrina, de 77,8 para 81,6 %, de 66,0 para
76,5 % e 80,6 para 90,5 %, respectivamente, quando a mistura 1 foi
empregada. Entretanto, a eficiéncia da extracdo do clorpirifos nao foi
praticamente alterada. Foi observado durante o procedimento que a presenga
de sal nesta mistura favorece a ruptura das fases.

A adicado de sal nas misturas 2 e 3 nao influenciou positivamente a
recuperacao dos agrotoxicos.

Possivelmente o maior volume da solu¢do de NaCl na mistura 1 em
relagao as misturas 2 e 3, pode ter favorecido a extragao dos piretrdides.

Logo, como a forga ibnica ndo alterou as taxas de recuperagado dos
compostos da maneira esperada, ja que a solvatagao dos ions sddio e cloro
pelas moléculas de agua, deveria facilitar a migracao dos inseticidas para a

fase organica, este fator foi desprezado para os testes seguintes.

3.3.3. Deslocamento no planejamento da mistura extratora

Com o objetivo de se obter porcentagens de recuperagcdo ainda
melhores para o método, optou-se nesta etapa do trabalho, em deslocar o
planejamento de misturas, realizando-se testes com duas novas proporgdes de
agua, acetonitrila e acetato de etila, escolhidas no simplex ternario a partir dos
resultados dos experimentos iniciais.

Na Tabela 10, estdo apresentadas as porcentagens de recuperagéo dos
quatro compostos estudados, apds a extracado dos inseticidas das amostras de
batata fortificadas, com as novas propor¢des dos solventes avaliados (misturas
4 e 5 - item 2.3.1.3). Para analise de todo o planejamento de mistura realizado
foram apresentados também nesta tabela os resultados obtidos no primeiro

planejamento (item 2.3.1.1).
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Tabela 10. Porcentagens de recuperagcdo dos inseticidas de amostras de

batatas, obtidas com o planejamento de misturas para ESL-PBT.

Recuperacéo (%) + estimativa do desvio padréo

Mistura Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina  Deltametrina
1 81,0+1,2 778+2,6 66,0 + 2,8 80,6 +2,6
2 88,5+ 0,9 82,3+1,4 68,4 + 0,3 83,9+1,6
3 785+1,2 86,7 + 0,4 776 +1,3 91,7 £ 1,1
4 90,3+ 3,5 83,2+3,8 76,2+ 2,2 94,5+ 3,2
5 91,0+ 1,1 86,7 + 0,4 81,024 103,6 + 2,8

De uma maneira geral, as misturas 3, 4 e 5, apresentaram as melhores
porcentagens de recuperagcdo meédia para os principios ativos estudados,
porém para a mistura 4 pdde-se notar que maiores valores de desvio padrao
foram obtidos, possivelmente devido a auséncia de adicdo de agua nesta
mistura, que pode ter influenciado a etapa de separagao das fases. Portanto,
foram escolhidas para os testes seguintes as misturas 3 e 5, cujos resultados
mostraram maior eficiéncia de extragcdo e menores valores de desvio-padrao.

O deslocamento ao longo do simplex ndo € um fato muito comum, por
isso, outra forma de se interpretar os resultados € considerando um novo
planejamento formado pelos pontos 2, 3, 4 e 5. Desta forma os limites inferiores
e superiores de cada componente da mistura seriam alterados para:

Limite inferior Limite superior
0 % < Agua > 10 %;
65 % < Acetonitrila > 75 %
15 % < Acetato de etila > 25 %

As proporgdes obtidas para cada mistura com os novos limites, tanto em

termos de componentes puros quanto em pseudocomponentes sao

apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Composi¢gao das misturas preparadas com agua, acetonitrila e
acetato de etila, em valores reais dos componentes (c) e em

pseudocomponentes (z)).

Mistura CH20 CMeCN CEtAc Zr20 ZmeCN Zeinc
2 1,0 7,5 1,5 0,5 0,5 0
3 1,0 6,5 2,5 0,5 0 0,5
4 0 7,5 25 0 0,5 0,5
5 1,0 7,0 2,0 0,5 0,25 0,25

As porcentagens de recuperacao apresentadas na Tabela 10 para cada
agrotoxico analisado, segundo o novo planejamento, descrito anteriormente,

sao mostrados nas superficies da Figura 12.
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Figura 12. Superficies de resposta para (a) clorpirifés, (b) A-cialotrina, (c)

cipermetrina e (d) deltametrina, segundo o novo planejamento de misturas

extratoras.
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De acordo com os resultados contidos na Figura 12, pode-se observar
que as porcentagens de recuperagdo mais elevadas (préxima a regido
vermelha escura) foram obtidas com diferentes misturas para organofosforado
e piretroides. Para o clorpirifés, as misturas que apresentaram maiores
recuperacgoes foram aquelas com maior quantidade de acetonitrila. Enquanto
para os piretroides, as porcentagens de recuperagdo alcangadas quando
utiizado a mistura extratora 3, forneceu melhores porcentagens de
recuperagao para estes compostos.

Desta forma, a mistura 3 mostrou-se mais adequada para extracdo da
maioria dos inseticidas, sendo seu comportamento avaliado cautelosamente

nos demais ensaios.

3.3.4. Efeito da vibragéao ultra-sénica

Os quimicos analiticos tém empregado a técnica de sonicagdo para
auxiliar nos processos de agitacao e extracdo (KORN et al., 2005).

Esta alternativa foi avaliada neste estudo no sentido de simplificar a
operacao de preparo de amostras bem como minimizar erros envolvidos nesta
etapa. Para tal, amostras de batata fortificadas foram extraidas durante 15
minutos em banho ultra-sénico, com as misturas de solventes 3 e 5, que
mostraram uma maior eficiéncia de extracdo com uma menor dispersdo dos
resultados.

Na Figura 13, estdo apresentadas as porcentagens de recuperagao dos
quatro inseticidas estudados, apds extracdo com 10 minutos de agitagao

mecéanica (planejamento de misturas) e 15 minutos de ultra-som.
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Figura 13. Porcentagens de recuperagdo do clorpirifés, A-cialotrina,

cipermetrina e deltametrina, apos extragdo com 10 minutos de agitagdo
mecanica e 15 minutos de ultra-som (a) - com a mistura extratora 3 (b) - com a

mistura extratora 5.

Pode-se observar pelos resultados (Figura 13 (a)) que o emprego do
ultra-som com a mistura 3, mostrou-se bastante eficiente para a extracdo do
clorpirifés, que teve um aumento na sua porcentagem de recuperagao de 78,5
para 93,7 %. Para os piretroides, este aumento foi menos acentuado, com os
resultados variando de 86,7 para 90,5 %, para a A-cialotrina, 77,6 para 81,3 %
para a cipermetrina e de 91,7 para 100,0 %, para a deltametrina. Pequenas
alteracbes também foram observadas quando aplicado o ultra-som com a
mistura 5 (Figura 13 (b)).

Para efeito de comparagao um novo teste empregando a mistura 3 e 20

minutos de agitacdo mecanica foi realizado (Figura 14).
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Figura 14. Comparacao das porcentagens de recuperagcao obtidas com a

mistura 3 e 20 minutos de agitagdo, com os resultados da Figura 13(a).

Com o aumento do tempo de agitacdo para 20 minutos na mistura 3,
conseguiu-se atingir porcentagens de recuperacao semelhantes as obtidas com
a aplicacao de 15 minutos de ultra-som, mas com um desvio padrdo maior para
média de trés repeticdes. Desta maneira, observou-se que pode influenciar na
eficiéncia do método ESL-PBT, ndo s6 a composicdo da mistura, mas também
o tempo de contato entre as fases (matriz e mistura). Neste caso, como o
processo de extragdo por ondas ultra-sénicas ocorre de forma mais brusca,
esta técnica permitiu com o uso da mistura 3, que menor intervalo de tempo
fosse necessario para uma melhor recuperagdo dos agrotoxicos de amostras
de batatas.

Assim, como 6timas porcentagens de recuperacgéo foram obtidas para os
quatro principios ativos estudados com ambas as misturas e mecanismos de
extracdo, a escolha da combinacao ideal, baseou-se nos resultados obtidos
com menor dispersdo e maior praticidade na etapa de preparo dos extratos,

sendo, portanto selecionado para os testes seguintes a mistura 3 e a aplicagao
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de 15 minutos de ultra som.

