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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidos métodos de extracado e purificacdo

a fim de determinar e monitorar o conteGdo de pesticidas organofosforados, tais
como o metamidofds, acefato, malation e paration metilico, mais utilizados em
tomate na grande Florianépolis. Foram utiliiadas as técnicas de EFS e DMFS para o
estudo de recuperacao dos pesticidas, onde as mesmas foram otimizadas no intuito

" de uma melhor extracdo e recuperagdo dos analitos, bem como eliminagcdo de
possiveis interferentes da matriz. As amostras foram fortificadas com solugtes
padrio dos pesticidas em 0,1-0,4 pgg™ para o método DMFS e em 0,2-0,6 pgg™
para o método EFS, de acordo com o NRM. Para o método EFS a extracdo dos
POPs foi realizada em ultra-som e posteriormente fez-se a purificagao do extrato em
mini-colunas de adsorg¢ao de florisil, carvdo ativado e C18. Varios solventes foram
testados para extragdo dos pesticidas do tomate e eluicdo dos adsorventes.
Excelentes resultados foram conseguidos com EFS em carvao ativado, com
extragdo dos POPs do tomate com acetato de etila e eluicdo do adsorvente com
CH.Cl>-acetato de etila (7:3), obtendo-se uma recuperagdo de 99,01+4,18 (%) para
o metamidofés, 97,18+1,32(%) para o acefato, 85,00+6,28 (%) para o paration
metilico e 100,00+0,75 (%) para o malation. O limite de detecgao foi calculado para
os analitos, apresentando valores de 0,04 ng g para o metamidofés, 0,12 ng g™
para o acefato, 0,10 ng g para o paration metilico e 0,07 ng g™ para o malation. Os
métodos utilizados para analise de POPs foram simples e rapidos. Adicionalmente, o
adsorvente carvao ativado mostrou ser eficiente para purificacao da matriz de tomate

e para uma recuperacao quantitativa dos analitos, especialmente os mais polares.
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Abstract

In the present work were developed extraction and purification methods with
the purpose of determining and monitoring the content of the most utilized
organophosphate pesticides during the tomato crop at Floriandpolis city
agricultural district. SPE and MSPD technics were utilised with the aim of
studying the recovery of the following pesticides: methamidophos, acephate,
malation and methyl parathion. In this study those technics were improved for
a more efficient extraction and recovery of analytes, as well as for favouring
the elimination of some possible matrix interferences. The samples were
fortified with the pesticide standard solution at 0,1 - 0,4 pgg™ for the MSPD
method and at 0,2 - 0,6 ugg™ for the SPE method, according to Maximum
Residue Level. For the SPE method, organophosphate pesticide was carried
out in an ultrasound equipment and the extract purification performed furtherly
in mini columns with florisil, activated charcoal or C18. Several solvents were
investigated for the pesticide extration and elution. Outstanding results were
achieved with SPE in activated charcoal, using either ethyl acetate for
extraction and also with dichloro-methane - ethil acetate (7:3) elution,
obtaining for recoveries of 99,01 + 4,18 (%) for methamidophos, 97,18 + 1,32
(%) for acephate, 85,00 + 6,28 (%) for methyl parathion and 100,00 + 0,75 for
malathion. The limits of detection of the anaytical method were estimated as
0,04 ng g™ for methamidophos, 0,12 ng g™ for acephate, 0,10 ng g™* for methyl
parathion and 0,07 ng g" for malathion. The methods employed here for
organophosphate pesticide analyses were simple and fast. Additionally,
activated charcoal demonstrated efficient for tomato matrix purification as well
as for a quantitative recovery of the analytes, especially the most polars.



CAPITULO-I
INTRODUGCAO

1.1 - Defini¢do e classificacao de pesticidas

A Comissdo Nacional de Normas e Padroes para Alimentos (CNNPA)
do Ministério da Saulde definiu pesticida como substancia ou mistura de substancias
destinadas a prevenir a acéo, ou destruir direta ou indiretamente insetos, &caros,
roedores, fungos, nematéides, ervas daninhas, bactérias, e outras formas de vida
animal ou vegetal prejudiciais & lavoura, a pecudria, a seus produtos e outras
matérias-primas. Pesticida, portanto, € um termo geral que cobre uma larga
variedade de substancias como inseticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas,
nematocidas, moluscidas e acaricidas.! Comumente os termos pesticidas e
inseticidas sao confundidos, porém cada grupo de compostos inclui diferentes
classes quimicas, tipo de a¢do e uma diversidade de uso.? \

Os inseticidas sdo classificados em quatro grupos quimicos a saber:
organociorados, carbamatos, piretréides e os organofosforados. Os inseticidas
organofosforados sao classificados em sistémicos e nao-sistémicos quanto a sua
aplicagdo nas plantas.

Os inseticidas ou pesticidas organofosforados sistémicos, quando
aplicados nas folhas, ramos e raizes das plantas, séo rapidamente absorvidos e
translocados com a seiva para as varias regiées da planta. Os sistémicos possuem
as vantagens, logo que sdo absorvidos pela planta, de causarem menor
desequilibrio biolégico, possuirem maior periodo de ag¢do (pouca exposicao ao
tempo, ja que é incorporado pela planta) e apresentarem menor possibilidade de
gerar pragas resistentes, devido sua relativa seletividade. Entretanto os sistémicos
caracterizam-se por uma maior toxicidade e as plantas necessitarem um maior
tempo de caréncia para o emprego na alimentagio.

Por outro lado, os n&o-sistémicos sdo menos téxicos e tém menor
tempo de caréncia para o emprego na alimentagdo, porém ainda perturbam o
equilibrio biolégico.?



.2 - Preparacao da amostra e extracao dos residuos de pesticidas.

Os métodos para andlise de residuos de pesticidas em frutos e
vegetais geralmente consistem da extragdo dos analitos da matriz da amostra,
purificacdo para remogao dos interferentes co-extrativos e/ou pré-concentragao dos
analitos e finalmente a andlise instrumental. Cada procedimento analitico é
selecionado de acordo com a estrutura quimica dos pesticidas e o carater da matriz.*

No primeiro estagio, para extracio dos residuos de pesticidas da
amostra de frutos e vegetais, primeiramente é feita uma desintegracdo total da
matriz em alta velocidade por um processador mecanico para homogeneizagcédo da
amostra na presenca de um solvente ou mistura de solventes.® )

Ha dois tipos de métodos para manipulagéo do extrato da amostra. Um
consiste em remover completamente os analitos da matriz da amostra extraindo as
amostras mais de uma vez (Extracao Liquido-Liquido - ELL) e lavar o remanescente
com uma larga quantidade de solvente (superior a 100 mL).

O outro consiste em extrair a amostra uma vez e tomar uma aliquota
do extrato para subseqlente purificagdo. Em ambos procedimentos, o extrato é
separado da matriz da amostra por filtragdo (para remog¢éo das fibras), centrifugagéo
ou simplesmente deixando a amostra em repouso por aproximadamente 10 minutos.
Em seguida faz-se o subseqiiente passo de purificacdo.’ A validade desta pratica
pode ser verificada por testes de recuperaciao em amostra fortificadas com padrées.

O método da AOAC (Association of Official Analytical Chemists) é
reconhecido intemacionaimente como um MMR que permite a determinagdo de
inseticidas organofosforados, organoclorados, carbamatos e outros pesticidas em
amostras de alimentos lipofilicos ou nao, com alto e baixo contetido de aglcar.

De acordo com esse método, as andlises de residuos de POPs em
frutos e vegetais fregilentemente envolvem extragdo com acetona. Com o solvente
extrator, os POPs sao separados do extrato de acetona aquoso pela particao
liquido-liquido, seguida pelo estagio de purificagdo.

A extracao tipicamente emprega diluicao do extrato de acetona aquoso
com uma solucéo de um eletrélito (NaCl ou Na;SOy) e sucessivas extragées em funil
de separacdo com diclorometano. Sobre essas condicoes varios POPs s&o
recuperados.’”®



Esses procedimentos, contudo, levam a prejuizos, como a quantidade
de reagentes e solventes requeridos, lavagem e preparagdo da vidraria, e a
ocorréncia de trabalhosas emulsdes no estagio de extracdo na fase aquosa com
acetona-diclorometano.®1°

Adicionalmente, esses métodos sdo complexos, ndo permitindo gerar
dados relevantes em tempo suficiente para analisar alimentos de um supermercado.
A quantidade de solventes t6xicos usados é usualmente um fator de 108 a 10" maior
do que os residuos de pesticidas a serem determinados. Ainda, as novas classes de
pesticidas desenvolvidas sdo cada vez mais polares e/ou termodegradaveis e
deveriam ser incorporados em métodos multi-residuais.>*"

Recentemente, ocorreu uma significativa evolugdo nas andlises de
residuos de pesticidas em frutos e vegetais, ondé se procura simplificagao,
minimizacdo e melhoramento da extragdo e purificagdo da amostra. Técnicas como
Extragdo por Fase Sdlida e Micro-extragcdo em Fase Sdélida em substituicao a
Extracao Liquido-Liquido, Dispersdo de Matriz de Fase Sélida e Extracao com Fluido
Super-critico tém sido propostas.

Simplificagdo de procedimentos analiticos tem sido alcancada também
pela combinacg&o de operagdes (extragdo e purificagdo) em um unico passo. No
método DMFS, a amostra de frutos e vegetais & misturada com o adsorvente (florisil,
silica gel, C4s), resultando uma amostra pulverulenta, a qual é transferida para uma
coluna sobre uma camada de 5mm de sulfato de sédio anidro. A eluicao de residuos
através da coluna de DMFS com um solvente apropriado normalmente resulta em
extratos limpos, que se necessario, podem ser posteriormente purificados. DMFS é
uma técnica nova de extragdo e/ou purificacdo que tem sido desenvolvida para
evitar os gastos tradicionais da ELL( uso de grande quantidade de solventes), e a
ocorréncia de trabalhosas emulsbes com certas matrizes de frutos e
vegetais.z4'6'9’1°'19’2°

Micro-extragao em Fase Sélida é uma técnica recenfe que utiliza uma
Unica etapa para extracdo, purificacio e enriquecimento dos analitos, igualmente
simples e rapida, na qual uma fibra de silica coberta de uma fina camada de fase
estacionaria é utilizada para extrair os analitos de uma amostra aquosa ou gasosa.

