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Desenvolveu-se método para determinagéo de Heptacloro,
Aldrin, Dieldrin e Endrin em prépolis (sélida e solugéo). Apos
homogeneizagdo da amostra com Celite, a extracdo dos
pesticidas foi efetuada com hexano e o extrato purificado
em cartucho de Florisil. A eluigdo dos pesticidas foi realizada
com hexano:diclorometano (9:1 v/v) e o eluato concentrado
e analisado por cromatografia em fase gasosa com
deteccao por captura de elétrons (CG-DCE). A eficiéncia
do método proposto foi demonstrada pelos valores médios
de recuperagdo entre 79 e 100%, com valores de desvio
padréo relativo entre 2,7 e 16,6%, obtidos nas analises de
recuperacgdo realizadas com amostras fortificadas nos
niveis 0,6 e 1,2 pg/g.
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1INTRODUCAO

Prépolis € um produto elaborado em colméias a partir de substancias

resinosas e balsamicas que as abelhas coletam de brotos, exsudados
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de arvores e de outras partes do tecido vegetal. As abelhas coletam esse
material com o uso de suas mandibulas e adicionam secrec¢des salivares
e ceras para a elaboracao final da prépolis. A cor, o sabor, o odor e a
consisténcia da propolis dependem das espécies vegetais das quais
provéem (1, 2). Andlises laboratoriais (2) revelaram que a propolis consiste
de resinas e balsamos (55%), cera (30%), 6leos volateis (10%) e pdlen
(0,5%). Este produto apicola € muito utilizado devido as suas propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes, anestésicas, estimulantes, anti-sépticas
e cicatrizantes (1). Também ¢é eficiente no tratamento de desordens
respiratdrias causadas por bactérias e fungos que levam a deterioragao
das condi¢des nutricionais e imunoldgicas de pacientes (3).
Comercialmente, a propolis é vendida em solugédo alcodlica em
concentracdes variaveis (4).

Métodos para a determinacgédo de residuos de vérias classes de
pesticidas em matrizes de mel (5-9), cera de abelha (5) e pélen (5, 10),
empregando cromatografia a gas (CG) e/ou cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia (CLAE), tém sido desenvolvidos. Entretanto, nenhum
procedimento experimental para a determinacéo de residuos de pesticidas
em propolis foi relatado na literatura consultada.

Neste trabalho descreve-se metodologia analitica rapida e eficiente
para a determinacao de residuos de quatro pesticidas organoclorados
(Heptacloro, Aldrin, Dieldrin e Endrin) em prépolis (sélida e solugéo).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES E SOLVENTES

Foram utilizados hexano e diclorometano (nanograde,
Mallinckrodt); cartuchos para extracéo em fase soélida Supelclean™ Florisil
(500 mg/3 mL, Supelco) e Celite (Reagen). Os padrbes de Heptacloro,
Aldrin, Dieldrin e Endrin foram fornecidos pela U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), Research Triangle Park, NC, USA. Soluctes
estoque de cada pesticida (0,2 pg/pL) foram preparadas em hexano. Uma
solucdo intermediaria contendo todos os pesticidas (0,01 pg/pL) foi
preparada por diluicdo das solugfes estoque em hexano. A solucdo de
fortificacdo contendo 0,001 pg/pL de cada pesticida foi preparada por
diluicdo da solucéo intermediaria em hexano. As solugfes padréo,
empregadas nas analises cromatogréficas, foram preparadas por adigao
da solucgéo de fortificacdo aos extratos das amostras ndo-fortificadas. Os
padrdes e as solu¢bes dos pesticidas foram armazenados em freezer
(-18°C).
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2.2 EQUIPAMENTO

Cromatografo a gas (modelo 3300, Varian), equipado com detector
por captura de elétrons (®*Ni), injetor “on column” (Modelo 1040, Varian),
coluna de silica fundida Megabore (15 m comprimento x 0,53 mm diametro
interno x 0,83 um espessura do filme, J&W Scientific), recoberta com a
fase liquida DB-608 (5% difenil 95% dimetilpolissiloxano) e integrador
(modelo 4290, Varian). Condi¢des de operacgdo: temperatura do injetor =
240 °C; temperatura do detector = 300 °C, programacéao de temperatura
da coluna: inicial 140 °C (2 min), primeira rampa de temperatura de
140 °C a 240 °C (10 °C/min), permanecendo por 5 min. Segunda rampa
de aquecimento de 240 °C a 265 °C (5 °C/min), permanecendo por 10 min
em 265 °C; vazdo do géas (Nitrogénio): 30 mL/min (coluna + detector);
vazdo do gas de arraste (Nitrogénio) = 2 mL/min (coluna) e volume
injetado =1 pL.