Cabe ressaltar que na literatura sédo citados varios parametros que
podem influenciar as respostas obtidas com o uso de banhos ultra-sénicos, tais
como: volume e temperatura da agua utilizada dentro do banho, posi¢cédo e
numero de frascos no interior do banho, dentre outros (NASCENTES et al.,
2001). Porém, neste trabalho n&o foram avaliados o comportamento de tais
parametros. O banho ultra-som foi utilizado com o nimero maximo de frascos
permitidos, agua a temperatura ambiente, nivel de agua e altura dos frascos
conforme recomendado pelo fabricante, ndo sendo observado nenhum
inconveniente, como a degradagdo dos compostos e alta dispersédo das

replicatas em torno da média.

3.3.5. Avaliacéo do tipo de congelamento

A avaliagao do efeito do tipo de congelamento das amostras na extragao
simultdnea dos agrotéxicos foi realizada conforme o procedimento descrito no
item 2.3.1.5 (pag. 24).

Os resultados obtidos apés o congelamento das amostras em duas
diferentes condi¢des: em caixas de isopor para proporcionar um congelamento
mais lento e em contato direto com a superficie do congelador, resultando em

um congelamento mais rapido, estdo dispostos na Figura 15.
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Figura 15. Porcentagens de recuperagao do clorpirifés, A-cialotrina,

cipermetrina e deltametrina, usando a técnica ESL-PBT, apds diferentes formas

de congelamento.

Os resultados obtidos mostram que o tipo de congelamento nao
influenciou nas porcentagens de recuperagdo do clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina de batata. Porém, durante a realizagcao desta etapa
do experimento, notou-se que quando a separacgao das fases € induzida por um
rapido abaixamento de temperatura (amostras congeladas diretamente no
congelador), ndo ocorre uma cristalizacdo perfeita das moléculas de agua,
fazendo com que durante a etapa de filtragdo o calor cedido pelas méaos do
analista, acelere o descongelamento da amostra dificultando a realizagao desta
etapa e prejudicando a obtencdo dos melhores resultados. Desta forma, um
congelamento mais lento é indicado para garantir que melhores porcentagens

de recuperagao sejam obtidas seguidas de menores valores de desvio padréao.

3.3.6. Avaliagdo da mistura extratora agua/acetonitrila/metanol

ANASTASSIADES et al. (2003) sugerem que solventes como, metanol e

etanol, sejam utilizados para aumentar a polaridade das fases organicas
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utilizadas em métodos multirresiduos. Assim, outro fator avaliado durante este
trabalho foi a presengca de um solvente mais polar, o metanol, na fase unica
utilizada na extragao.

As porcentagens de recuperagao dos quatro compostos estudados, apos
extragdo com agua, acetonitrila e metanol nas proporgbes apresentadas na
Tabela 4, item 2.3.1.6 (pag. 25), sdo apresentadas na Figura 16, em

comparagao com os resultados obtidos quando se utiliza acetato de etila em

condicdes otimizadas.
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Figura 16. Porcentagens de recuperagdao do clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, usando como misturas extratoras em mL: (a)-
agua/acetonitrila/acetato de etila (1,0:6,5:2,5), (b) e (c)-agua/acetonitrila/meta-
nol (1,0:8,8:0,2 e 1,0:8,5:0,5), respectivamente.

A utilizacdo da proporgdo agual/acetonitrila/metanol (1,0:6,5:2,5) néo
permitiu o congelamento das amostras, tornando inviavel a andlise dos extratos
para esta mistura.
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Comparando-se as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
compostos de interesse com a presenca de 0,2 e 0,5 mL de metanol na fase
unica (Figura 16), com os resultados obtidos com o uso da mistura 3 (item
3.3.4), pode-se perceber que a presenga de pequenos volumes de metanol ndo
afetou a eficiéncia da técnica, possivelmente a maior proporgéo de acetonitrila
e o tempo de extracdo adequado proporcionou as condi¢des ideais para a
extracdo dos compostos.

A tentativa de se obter uma mistura extratora adequada para a técnica
ESL-PBT em batatas com caracteristica mais polar, deve-se a possibilidade de
tornar a técnica mais abrangente, ou seja, poder analisar compostos com maior
diferenca de polaridade.

As caracteristicas dos agrotoxicos analisados ndo sdo extremamente
divergentes, log Kow entre 5,1 e 7,0 e faixa de solubilidade em agua (20 - 25
°C) de 14 a 0,002 mg L. Isto pode dificultar a incorporagdo de outros
compostos mais polares a metodologia otimizada. Por exemplo, os
organofosforados forato e metamidofds, agrotéxicos que também sao utilizados
na bataticultura, mas que apresentam solubilidade em &gua de 50 mg L™ a 25
°C e >200 g L™ (20 °C), respectivamente (WHO, 1990; JUHLER, 1997).

As porcentagens de recuperagao obtidas nao estdo de acordo com
VIEIRA (2005), que analisando A-cialotrina, permetrina, cipermetrina e
deltametrina em agua pela técnica ELL-PBT, observou uma queda acentuada
na eficiéncia de extracdo dos compostos com a adicdo de pequenos volumes
de metanol a mistura extratora.

Tal comportamento sugere que as interagdes pesticida/matriz, variam
para matrizes diferentes. Em batatas, possivelmente os inseticidas nao
sistémicos, formam um depdsito na superficie e sao facilmente extraidos.
Nesse sentido, AHMED (2001), explica que ainda ndo ha um procedimento
analitico unico de consenso internacional, para analise multirresiduos de
agrotoxicos em diferentes matrizes, e que os padrdes internacionais de
publicacédo estado longe de descrevé-lo. Por isso, que os métodos precisam ser
cada vez mais testados e comparados entre diferentes tipos matrizes e
laboratorios.

Visando a otimizacdo do método multirresiduo para analise do clorpirifds,
A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina, a mistura 3 (agua/acetonitrila/acetato

de etila 1,0:6,5:2,5) continuou sendo a mais adequada para as analises, pois
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embora as porcentagens média de extragdo dos agrotdxicos ndo tenham sido
afetadas pela presenga do metanol na etapa de extracdo, maiores valores de
estimativas dos desvios padrao foram obtidos, permanecendo-se entdo com
uso da mistura agua/acetonitrila/acetato de etila. Além disso, o acetato de etila

por ser um solvente menos polar arrastou menor quantidade de agua para os
extratos.

3.3.7. Avaliag&o do tempo de extragdo

Na avaliacdo do tempo de extracdo na eficiéncia da ESL-PBT, as
amostras foram sonicadas durante 1, 3, 5, 10 e 15 minutos conforme o
procedimento descrito no item 2.3.1.7. Os dados encontrados estédo

apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Porcentagens de recuperagcao do clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina de batatas, usando a ESL-PBT, com 1, 3, 5, 10 e

15 minutos de sonicag¢ao da matriz fortificada.

As porcentagens de recuperagao dos inseticidas, em todo o intervalo
avaliado foram maiores que 70 %. Pode-se observar um suave aumento nos

rendimentos de extracdo dos quatro principios ativos até 5 minutos de
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sonicagao, a partir deste ponto os resultados mostraram-se praticamente
constantes.

Dos tempos avaliados, 10 minutos foi escolhido como ideal, para garantir
a ocorréncia de uma melhor extracdo. Observando-se os resultados obtidos
durante este intervalo, nota-se que os rendimentos de extracdo dos inseticidas
em tubérculos, variaram de 89,7 a 93,8 % para o clorpirifés, 90,7 a 96,8 % para
a A-cialotrina, 75,5 a 81,6 % para a cipermetrina e 87,9 a 98,8 % para a

deltametrina.

3.3.8. Avaliacao do tempo de fortificagéo

O procedimento de fortificagcdo da matriz “in vitro” pode nao reproduzir na
integra a amostra com os analitos quimicamente ligados aos constituintes da
matriz. Deve-se levar em consideracido durante as etapas de determinagao das
condi¢cdes otimas de metodologias de analises de residuos de agrotdxicos, o
tempo de “interagdo” dos agrotoxicos com a matriz durante o processo de
fortificagéo (IMOTO, 2004; GARP, 1999).