Ap6s a extracdo a fibra é diretamente transferida para o injetor do Cromatégrafo



Gasoso, por meio de uma seringa modificada, onde os analitos sdo dessorvidos
termicamente e analisados.®

Em relacdo ao solvente extrator, &€ importante obterem-se condices
apropriadas para a transferéncia de residuos da amostra para o mesmo, onde o tipo
~ de solvente e o passo de homogeneizagdo (no processador mecénico) utilizados
podem influenciar a eficiéncia de extracso. °

O solvente extrator, em MMR de frutos e vegetais, precisa ser
adequado para a extracdo de compostos, com uma larga faixa de polaridade, de
varias matrizes contendo diferentes quantidades de agua, aglicar e outras
substancias. Nesses MMR, os solventes mais utilizados sd@o:. a acetona e a
acetonitrila. Ambos sao misciveis em agua, onde a extragdo é realizada pela mistura
desses solventes com a 4gua contida na amostra.*°

O mérito da acetonitrila € que muitos co-extrativos lipofilicos de plantas
nao sao extraidos, devido sua alta polaridade, resultando em cromatogramas com
menos interferentes. Outra significante vantagem da acetonitrila sobre outros
solventes na analise de residuos de pesticidas € possuir uma forte habilidade de
solvatacdo, aumentando a eficiéncia de extragdo. Adicionalmente, os residuos de
pesticidas podem ser separados da acetonitrila aquosa por um simples processo
“salting-out”.>
No entanto, a acetonitrila possui desvantagens como dificuldade na sua
remog&o, quando necessario antes da determinagéo, alto custo e toxidade.*® Neste
contexto, tendo em vista a procura crescente para minimizagcdo da toxicidade de
solventes organicos, a acetonitrila tem sido substituida por acetona.? '

Extragdo com acetona tem sido preferida visto ser adequada para
POPs polares e apolares, como foi demonstrado em diferentes estudos
comparativos realizados por CG e CLAE. Acetona possui baixa toxicidade, é facil de
purificar, evaporar, filtrar, e € de baixo custo. Adicionalmente, pode ser usada com
matrizes de alto contetido de agticar, pois nao forma um sistema de duas fases com
agua na presenca de agtcar. Ambrus et. al.2' recomendam acetona para a extragdo
de residuos de pesticidas dos grupos | a lll de amostras (Tabela-1), incluindo o
tomate. Contudo, seus extratos contém mais cb-extrativos de plantas que precisam
~ ser removidos no passo de purificaggo.*®



Acetato de etila, juntamente com Naz SO4 como agente secante, tem
sido muito empregado na extragcdo de amostras, em substituicdo a ELL, mostrando
ser um solvente eficiente na andlise de POPs de varias polaridades e diferentes
matrizes de frutos e vegetais.*?'41%16.17

Com a minimiza¢do da escala da amostra no passo de extracdo, tem-
se conseguido diminuir consideravelmente o consumo de solventes. Em muitos
métodos publicados, o peso da amostra tem sido de poucos gramas (5 a 10g), com
um volume de solvente para extra¢gao de no maximo de 100mL. A escala minima
usada depende de alguns fatores como as propriedades da matriz, o passo de

homogeneizagso e a sensibilidade na detecgdo instrumental.®

1.3 - Purificagao dos extratos e solventes de elui¢ao

Purificagdo por Fase Sélida, com procedimentos em mini-colunas
prontas para uso, tem sido muito utilizada. Para esse estagio de purificacao, técnicas
como Co-destilaggdo a Vapor, Cromatografia por Exclusdo e Permeagcdo em Gel
também s&o utilizadas. %1

Minimizagao da escala de purificagao tem sido proporcionada pelo uso
de minicolunas disponiveis para purificagdo, onde somente uma pequena aliquota
do extrato é purificado e usado para analise. Essa minimizacdo da escala da
amostra nao somente reduz o consumo de solventes, como também reduz em muito
o tempo de analise.®

EFS é uma simples técnica de prepara¢ao baseada na separagéo por
adsorcédo. A separagdo é realizada pela distribuicdo do soluto entre a fase normal
(liquida) e a fase estacionaria (sélida), onde a solubilidade e intera¢goes de grupos
funcionais da amostra, solvente e adsorvente sdo consideradas para resultar na
retencéo e eluigio dos analitos. ‘

Analitos mais polares sado extraidos de solugcées menos polares em
adsorventes polares. Solugdes menos polares sdo necessarias, pois a polaridade do
solvente da amostra influencia na adsor¢do do analito, visto que um solvente mais
polar competiria com o analito pelos sitios de adsor¢cdao. Adsorventes para fase
normal sdo modificados com grupos ciano, diol € amino.

Analitos menos polares sdo extraidos de solugdes mais polares em

adsorventes apolares. Similarmente as solugbes menos polares, solugdes polares

&



também competem com o analito pelos sitios de adsorgdo. Adsorventes para fase-

resersa s&o modificados com grupos octadecil, octil, ciclohexil ou grupos fendis.*

EFS tem sido largamente utilizada para pré-concentragao de tragos de

pesticidas, principalmente para matrizes com alto conteido de agua. De acordo com

a comisséo do Codex Alimentarius a classificacdo das amostras de frutos e vegetais

é baseada nos tipos botanicos.® Para propésitos analiticos, Ambrus et. al ?'. tém

dividido as amostras em 6 grupos principais (Tabela 1), segundo suas composi¢coes

quimicas.

Tabela 1 - Frutos e vegetais divididos em seis principais grupos de amostras.?*

Grupo

Amostras de frutos e vegetais

Vi

Amostras de alto contetido de agua (raiz e bulbo de vegetais,
como cenoura, cebola, alho, raiz de salsa).

Frutas e vegetais de baixo contetido de clorofila e gordura,
grande quantidade de agua (banana, frutas citricas, carogos
de frutas, grdos, rabanete, beterraba e vegetais frutiferos,
como o tomate).

Plantas de alto conteldo de clorofila, porém com baixo

~ contetido de gordura (folhas de plantas, tabaco, legumes de

folhas largas).

Frutas com baixo contetido de 4gua e alto contetido de agucar
(figos, tamaras, uva e ameixas secas).

Amostras secas de baixo contelido de gordura (cereais em
graos, trigo, milho, chas secos, alimento para gado).

Amostras de alto contelido de gordura (sementes gordurosas,
amendoim, nozes, pimenta vermelha, soja, cacau, café).




Diferentes tipos de frutos e vegetais e textura da amostra necessitam
de diferentes procedimentos para purificacdo do extrato concentrado. Ambrus e
Thier® classificaram amostras para extracdo em trés grupos; amostras de alto e
médio conteiido de agua, como o tomate; amostras nao-hidrofilicas e amostras
lipofilicas. ,

Analises de POPs em alimentos € um consideravel problema devido &
complexidade freqliente das matrizes. Particulas sélidas, constituintes solGveis da
matriz, como exemplo, os pigmentos, precisam ser removidos do extrato, ja que
podem levar ao detrimento das colunas capilares durante a determinacido no
Cromatégrafo Gasoso.

Muitos MMR incluem o passo de purificagdo de frutos e vegetais
usando colunas de adsor¢ao de florisil, alumina e silica gel . Em geral essas colunas
de adsorcdo providenciam boa purificagdo quando sédo eluidas com misturas de
solvente de baixa polaridade, eluindo residuos menos polares e retendo co-
extrativos mais polares na coluna.*°°

Florisil tem sido muito utilizada para purificagdo de frutos e vegetais em
analises de POPs. Substancias polares como clorofilas, triglicerideos e fitoesterdis,
comuns em frutas e vegetais, sdo adsorvidas a superficie da florisil, embora seja
particularmente apropriada para purificagdo de amostras lipofilicas (25g de' florisil

com 3% de &gua retém 1g de gordura.).?45

. ® mostraram que o perfil cromatografico de tomate com

Viana et. a
florisil apresenta uma melhor purificagdo, com uma melhor linha de base, se
comparado aos cromatogramas de silica gel e alumina. A recuperacdo utilizando
alumina e silica gel é similar a florisil, entretanto geralmente seus extratos contém
mais substancias endégenas.

Florisil pode ser substituida por alumina em matrizes lipofilicas, onde a
alumina retém os co-extrativos de plantas, porém, por outro lado, a alumina basica
pode decompor alguns POPs (reacdes de condensac¢do, polimerizacao ou
desidratag@o), e alguns POPs mais polares nao séo eluidos de alumina neutra ou
acida.

A silica gel, em geral, é menos eficiente do que alumina e nao separa
alguns pesticidas mais polares de co-extrativos de plantas, embora esteja sendo

utilizada, ap6s desativagio com 10-30% de agua, por muitos autores.*® Lores et.
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al.Z propdem um condicionamento da coluna de silica gel com acido acético 1% em
hexano, conseguindo-se uma melhora significante na reduperag:éo de alguns POPs.
Esse procedimento sugere um aumento na estabilidade dos POPs em meio acido ou
uma desativagao dos sitios de adsorgao da silica gel pelo acido, impedindo os POPs
de se ligarem ao adsorvente.

Quando uma coluna de florisii € eluida com solventes de baixa
polaridade, residuos relativamente apolares sdo recuperados sempre
quantitativamente. Uma desvantagem, contudo, € que a florisil possui uma alta
atividade e essa pode variar de uma extragdo para a outra.*®> Em vista disso,
adsorventes de carvao ativado-celulose(2:8) tém sido propostos para purificagéo de
extratos, em substituigdo a florisil, na determinagéo de POPs. 232425

Com relagdo aos solventes de eluigéo,‘pode—se dizer que a forga
desses solventes dependera da natureza do adsorvente, das caracteristicas
quimicas dos analitos e dos interferentes da matriz. Em muitos MMR para analise de
POPs em frutos e vegetais, quanto maior a polaridade do solvente, mais substancias
interferentes sdo eluidas e menos efetiva sera a purificaggo.*5°

Purificacdo com éter de petroleo € excelente para analises de
pesticidas apolares, no entanto co-extrativos lipofilicos (gorduré, cera vegetal,
carotendides) sao eluidos cdm o mesmo. Diclorometano é menos eficiente na
purificacdo, mas € necessario para recuperacao de pesticidas relativamente mais
polares que néo sao sollveis em éter de petréleo.>?