2.3 PREPARACAO E FORTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Efetuou-se a homogeneizacédo de 2,0 g de propolis (s6lida ou
solucgéo alcodlica 30 %) com 4,0 g de Celite.

A fortificacdo das amostras foi realizada por adigao de 100 pL (nivel
de fortificacéo: 0,6 pg/g) e 200 pL (nivel de fortificagdo: 1,2 pg/g) de solucéo
padrdo a 0,5 g da mistura de prépolis e Celite. Apés a fortificacdo, as
amostras foram submetidas ao procedimento analitico.

2.4 PROCEDIMENTO ANALITICO

Submeteu-se 0,5 g da mistura de préopolis e Celite a extragdo com
10 mL de hexano, durante 20 min em agitador mecanico (Maxi-Mix [1I™,
Thermolyne). O procedimento de extracéo foi repetido com 10 mL de
hexano, o extrato concentrado até, aproximadamente, 2 mL em evaporador
rotatério (40 °C) e transferido para cartucho de Florisil (conectado a um
Vacuum Manifold , Supelco), previamente condicionado com 5 mL de
hexano. A eluicdo dos pesticidas foi processada com 10 mL de
hexano:diclorometano (9:1 v/v). O eluato foi concentrado até,
aproximadamente, 1 mL (40 °C) e o volume ajustado a 10,0 mL com
hexano.

25 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As determinagfes qualitativas e quantitativas foram realizadas
pela comparacao dos dados cromatograficos obtidos com as solucdes
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padréo, extratos das amostras fortificadas e ndo-fortificadas analisados
sucessivamente por cromatografia a gas, com detec¢éo por captura de
elétrons (CG-DCE).

2.6 PROCEDIMENTO ESTATISTICO

Os valores de limite de detec¢do e de quantificagdo do método
foram calculados segundo procedimento estatistico descrito por THIER e
ZEUMER (11).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, a selec&o dos quatro pesticidas organoclorados
foi realizada com base nas solicitacbes das empresas brasileiras
exportadoras de produtos apicolas. Embora o uso da maioria dos
pesticidas organoclorados tenha sido proibido na década de oitenta é
importante considerar sua persisténcia no ambiente e a possibilidade do
comércio ilegal destes pesticidas.

Na primeira etapa, procedimentos “on-line” (12 — 14), cuja extracdo
dos pesticidas e a purificacédo dos extratos sao realizadas em uma Unica
etapa, testaram-se colunas “home-glass”, empacotadas com diferentes
adsorventes (alumina, alumina/silica, silica). Resultados insatisfatorios
demonstraram a necessidade de etapa preliminar de extracdo. Entre os
solventes testados para a extracdo, o hexano forneceu extratos mais
adequados para a purificacdo em cartuchos de Florisil. Quatro sistemas
de solventes foram testados para a eluicdo dos pesticidas em cartuchos
de Florisil, cujos resultados das analises de recuperacgéo, realizadas com
amostras de prépolis (solucéo) fortificadas sao apresentados na Tabela
1. Empregando 10 mL dos sistemas A (hexano) e B (hexano:diclorometano
9,5:0,5 v/v) valores de recuperacdo adequados (84 a 116%) foram obtidos
apenas para Heptacloro e Aldrin. Valores médios de recuperacao
satisfatérios (82 a 116%) foram obtidos para Dieldrin e Endrin empregando-
se volume adicional (10 mL) dos sistemas de solventes mencionados. Os
resultados de recuperacéo obtidos quando apenas 10 mL dos sistemas
C (hexano:diclorometano 9:1 v/v) e D (hexano:diclorometano 8:2 v/v) foram
empregados, variaram entre 71 e 109%. Demonstraram assim a
necessidade de alteracéo da polaridade do solvente, visando promover a
reducdo do volume de solvente e a eluicdo quantitativa de Dieldrin e Endrin.
Tendo em vista que os cromatogramas dos extratos obtidos com o sistema
D apresentaram muitos compostos interferentes, o sistema C
hexano:diclorometano 9:1 v/v foi selecionado para a elui¢cdo dos pesticidas.
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TABELA 1- EFICIENCIA DA RECUPERACAO EMPREGANDO-SE
DIFERENTES SISTEMAS DE SOLVENTES PARA A
ELUICAO DOS PESTICIDAS