Na literatura, os dados quanto ao intervalo de tempo necessario entre a
fortificacdo de matrizes alimenticias e a extragdo, sao divergentes. Segundo
CARDOSO et al. (2004) a extragdo de agrotdxicos em laranjas por DMFS deve
ser realizada apds 3 horas de fortificacdo. O mesmo tempo de contato foi
utilizado por IMOTO (2004) para analise de agrotoxicos em macga. Por outro
lado, DOREA & LOPES (2004) e CABRAS et al. (1997), sugerem em seus
experimentos um intervalo de 30 minutos entre a etapa de fortificacédo e o
procedimento de extragdo dos agrotdxicos de quiabo e dleo de oliva, por DMFS
€ uma convencional extragdo com solventes, respectivamente.

Nesse trabalho, este parametro foi estudado com certa cautela, sendo
avaliados os intervalos de 0, 3, 5, 7, 24, 168 e 432 horas, entre a aplicagao da
solucdo padrdao dos quatro principios ativos, clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, a polpa de batata e a extracao, realizada conforme
descrito no item 2.3.1.8 (pag. 26). Os resultados das andlises estdo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Porcentagens de recuperagdao do clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, com intervalos de 0, 3, 5, 7, 24, 168 e 432 horas,
entre a aplicagao da solucédo padrao dos principios ativos a polpa de batata e a

extracao.

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram que maiores
porcentagens de recuperagao foram obtidas no intervalo de 0 a 7 horas de
fortificacdo. ApoOs este periodo, pode-se perceber que a estabilidade dos
compostos, principalmente dos piretréides, na matriz € pequena, sendo
observado apds um dia de fortificagcdo a degradagao rapida da deltametrina,
aproximadamente 75 %, seguida por aproximadamente 50 % de degradacéo
da A-cialotrina e da cipermetrina e 25 % do clorpirifés. Ap6s uma semana de
fortificacdo este comportamento torna-se mais lento ndo sendo observadas
mudangas significativas entre os resultados obtidos apos 168 e 432 horas de
fortificacdo. Comportamento semelhante foi observado por VIEIRA (2005)
durante um estudo realizado para avaliar a persisténcia dos piretroides
deltametrina, A-cialotrina, permetrina e cipermetrina em amostras de agua.

Desta forma, visando altas taxas de recuperacdo e um intervalo de
tempo que permitisse que maiores quantidades de amostras pudessem ser
preparadas em um mesmo dia foi estipulado como tempo ideal de fortificacdo

das amostras o periodo de 3 horas, ja que ndo foram observadas diferengas
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significativas entre os resultados obtidos apos 3, 5 e 7 horas de contato,
possivelmente devido ao alcance do equilibrio entre os principios ativos e a
matriz.

Geralmente, a anadlise de residuos de agrotéxicos em alimentos é
realizada dias apos a aplicacédo dos mesmos a cultura desta forma a técnica de
extracdo utilizada deve ser capaz de extrair os compostos de interesse dos
alimentos apds grandes periodos de interacdo pesticida/matriz. Por isso,
embora as condicbes de campo sejam bem diferentes das aplicadas no
laboratério, maiores intervalos de tempo foram avaliados na tentativa de se
simular uma situagdo mais proxima a realidade.

Ainda pode-se notar pelos dados da Figura 18 o quanto é importante
respeitar o intervalo de caréncia estabelecido a cada pesticida para garantir
que o alimento colhido ndo apresentara residuo acima do LMR. Comparando-
se os resultados obtidos (Figura 18) com os dados encontrados na literatura,
observa-se que os periodos de caréncia determinados para os agrotoxicos em
estudo estdo de acordo com a toxicidade e taxa de degradagdo de cada
produto. Para a deltametrina, um composto com alta taxa de degradagédo e
baixa toxicidade (Classe lll), a ANVISA estabelece um periodo de caréncia de 1
dia, enquanto para o clorpirifés (Classe Il), mais toxico e persistente é
estabelecido o intervalo de 21 dias para a realizagdo da colheita apos a ultima
aplicacao. Aos piretroides, A-cialotrina (classe lll) e cipermetrina (Classe Il) sdo
estabelecidos periodos intermediarios de 3 e 14 dias, respectivamente,
respeitando suas taxas de degradacéo e toxicidade. E importante destacar que
a validade destes intervalos de seguranga estabelecidos por lei esta

relacionada com a aplicacao das doses prescritas dos produtos.

3.3.9. Planejamento fatorial

Os experimentos que visam investigar os efeitos de varios fatores sobre
uma determinada resposta, normalmente sdo efetuados, através do método
fator unico, ou univariado, em que um unico fator é alterado e analisado
separadamente em cada experimento, enquanto os demais permanecem

constantes. Porém, a idéia mais atual € a de que todos os fatores sejam
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variados simultaneamente, principalmente, para avaliar a existéncia de
possiveis interagdes entre eles (EIRAS & ANDRADE, 1995).

Por isso, um planejamento fatorial completo, 2%, foi escolhido para
avaliar simultaneamente a influéncia dos fatores: (1) propor¢ao entre o volume
de agua, acetonitrila e acetato de etila, (2) forca idnica e (3) tempo de extragao.

O estudo univariado realizado previamente foi importante, para auxiliar
na escolha das variaveis e na especificacdo dos niveis em que cada fator seria
estudado.

Conforme descrito no item 2.3.1.9, a execugdo do planejamento fatorial
consistiu em realizar os 8 ensaios em duplicata e registrar as porcentagens de
extracido obtidas para cada composto em todas as possiveis combinacdes dos
niveis (+) e (-). Na Tabela 12, estdo dispostas as porcentagens de recuperacao

meédia obtidas em cada ensaio para as amostras de batata fortificadas.

Tabela 12. Porcentagens de recuperagao média e o desvio padrao associado
as respostas, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial para amostras

de batata.

Fatores codificados Recuperacao (%) + estimativa do desvio padrao

Ensaios F1 F2 F3 Clorpirifos A-Cialotrina  Cipermetrina Deltametrina

Te1r - - - 902t 05 86254 701%42 854¢+50
"2e2r + - - 876+16 80,1+34 67,7+01 827%10
"3edr - + - 902%02 805+12 652+07 756+ 18
“4edr + + - 876+34 T799+18 67,1+45 818%76
"H5ebr - - + 924:+08 883+83 739+71 943+ 91
“6ebr + - + 937+57 951+16 828+21 1018+ 23
“7e7r - + + 908+22 853+09 702%08 87,3% 1,1

8el8r + + + 98,8+ 19 1035+ 1,3 84,0+ 24 985+ 45

F1 = Proporgéo (agua:acetonitrila:acetato de etila), F2 = Forga idnica (solugdo de NaCl), F3 =

Tempo de sonicagéo.

Com o auxilio do programa Statistica 6.0° (StatSoft) e as porcentagens
de recuperacao obtidas nos ensaios, foi possivel calcular a recuperagcao média,
os efeitos de cada fator e as interagdes entre os fatores na extragdo de cada

um dos inseticidas. A Tabela 13 relne todos estes resultados. Como os
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ensaios foram realizados em duplicata, péde-se estimar o erro experimental
associado a cada efeito, e a partir dai avaliar a significancia estatistica dos
fatores sobre a porcentagem de recuperacao de cada pesticida. Para decidir se
os efeitos calculados eram significativos, o Statistica 6.0° (StatSoft) realizou o
teste de “student” para a = 0,05 e v = 8. No nivel de 95 % de confianga o valor
de t correspondente a 8 graus de liberdade é 2,306. Isso quer dizer que so foi
considerado estatisticamente significativo, o efeito cujo valor de tcacuiado fOI
maior que 2,306. A Tabela 13 mostra, simplificadamente, os resultados desta

analise estatistica.

Tabela 13. Porcentagens de recuperacdo média, efeitos de cada fator e
interagbes entre os fatores (+ estimativa do erro experimental) na extracéo de
cada um dos inseticidas, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial

para amostras de batata.

Clorpirifés A-Cialotrina  Cipermetrina Deltametrina

Recuperacdo média 91,4 +0,9 87,4+0,9 72,6 +£0,8 88,4+1,2

1) Proporcao 1,014 4,6 +1,9* 55+1,7* 56+ 24*

2) Forga ibnica 09+14 -0,1£1,9 -2,0£1,7 -52+24

3) Tempo (sonicagao) 5,0 + 1,4* 11,4 +1,9* 10,2 +1,7* 14,1 + 2,4~

(
(
(
(
(
(

1) e (2) 1,714 42+19 23+17 3,124
1) e (3) 3,6t1,4* 7,9+1,9* 58+1,7* 3,8+24
2)e(3) 09+14 28+19 0,8£1,7 0,1£24

*(Em negrito) Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95 % de probabilidade pelo teste t
(tab = to,05,8 = 2,306).