Comparagdo da recuperagido de pesticidas mostram que varios
solventes menos téxicos como ciclohexano, éter de petréleo, éter metil tert-butilico e
acetato de etila sdo apropriados para substituir solventes extremamente téxicos e
persistentes como o diclorometano.2 No passado, substituicbes ja foram realizadas,
como benzeno por tolueno e triclorometano por diclorometano. Koinecke * relata
que uma emissao substancial de compostos clorados para as aguas residuais de
institutos quimicos, é causada pelo uso do evaporador rotatério, durante a
concentragdo de pesticidas, onde a substituicdo de solventes clorados melhoraria a
qualidade da agua.

Acetato de etila tem sido muito utilizado para a eluigdo dos POPs, onde
se tem observado alta recuperagdao de compostos de diferentes polaridades, sem



larga quantidade de interferentes. Acetato de etila possui vantagens como baixa

toxidade, facilidade na evaporacio e filtraggo.>'41517-20.25.27

1.4 - Determinagao de pesticidas organofosforados

| O método para determinagao de pesticidas deve ser realizado por
estudos de recuperagio, onde se contamina com solu¢des padréo de concentragées
conhecidas, uma amostra que ndo sofreu qualquer tipo de contato com o pesticida.
Faz-se todo o procedimento normal de andlise e depois quantifica-se os réspectivos
padrées. Desta forma, testa-se a eficiéncia do método, incluindo os solventes e
adsorventes empregados no mesmo.

Metodos cromatograficos sdo os mais largamente utilizados para
separacéo, identificacdo e quantificagdo analitica de residuos de POPs em
diferentes matrizes, onde a aplicagido de sistemas de detecgao seletivos e altamente
sensiveis torna-se essencial nas andlises, como o DNF. A sensibilidade desse
detector é usualmente melhor para compostos contendo fésforo que 'ni’trogénio.z""16

Um detector seletivo ideal para andlise de residuos de pesticidas
devera responder aos analitos € nao responder a co-extrativos. Desta forma, em
uma determinacdo, detectores seletivos podem minimizar os interferentes.
Entretanto, injegoes repetidas de amostras com alto contetido de co-extrativos levam
ao detrimento de colunas capilares, sendo primordial a purificagdo dos extratos.2®

Em adigédo, vale ressaltar que mesmo com a purificagdo dos extratos,
em matrizes de alimentos, faz-se necessario uma manutengao continua do aparelho,
ja que um vasto niamero de co-extrativos podem se depositar no injetor e na coluna
capilar, podendo reduzir a sensibilidade do Cromatografo Gasoso progressivamente
para alguns compostos.?*%

Em anélises MMR de POPs, Cromatografia Gasosa acompanhada a
Espectrometria de Massas é utilizada para confirmagdo secundéria de resultados

obtidos por CG-DNF, bem como confirmagso da presenga de metabolitos. '67-22:30.31

1.5 - Caracterizacao de alguns pesticidas organofosforados
Os organofosforados séo largamente aplicados como inseticidas pela
sua alta atividade biolégica, que é devida a variedade de substituintes que podem se



ligar ao atomo central de fosforo.?*® Os pesticidas organofosforados (POPs) séo
derivados das estruturas fundamentais, ilustradas na Figura 1.

HO HO HO

Np — Np —
/ﬁ OH P —OH >p—sH
HO' Ho || I
HO
o] S S
Ac. Fosférico Ac. Tionofosférico Ac. Ditionofosférico
HO HO OH
N o~ /OH Np—0—p” HO\
wo” |l | Son no |l | “oH  wo”)
o} o S S (0]
Ac. Pirofosférico Ac. Ditionopirofosférico Ac. Tiofosférico

Figura 1 - Estruturas fundamentais dos POPs

De acordo com suas estruturas quimicas, os POPs se dividem em 5
grupos gerais de ésteres, ilustrados na Figura-2:33

a2 rof
RO‘,l'DI—O—z P—S—z
RO RO
Fosfatos Tioatofosfatos R—O—P’—S— z
|
NH,
3 RO
RO SP—S—7 Amidotioatofosfatos
POz RO’
RO
Tionatofosfatos Ditioatofosfatos

R= grupo alquil (metil ou etil)
Z= larga variedade de estruturas quimicas (grupos elétron-retiradores)
Figura 2 - Grupos gerais de ésteres dos POPs

A seguir é feita uma caracterizagao dos POPs estudados no presente
trabalho, suas respectivas estruturas e propriedades fisico-quimicas. 336378
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MALATION

1-Principio ativo: MALATION
2-ldentificagao do composto
2.1-Nome comum: malation
2.2-Nome comercial: Cythion, Enmatos, Fyfanom, malatol, Carbofos
2.3-classe: Inseticida e acaricida; classe toxolégica III*
2.4-Grupo: Ditioatofosférico, nao sistémico
2.5-Nome Quimico: dietil (dimetoxitiofosforietio) succinato, (IUPAC);
dietil (dimetoxifosfofinotioil) tiobutanodioato(CA)
2.6-Tolerancia e Intervalo de seguranga (tomate): 3,0ug g™;3 dias
3-Caracteristicas fisico-quimicas:
3.1-Férmula estrutural:
%:z%>ﬁ—s—?H— CH,COOCH,
S CH,COOCH,

3.2-Férmula Condensada: C1oH1506PS;

3.3-Massa Molecular: 330,3

3.4 Estabilidade: Instavel a radiagao ultra-violeta, estando sujeito a
fotodegradacao; Meia vida de hidrélise tem sido reportada em
varios pHs e temperatura de 20-27°C: 1 a 21 semanas em pH
6,0; 1 a7 semanas em pH 7,0; 1,6 semanasempH 7,4;0,2a 1
semana em pH 8,0. Contudo nao tem sido observado hidrélise
em pH acido. Produtos de hidrélise e oxidagao
incluem malaoxon, malation o € § monoécido, acido o,o0-dimetil-
fosforoditidico; dietil fumarato; acido o,o-dimetilfosforotionico.

3.5-Propriedades: Malation 95% puro & um liquido 4mbar claro; p.f. 2,85°C; ‘

p.e. 156-157 °C /0,7 mmHg; p. v. 20x 10°mmHg; d. 1,220g/cm*a
20°C; S: 145mg/L; miscivel na maioria dos solventes organicos.
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PARATION METILICO

1-Principio ativo: PARATION METILICO
2-ldentificagdo do composto
2.1-Nome comum: paration metilico
2.2-Nome comercial: Folidol, Metacide, Bladan
2.3-Classe: inseticida e acaricida, classe toxicolégica I.”
2.4-Grupo: tionatofosférico nao sistémico
2.5-Nome quimico: o,o-dimetil o0,4-nitrofenil fosfotionato (IUPAC)); 0,0-dimetil
o-(4-nitrofenil) fosforotionato(CA)
2.6-Tolerancia e Intervalo de seguranga (tomate):0,5ug g™, 15 dias
3-Caracteristicas fisico-quimicas:
3.1-Férmula estrutural:

CHO__
3 :P—OONOZ
CH,0'{

3.2-Férmula Condensada: CsH1oNOsPS

3.3-Massa Molecular: 363,2

3.4 Estabilidade: Fotodegradag¢&o tem sido observada em oito dias no verdo e
38 dias no inverno; hidrélise é baixa (3 a 6 meses) em pH
neutro, mas é rapida em pH basico. Meia vida de hidrélise
sao 145, 136 e 15,7 diasem pH 5, 7, e 8,5, respectivamente.
Produtos identificados inclui p-nitrofenol; acido O-metil-O’-p-
nitrofeniltiofosférico e paraoxon metilico.

3.5-Propriedades: Paration metilico 80% puro & um liquido amarelo; p.f 35-
36°C; p.e. nao disponivel; p. v. 8.5 x 10°mmHg; d. 1,358g/cm®a
20°C. S: 55-60mgl/L; soltvel na maioria dos organicos, com
uma solubilidade maior que 1kg/L em diclorometano.
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METAMIDOFOS

1-Principio ativo: METAMIDOFOS
2-ldentificagao do composto

2.1-Nome comum: metamidofos

2.2-Nome comercial: Tamaron

2.3-classe: Inseticida e acaricida, classe toxocoldgica I.”

2.4-Grupo: amidotioatofosférico sistémico

2.5-Nome Quimico: o,s-dimetil fosforamidotioato (IUPAC); o,s-dimetil |

fosforamidotioato(CA)

2.6-Tolerancia e Intervalo de seguranca (tomate): 0,3ug g'; 21 dias
3-Caracteristicas fisico-quimicas:

3.1-Férmula estrutural:

1
H,C—0—P—S—CH,
NH,

3.2-Férmula Condensada: CzHaNOZPS

3.3-Massa Molecular: 141,1

3.4 Estabilidade: relativamente estavel a temperatura ambiente, mas 50% é
decomposto a pH 2,0 e 40°C em 140 horas, em pH 9,0 a 37°C
em 120 horas;

3.5-Propriedades: Metamidofos puro é um sélido; p.f44,5°C; p.e. ndo
disponivel; p. v. 800 x 10°°mmHg; d. 1,31g/cm>a 20°C.
S:2x10° mg/L; cloroférmio, diclorometano 100g/L; éter
dietilico: 20-25 g/L. |
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ACEFATO

1-Principio ativo: ACEFATO
2-ldentificacdo do composto
2.1-Nome comum: acefato
2.2-Nome comercial: Orthene
2.3-classe: Inseticida e acaricida, classe toxocolégica lll.”
2.4-Grupo: amidotioatofosférico sistémico
2.5-Nome Quimico: o,s-dimetil acetilfosforamidotioato (IUPAC); N-[metoxi
(metiltio) fosfinoil ] acetamida (CA).

I
H,C—0—P—S—CH,
NHCOCH,

2.6-Tolerancia e Intervalo de seguranca (tomate): 0,5ug g~'; 7 dias
3-Caracteristicas fisico-quimicas:

3.1-Férmula estrutural:-

3.2-Formula Condensada: C4H1oNO3PS

3.3-Massa Molecular: 183,2

3.4 Estabilidade: Acefato sofre hidrélise, transformando-se no metamidofés
Mostrou-se resistente a hidrélise, sob condi¢gées laboratoriais,
em pH de 4,0 a 6,9 a temperaturas de 20°C e 30°C. Ja em pH
alto acefato & 5usceptivel a hidrélise, onde ha uma grande
influencia da temperatura. Em pH 8,2, 22% se hidrolisou a 20°C,
e 82% a 30°C.