N vel de Recupera 20 (%)
Pesticida Fortifica 20 Mtlia
(ug/g) (Intervalo)
Sistema A® SistemaB®  SistemaC°® Sistema D *
Heptacloro
1,2 109° 89° 84 83
(105 - 113) (84-94) (75-93) (75 - 90)
Aldrin 1,2 111° 99° 71 109
(104 - 116) (95-102) (70-72) (99-117)
Dieldrin 12 82’ 65° 75 109
(77-87) (62-68) (74 - 76) (78-121)
51
(47 -55)
Endrin 12 83’ 63° 89 107
(77-92) (61-64) (88 - 89) (75-127)
39"
(33-45)

2 Sistema A: 20 mL de hexano; n = 4 analises.

b Sistema B: 20 mL de hexano:diclorometano (9,5:0,5 v/v); n = 2 andlises.
¢ Sistema C: 10 mL de hexano:diclorometano (9:1 v/v); n = 2 andlises.

d Sistema D: 10 mL de hexano:diclorometano (8:2 v/v); n = 4 analises.

e 12 frag&o: 10 mL.

f 22 fracdo: 10 mL.

Considerando a complexidade da matriz estudada e que,
recentemente, alguns autores (8, 15) demonstraram erros quantitativos
advindos do efeito matriz, dados preliminares de recuperacéo foram obtidos
com solucdes padréo preparadas em hexano e em extratos da matriz. A
Tabela 2 mostra que os valores médios de recuperagao, alcangados com
solugBes preparadas em hexano (91 a 105%), foram superiores aqueles
obtidos com extrato da amostra de propolis sélida (84 a 86%) para todos
o0s pesticidas estudados. Entretanto, os valores de desvio padréo relativo
(13,1 a 16,8%) nédo apresentaram diferencas significativas. Avaliando os
dados obtidos para prépolis (solucéo) verifica-se que os valores médios
de recuperacao (95 a 170%) foram superiores, com solu¢des padréo
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preparadas em hexano para todos os pesticidas, principalmente, para
Endrin (170%). Os valores de desvio padrao relativo, obtidos com solu¢des
preparadas em extrato da matriz (4,8 a 9,8%), demonstraram maior
reprodutibilidade em relagdo aos dados encontrados com solucdes
preparadas em hexano (7,2 a 27,8%). Estes resultados estdo de acordo
com os dados obtidos por JIMENEZ et al. (8), os quais afirmaram que o
efeito matriz depende n&o apenas da classe do pesticida (sendo o efeito
mais pronunciado para organofosforados) como também do nivel de
fortificacao estudado (quanto menor o nivel, maior o efeito). Assim, com o
objetivo de minimizar o efeito matriz, as amostras de prépolis (solida e
soluc¢éo) fortificadas nos niveis 0,6 e 1,2 pug/g foram quantificadas com
solucdes padréo preparadas em extratos das amostras.

TABELA 2 - COMPARACAO DOS RESULTADOS DE RECUPERACAO
COM PADROES PREPARADOS EM SOLVENTE E EM

EXTRATO DA MATRIZ
Pesticida N vel de Recupera 20 * Media * Desvio Padr? o Relativo

Fortifica 2o (%) (%) (%)

(ng/g)
0,6° 103 128° 116 10,0
Heptacloro 91 108° 100 7,6
1,2°¢ 73 110° 94 16,6
74 101° 86 15,1
0,6° 85 103° 95 7,2
Aldrin 86 100 ° 93 7,3
1,2°¢ 69 108° 91 16,8
71 100° 85 15,9
0,6° 87 109 ° 98 9,7
Dieldrin 88 97° 92 4,8
1,2°¢ 81 116° 100 15,6
71 101° 84 16,0
06" 123 221° 170 27,8
Endrin 82 102° 92 9,8
1,2°¢ 84 119° 105 13,1
70 102° 85 16,6

an = 5 andlises.

b prépolis (solugao).