Como néo foi observado efeito de interacdo entre os fatores, para o
piretréide deltametrina, os efeitos principais significativos, proporgédo e tempo
de sonicacao, podem ser interpretados separadamente. A troca da mistura
extratora A pela B (pag. 27), aumentou o rendimento de extragéo de 5,6 % para
deltametrina e 0 aumento do tempo de ultra-som proporcionou um aumento de
14,1 % na porcentagem de extragcdo deste composto.

Para os demais agrotoxicos estudados, foi observada a existéncia do
efeito de interacao entre os fatores, propor¢cao e tempo de ultra-som. Isto indica
que os efeitos principais devem ser interpretados conjuntamente.
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Para o organofosforado clorpirifés e os piretroides A-cialotrina e
cipermetrina, o aumento do tempo de ultra-som de 1 para 10 minutos,
aumentou a porcentagem de recuperagao dos agrotdxicos, mas este efeito foi
mais pronunciado para um maior volume de acetato de etila, ou seja, com a
mistura extratora B do que com a mistura A. Houve um aumento para o
clorpirifés de 1,4 % contra 8,6 %, A-cialotrina 3,5 % contra 19,3 % e
cipermetrina 4,5 % contra 16,0 %. Estes efeitos de interagdo podem ser mais

facilmente visualizados com os valores médios mostrados na Figura 19.

(19 (89)

Sonicagao (min)
Sonicacao (min)

T T T T T
A A B

Mistura Mistura
Clorpirifés A- Cialotrina
10 721

Sonicagao (min)

Mistura

Cipermetrina
Figura 19. Diagramas para interpretacdo dos efeitos de interagao observados

no planejamento 2°.

Portanto, maiores rendimentos de extracdo, foram obtidos quando
empregou-se a mistura B (pag. 27) com um maior tempo de sonicacao, isto &,
96,2; 99,3 e 83,4 % em média, para o clorpirifés, A-cialotrina e cipermetrina.
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Ja, o aumento da forca ibnica, ndo apresentou efeito, positivo ou
negativo, significativo na porcentagem de recuperagdo dos quatro inseticidas
em batata, como ja havia sido observado nos testes univariados. Além disso,
nao foi observada a existéncia de interagao entre esta variavel e as demais.

Portanto, definiu-se como condigbes 6timas para analise do clorpirifés, A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina por ESL-PBT em batatas, a extragdo com
1,0 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila, seguida de

10 minutos de sonicacgao.

3.4. Metodologia otimizada

As condigdes 6timas para analise simultdnea dos agrotoxicos, clorpirifés,
A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em tubérculos empregando a técnica
ESL-PBT e quantificagdo por cromatografia gasosa estabelecidas pelos
experimentos realizados foram empregadas nas demais analises de amostras
de batata.

Propde-se como metodologia otimizada: extragao de 3,000 g de batata
triturada, previamente fortificada por 3 horas com 1,6 ug g de cada inseticida,
com 1,0 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 2,5 mL de acetato de etila,
seguida de sonicagao por 10 minutos.

Posteriormente, a mistura € deixada em caixas de isopor na gaveta do
freezer a aproximadamente -20 °C por 12 horas. Decorrido o tempo
estabelecido, o extrato é passado por um papel de filtro, previamente lavado
com 5,0 mL de acetonitrila, contendo 1,5 g de sulfato de s6dio anidro. O extrato
€ recuperado e aferido em baldao volumétrico de 10,0 mL com acetonitrila, em
seguida armazenado em frasco de vidro no freezer até o momento da analise
cromatografica.

A metodologia ESL-PBT otimizada proporcionou extratos limpos sem a
necessidade de etapas adicionais de “clean up” e pequeno consumo de

solvente, evitando-se ou reduzindo a necessidade de etapas de evaporacao e

72



Resultados e discussao

troca de solvente. Consequentemente, reduziram-se os riscos de contaminagao

e perdas de amostras, favorecendo a obtencao de altos niveis de recuperacao.
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3.5. Validacédo da metodologia analitica

3.5.1. Conceitos de validacao

Segundo o dicionario Aurélio, validar € dar validade a; fazer (-se) ou
tornar (-se) valido; legitimar (FERREIRA, 2000). A esses conceitos seguem-se:

e E a demonstracdo que um método de ensaio quimico, nas condicdes

em que é praticado, tem as caracteristicas necessarias para obtencao de

resultados com a qualidade exigida (INMETRO, 2003).

e E garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as

exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos

resultados (ANVISA, 2003).

Assim, dentre as varias definicdes e conceitos de validacdo de métodos
pode-se concluir que este tipo de avaliagdo garante que o novo método
analitico ira gerar informagdes confiaveis e interpretaveis da amostra, sendo
entado realizado de forma continua, ao longo das etapas de planejamento da
estratégia analitica, desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).

Segundo o INMETRO (2003), os parametros de desempenho analitico
normalmente utilizado para validacido de métodos de separagao e analise sio:
seletividade, linearidade, limite de detecgao, limite de quantificagcédo, precisao,

exatidao e robustez.

3.5.2. Seletividade

A seletividade € a capacidade que o meétodo possui de medir
exatamente um composto em presenga de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradagédo e componentes da matriz (ANVISA, 2003).
Por isso, a seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validacao de
um metodo instrumental de separagao, para garantir que o pico de resposta
analisado seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004).

Este parametro foi avaliado no método de analise dos inseticidas,

clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em tubérculos, comparando-
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se os cromatogramas de extratos da matriz isenta dos agrotdéxicos com extratos
da matriz fortificada com os compostos.

Na Figura 20, € mostrado a comparagao dos cromatogramas.
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Figura 20. (a) - Cromatograma de um extrato obtido de uma polpa de batata
isenta dos principios ativos e (b) - cromatograma de um extrato (500 pg L)
obtido de uma polpa de batata fortificada com os inseticidas estudados, em
que: tr = 6,3 min: padréo interno, tr = 4,1 min: clorpirifés, tr = 6,9 min: A-

cialotrina, tr = 8,1 min: cipermetrina e tg = 9,5 min: deltametrina.

Nao foi observado nenhum interferente com tempo de retengao préximo
aos dos compostos de interesse. Dentre os fatores que contribuiram para a
seletividade, pode-se destacar: os extratos limpidos obtidos do processo de
extracdo e a utilizacdo de um detector seletivo como o por captura de elétrons,

que detecta apenas atomos que capturam elétrons (COLLINS et al., 1997).

3.5.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacdo do CG-DCE

O limite de deteccao (LD) do aparelho representa a menor concentragao
do analito em exame que pode ser diferenciada do ruido do sistema com

seguranga, mas nao necessariamente quantificada. Enquanto que, o limite de
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quantificacdo (LQ) corresponde a menor quantidade do analito que pode ser
quantificada com exatidao (RIBANI et al., 2004).

Para se obterem os valores de LD e LQ, foi utilizado o método baseado
nos parametros da curva analitica. Foram construidas curvas analiticas
utilizando solugdes padrdo dos principios ativos em concentragdes
decrescentes (12,0; 8,0; 6,0; 4,0 e 2,0 ug L") e proximas ao suposto limite de
detecgdo. A determinagdo do LD e do LQ do CG-DCE, foi realizada
considerando-se como 3,3 e 10 vezes, respectivamente, a razdo entre a
estimativa dos coeficientes linear e angular da curva analitica de cada
substancia (item 2.5.3), (RIBANI et al., 2004). Os valores de LD e LQ, bem
como os coeficientes linear e angular das curva analiticas, obtidos para cada

um dos inseticidas sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Coeficientes linear (s) e angular (S) das curvas analiticas, limites de

deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), calculados para os quatro agrotoxicos

estudados.
Agrotoxicos s S LD (ugL™)  LQugL™)
Clorpirifés 0,00357 0,00414 2,8 8,6
A-Cialotrina 0,00487 0,00401 4,0 12,1
Cipermetrina 0,00303 0,00225 4.4 13,5
Deltametrina 0,00146 0,00168 29 8,7

Os valores dos limites de deteccdo obtidos para os agrotoxicos,
utiizando CG-DCE estdo entre 2,8 e 4,4 png L. Enquanto os limites de
quantificagéo, entre 8,6 e 13,5 ug L. Sendo os menores valores de LD e LQ
observados para o clorpirifés e a deltametrina. VIEIRA (2005) analisando A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina em agua e solo por CG-DCE obteve
valores de LD de 1,1; 1,9 e 2,9 ug L'1, respectivamente. Segundo RIBANI et al.
(2004), LD e LQ podem ser influenciados tanto pelo tipo quanto pelo tempo de
uso da coluna cromatografica, além disso, a estabilidade do detector utilizado
também pode influenciar a determinagao cromatografica destes parametros.