3.5-Propriedades: Acefato 80-90% puro é um sélido incolor; p.f82-89°C; p.e.
nao disponivel; p. v. 1,7 x 10°mmHg; d. 1,35g/cm®a 20°C.
S:6,5x 105mgIL; solubilidade em acetona, etanol: maior que
100g/L; em solventes aromaticos menor que 50g/L

*classe toxicologica |- produto altamente t6xico
1I- toxidade média
fil- pouco téxico
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1.6 - Degradacao de pesticidas organofosforados

Os pesticidas organofosforados sdo muito menos persistentes que os
organoclorados, transformando-se rapidamente em seus metabélitos. Embora nao
seja objetivo deste trabalho estudar a presenca de metabdlitos, vale relatar a
existéncia deste problema na analise de POPs.

Estudos de decaimento de alguns pesticidas em frutos foi realizado por
Perez et. al*®. O fruto & pulverizado com uma solugdo do pesticida, onde o mesmo
penetra no fruto e é exposto a uma interagdo com agentes biolégicos. Envolvendo,
desta forma, dois processos, penetracdo e degradagdo. Considerando o fato que os
estudos foram realizados em condi¢gbes laboratoriais, o decaimento dos pesticidas
apresentou-se alto dentro do fruto. |

No sistema ambiental as varidveis sao maiores, onde se tem ainda as
degradagbes fotoquimica e quimica. Adicionalmente, condicdes ambientais como
pH, temperatura, umidade, luz, chuva, concentracao e propriedades especificas dos
pesticidas afetardo a razdo e modo de degradagéo.”

Embora haja pouca disponibilidade de dados na literatura sobre a
reatividade desses compostos em determinadas matrizes e condigdes,
principaimente saber qual processo de transformagdo que realmente ocorre, é
possivel demonstrar a decomposicao hidrolitica desses compostos, a qual € a mais
frequiente.!

Os ésteres organofosforados sdo hidrolisados por reacbes de
substituicdo nucleofilica, onde o ataque do nucleédfilo pode ocorrer no atomo de
fésforo ou carbono, dependendo do pH do meio.

Os POPs sao muito mais instaveis sob condigées alcalinas, onde
geralmente uma hidrolise catalisada por base ocorre no atomo de fésforo
favorecendo a clivagem na ligagao fésforo-oxigénio, conforme ilustrado pela reagéo
do paration etilico, levando ao metabélito p-nitrofenol: 3%’

OH
S
S g\
}:I,/ _ o, OH™ HO”'\ ~OCHJCH,
CH3CH20’ \OCHzCH3 P RO —= OCH,CH,
' NO,
Paration etilico o,o-dietil-ac. tionofosférico p-nitrofenol
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Howard®® relata que o paration etilico é rapidamente metabolizado em
plantas e animais. Reag¢ado similar de hidrélise ocorre com o analogo paration
metilico e com o malation, cujas reagdes sio apresentadas na Figura-3.3%3%4!

ﬁ ﬁ OH
H,CO— T—oO—Noz + H,0 —> HO—I'I"‘—OCHs +
OCH, OCH,
NO,
Paration metilico o0,0-dietil-4c. tionofosférico  p-nitrofenol
CHso‘P S—CH-CH,COOC,H, ' CH 04 + H
cHO0~ ¢ Hs + H,O —>= CH.0-f —OH S (H-CH,CO0C,H
S CH,COOC,H S CH,COOC,H,
Maiation 0,0, dimetil ac. tionofosférico  dietil-tiomalato
2 2 . i
HC—0~P—$—CH; 4 H,0 —=  HC—0—P—S—CH, +  HO-C—CH,
NHCOCH, NH,
Acefato Metamidofés Ac. acético

Figura 3 - Produtos de degradacgao (hidrélise) de alguns POPs

Em meio basico, o ataque do nucleéfilo OH no atomo de fosforo
| dependera da deficiéncia de elétrons do mesmo. Desta forma, a razdo de hidrélise
dos pesticidas € aumentada pela presenca de grupos eletronegativos ligados ao
atomo de fosforo. A razdo de hidrolise sera influenciada também pela temperatura,
onde observa-se um aumento de 3,75 vezes a cada aumento de 10°C. 4!

Uma reagdo neutra pode ser precedida pela substituico nucleofilica no
atomo carbono, como ocorre com os grupos trialquil, trimetil e trietil fosfato:*!

2O %
R~ _ Po_ 1OCH
R,CH,0~" '\ O—CHR, , HO _ RCH,O™ \ ~OH + HOCH,R,
OCH,R, = O—CH,R,
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Reacgbes de hidrélise de amidas sio também observadas para o
acefato. A hidrélise do acefato leva a uma desacetilagéo, a qual tem sido observada
em algumas plantas e animais, produzindo o metabdlito metamidofés (Figura-3),
inseticida cerca de 40-50 vezes mais téxico que o composto original, apesar de
possuirem propriedades semelhantes 224%

Transformagdes dos POPs no ambiente inclui também reacoes de
oxidagcio, especialmente quando consideram-se processos bioldgicos e fotoquimicos
de transformagdo. Paration e malation tém demonstrado sofrerem fotdlise,
produzindo compostos similares de elevada toxidade como o paraoxon e malaoxon,
respectivamente (Figura4). Estes compostos possuem maior toxidade devido a
ligagdo P=0 que condiciona uma maior inibigdo da acetilcolinesterase. 3233384041

Comparagao da reatividade relativa do pafation e paraoxon, malation e
malaoxon mostra que os ésteres de acidos tiofosféricos exibem maior resisténcia a
hidrélise neutra ou basica, ja que o enxofre € menos eletronegativo do que o

oxigénio, reduzindo a eletrofilicidade do atomo central de fésforo. %4

CH,0
CH,0. o) X ‘,P—o—@—No
e o 2

CH0 Y
Paration Paraoxon
%:3g)ﬁ—s—?ki—CH2COOC2H5 o1 %:zg:ﬁ—s—(fﬁ— CH,COOC,Hs
’ CH,COOC,H; 0 CH,COOC,H;
Malation Malaoxon

Figura 4 - Produtos de oxidagdo dos POPs paration metilico e malation

17



1.7 - Objetivos
Gerais:

Desenvolver métodos de extracéo e purificagéo a fim de determinar e -
monitorar o contetido de pesticidas organofosforados mais encontrados em tomates
na grande Florianépolis.

Especificos:

Caracterizar os pesticidas organofosforados metamidofés, acefato,
paration metilico, que sdo os mais utilizados em culturas de tomates na regido da
Bacia do Cubatdo-Sul na grande Florianépolis.

Buscar melhores técnicas de extragcdo, como o tipo de extragdo e
solventes utilizados, para uma remogéo efetiva dos residuos da matriz.

Otimizar métodos de purificagdo e, ou pré-concentragdo, buscando
uma melhor recuperagdo dos analitos, bem como eliminacdo de possiveis
interferentes da matriz.
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1.8 - Justificativa

O Brasil, desde a década de 70, tem merecido lugar de destaque entre
os maiores consumidores de agrotéxicos do mundo, ocupando hoje o terceiro lugar
no mercado mundial, depois dos Estados Unidos e do Jap&o.*

O uso inadequado e excessivo de pesticidas leva a ocorréncia de
residuos toxicos nos alimentos, tendo como conseqiiéncia, 0 comprometimento da
satide do Homem, além da contaminagdo do ambiente.”*

Destaca-se aqui a regiao da' bacia do Cubatdao-Sul, que abrande os
municipios de Santo Amaro da Imperatriz, Aguas Mornas e parcialmente Sao José e
Palhoga, na grande Florian6polis (Esquema 1). Nesta regido sdo desenvolvidas
atividades agricolas, com cerca de 620 ha dedicados a cultura de tomate, utilizando
uma média anual de 46,5 Kg de agrotéxicos por hectare o que significa uma
aplicag@o anual de 30 toneladas de agrotoxicos, somente na cultura de tomate, Esta
regidlo é a maior produtora de tomate do Estado, sendo empregados
organofosforados altamente téxicos, como o metamidofés, acefato e o paration
metilico.*®

Atualmente os pesticidas com principio ativo da classe dos
organofosforados sdo os mais empregados ha agricultura, no combate a varios tipos
de pragas. A utilizagdo dessa classe de pesticidas é favoravel, se comparada a dos
organoclorados (tém uso proibido pela alta persisténcia no ambiente), devido uma
maior facilidade de degradacé&o.

o bl codon I fprodled

No entanto, os POPs s&o caracterizados por possuirem uma toxicidade
maior , atuando como inibidores da enzima acetilcolinesterase (importante neuro-
transmissor), e ainda por permanecerem nos alimentos, visto a indiscriminada

aplicagio pelos agricultores 2434647

Desta forma, diante de um mercado tao ativo, com centenas de novas
formulagdes a cada dia, e da problematica educagdo para o uso adequado dos
agrotéxicos (incluindo a nao observancia do tempo de caréncia), impGe-se a

necessidade do controle de qualidade, do monitoramento do contelido de residuos
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de pesticidas nos alimentos. Especificamente em tomate, uma cultura extremamente
dependente de agrotéxicos.

E Florianépolis
[ Aguas Mornas

l Palhoga
. Séao José

| Sto. Amaro Imperatriz

Esquema 1 - Localizagdo da regido da Bacia do Cubatio-Sul na grande
Floriandpolis.
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CAPITULO-II
PARTE EXPERIMENTAL

li-1 Material

I-1.1 Reagentes

% Sulfato de sodio anidro (Na2S04) - Nuclear, aquecido a 400°C por 4 horas.™
YMgO - Nuclear

% Silica gel (SiO2) para Cromatografia, 0,05 + 0,20mm - Carlo Erba reagenti.

% Carvao ativado - Merck n°® 2186.

Purificagdo: 10 g de carvao ativado foram tratados com 100 mL de HCI 3
mol/L e aquecidos por 5 minutos. A solugdo foi filtrada, e o tratamento com HCI foi
repetido duas vezes. Finalmente o carvdo ativado foi lavado com &gua ultra-

pura, 4849

Anteriormente ao uso, o carvao ativado foi lavado com 20mL de acetato de
etila em sistema de vacuo (membrana 0,45um, 47mm de didmetro) e levado para
secagem em estufa a 130°C por 48 horas.® Nos processos de filtragem as
particulas menores do carvao ativado foram removidas.

% Mini-colunas disponiveis de C18, octadecilsiloxano- 500mg, 3mL, obtidas pela
Supelco.

% Florisil - 15% MgO, 84% SiO2, 1% Na;SO, - preparada em laboratorio.