¢ prépolis (sélida).

4 comparacéo com solucédo padrdo preparada em hexano.

¢ comparagado com solugdo padrdo preparada em extrato da matriz.
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Os resultados das andlises de recuperacgéo estdo apresentados
nas Tabelas 3 e 4. Valores médios de recuperacéo entre 79 e 100% foram
obtidos para todos os pesticidas estudados. Os niveis de fortificagdo foram
definidos por comparac&o com dados da literatura (8). A reprodutibilidade
e a sensibilidade do método desenvolvido foram confirmadas pelos valores
de desvio padréo relativo (2,7 a 16,6%) e pelos valores de limite de detec¢do
do método (0,1 a 0,4 pg/g), calculados conforme CABRAS et al. (16). As
andlises cromatograficas foram realizadas sob as condi¢des descritas
em, aproximadamente, 32 min.

TABELA 3- EFICIENCIA DA RECUPERACAO EM MATRIZ DE
PROPOLIS SOLIDA

Pesticida N vel de Recupera 20 * M@dia * Desvio Padrao Limite de
Fortifica 20 (%) (%) Relativo * (%) Detec 20
(kg/g) (ug/g)
Heptacloro 0,6 71 88 81 9,5 0,2
1,2 74 101 86 15,1
Aldrin 0,6 70 94 85 10,7 0,3
1,2 71 100 85 15,9
Dieldrin 0,6 71 101 88 13,6 0,4
1,2 71 101 84 16,0
Endrin 0,6 71 92 84 10,3 0,3
1,2 70 102 85 16,6

an =5 analises.

TABELA 4- EFICIENCIA DA RECUPERACAO EM MATRIZ DE
PROPOLIS SOLUCAO

Pesticida N velde Recupera 20" M@dia * Desvio Padr2o Limite de
Fortifica 20 (%) (%) Relativo ® (%) Detec 20
(nug/g) (ng/g)
Heptacloro 0,6 91 108 100 7,6 0,2
1,2 72 92 82 10,1
Aldrin 0,6 86 100 93 7,3 0,2
1,2 80 86 83 2,7
Dieldrin 0,6 88 97 92 4.8 0,1
1,2 76 88 82 6.5
Endrin 0,6 82 102 92 9,8 0,2
1,2 74 89 79 7,6
an =5 analises.
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4 CONCLUSAO

O procedimento analitico desenvolvido para determinagéo de
Heptacloro, Aldrin, Dieldrin e Endrin em propolis (sélida e solugao) mostrou-
se adequado para quantificacdo dos pesticidas estudados, tendo os
resultados das recuperacdes evidenciado significativo efeito matriz.
Resultados apropriados de recuperacgéo (exatidao), situados entre 79 e
100 % e de desvio padrao relativo (precisao) entre 2,7 e 16,6 % foram
obtidos, demonstrando a eficiéncia do método, cujos valores de limite de
deteccéo situaram-se entre 0,1 e 0,4 pg/g.

Abstract

METHOD FOR THE DETERMINATION OF HEPTACHLOR, ALDRIN, DIELDRIN
AND ENDRIN IN PROPOLIS

A method for the determination of Heptachlor, Aldrin, Dieldrin and Endrin in propolis (solid
and solution) was developed. After the samples homogenization with Celite the pesticides
extraction was carried out with hexane and the extract was purified in Florisil cartridge.
The pesticides elution was processed with hexane:dichloromethane (9:1 v/v) and the
concentrated eluate was analysed using gas-liquid chromatography with electron capture
detection (GC—ECD). The efficiency of the proposed method was demonstrated by
mean recoveries, ranging from 79 to 100% with relative standard deviation values
between 2.7 to 16.6%, obtained in the recovery analysis with fortified samples at levels
of 0.6 and 1.2 ug/g

KEY-WORDS: HEPTACHLOR; ALDRIN; DIELDRIN; ENDRIN; PROPOLIS.
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