E importante destacar que os coeficientes de regressdo das curvas
analiticas da Tabela 14 diferem dos parametros obtidos nas curvas analiticas

estabelecidas para os inseticidas no item 3.2.1. A divergéncia dos dados pode
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ser explicada pelo fato que na determinacao dos LD e LQ, os resultados foram
obtidos com solugcdes padrao de concentragdes baixas, proximas ao limite de
deteccdo do cromatégrafo, portanto fora da faixa de concentragédo ideal.
Enquanto que, na Tabela 6, os coeficientes foram determinados na faixa de
linearidade de resposta do detector.

Levando-se em consideracdo os limites maximos de residuos (LMR)
estabelecidos pela ANVISA, para os agrotoxicos em batata, 1,0; 0,05; 0,05 e
0,01 mg kg’ para o clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina,
respectivamente, a quantidade da sub-amostra utilizada no método em
desenvolvimento (3,000 g), o volume de extrato adquirido (10,0 mL) e as
porcentagens de recuperacao de cada composto, tem-se que as concentragdes
minimas necessarias a serem detectadas pelo CG-DCE nos extratos sao
aproximadamente 270,0; 13,5; 12,0 e 3,0 ug L' de clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, respectivamente. Assim, pode-se observar que 0s
valores de LD obtidos estdo abaixo do exigido para cada agrotdxico no tipo de
alimento avaliado, enquanto que os LQ estdo proximos a esses valores, com
excegao do clorpirifés, cujo LQ esta bem abaixo do valor calculado.

Uma outra maneira de se determinar os limites de detecgcdo e
quantificacdo, €& através do método visual. Neste procedimento as
concentragbes detectaveis e quantificaveis das substancias de interesse sao
determinadas visualmente, considerando-se a quantidade de composto capaz
de produzir um sinal analitico duas e dez vezes maior que o nivel do ruido de
fundo (COLLINS et al., 1997). Entretanto, esses limites sdo estabelecidos de
forma a dar maior seguranga aos resultados, sendo possivel determinar
durante este estudo de forma reprodutiva LD e LQ menor e igual a 2,0 pg L
embora estas quantidades dos compostos gerassem uma razao sinal/ruido,
abaixo dos valores determinados teoricamente. Desta forma, o método mostra-
se aplicavel para analise dos residuos em batata.

Na literatura s&o encontrados diversos trabalhos utilizando-se o método
sem divisdo de fluxo para injegdo das amostras no cromatografo a gas
(“splitless”), (DOREA & LOPES, 2004; SHULING et al., 2006). Este tipo de
procedimento permite que menores valores de LD e LQ sejam determinados,
pois ocorre a introdugdo de maior quantidade de amostra na coluna

cromatografica.
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3.5.4. Precisao

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra sob condicbes
definidas (INMETRO, 2003). Em validagcdo de métodos, a precisdo pode ser
considerada em niveis de repetitividade e precisao intermediaria (RIBANI et al.,
2004).

3.5.4.1. Repetitividade

A repetitividade do método ESL-PBT dos quatro inseticidas estudados
em tubérculos foi avaliada através do calculo da estimativa do desvio padrao
relativo ou coeficiente de variacdo, de sete repeticbes do procedimento
analitico otimizado (item 3.4).

Na Tabela 15, estdo dispostos as porcentagens de recuperagao (%R),
os desvios padrao e os coeficientes de variacdo, CV(%), obtidos para cada

composto.

Tabela 15. Porcentagens de recuperacao (%R), estimativas do desvio padrao e
coeficientes de variacdo, CV(%), dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina,
cipemetrina e deltametrina, de amostras de batata fortificadas, usando a ESL-

PBT com sete repeticoes.

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina
%R CV(%) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)
93,8 2,4 94,4 2,4 82,1 2,6 97,9 2,8

(x2,3) (x2,2) (x2,1) (¢2,8)

+ = estimativa do desvio padrao.

Observa-se, pelos resultados contidos na Tabela 15, que os coeficientes
de variagao obtidos para as amostras de batata variaram entre 2,4 e 2,8 %.
Segundo RIBANI et al. (2004), em métodos de analise de tragos, sao aceitos
CV até 20 %, dependendo da complexidade da amostra. Como amostras de
alimentos sao consideradas amostras complexas, os pequenos valores de CV,
demonstraram que o método estudado apresentou uma boa precisdo, em

termos de repetitividade.
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3.5.4.2. Preciséo intermediaria

A precisao intermediaria indica o efeito das variacbes dentro do mesmo
laboratdrio, devido a eventos como diferentes dias ou diferentes equipamentos
ou diferentes analistas ou uma combinagdo destes fatores (RIBANI et al.,
2004).

Neste trabalho optou-se por avaliar a precisdo intermediaria do método,
variando-se o tempo, ou seja, determinou-se a variagado na porcentagem de
recuperacao de clorpirifds, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em batata,
por ESL-PBT, apés 1 semana, 1 més e 2 meses, da realizagdo do primeiro
teste, todos feitos pelo mesmo analista nas mesmas condigdes.

As porcentagens de recuperagao e os coeficientes de variagdo obtidos
para cada composto foram utilizados para a analise da precisdo intermediaria,

e estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Porcentagens de recuperacao (%R) e coeficientes de variagao,
CV(%), dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipemetrina e deltametrina, de

amostras de batata fortificadas, usando a ESL-PBT em diferentes dias.

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina
%R CV(%) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)
1 dia 91,9 1,2 93,0 1,9 82,5 3,3 97,4 1,7

(#1,1) (£1,8) (£2,7) (£1,6)

1 semana 92,9 55 90,4 42 81,6 4.8 101,1 2,0
(+5,2) (+3,8) (+3,9) (+2,0)

1 més 93,2 55 90,1 3,6 81,6 1,4 100,9 1,5
(£5,1) (£3,2) (#1,1) (£1,5)

2 meses 90,5 2,0 94,3 1,7 81,9 2,4 98,9 29
(£1,9) (£1,6) (£2,0) (£2,9)

+ = estimativa do desvio padrao.

Nota-se, pelos dados dispostos na Tabela 16, que os CV obtidos para
todos os compostos variaram de 1,2 a 5,5 %, mostrando que a precisao
intermediaria é excelente, uma vez que sdo admitidos valores de CV até 20 %
para amostras complexas (RIBANI et al, 2004). Desta forma, verificou-se que a

técnica ESL-PBT otimizada para analise de residuos de clorpirifés, A-cialotrina,
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cipermetrina e deltametrina em tubérculos, apresentou resultados sem

diferencgas significativas no mesmo laboratério em épocas diferentes.

3.5.5. Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (INMETRO, 2003). Dentre os processos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um método estdo os ensaios de recuperagado e a

comparagao de métodos, os quais foram utilizados neste trabalho.
3.5.5.1. Ensaio de recuperacao

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em funcgéo da
concentracdo das substancias de interesse. Por isso, ensaios de recuperagao
foram realizados adicionando-se o0s agrotoxicos as amostras de batata
trituradas em concentragdes préoximas, 1, 2 e 10 vezes o valor encontrado
como limite de quantificagdo (LQ) (item 3.5.3). Este tipo de procedimento &
recomendado pelo GARP (1999), para analises que sao realizadas em nivel de
tracos.

Desta forma, os principios ativos, clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina, foram extraidos de polpas de batata, conforme o procedimento
descrito no item 2.5, obtendo-se em 10,0 mL de extrato organico final, as
concentragbes de 15,0; 30,0 e 150,0 pg L para cada um dos inseticidas
estudados.

As porcentagens de recuperagao e os coeficientes de variagdo obtidos

nos ensaios, para cada pesticida, estdo dispostos na Tabela 17.
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Tabela 17. Porcentagens de recuperagéo (%R), estimativa do desvio padréo e

coeficiente de variagédo, CV(%), obtidos no ensaio de recuperagao.