Florisil (100g) foi colocada em refluxo por 1hora em 500mL de agua uitra-
pura. Ap6s decantada a agua , o procedimento foi repetido por 3 vezes. A agua foi
removida por filtragem a vacuo e em seguida a florisil foi aquecida a 150°C,
reativada a 600°C por 2 horas e conservada em dessecador. No caso de utilizagao
da florisil apés alguns dias, a mesma é reaquecida a 150°C por 2 horas. %

% Os padrées dos pesticidas metamidofés (99% de pureza), acefato(98% de
pureza), paration metilico(89% de pureza), malation (99% de pureza), foram obtidos
junto a Hellma Sulamerica Importacdes e Exportagdes.
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1I-1.2 Outros materials
% Algodao de vidro - Synth, Labsynth Produfos para laboratérios.

O algodao de vidro foi extraido trés vezes em ultra-som com CH.Cl, por 15
minutos.

% Membranas de acetato de celulose, 0,45um, 47mm de diametro, da Millipore

l1-1.3 Solventes

Acetona, diclorometano, acetato de etila, todos marca Mallinckrodt, grau
pesticida (99,9% de pureza), obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Representagoes
Ltda; Metanol para CLAE, da Reagen.

1I-1.4 Equipamentos
% Cromatégrafo Gasoso

As analises foram realizadas em um cromatégrafo a gas , modelo Hewlett
Packard 6890* equipado com um detector de nitrogénio e fosforo a 300°C. As
injecdes(1uL) foram manuais com injetor do tipo “split/splitless” a 210°C, com fluxo
do gas carreador constante de 3 mL/min. Modo de injeg¢ao: splitless (0,75min a fluxo
de 60 mL/min). As separagdes ocorreram em uma coluna capilar HP-5 (5% difenil e
95% dimetilpolisiloxano) de 30m x 0,25 mm di e espessura do filme de 0,25 um com
a seguinte programacgéo de temperatura no forno: 40°C com taxa de aquecimento
20°C /min. até 220°C, e isoterma de 5 min. Gases; fluxo de H.: 3 mL/min , fluxo de
ar: 60 mbU/min, fluxo make-up+coluna: 10mL/min. A quantificacdo dos analitos para
os estudos de recuperacéo foi realizada pelo método da padronizacio externa, com
média de trés inje¢cdes para cada amostra analisada.

% Uitra-som - Thornton, INPEC Eletrénica S.A..

% Sistema Manifold para EFS efou PFS em mini-colunas, acoplado & bomba de
Vvacuo.

* LIMA - Engenharia Ambiental



% Liquidificador comum

% Evaporador rotatério

% Micro-seringas de 10, 100, 500uL, da Hamilton.
& Estufa

% Mufla

li-2 Lavagem da vidraria

Uma solucio de detergente neutro DETERTEC 3% foi preparada e aqdécida
a + 60°C. A vidraria foi lavada com essa solugdo e escova. Quando a solugéo n&o foi
aquecida, a vidraria foi deixada de molho na mesma por 48 horas.

Em seguida passou-se agua destilada por varias vezes e finalmente agua
ultra-pura.®

Il-3 Amostragem

As amostras de tomates para estudos de recuperagdo e linearidade do
método foram coletadas na secdo de organicos do Supermercado Santa Mbnica,
com as quais foram feitas andlises prévias para confirmacio da auséncia de
agrotoxicos.

As amostras foram conservadas a -18°C até o procedimento de analise.*®

Os tomates, cerca de 200g, foram cortados e transferidos para um
liquidificador, onde foram processados a alta velocidade, por aproximadamente 10
minutos, para uma desintegracdo completa e obtengcdo de uma polpa homogénea.
N3ao foi necessario adigao de agua, visto que o tomate ja contém bastante agua.

li-4 Preparo de solucoes e conservacao

Solugdes padroes dos POPs, metamidofés, acefato e paration metilico foram
preparadas pesando-se exatamente 0,01g de cada padrdo, dissolvendo-se em
acetona e completando o volume para 10 mL. Solugdo padrdo do malation foi

preparada tomando-se 10 uL. do mesmo e completando para 10mL. As solu¢des de

1000pg mL™ e 1000 pg L™ obtidas foram utilizadas para diluigdes posteriores.
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Todas solugbes preparadas foram transferidas para tubos com tampa de
rosca, previamente envolvidos em papel aluminio (selados com filme de PVC) para
protegdo da luz.*®

As solugbes foram conservadas a 4°C e checadas freqilentemente devido a
possibilidade de degradacio ou evaporagéo, especialmente ao se verificar algum
problema na recuperacdo dos padroes.

II-5 Metodologia
1I-5.1 Método Dispersao de Matriz de Fase Sélida
Metodologia utilizada para extragao e purificacdo das amostras

Desintegragso da
Amostra - processador
ico

Fortificagcdo da amostra
com solugdes padrao

Tomate+adsorvente:
amostra pulverulenta

Empacotamento da coluna
de adsorcao

Extracdo e Purificagdo

Evaporacdo do solvente -
Evaporador rotatério

Andlise por CG-DNF

Esquema 2 - Procedimento geral realizado na anélise de POPs para
extragao e purificagdo das amostras pelo DMFS.
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11-5.1.1 Método Dispersao de Matriz de Fase Sélida utilizando florisil.

Foram pesados 5g da polpa homogeneizada e transferidos para um gral,
juntamente com 10g de Florisil, obtendo-se uma amostra pulverulenta, com ajuda de
um pistilo. A florisil utilizada foi preparada conforme procedimento relatado na Secao
I-1.1

Anteriormente a adicdo da florisil, a amostra foi fortificada com 50uL de
solugbes padrao de metamidofés 20 pg mL™, acefato 40 pg mL™, paration metilico e

malation a 10 pg mL™".

A amostra pulverulenta, com os padroes, foi transferida uniformemente para
uma coluna de extragdo de 30 cm sobre uma camada de 5mm de sulfato de sédio,
previamente aquecido, e 1a de vidro.

Gral e pistilo foram ringados com 20mL do solvente extrator, CH.Cl>:acetona
(9:1), adicionando-se cuidadosamente a coluna e ajustando o fluxo para SmbL/min.
Extracdao completa é realizada com 50mL adicionais do solvente extrator, colocados
vagarosamente e completamente a coluna. Uma pequena camada de Na >SO4 é
colocada também no topo da coluna para evitar segregac&o no empacotamento da
mesma.

O eluato foi concentrado para aproximadamente 2 mL no evaporador rotatério
e concentrado até secagem por meio de um fluxo leve de nitrogénio. Finalmente o
extrato seco é dissolvido em 1 mL de acetona e analisado.

Foram feitos testes utilizando-se 10 e 156g de florisil para 5g de polpa.

A recuperagio dos analitos foi determinada pela comparagdo das areas dos
picos da amostra com as obtidas de misturas de padrbes de concentragdo
conhecida, por curvas de Calibragéo Externa.

A construcido das curvas padroes de Calibragdo Externa foi feita com
solucdes padrio em concentragbes de metamidofés 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 ug mL™,;
acefato em 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 ug mL™; paration metilico e malation em 0,1; 0,2; 0,5;
1,0 ug mL'. As solugcdes padriao eram injetadas no Cromatégrafo Gasoso

impreterivelmente no dia de injegao das amostras.
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1I-5.2- Método Extracdo em Fase Solida

Metodologia utilizada para extragao e purificagao das amostras

Desintegracdo da amostra -
processador mecanico

Fortificagdo com solucdes
padroes

Extracdo dos POPs do
tomate - ultra-som

Filtragem do extrato -
remocgao das fibras

Evaporacgio do solvente -
evaporador rotatério

Purificagdo
elou pré-concentragao
em mini-colunas de

adsorcao

Evaporagéo do solvente -
evaporador rotatério

Andlise por CG-DNF

Esquema 3 - Procedimento geral realizado na analise de POPs para extragéo e
purificagao das amostras pelo método EFS 26



11-5.2.1 Purificagao e/ou pré-concentragiao em C18

Cinco gramas de amostra, apés homogeneizacao, foram fortificados com 75
yL de solugdo padrdo de acefato 40 g mL™", 100 L de uma solugéo padrao de

metamidofés 20 pg mL™, paration metilico e malation a 10 ug mL™.

A extragao foi realizada em 20 mL de agua por 8 minutos no ultra-som. O
extrato foi filtrado a vacuo em uma membrana de acetato de celulose para remogao
das fibras. Posteriormente o extrato, apés evaporagédo do solvente para cerca de 2
mL no evaporador rotatério, foi passado em uma mini-coluna de C18 , submetida a
um sistema “manifold” de vacuo, onde os compostos foram pré-concentrados e
eluidos com 5 mL de acetona em uma vazéo de 3mL/mim.

O eluato foi concentrado para aproximadamente 2 mL no evaporador rotatério
e concentrado até secagem por meio de um fluxo leve de nitrogénio. Finalmente o
extrato seco é dissolvido em 1 mL de acetona e analisado.

As mini-colunas de C18 foram previamente condicionadas com 5 mL de
acetona , 5 mL de metanol e 5 mL de agua.

Foram realizados outros experimentos nas mesmas condigées anteriores,
porém com diferentes solventes para extracdo dos POPs do tomate e eluigdo do
adsorvente, conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Otimizagéo de solventes utilizados para extragdo e purificagdo em C18

Extragao Eluigao (5mL)
Agua Acetona
Agua Acetona-metanol (1:1)
CH.Cl,-acetona(9:1) | acetona
CH.Cl>-acetona(1:1) acetona
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11-5.2.2 Purificagdao e/ou pré-concentragiao em carvao ativado

Cinco gramas de amostra, apés homogeneizacédo, foram fortificados com 75
pL de solucdo padrao de acefato 40 pg mL", 100 uL de uma solugdo padrio de
metamidofés 20 pg mL™, paration metilico e malation 10 ug mL™. Em seguida foram

extraidas em 20 mL de acetato de etila por 8 minutos no ultra-som.

Os extratos foram filtrados a vacuo em uma membrana de acetato de celulose
(0,45 um, 47mm de diametro) e concentrados para aproximadamente 2 mL no
evaporador rotatorio.

