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1 INTRODUGAO

O Brasil, desde a década de 70, tem merecido lugar de destaque
entre os maiores consumidores de agrotdxicos do mundo, ocupando hoje o
terceiro lugar no mercado mundial, depois dos Estados Unidos e do Japao
(1).

Diante de mercado tao ativo e da problematica educagdo para o
uso adequado dos agrotoxicos impdem-se a necessidade do controle de
qualidade e monitoramento dos alimentos, para que a populagdo e o
ambiente ao invés de beneficiados, venham a se tornar vitimas destes
produtos.

Atualmente os agrotoxicos com principio ativo da classe dos
organofosforados (OF) e piretroides sintéticos (PS) s@&o os mais
empregados na agricultura. Os OF degradam-se mais rapidamente que os
organoclorados, porem, sdo mais toxicos porque atuam como inibidores da
enzima acetilcolinesterase (AchE), responsavel pelo regulamento dos
estimulos no Sistema Nervoso Central. A atividade dos ésteres
organofosforados depende dos diversos radicais ligados ac atomo de
fosforo. As vezes, pequenas modificagbes nestes radicais afetam
grandemente a toxicidade da molécula e sua capacidade de inibir 2 AchE
(2). Os piretréides sintéticos sdo inseticidas de origem vegetal e seu
consumo tem aumentado muito devido a sua baixa toxidez para
mamiferos, aliada a sua alta atividade inseticida (3). As pioneiras
piretrinas naturais estdo cada vez mais sendo substituidas pelos
piretroides sintéticos devido a maior fotoestabilidade e atividade inseticida
destes ultimos (4).

A cultura citrica € importante na economia interna e externa
brasileira e por isso alguns trabalhos j& foram desenvolvidos com frutas
citricas no laboratério do IQSC (5-7). Em 1989, a distribuicdo dos
agrotoxicos para a cultura de citros foi de 82% para os inseticidas, 11%
para os fungicidas e 7% para os herbicidas (8). Em 19395 os inseticidas
movimentaram cerca de US$ 330 milhdes (1).

Varias técnicas de extragdo de agrotéxicos tém sido usadas,
incluindo a convencional extragdo liquido-liquido - LLE (S, 10). A etapa de
preparagdo da amostra € a que consome maior tempo na andlise
cromatogréfica, por isso, técnicas modernas de extragdo gue possam
diminuir o tempo de analise, estdo sendo desenvolvidas e preferidas,
como a extragdo com fluido supercritico (11,12), micro-extragdo em fase
sélida (13), métodos imunoquimicos (14) ou os métodos com extragdo em
fase solida (15).

A extragdo em fase solida (SPE - Solid-Phase Extraction) tem
crescido em popularidade e os principios basicos da cromatografia liquida
sd0 usados para isolar o(s) composto(s) de interesse da matriz da
amostra. Isto pode ocorrer por adsorgéo seletiva do analito na fase solida,
enquanto os interferentes da matriz passam pela coluna de SPE, ou da
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maneira inversa, os interferentes s@o adsorvidos na fase solida permitindc
que o analito elua pela coluna com um solvente apropriado. Além destes
dois usos, a SPE pode ser utilizada como enriquecimento de tragos ¢
como forma de estocagem e transporte de amostra (15). B

Cromatografia em fase gasosa continua a ser a técnica analitic:
preferencial para determinagio dos agrotéxicos em alimentos, utilizar_ldo
se detectores de captura de elétrons (12) ou detectores mais seletivo!
como nitrogénio-fésforo (16, 17), fotométrico de chama (4, 10), detecto
seletivo de massas convencional (quadruplo) (18) ou ion trap (16). _

Este trabalho foi desenvolvido para andlise de diazinon, malatior
pirazofés e permetrina, inicialmente em amostras de polpa de limar
“Tahiti" (Citrus latifolia Tanaka) (19) e em seguida para o lim&o inteiro (20;
utilizando-se cromatografia em fase gasosa com detector de captura di
eletrons.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em 4 etapas: (a) selegdo do
agrotoxicos apropriados para amostras de citros, (b) otimizagédo da
condigdes cromatogréficas, levando-se em consideragao os fatores qu
oferecem melhor resolugdo e menor tempo de analise, (¢
desenvolvimento do método para analise de uma matriz menos complex:
como a polpa de limo e (d) finalmente o teste deste método para analise
o limao inteiro (casca, polpa e semente).

Como método de referéncia escolheu-se o de Ambrus (9) devido &
inimeras citacdes encontradas no CODEX ALIMENTARIUS (21). Alér
disso, o mesmo apresentou em estudos interlaboratoriais resultadc
aceitaveis, sendo considerado como método apropriado para 14
agrotéxicos. O procedimento selecionado para este artigo foi o do grup
de amostras contendo frutas e vegetais.