Concentragcao Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina
Extrato
(ng L) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)
15,0 91,9 3,8 93,1 3,4 82,4 2,1 100,1 2,8
(£3,5) (£3,1) (x1,7) (x2,8)
30,0 92,3 2,7 90,4 29 80,3 4,7 100,8 4,9
(x2,5) (x2,7) (£3,8) (5,0)
150,0 93,6 1,2 90,2 1,6 80,7 3,4 103,3 3,3
(21,2) (21,5) (x2,7) (£3,4)

* = estimativa do desvio padrao.

De acordo com os resultados da Tabela 17, pode-se observar a exatidao
do método proposto, ja que as porcentagens de recuperagao obtidas nos trés
niveis ensaiados (1, 2 e 10 x LQ) ndo diferem entre si ao nivel de 95 % de
probabilidade pelo teste t e os coeficientes de variagdo, CV(%), apresentam-se
menores que 5 %, independente da concentragao.

Além disso, os resultados apresentados na Tabela 17, s&o equivalentes
aos obtidos no item 3.5.4.2, Tabela 16, em que foi avaliada a precisao
intermediaria, comprovando também a exatidao e a precisdo do método.

Considerando-se os LMR dos inseticidas de interesse em batatas (1,0;
0,05; 0,05 e 0,01 mg kg', para o clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina, respectivamente) e as porcentagens de recuperacado obtidas ao
nivel de fortificacdo de 0,05 mg kg'1, ou seja, 15,0 ug L™ no extrato, nota-se
que todos os agrotéxicos foram bem extraidos da matriz, nesta concentragao
proxima aos seus LMR. Desta maneira, pode-se estabelecer que o limite de
quantificacdo do método proposto (0,05 mg kg™') atinge os LMR estabelecidos
para os compostos de interesse, com excecdo da deltametrina. Para o
clopirifés, o limite de quantificagdo do método, mostrou-se bastante inferior ao
seu LMR.

Embora se tenha percebido um comprometimento na analise da
deltametrina, menores niveis de fortificacido nao foram avaliados devido a baixa
sensibilidade do cromatografo a pequenas concentragdes na época da

realizacdo destas analises. Sugere-se como alternativa para melhorar o LQ do
81



Resultados e discussao

método nestes casos, a realizagdo de uma etapa de pré-concentragao dos
extratos antes da analise cromatografica, ou a injegdo da amostra no modo
sem divisao de fluxo (splitless). Desta forma, o método pode permanecer como

otimizado e validado e estar adequado a finalidade proposta.

3.5.5.2. Comparacao de métodos

Neste trabalho os resultados obtidos empregando-se a metodologia
ESL-PBT em amostras de batata fortificadas (item 3.5.4.1), foram comparados
aos resultados obtidos pelo método multirresiduo utilizado pelo IMA (Instituto
Mineiro de Agropecuaria), para extragado dos agrotéxicos clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina em alimentos, conforme descrito no item 2.5.5.2.

Os resultados encontrados estao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Porcentagens de recuperagéo (%R), estimativa do desvio padréo e
coeficiente de variagdo, CV(%), dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina,
cipemetrina e deltametrina, de amostras de batata fortificadas, empregando o
método ESL-PBT e o método utilizado pelo IMA.

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina

%R CV(%) %R  CV(%) %R  CV(%) %R  CV(%)

ESL-PBT 93,8 24 94,4 2,4 82,1° 2,6 97,9 2,8

(£2,3) (£2,2) (#2,1) (+2,8)
Método 98,5 4.4 87,0 5,3 81,92 4.5 80,0 3,2
IMA (+4,3) (+4,6) (£3,7) (+2,6)

+ = estimativa do desvio padrdo, letras semelhantes (a) = resultados estatistiscamente

semelhantes ao nivel de 95 % de probabilidade pelo teste t.

Analisando-se o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos (Tabela 18), observa-se que a A-cialotrina e principalmente a
deltametrina, foram melhores extraidas pela técnica ESL-PBT, enquanto que as
porcentagens de recuperacdo obtidas para a cipermetrina foram
estatisticamente iguais. No entanto, os dois métodos ndo apresentaram grande
dispersao entre os resultados.

O método multirresiduo empregado pelos laboratérios do Instituto

Mineiro de Agropecuaria consiste basicamente em uma extragao solido-liquido,
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utiizando como solventes extratores acetona, diclorometano e hexano.
Apresenta um grande consumo de solvente organico (100,0 mL) e varias
etapas de preparagao da amostra, caracteristicas que acarretam aumento do
custo das anadlises e diminuigdo da produtividade dos laboratérios. O uso de
diclorometano, solvente incompativel com o detector por captura de elétrons,
torna necessario a etapa de evaporacdo para ser trocado. O diclorometano
ainda apresenta alta toxicidade, inflamabilidade e riscos ambientais. A
acetonitrila, empregada na ESL-PBT, também ¢é tdxica, mas segundo
MASTOVSKA & LEHOTAY (2004), os impactos negativos causados a saude
humana e ao meio ambiente por este solvente sdo menores do que os
causados por solventes clorados como o diclorometano. De acordo com a US
Environmental Protection Agency (EPA), a acetonitrila ndo é classificada como
carcinogénica para os seres humanos e € pouco persistente no meio ambiente.
Além disso, sua baixa volatilidade reduz a exposicdo dos analistas a vapores
durante a preparagao da amostra.

Como vantagens, o método IMA apresenta um fator de concentragao do
extrato igual a 10, que pode contribuir para uma melhor detectabilidade do
método e o fato de poder ser aplicado em diferentes matrizes (cenoura,
morango, batata, etc) para a anadlise de uma ampla faixa de agrotéxicos de
distintas familias.

Por outro lado, a ESL-PBT apresenta um menor consumo de solvente
(10,0 mL), e ainda ndo necessita de uma etapa de evaporagédo e troca de
solvente, reduzindo os riscos de contaminacdo e perdas dos analitos de
interesse, proporcionando resultados mais precisos, que podem ser
observados (Tabela 18) através dos coeficientes de variagdo ligeiramente

menores quando a metodologia ESL-PBT é empregada.

3.5.5. Robustez

A capacidade do método em resistir a pequenas variagbes dos
parametros analiticos, ou seja, sua robustez pode ser avaliada através de
resultados de analises realizadas sob pequenas mudangas nas condi¢des
analiticas, tais como: tempo de agitacdo, tamanho da amostras, tempo de

aquecimento e pH. Parametros como temperatura da coluna cromatografica e
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velocidade do gas de arraste, também podem resultar em variagdo na resposta
do método (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).

Embora nao tenha sido realizado neste trabalho nenhum teste especifico
para avaliagao deste parametro, durante o desenvolvimento da metodologia
proposta para analise dos principios ativos, clorpirifds, A-cialotrina, cipermetrina
e deltametrina em batata, ocorreram pequenas alteracbes no ambiente de
analise, tais como: mudanga das marcas e dos lotes dos solventes utilizados,
pequenas variacdes nas proporcoes dos solventes da mistura extratora e no
tempo de sonicacao, uso de colunas cromatograficas de diferentes fabricantes
com alteragcbes nas programacdes de temperatura e a realizagdo das analises
no cromatégrafo a gas em diferentes épocas, sem alteragdes significativas nos
resultados, por isso pode-se dizer que o método ESL-PBT otimizado, possui
uma robustez intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a pequenas

variagoes.

3.6. Efeito da matriz no método multirresiduo

A avaliagdo do efeito da matriz no método ESL-PBT, foi realizada de
acordo com o procedimento descrito no item 2.6.