Foram preparadas mini-colunas de 200 mg de carvéo ativado, onde o carvao
ativado foi colocado sobre uma camada de 5 mm de Naz SO, e 13 de vidro. Uma
camada de Na; SO, também foi colocada no topo da coluna para evitar segregacao
do adsorvente. O carvdo ativado foi previamente tratado conforme procedimento
relatado na Secéo li-1.1 '

Os extratos concentrados foram passados nas mini-colunas de carvao
ativado, previamente condicionadas com 10 mL de acetato de etila, e os analitos
foram simultaneamente eluidos com 5 mL de acetato de etila, em uma vazao de
3mL/mim '

O eluato foi concentrado para aproximadamente 2 mL no evaporador rotatério
e concentrado até secagem por meio de um fluxo leve de nitrogénio. Finalmente o
extrato seco é dissolvido em 1 mL de acetona e analisado.

Foram realizados novos experimentos nas mesmas condi¢des anteriores,
porém com diferentes solventes para extragdo e eluicdo, conforme ilustrado na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Otimiza¢ado de solventes utilizados para extracao e purificagdo em
Carvao ativado

Extragao Eluicao (10 mL)
Acetato de etila Acetato de etila
Acetato de etila Acetato de etila-CH2Cl> (7:3)

Acetona Acetato de etila-acetona (7:3)

i1-5.2.3 Purificagao e/ou pré-concentragao em florisll

Cinco gramas de amostra, apds homogeneizagdo, foram fortificados com 75
uL de solugdo padrdo de acefato 40 pg mL™, 100 pL de uma solugdo padrio de

metamidofés 20 ug mL™, paration metilico e malation 10 pg mL™".

A extragio foi realizada em 20 mL de acetato de etila por 8 minutos no ultra-
som. O extrato foi filtrado a vacuo em uma membrana de acetato de celulose para
remocao das fibras. Posteriormente o extrato, apés evaporagdo do solvente para
cerca de 2 mL no evaporador rotatério, foi passado em uma mini-coluna de 200 mg
de florisil, submetida a um sistema “manifold” de vacuo, onde os compostos foram
pré-concentrados e posteriormente eluidos com 10 mL de acetato de etila em uma
vazédo de 3mL/mim.

O eluato foi concentrado para aproximadamente 2 mL no evaporador rotatério
e concentrado até secagem por meio de um fluxo leve de nitrogénio. Finaimente o
extrato seco foi dissolvido em 1 mL de acetona e analisado.

As mini-colunas de florisil foram previamente condicionadas com 10 mL de
CH2Cl..

A recuperagio dos analitos foi determinada pela comparagédo das areas dos
picos da amostra com as obtidas de solugbes com misturas de padroes de
concentragio conhecida, por curvas de Calibragdo Externa.

A cohstrugéo das curvas padroes de Calibragdo Externa para os métodos
EFS em carviao ativado, C18 e florisil foi feita com solugbes padroes em

concentragoes de metamidofés 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 ug mL™"; acefato em 1,0; 2,0; 3,0;
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3,5 pg mL™"; paration metilico e malation em 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 ug mL™. As solugdes

padrao eram injetadas no CG impreterivelmente no dia de injegdo das amostras.

Foram realizados outros experimentos nas mesmas condi¢des anteriores,
porém com diferentes solventes para extragdo e eluicdo, conforme ilustrado na
Tabela 4.

Tabela 4 - Otimizagao de solventes utilizados para extragdo e purificagdo em florisil

Extragao , Eluicao (10 mL)
CHJCl» . Acetona -
Acetato de etila Acetato de etila

I-6 Procedimento para determinagao da linearidade do método.

Para verificagdo da faixa dinamica linear do detector com o método EFS-
carvao ativado realizou-se o procedimento similar ao da se¢do 11-5.2.2. Na
construgao da curva a amostra foi fortificada com solugbes padrdao de acefato e
paration metilico para resultar em concentragdes no fruto de 0,05; 0,45; 0,55; 1,0
pag™. Os pontos para o POP metamidofés foram em 0,03; 0,25; 0,35; 1,0 pg g™

Os pontos da curva foram estipulados de acordo com o0 NRM , onde fez-se
um ponto 10 vezes abaixo do NRM, dois préximos ao NRM e um ponto acima.

No primeiro ponto da curva as amostras foram fortificadas com 5 pL de
solugdo padrdao de metamidofés a 30 ug mL™*, 5 uL de uma solugdo padrio de
acefato e paration metilico a 50 pg mL™.

Para o segundo ponto da curva as amostras foram fortificadas com 50 pL de
solugio padrdao de metamidofés a 25 pg mL™, 50 pL de uma solugdo padrio de

acefato e paration metilico a 45 ug mL™.
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No terceiro ponto da curva as amostras foram fortificados com 50 pL de
solugdo padrido de metamidofés a 35 ug mL™, 50 pL de uma solugdo padrio de

acefato e paration metilico a 55 ug mL™".

No ultimo ponto da curva as amostras foram fortificados com 50 uyL de
solucdo padrao de metamidofés a 100 pg mL™", 50 pL de uma solugdo padrao de
acefato e paration metilico a 100 pg mL™. O extrato seco para todos os pontos da
curva foi dissolvido em 2 mL de acetona e analisado.

As andlises foram realizadas em um cromatografo gasoso , modelo Hewlett
Packard 5890*, equipado com um detector de nitrogénio e fésforo a 300°C. As
injecoes(1pL) foram com injetor automatico do tipo “split/splitless” a 220°C, com fluxo
carreador constante de 3,72 mL/min. Modo de inje¢ao: splitless, com tempo de purga
do septo de 0,75 min e fluxo de purga de 60 mL/min. As separa¢bes ocorreram em
uma coluna capilar HP-50 (50% fenil e 50% metilpolisiloxano) de 30m x 0,53 mm di
e espessura do filme de 1 um com a seguinte programacao de temperatura no forno:
160°C com taxa de aquecimento 5°C /min. até 190°C e isoterma de 7 min.,190°C até
250°C e isoterma de 6 min. Gases; fluxo de H.: 3,5 mL/min , fluxo de ar: 110 mL/min,
fluxo make-up (He)+coluna: 10mL/min.

Com a finalidade de se avaliar a recuperagdo dos analitos, optou-se pelo
método da comparagéo das éreas de picos de amostra em relagdo as obtidas com
dissolugées de padrdes, por curvas de calibragdo externa. Esses valores foram
comparados com os das amostras obtidas para cada nivel de fortificagdo da polpa. A
avaliacdo de recuperacdo dos analitos foi realizada em duplicada e para cada
amostra fez-se a média de trés injegées no CG.

* Embrapa-SP
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CAPITULO-III

RESULTADOS E DISCUSSAO

ll1-1 Método Dispersao de Matriz de Fase Sélida

Obteve-se uma boa recuperagido para o paration metilico e o malation
(Tabela 5). No entanto observou-se um alto coeficiente de variacdo para esses
analitos, possivelmente devido a diferencas no empacotamento e atividades de
adsorgao. ' |

TABELA 5 - Recuperagédo de POPs pelo método DMFS utilizando o adsorvente

florisil
10 g de florisil 15 g de florisil
Pesticidas Fortiﬁc:igéo
(nag™) Recuperagdo CV Recuperacédo CV
(%) (%) (%) (%)
Metamidofés 0,20 - - - -
acefato 0,40 - - - -
Paration
Metilico 0,10 97,60 36,33 91,53 26,12
Malation 0,10 86,27 25,03 80,29 35,16
n=3

Mesmo com a utilizagdo de uma quantidade maior de adsorvente, o
método DMFS n&o mostrou uma boa purificagido dos extratos (Figura 5 e 6).
Adicionalmente, observou-se que o pigmento do tomate nao foi retido pelo
adsorvente na coluna de adsorcio durante a eluicdo com CHxCl>-acetona (9:1).

Os pesticidas metamidofés e acefato, mais polares, ndo foram
recuperados. Essa diferenga na recuperagdao dos organofosforados parece ser
dependente da polaridade e da quantidade de florisil utilizada, o que pode ser
explicado pela alta atividade de adsorgdo da florisil em relagdo aos compostos mais

polares e também quando a mesma é utilizada em excesso. 4%
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Figura 5 - Cromatograma de recuperagao pelo método DMFS
utilizando florisil (15g); 1-Paration metilico, 2-Malation
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Figura 6 - Cromatograma de recuperagédo pelo método DMFS
utilizando florisil (10g); 1-Paration metilico, 2-malation
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Foram realizados testes para a otimizagdo da extragcdo e purificacéo
dos pesticidas mais polares, onde se conseguiu uma melhora na recuperacio,
fazendo-se a extragdo dos mesmos em ultra-som, juntamente com a florisil e o
solvente de eluicdo. Este mecanismo demonstrou envoiver intenso contato do
solvente com a matriz da amostra e consequentemente uma boa extracéo dos POPs
da matriz de tomate, ja que a adsorgdo dos analitos a florisil pode ser negligenciavel

quando saturados com o solvente.
lli-2-Método Extracao em Fase Sélida utilizando Florisil

A recuperacdo geral dos analitos pelo método EFS com florisil
apresentou-se baixa (mendr que 20%). Para o pesticida metamidofés conseguiu-se
uma melhor recuperagdo (20%), como pode ser visto pelos cromatogramas de

extragao nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7 - Cromatograma de recuperagado por EFS utilizando florisil.
Extracdo em CH.Cl, e eluicdo em acetona; 1-metamidofés,
2-acefato 3-Paration metilico, 4-malation.
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Figura 8 - Cromatograma de recuperagao por EFS utilizando florisil.
Extracéo e eluicdo em acet. de etila; 1-metamidofés,
2-acefato 3-Paration metilico, 4-malation.

A baixa recupera¢ao (menor que 20%) observada para os analitos 2, 3,
4 (Figura 7) mostrou que a extragdo da amostra em CH, Cl> ndo permitiu a pré-
concentracdo dos mesmos pela mini-coluna de florisil, ficando provavelmente
dissolvidos no CH. Cl,, nao demonstrando afinidade pelo adsorvente. Por outro lado,
uma melhor recuperagdo para o metamidofés pode ser devido a uma alta atividade
em relagcdo ao adsorvente, no entanto observou-se dificuldades na sua dessorcao.
Adicionalmente, apesar do CHz Cl;, ndo ser um solvente apropriado
para extragdo dos POPs, devido a propriedade aquosa da matriz de tomate, a
presenca do mesmo é importante para pré-concentragdo dos analitos (mais polares)
no adsorvente florisil, sem a qual ocorreria uma competicdo de um solvente mais
polar com os analitos pelo adsorvente florisil, ndo propiciando a adsor¢do dos
mesmos.
Na eluicdo com um solvente mais apolar que a acetona, como o
acetato de eftila, observou-se a presenca de muitos interferentes (Figura 8).
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Conforme o esperado, ocorreu uma pequena melhora na recuperagdo dos POPs
malation e paration metilico, e uma baixa recuperacéo para os analitos mais polares
metamidofos e acefato, onde os mesmos certamente foram retidos pela florisil.