21 INSTRUMENTAGAOQ

Cromatdgrafo a gas HP 5890 Il equipado com detector de captur
de elétrons (EsNi) a 320°C, coluna capilar de silica fundida com filme ¢
5% fenil 95% metilpolissiloxano (25m x 0,25mm x 0,33 um) e injetor split
250°C. O volume de injecdo foi 1 L e as condigdes utilizadas foram:

eRelagdo gas make-up (N,) e gas de arraste (H,) = 36
oFluxo do gas de arraste = 1,9 mL/min.

«Relagdo de split = 1:54

o\Velocidade linear média = 63 cm/s
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eTemperatura da coluna: 180°C (por 8 min), taxa de 6°C/min até 240°C (4
min), outra taxa de 10°C/min até 300°C (3 min).

22 PREPARAGAO DA AMOSTRA

Limbes selecionados como "amostra testemunha" n3o foram
tratados com agrotoxicos, sendo guardados em freezer logo apos a
colheita, sem serem lavados. Depois de ralar 300 g de amostra e
homogeneiza-la, retirou-se uma porgdo de 25 g. A esta porcdo foram
adicionados padrao contendo os agrotoxicos e 50 mL de acetato de etila
para a extragdo. O sistema foi agitado por 30 min em agitador magnético.
Apos filtragdo & vacuo adicionou-se mais 30 mL de acetato de etila para
lavagem final da amostra. O filtrado foi transferido para baldo e evaporado
a 1 mL em rota-evaporador (temperatura do banho de agua: 40 a 45°C).

Preparou-se uma coluna de vidro (250 mm x 10 mm) para SPE e
colocou-se, momentos antes da analise, 1a de vidro como suporte para 3 g
de Alumina neutra desativada. Transferiu-se o extrato (1 mL) para a
coluna previamente condicionada com 10 mL de acetato de etila. Eluiu-se
os agrotoxicos com 10 mL de acetato de etila e apos completar o volume
apropriado (25 mL), utilizou-se Cromatografia @ Gas de Alta Resolugdo
(HRGC) para execugéo das analises.

Para a recuperagéo adicionou-se &s amostras nao tratadas volumes
apropriados de solugdo padrao contendo os agrotdxicos escolhidos para
estudo. O nivel de concentragao variou de 0,25 a 1,20 mg/kg de acordo
com a sensibilidade e o Maximum Residue Limit (MRL) de cada um. Os
resultados de recuperagéo foram constituidos pela média de trés testes,
com duas injegdes para cada agrotoxicos e o intervalo de confianca
estabelecido para 95%. Utilizou-se o método de padrido externo para
quantificar os analitos, com curva analitica de 4 pontos para cada
agrotoxico, aplicando-se o Método de Regressdo Linear para a curva
analitica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os métodos multirresiduos mais usados para analise de pesticidas
em frutas (9,10) consomem grandes quantidades de solvente e de
amostra, proporcionando concentragbes elevadas dos interferentes da
matriz e, consequentemente, clean-up extenso antes da injecdo no
cromatoégrafo. '

A equagdo da reta dos compostos estudados é apresentada na
Tabela 1 e os coeficientes de correlagao foram superiores a 0,990.

A média das recuperagdes para os quatro agrotéxicos variou na faixa
de 93,5% a 120,0% (Tabela 2). O intervalo de confianga (LC) variou entre
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+3,3 e +18,6 e o desvio padrao relativo (RSD) das recuperag¢des na faix
de 1,3% a 8,8%, sendo que RSD menor que 30% & considerado aceitavt
(18).

TABELA 1 - DADOS OBTIDOS POR REGRESSAO LINEAR PARA O
AGROTOXICOS SELECIONADOS

Agrotoxico Intervalo Equaciio da Reta Cocficiente de correlag
(ng/mL) (r)
Diazinon 0.10-2.0 5.10"x-0,5.10° 0,999
Malation 0.15-3.0 510" x-1,1.10° 0,998
Pirazofis 0,15-3.0 5.10'x-55.10° 0,999
Permetrina 0.15-3.0 3.10" x - 1,0.10° 0,999

TABELA 2 - RECUPERAGAO, LIMITE DE CONFIANGA E DESVI
PADRAO RELATIVO AOS AGROTOXICOS ESTUDADO
EM AMOSTRAS DE LIMAO (N=3)

Agrotoxico Adigdo Recuperagio @ Lcb RSD €
(ﬂlj:ﬂig) {00) (‘Vn]
Diazinon 0.8 95,5 4,5 1.8
’ 0.4 103,1 5.2 2,0
1.2 93.5 12,6 54
Malation 0.6 118.2 14,8 5,0
0,3* 93,7 7.3 4.9
1,2 120.0 18,6 6,3

Pirazofis 0.6 ia - -

0,3* 104,2 14.6 8,8
1,2 104.4 3.3 1,3
Permetrina 0.6 107.6 87 33
0,3* 80,5 3.6 28

* Polpa de lim&o com extragao liquido-liquido (LLE).
a = Média de 3 testes com 2 injegdes.

b = Limite de confianga (95%).

¢ = Relative Standard Deviation.