Na Figura 21 estdo os dois tipos de curvas analiticas obtidas com os
agrotoxicos em acetonitrila e no extrato organico da matriz com a adigao dos
analitos. As retas das curvas analiticas construidas em acetonitrila foram
desenhadas em preto e as do extrato organico em vermelho, para uma melhor

visualizacéao.
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Clorpirifés no extrato:
Y=A+B*X

2,5 m Clorpirifés em acetonitrila A =0,13592

m  Clorpirifés no extrato B = 0,00298

R =0,9957

Clorpirifés:
Y=A+B*X
A =0,0628
B =0,0031
R =0,99634

0,0

—TTT ——T— T —
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracéo pg L™

(a) Clorpirifés

Cialotrina no extrato:
Y=A+B*X

® )-Cialotrina em acetonitrila A =0,06131

254 | ® A-Cialotrina no extrato B =0,00344

R =0,99745

3,0

Cialotrina:
Y=A+B*X
A =0,02451
B =0,00336
R =0,99866

0,0 T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracao pg/L™

(b) A-Cialotrina
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Cipermetrina no extrato:
3.0 Y=A+B*X

A =0,06391

B =0,00235

R =0,99228

A Cipermetrina em acetonitrila
2,51 A Cipermetrina no extrato

Cipermetrina:
Y=A+B*X
A =0,02705
B =0,00214
R =0,99298

0,0

— 17—
0 100 200 300 400 500 600 700 800
~ -1
Concentragéo / pg L

(c) Cipermetrina

Deltametrina no extrato:
3,0 Y=A+B*X
v Deltametrina em acetonitrila A =0,06027
2,5 v Deltametrina no extrato B =0,0025
R =0,99449
2,0 .
Deltametrina:
Aa Y=A+B*X
A, T A=0,01031
B =0,00197
1,0 R =0,99527
T

0,5

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
~ -1
Concentragdo / pg L

(d) Deltametrina
Figura 21. Curvas analiticas dos principios ativos (a) clorpirifos, (b) A-cialotrina,

(c) cipermetrina e (d) deltametrina em acetonitrila e em extratos do branco.

Pode-se observar que o efeito da matriz na resposta cromatografica foi

mais significativo para a cipermetrina e a deltametrina, devido a maior diferenca
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dos valores dos coeficientes angular (na inclinagdo) das curvas construidas em
solvente puro e com o extrato organico da batata. Nas demais curvas esta
diferenca nao foi tao significativa. Este comportamento esta de acordo com os
dados encontrados por SANCHEZ-BRUNETE et al. (2005) que durante um
estudo realizado para controlar o efeito de matriz na determinagdo de
agrotoxicos em solo, mel e suco de maga, observaram que compostos menos
polares e com altas massas molares como os piretroides tiveram suas
respostas cromatograficas aumentadas quando extratos dos brancos das
matrizes foram fortificados com padrdes e analisados.

Desta forma, nota-se que os resultados obtidos pelo método ESL-PBT
em batatas sofrem efeito da matriz. A alteragdo provocada pode ser
demonstrada pela diferenca de inclinagdo das curvas obtidas quando
construidas em solvente organico (acetonitrila) com a curva construida no
extrato organico da matriz. A Tabela 19 mostra os percentuais das diferengas
dos coeficientes angular (inclinacdo das curvas) entre os dois tipos de curvas

estudadas.

Tabela 19. Variagdes (%) das inclinagdes das curvas analiticas dos agrotoxicos

estudados em solvente (acetonitrila) e na matriz.

Agrotdxicos (S) solvente (S) matriz Variacao (%)
Clorpirifés 0,00310 0,00298 4
A-Cialotrina 0,00336 0,00344 2
Cipermetrina 0,00214 0,00235 10
Deltametrina 0,00197 0,00250 27

(S) = coeficientes angular.

Estas variagdes (%) ficaram ainda mais evidentes quando a curva
analitica construida no extrato organico foi utilizada para a quantificagdo dos
agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina em extratos
obtidos de amostras de batata fortificadas. Na Tabela 20, sdo mostradas as
porcentagens de recuperagao obtidas quando utilizada a curva analitica
preparada em acetonitrila e quando eliminado o efeito da matriz com a curva

preparada em extratos obtidos de amostras de batata isentas de agrotoxicos.
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Tabela 20. Porcentagens de recuperacédo (%R) dos quatro inseticidas
estudados utilizando-se o método do padrdo interno, para curvas analiticas

preparadas em acetonitrila e no extrato organico.

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina

%R CV(%) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)

Curvaem 93,5 2,0 91,7 2,0 81,3 5,8 103,6 1,8

acetonitrila  (£1,9) (£1,9) (x4,7) (£1,8)
Curva no 88,5 1,0 88,3 3,0 71,2 3,2 84,6 2,2
extrato (0,9) (#2,7) (#2,3) (£1,8)

* = estimativa do desvio padrao.

Observa-se na Tabela 20, que a quantificacdo dos analitos realizada
com a curva analitica em acetonitrila apresenta taxas de recuperagdo maiores
com relagdo aos valores determinados pela curva no extrato organico.
Obviamente, os resultados refletem a variacdo mostrada na Tabela 19.

Estes “erros” quantitativos devido ao efeito da matriz sdo comumente
encontrados em analises de residuos de agrotdxicos em alimentos usando a
cromatografia gasosa (BERNAL et al., 1997; JIMENEZ et al., 1998). Segundo
SANCHEZ-BRUNETE et al. (2005), IMOTO (2004), BERNAL et al., (1997), a
explicagdo para a ocorréncia ou nao deste fendbmeno é o fato de que alguns
componentes da matriz competem com os agrotoxicos pelos sitios ativos do
sistema cromatografico, principalmente do tubo de insercdo da amostra (tubo
de vidro localizado no injetor chamado “liner’ ou ‘“insert’), diminuindo a
interacdo dos mesmos com o0s agrotoxicos, e entdo permitindo que uma maior
quantidade de pesticida seja transferida para a coluna cromatografica que,
consequentemente, chegando em sua totalidade no detector ira gerar um

aumento da resposta cromatografica.

3.6.1. Avaliacdo do efeito da matriz na analise cromatografica em
diferentes tipos de batata

O efeito da matriz na porcentagem de recuperagdo dos inseticidas

clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina na metodologia ESL-PBT foi
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avaliado em dois tipos de cultivares de batata, Monalisa e Asterix conforme o
procedimento descrito no item 2.6.1.

As porcentagens de recuperacédo (%R) determinadas com curvas
analiticas construidas com extrato organico de batatas Monalisa e os
coeficientes de variagao, CV(%), obtidos apds as extragdes dos inseticidas nas

duas variedades de batata, estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Porcentagens de recuperacgao (%R) e coeficientes de variagao, CV
(%), obtidos apos extracbes dos quatro inseticidas estudados em duas

variedades de batata, pelo método ESL-PBT.

Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina

%R CV(%) %R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)

Monalisa 88,5 1,0 88,3 3,0 71,2 3,2 84,6 2,2

(£0,9) (£2,7) (£2,3) (+1,8)
Asterix 87,5 2,9 86,6 24 71,2 43 80,8 4.3
(£2,5) (£2,1) (#3,1) (+3,5)

+ = estimativa do desvio padrao.

Pela analise dos dados da Tabela 21, nota-se que o efeito da matriz na
resposta cromatografica foi semelhante para os dois tipos de cultivares
analisados.

Também foi possivel notar, que os tubérculos da variedade Asterix
proporcionaram extratos transparentes, mas levemente amarelados por
apresentarem polpa amarela e casca rosada, enquanto que a variedade
Monalisa proporcionou extratos praticamente incolores por possuir casca e
polpa amarela clara. Porém, os dados da Tabela 21, mostram que a colorag&o
dos extratos n&o influenciou no efeito da matriz nas porcentagens de

recuperagao dos agrotoxicos de interesse.

3.6.2. Avaliacdo do efeito da matriz na anélise cromatogréfica em
funcdo do tempo e da forma de armazenamento de batatas e de
extratos

A avaliagdo do efeito da matriz nas respostas cromatograficas dos

agrotoxicos clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina apds diferentes
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tempos e formas de armazenamento da matriz foi realizada utilizando-se o
procedimento descrito no item 2.6.2.

Os extratos obtidos ap6s fortificacdo e extracdo das amostras de batata
armazenadas inteiras e trituradas por dois meses, foram analisados juntamente
com os extratos antigos guardados em freezer a -20 °C, por meses. As
porcentagens de recuperacado dos compostos de interesse foram determinadas
com o uso de curvas analiticas construidas com solugcdes padroes em
acetonitrila. Na Figura 22 sdo mostrados os resultados obtidos da analise dos
extratos de batatas guardadas em comparagédo com os dados apresentados no
item 3.6, Tabela 20, em que uma das etapas de quantificacao foi realizada com
curvas analiticas construidas no extrato orgéanico, eliminando-se o efeito da

matriz nos resultados.