Outra explicagdo para a baixa recupera¢dao geral observada para os
POPs pode ser devido a pequena quantidade do adsorvente (200 mg), resultando
em incompleta retencao.

Uma vantagem observada para a mini-coluna de adsorcao florisil,
durante a passagem da amostra com extragdo em CHx Cl;, foi a ndo retencdo do
pigmento do tomate, onde posteriormente os analitos podem ser eluidos sem muitos
interferentes (Figura 7). '

lli-3 Método Extracdao em Fase Sélida utilizando Cc18

Mini-colunas de adsor¢dao de C18 tém sido muito utilizadas para pré-
concentragio de tragos de pesticidas em agua pela U.S. EPA®"*? ¢ em amostras
aquosas, como de frutos e vegetais.?'2%

Pela Tabela 6 observa-se uma baixa recuperagéo para os analitos mais
polares, que certamente ndo foram adsorvidos pela C18 devido a diferengas na
atividade de adsor¢do. Por outro lado, conseguiu-se uma boa recuperacao para o

malation, com um pequeno coeficiente de variagao.

TABELA 6 - Recuperagao de POPs pelo método EFS utilizando o adsorvente
C18 Extragdo em agua e eluigdo com acetona

Pesticidas  Fortificacéo Recuperagdo CV
(n9g™) (%) - (%)
Metamidofos 0,40 - -
Acefato 0,60 30,76 18,30
Paration
Metilico 0,20 63,77 9,06
Malation 0,20 82,66 3,45
n=3
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No entanto para o paration metilico, analito menos polar, observou-se
uma baixa recuperagao, que pode ser explicado por uma pequena for¢ca do solvente
de eluicdo ou um insuficiente volume para sua dessorg¢ao. |

Apesar do adsorvente C18 mostrar-se apropriado para recuperag¢ao de
POPs menos polares, ndo se conseguiu uma purificacdo da matriz de tomate, como
pode ser observado pelos interferentes presentes no cromatograma de extracdo
(Figura 9).
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Figura 9 - Cromatograma de recuperagao por EFS utilizando C18.
Extragcdo em agua e eluicao em acetona; 1-metamidofés,
2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.

O adsorvente C18 mostrou reter o pigmento do tomate durante a
passagem da amostra'?, porém no processo de eluigio com acetona, o pigmento foi
dessorvido, o que possivelmente acarretou a presenca de interferentes co-extrativos.

Conseguiu-se uma boa purificagdo do extrato com o experimento
realizédo utilizando um gradiente de eluicdo acetona-metanol (1:1). Em contra-
partida, a forca do solvente nado foi suficiente para dessor¢do do paration metilico e
do malation, obtendo-se uma menor recuperagao (menor que 15%) para os mesmos
(Figura 10). A auséncia de interferentes, utilizando-se o e|ﬁente acetona-metanol,
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em relagao a acetona, infere uma possivel caracteristica menos polar para os

interferentes observados.
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Figura 10 - Cromatograma de recuperagéo por EFS utilizando C18.
Extracdo em agua e eluicao em acetona-metanol;
1-metamidofés, 2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.

A realizacdo de um experimento no qual utilizasse uma maior forgca do
solvente de eluigdo (solvente menos polar que a acetona), resultaria em uma melhor
recuperacdo do analito paration metilico, no entanto acarretaria a presenca de
interferentes co-extrativos, o que nao é compativel com uma analise de tragos

Uma melhora na recuperagdao do acefato (45%) e a recuperagdo do
metamidofds foi alcangada ( apesar de baixa), fazendo-se a extragao da amostra em
CH.Cl>-acetona (9:1), no entanto os analitos menos polares nao foram recuperados
(Figura 11).

38



8.0e4
7.0e4
6.0e4
5.0e4

4.0ed =

B = I ¢/ |

3.0e4 1

2.0e4

1.0ed s

2 4 6 8 10
Tempo (min)

Figura 11 - Cromatograma de recuperagao por EFS utilizando C18.
Extracdo em agua e eluicdo em CH.Cl>-acetona (9:1);
1-metamidofés, 2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.

1114 Método Extracdo em Fase Sélida em Carvao Ativado

O adsorvente carvdo ativado tem sido muito utilizado para purificagdo
de extratos de plahtas e outras matrizes, especialmente para recuperagéo de POPs
mais polares, como o metamidofés e acefato.'#1523:2425.26.

Um menor volume do solvente de eluigdo (5 mL) né&o foi suficiente
para dessorgédo dos analitos do adsorvente carvdo ativado, como mostram os baixos
niveis de recuperagao observados na Tabela 7. No entanto, para o POP
metamidofés foi obtida uma excelente recuperagdo, o que pode ser explicado por

uma menor forca de adsorcao (atividade) do carvao ativado em relagdo ao mesmo.
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TABELA 7 - Recuperagao de POPs pelo método EFS utilizando o adsorvente carvao
ativado. Extracao e eluicido em acetato de etila

| Eluicdo com 5 mL Eluicdo com 10 mL
Pesticidas F°"tiﬁ°?195°
(ngg™) Recuperagiao CV Recuperaggo ., %)
(%) (%) (%) (%
Metamidofos 0,40 91,40 9,86 99,49 5,00
acefato 0,60 34,14 11,51 98,96 2,47
Malation 0,20 31,29 4,82 71,67 0,40
Paration
Metilico 0.20 ] j
n=3

Obteve-se uma recuperagao eficaz dos analitos utilizando um volume

maior do solvente de eluicdo, com um pequeno coeficiente de variagido para as

extracoes realizadas (Tabela 7). No entanto, o paration metilico nao foi recuperado.

As Figuras 12 e 13 mostram os cromatogramas de recupera¢do para a elui¢do do

carvao ativado com 5 e 10 mL de acetato de etila.
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Figura 12 - Cromatograma de recuperagdo por EFS utilizando

C.ativado. Extracéo e eluicio em acetato de etila (5 mL);

1-metamidofos, 2-acefato, 3-malation.
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Figura 13 - Cromatograma de recuperagdo por EFS utilizando C. ativado.
Extracao e eluicdo em acetato de etila (10 mL); 1-metamidofos,
2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.

O carvao ativado demonstrou uma alta forca de adsor¢cdao em relagao
aos compostos menos polares. No entanto, conseguiu-se uma melhora na
recuperacdao do paration metilico e uma recuperagdo razoavel para o malation,
mudando-se a forca do solvente de eluicido (Tabela 8). '

Na extracdo e um gradiente do solvente de eluicdo com acetona
observou-se uma menor recuperagao para os analitos metamidofés e acefato, bem
como uma menor reprodutibilidade (resultando em maiores coeficientes de
variacao), se comparado a extragio e eluigdo com acetafo de etila (Tabela 7). A
Figura 14 traz os cromatogramas de extragdo para esse método. '
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TABELA 8 - Recuperagao de POPs por EFS utilizando o adsorvente C. Ativado,
extracdo em acetona e eluigdo em CH.Cl-acetona (7:3).

Pesticidas  Fortificacao Recuperagédo CV
(nag™) (%) (%)
Metamidofés 0,40 93,41 4,03
Acefato 0,60 70,44 10,36
Paration
Metilico 0,20 52,25 9,78
Malation 0,20 83,00 6,25
n=3
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Figura 14 - Cromatograma de recuperagdo por EFS utilizando C. ativado.
Extracdo em acetona e eluigdo em CHxCl>-acetona(7:3);
1-metamidofos, 2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.

Na perspectiva de uma aumento na forca do solvente, utilizando-se
-CHxCl>-acetato de etila (7:3) como eluente, obteve-se uma excelente recuperagao
para todos os analitos, especificamente para os POPs paration metilico e malation,
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os quais nao foram recuperados anteriormente. Os baixos valores de coeficientes de
variacdo para todos os analitos mostraram que o método foi preciso (Tabela 9).

Vale ressaltar que os métodos anteriores de EFS em florisil e C18
também foram precisos, quando os analitos apresentararri baixos coeficientes de
variacdo para os respectivos métodos, apesar dos baixos niveis de recuperagao
encontrados.

TABELA 9 - Recuperag¢do de POPs por EFS utilizando o adsorvente Carvao ativado.
Extracdo em acetato de etila e eluigdo em CH;Cl-acetato de etila (7:3).

Pesticidas  Fortificagdo Recuperagigo CV LD
(ugg™) (%) (%) (ngg™)

Metamidofos 0,40 99,01 4,18 0,04

Acefato 0,60 97,18 1,32 0,12

Paration 6,28

Matlion 0,20 85,21 0,10

Malation 0,20 100,00 0,75 0,07
n=3

, Considerando a complexidade na selecdo do adsorvente em relagao as
diferencas estruturais entre os analitos, interferentes e matriz da amostra, a
recuperacgdo foi quantitativa. Vale ressaltar que a sensibilidade pode ser melhorada
usando um volume final menor da solugéo para andlise. ,

Adicionalmente a possiveis perdas pelo adsorvente (incompleta
retencao ou eluigdo), ttm-se perdas devido ao passo de evaporagdo do solvente e
erros inerentes a padronizagédo externa.
O limite de detecgao do DNP para os analitos foi calculado a partir dos
resultados obtidos para esse método (Tabela 9). Em geral, o limite de detecgédo é
definido como a concentracdo minima de um analito na amostra necessaria para
resultar em um pico com raz&o sinal-ruido de 3:1.762%47
Os niveis de fortificagdo para todos os métodos foram selecionados em
valores préximos ao NRM e limites de quantificacdo para os analitos, os quais foram
baseados em experimentos praticos de laboratério onde se verifica a menor
concentragio do analito que pode ser determinada com precisdo.?’ Esse parametro
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é relativo ao desempenho de colunas e detectores, que pode variar dependendo do
tipo de matriz da amostra.

Os analitos mais polares como o0 metamidofés e o acefato, em adigéo a
uma menor atividade em relagcdo ao adsorvente carvao ativado, mostraram possuir
alta solubilidade em acetato de etila, como p6de ser observado pelos altos indices
de recuperacdo quando foram realizadas a exiragcdo e eluicdo neste solvente,
inclusive com uso de um pequeno volume de eluicao (Tabelas 7 e 9).