Il Clorpirifés
I ). -Cialotrina
B Cipermetrina
Il Deltametrina

Recuperacao / %

Figura 22. Porcentagens de recuperagdao do clorpirifés, A-cialotrina,
cipermetrina e deltametrina, obtidas com curvas analiticas 1 = em acetonitrila 2
= em extratos organicos fortificados. Analise realizada em: 3 = batata guardada
por dois meses, utilizando para quantificacdo curvas analiticas construidas com
solugcdes padrao em solvente puro.
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Pela analise dos dados apresentados na Figura 22, observa-se que
batatas inteiras guardadas por dois meses a aproximadamente -20 °C apos
trituradas, fortificadas e extraidas, apresentaram resultados semelhantes aos
obtidos quando eliminado o efeito da matriz nas porcentagens de recuperagao
dos compostos (Teste 2). Comportamento semelhante foi observado na analise
das amostras armazenadas trituradas e dos extratos armazenados.
Possivelmente, mesmo a baixa temperatura ocorra mudancas quimicas dos

compostos da matriz avaliada.

91



Resultados e discussao

3.7. Aplicagcao da metodologia ESL-PBT em amostras de batata
da regido Sul do estado de Minas Gerais e do comércio de
Vicosa-MG

A técnica ESL-PBT otimizada (item 3.4) foi aplicada em amostras de
batata coletadas em lavouras da regido Sul do estado de Minas Gerais e no
comércio local da cidade de Vigosa-MG, conforme o procedimento descrito no

item 2.7. A Tabela 22 mostra os resultados dessas analises.

Tabela 22. Residuos de clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina

encontrados em diferentes amostras de batatas.

Amostras Clorpirifés A-Cialotrina Cipermetrina Deltametrina
mg kg™ mg kg™ mg kg™ mg kg™

1 (Agata) ND ND ND ND

2 (Asterix) ND ND ND ND

Sul 3 (Asterix) ND ND ND ND

de MG 4" (Cupido) 0,23 ND ND ND

5 (Agata) ND ND ND ND

6 (Agata) D* ND ND ND

7 (Monalisa) 0,05 ND ND ND

8a (Monalisa) ND ND ND ND
Comércio graida

local 8b D* ND ND ND
miuda

() = variedade da batata analisada, ND = nado detectado (abaixo do limite de detecgédo do

aparelho) D* = presenca de clorpirifés abaixo do LQ do método.

Conforme pode ser observado ndo foram detectados residuos de A-
cialotrina, cipermetrina e deltametrina, em qualquer uma das amostras
analisadas. Nas amostras 4, 6, 7 e 8b foram encontrados residuos de
clorpirifés, todos em niveis inferiores ao LMR estabelecido para esta cultura
(1,0 mg kg ™).

A Figura 23, ilustra os cromatogramas correspondentes a solugao

padrao de clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina 30,0 ug L' e as
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amostras de batata 4 e 7 que apresentaram a presenca de residuos de

agrotoxico.
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Figura 23. Cromatogramas correspondentes: (a) solucdo padrdo de 30,0 ug L™

dos principios ativos estudados, (b) e (c) a presenga de clorpirifés nas amostras

4 e 7, respectivamente. (Pl = padrao interno).
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Cabe ressaltar, que as amostras em que nao foram detectados residuos
de clorpirifés, com excegao da amostra 5, foram cultivadas pelo sistema de
producao denominado Sistema de Producdo Integrada de Batata (PIB), que
tem como principal objetivo a produgao de alimentos com alta qualidade, para
cuja obtencdo da-se prioridade aos meétodos ecologicamente corretos e a

minimizacao da aplicagéo de agrotéxicos.

3.7.1. Aplicacdo da metodologia ESL-PBT em partes isoladas da batata

Com a finalidade de se avaliar a regidao dos tubérculos em que a maior
parte do agrotéxico clorpirifés fica retida, a técnica ESL-PBT foi empregada em
batatas em que foram identificados residuos deste pesticida (amostra 4-item
3.7), analisando-se individualmente a polpa e a casca.

Os cromatogramas das analises dos extratos obtidos da polpa e da

casca séo apresentados na Figura 24.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos de extratos da polpa (a) e da casca (b) de
uma amostra de batata contaminada por residuos de clorpirifés, usando a

metodologia ESL-PBT (Pl = padrao interno).
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Pela Figura 24, pode-se observar que foi identificado a presencga do
organofosforado clorpirifés (cerca de 0,97 mg kg') apenas na casca das
batatas analisadas. Comparando-se este resultado com o obtido no item 3.7
quando analisado polpa + casca homogeneizadas (amostra 4), observa-se que
foi detectada uma concentracdo de aproximadamente quatro vezes maior de
residuos de clorpirifés quando analisado isoladamente a casca .

Além disso, considerando-se que o clorpirifdss € um composto néao-
sistémico, como os piretroides, portanto, ndo sao absorvidos pelas raizes e/ou
folhas e translocados para todas as partes da plantas, tendem a permanecerem
proximo ao local em que foram aplicados formando-se um depdsito na
superficie da cultura (COLUME et al., 2001; BARBOSA, 2004) é cabivel supor
que residuos de agrotoxicos piretréides também tenderao a ficarem retidos na

casca.

3.7.2. Comportamento dos residuos de clorpirifos em batata apos
cozimento

Foi avaliado neste trabalho, a possibilidade de se remover e/ou reter os
residuos de clorpirifés dos tubérculos (amostras 6 e 7-item 3.7) apds o
processo de cozimento. Para tal, foram separadas e analisadas individualmente
das amostras de batata cozidas, a polpa, a casca e agua do cozimento,
segundo o item 2.7.2.

Das partes estudadas, foi constatada apés o cozimento
aproximadamente 0,35 e 0,86 mg kg’ de residuos de clorpirifés, para as
amostras 6 e 7, respectivamente, apenas nas cascas cozidas.

A comparagao da concentragdo do residuo de clorpirifés encontrado no
item 3.7, em que foram analisados extratos obtidos da casca + polpa triturados
crus, para a amostra 7, com a obtida da avaliagdo da casca cozida para a
mesma amostra de batata apresentou um aumento de cerca de 17 vezes.

Desta forma, péde-se observar que a temperatura elevada da agua
durante a etapa de cozimento, ndo favoreceu a remocgao dos residuos de
clorpirifés presentes na batata. Nesse mesmo sentido, PENA et al. (2003b)
analisando clorpirifés em alface, observaram que a simples limpeza com agua
corrente, ndo foi capaz de eliminar residuos deste organofosforado dessas
hortalicas.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi otimizada e validada a metodologia ESL-PBT, para
anadlise simultanea dos inseticidas clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina em batata.

Na etapa de otimizagcdo foram avaliados: mistura extratora, forga ibnica
da solugédo aquosa, efeito do ultra-som, tipo de congelamento, mistura extratora
contendo metanol, tempo de extracdo e tempo de fortificacdo para
determinacao das condicdes ideais de analise dos compostos de interesse.

A metodologia ESL-PBT mostrou-se eficiente para analise dos residuos
de agrotéxicos estudados, com porcentagens de recuperagao acima de 80 %.
Além disso, apresentou baixo consumo de solvente e extratos transparentes,
nao necessitando de etapas de purificagdo para analise cromatografica.

Os parametros avaliados no processo de validagdo, tais como:
seletividade, limite de deteccéo, limite de quantificacao, linearidade, precisédo e
exatid&do indicaram que a metodologia € eficiente para a extragdo dos residuos
de clorpirifés, A-cialotrina, cipermetrina e deltametrina de batata com limites de
deteccdo abaixo dos LMR estabelecidos para estes agrotoxicos neste tipo de
alimento.

Foi observada a presenca de efeito da matriz na analise cromatografica
dos compostos de interesse, obtendo-se porcentagens de recuperagdo acima
de 70 % quando a curva analitica preparada em extratos organicos fortificados
foi utilizada para quantificagdo dos compostos. O efeito da matriz apresentou-
se semelhante em dois diferentes tipos de batata analisadas, e mostrou-se
ausente em batatas e extratos armazenados a -20 °C durante 2 meses.

A técnica otimizada e validada foi aplicada em amostras de batata
adquiridas na regido Sul do estado de Minas Gerais e no comércio de Vigosa-

MG, sendo encontrado residuos de clorpirifés abaixo do seu LMR para batata.
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Uma vez contaminadas, a retengao dos residuos deste organofosforado ocorre

na casca dos tubérculos e nao é eliminado apds o processo de cozimento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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