Ao contrario do observado para o adsorvente florisil, 0 carvao ativado
reteve todo pigmento do tomate, mesmo na presenga do eluente CHCl,, mostrando
uma excelente purificacdo para todos os testes realizados, onde ndo foram
observados os interferentes encontrados nos testes realizados com C18 e florisil
(Figuras 8 e 9).

Embora seja recomendado pela literatura a extragéo de POPs de frutos
e vegetais em acetona devido a propriedades da matriz, a extracdo em acetona
demonstrou solubilizar muitos interferentes co-extrativos. Enquanto a utilizagéo do
acetato de etila propiciou uma eficiente extragéo'dos POPs da matriz, especialmente
os mais polares, e resultou em cromatogramas bem mais limpos (Figura 15).
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Figura 15 - Cromatograma de recuperagéo por EFS utilizando C. ativado.
Extracdo em acet. de etila e eluigdo em CH.Clacet. de etila (7:3);
1-metamidofés, 2-acefato, 3-Paration metilico, 4-malation.



Excelentes resultados tém sido conseguidos com a utilizagdo acetato
de etila dentre varios solventes utilizados para extrag&o e eluicdo de adsorventes em

andlises de frutos e vegetais, como tem sido reportado em varios
trabalhos.'41317:23.2554.

O tempo de extragdo mostrou influenciar bastante na solubilizagdo de
interferentes, especialmente com a acetona, onde com um tempo de 8 minutos no
ultra-som os analitos foram extraidos com menos interferentes.® O ultra-som, pela
eficiéncia de extragdo observada, assegurou um intimo contato do solvente extrator
com a matriz da amostra, o que levou a uma adsor¢do negligenciavel dos analitos a
matriz. |

Outro parametro que demonstrou influenciar na eficiéencia de
recuperacdo dos analitos foi a quantidade de adsorvente utilizada, a qual foi
otimizada para este método em 200mg. Com uma quantidade de 300 mg de carvéao
ativado utilizada inicialmente n&o se conseguiu recuperar os analitos, mostrando
dificuldades na dessorgdao dos mesmos.

A cauda observada nos picos dos analitos estudados mostrou ser uma
caracteristica dos mesmos e da pérola do DNF. Cauda nos picos, especialmente na
andlise de compostos contendo nitrogénio e fésforo, € normal com a pérola de

" ceramica, a qual tem um mecanismo de reacéo diferente em relagdo as pérolas de
vidro usadas previamente em DNFs.%®

llI- 4.1 Linearidade para o método

A faixa dinamica linear do detector para os analitos estudados foi
verificada para o método EFS em carvao ativado nos intervalos de 0,03 - 1,00 ugg™
para o metamidofés e 0,05 - 1,00 ugg™ para o acefato e paration metilico (Figura
16). As curvas indicaram uma boa linearidade do método, apresentando valores de
coeficientes de correlagéo na faixa de 0,896-0,998. Maiores desvios da linearidade
foram observados para o metamidofés.
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Figura 16 - Faixa linear do método EFS em carvao ativado para os analitos
estudados, , nos intervalos de 0,03 - 1,00 ugg™ para o metamidofés e 0,05 - 1,00
ngg™ para o acefato e paration metilico. O experimento foi feito em duplicata.
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A eficiéncia de extracdo foi calculada para os respectivos intervalos de
fortificacdo, onde se observou uma variag@o nos niveis de recuperagdo em relagdo a
concentracdo, apresentando uma certa proporcionalidade (Figura 17). Excegédo é
observada para o paration metilico, onde para uma maior fortificagao da amostra
“houve um decréscimo na recuperac¢do, possivelmente devido a um aumento na
atividade de adsor¢ao do carvao ativado em relagcdo a este pesticida menos polar
quando em alta concentracgéo.
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Figura 17 - Eficiéncia de extracdo em relagdo a concentragéo de fortificagéo da
amostra nos intervalos de 0,03 - 1,00 pgg™ para o metamidofés e 0,05 - 1,00 pgg™
para o acefato e paration metilico, utilizando o método EFS em carvao ativado. Cada
ponto corresponde a média de trés injegbes das amostras com experimento feito em
duplicata.

Para valores médios de fortiﬁcagéb da amostra no intervalo utilizado

observou-se um comportamento similar para os analitos com pequena variagdo no
nivel de recuperagao.
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CAPITULO-IV
CONCLUSOES

v O método Dispersao de Matriz de Fase Sélida (DMFS) mostrou ser simples
e rapido, onde a extragdo e purificagcdo sdo realizadas simultaneamente, pela
mistura da amostra com o adsorvente. No entanto o método nido demonstrou ser
eficiente para purificagao da matriz de tomate.

v A técnica de Extracdo em Fase Sélida (EFS) apresentou vantagens, se
comparado aos procedimentos tradicionais de ELL, como simplificagao nos passos
de extracao e purificagdo, menor consumo de reagentes e menor tempo de analise.
Adicionalmente, o método EFS permite, com o uso de mini-colunas de adsorgéo,
uma maior flexibilidade na quantidade de amostra utilizada, a qual decresce
consideravelmente o consumo de solventes.

v Uma desvantagem, contudo, para EFS e DMFS é que a atividade do
adsorvente pode variar de um lote para outro prejudicando a reprodutibilidade do
método.

v O método EFS permitiu uma flexibilidade também na escolha do tipo de
adsorvente, o qual deve ser otimizado em relagdo as diferengas estruturais entre
analitos e interferentes da amostra.

v A quantidade de adsorvente, sua for¢a de adsor¢ao, polaridade do solvente
ou misturas de solventes para extragdo e eluicdo também devem ser selecionados
de acordo com as caracteristicas quimicas dos pesticidas e co-extrativos a serem
separados.

v A tilizagao de florisil @ C18 nao pareceu ser apropriada para analise de
POPs em tomate, devido a dificuldade de se otimizar a escolha correta de solventes
para extragdo e eluicao em relagao aos adsorventes (baixa recuperacio), tendo em
vista a estrutura quimica dos analitos e interferentes. Uma proposta seria a utilizagao
de procedimentos diferenciados (diferentes solventes para extragao e purificagao) de
EFS em florisil e C18 para determinados analitos, conforme suas polaridades. Para
recuperacdo dos analitos metamidofés e acefato por EFS em florisil, sugere-se a
extragdo da amostra com- um solvente mais polar e mudanga para um solvente
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menos polar anteriormente ao processo de purificagdo para se conseguir a pré-
concentragao no adsorvente florisil.

v'Os testes realizados com diferentes adsorventes e solventes possibilitaram
uma caracterizagdo efetiva dos analitos e da matriz da amostra, onde foi observada
uma caracteristica menos polar para os interferentes encontrados especificamente
com florisil e C18.

v' O ultra-som demonstrou ser eficiente na extragdo de POPs da matriz de
tomate, visto um contato entre o solvente extrator e a amostra ser um fator
determinante para boa recuperagio dos pesticidas. Entretanto, no caso de uma
amostra real, onde os pesticidas podem estar mais aderidos a matriz da amostra,
propde-se a extracdo da polpa em um processador mecéanico na presenca de um
solvente ou mistura de solventes, a alta velocidade.

v O carvdo ativado mostrou ser um excelente adsorvente para analitos
polares, como metamidofés e acefato. Por outro lado, apresentou uma maior forga

de adsorgcao em relagcdo aos compostos mais apolares, como o paration metilico.

v" A matriz de tomate, na analise de POPs, demonstrou certa complexidade
devido aos interferentes soltveis na extragdo, como exemplo os pigmentos, que
exigiu uma continua manutencao do CG (‘liner®, coluna capilar), bem como acarretou
uma reducdo progressiva na sensibilidade do DNF para os analitos.

v Uma eficiente purificagdo foi alcangada com o uso do carvao ativado,
especialmente quando a extracdo e eluigdo foram feitas em acetato de etila, se
comparado ao uso de acetona. O carvdo ativado demonstrou ser um excelente
adsorvente para pigmentos.*®

v Solvente polar, como a acetona, demonstrou solubilizar muitos interferentes
co-extrativos, possivelmente devido a sua solubilidade em agua. Foi observada,
desta forma, a importancia de um solvente suficientemente polar para extracdo dos
POPs mais polares, porém menos solivel em agua, como o acetato de etila.

v O método EFS em carvdo ativado apresentou uma boa linearidade para os
POPs. No caso de uma amostra real a concentracdo dos analitos seria calculada
pela respectiva curva analitica feita para os mesmos, onde todos padroes sofreram o
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mesmo procedimento de analise da amostra, ndo importando o nivel de recuperacio
alcangado para o método.

v O limite de detecgdo calculado para os POPs mostrou ser possivel a
andlise de amostras com concentragao bem inferiores ao NRM permitido por lei.

v A andlise do POPs mostrou exigir uma série de cuidados nos
procedimentos analiticos (verificagdo das solugbes padrao, temperatura de
evaporac¢do do solvente, secagem dos extratos), em vista das propriedades fisico-
quimicas dos analitos, bem como na limpeza da vidraria para evitar contaminacgéo, ja
que € uma analise de tragos.

v O volume final da amostra selecionado para andlise em todos testes
realizados foi 1 mL e 2 mL para o estudo de linearidade. Para trabalhos futuros,
sugere-se a verificagiao de um volume minimo limite, no qual ainda tem-se uma boa
recuperacao, fazendo-se um estudo do comportamento da intensidade de sinal em
funcdo da variagdo do volume final utilizado.

v’ Vale ressaltar a importancia de um estudo da degradagcdo na analise de
POPs pelo monitoramento do decaimento no fruto ou vegetal, onde a baixa
persisténcia desses compostos infere um questionamento da presenga dos mesmos
em produtos agricolas em relagéo ao tempo de aplicagao. Muitas vezes pode-se ter
a presencga de metabdlitos ao invés dos compostos de origem.

v A informag¢ao necessdria sobre a degradacdo dos POPs em determinadas
condicdes, e conseqiilentemente a observancia do tempo de caréncia, ndo impediria
0 seu uso pelos agricultores, assim como ndo implicaria um comprometimento da
saude do homem.

v’ Vale lembrar que cada vez mais é desenvolvida uma infinidade de classes
de pesticidas, com diversas estruturas quimicas, as quais exigem uma metodologia
multi-residual que devera ser validada com estudos de recuperagao.
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