A partir do método de referéncia (9), que utilizou LLE, forar
realizadas modificagées para a amostra de polpa de lim&o. Este nov
procedimento analitico (19) mostrou-se mais econdmico no consumo d
reagentes que o método de referéncia (Tabela 3) e a quantidade d
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amostra analisada foi menor (Ambrus utilizou coluna empacotada). Além
disso, trocou-se os eluentes hexano e éter de etila pelo acetato de etila.

TABELA 3 - COMPARAGAO DOS METODOS PUBLICADOS COM O

METODO PROPOSTO PARA DETERMINAGAO DE
PESTICIDAS EM FRUTAS

Etapa Ambrus Leoni Polpa de limio Proposto
9) (10) (19) (SPE)
Amostra (g) 50 50 20 25
Adigdo padrao -- 0,2-0,3 ppm  0,1-0,3 mg/kg  0,4-1,2 mg/kg
Extracdo (mL) 150 150 80 80 acetato de
(solvente) kI acetona acetona etila
Parti¢dao (mL) 240 CM, 300 100
(solvente) lﬁ;ﬁi{: DCM, acetona DCM, acetato --
de etila
Clean-up (g) 8 6 3 3
(adsorvente) Alumina  Celite/carvio Alumina Alumina
Eluigdo (mL) 60 hexano, 60 benzeno, 10 10
fsolvente) éterdeetila  acetonitrila  acetato de etila  CCtAt0 desile
Amostra
injetada (1 uL) 10 25 4 I
(mg)
Consumo de
solvente (mL) 450 510 190 90

A extragéo com acetona ou acetonitrila € o procedimento mais usado
para amostras de frutas. Contudo, extraem-se grandes quantidades de
compostos indesejaveis, dificultando a etapa posterior de clean-up e
tornando a etapa de partigo obrigatéria para determinagéo por GC/ECD
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(22). Para a amostra utilizando casca de limao, o uso de acetona nao ¢
aconselhavel. A mudanga para solvente menos polar e com solubilidade
apropriada para 0s agrotoxicos diminui os co-extrativos da matriz. Foran
testados os solventes acetato de etila, diclorometano (DCM) e diversa:
proporgdes das misturas acetona-hexano, acetato de etila-hexano, acetat
de etila-diclorometano e acetona-diclorometano. O acetato de etil:
mostrou-se mais eficiente, assim como em outros trabalhos (16,18) qus
também utilizaram este solvente para extragéo.

Celite foi adicionada para purificagdo do extrato na etapa de filtragac
sendo observada melhora, porém os resultados de recuperacgao forar
baixos, mesmo aumentando-se o volume de solvente na extragao.

A troca do solvente para acetato de etila possibilitou a eliminagéo d
etapa de partigéo e a utilizagéo de SPE.

Para a coluna de SPE foram feitos diversos testes com os adsorvente
Florisil, Silica Gel, Alumina-N ou combinagéo destes. Florisil reteve mai
os analitos (resultados mais baixos de recuperag&o), confirmando a
afirmagdes de LEONI et al. (10) e LUKE et al. (23). Como a mistura entr
Alumina-N e Silica Gel ndo se mostrou mais eficiente do que o uso d
apenas a Alumina-N, esta foi escolhida como adsorvente. Em seguida,
Alumina-N ativada a 140°C por 4 horas foi testada e os resultadc
comparados com os da Alumina-N desativada, nao sendo observad
nenhuma melhora. Testou-se diferentes quantidades de Alumina-N (de 3
9 g) e como os resultados de recuperagao foram 0s mesmos, escolheu-s
o procedimento usando 3 g de Alumina-N desativada.

O solvente escolhido para eluigéo dos agrotoxicos em SPE contenc
Alumina-N foi o acetato de etila, apds varios testes com volume
diferentes de acetona, acetona-hexano, acetona-heptano, acetato de etil:
hexano. Os volumes de eluigdo variaram de 10 a 100 mL, tendo sic
observado que o cromatograma tornava-se cada vez mais "sujo" a medic
que o volume aumentava.

A Tabela 3 mostra a comparagédo entre 0 método proposto SPE pai
analise de limao inteiro com os métodos encontrados na literatura.
método de Ambrus foi satisfatorio para amostra com matriz menc
complexa, porém nao foi possivel quantificar os agrotoxicos em amostre
de limao contendo casca. O método proposto ndo s6 € vantajoso quan
ao menor consumo de solventes, como também no tempo que se gas
para evaporagao deste mesmo solvente. Outra vantagem € que a faixa ¢
analise & mais ampla para o método proposto (0,4 a 1,2 mg/kg) do qu
para o método de Leoni (0,2 a 0,3 ppm).

As Figuras 1 e 2 mostram os cromatogramas das amostras de polg
de limao e limao inteiro, respectivamente. Pode-se observar men
presenga de co-extratos da matriz no cromatograma da Figura 1.
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FIGURA 1 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE POLPA DE LIMAO POR
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LLE COM ADICAO DOS PESTICIDAS: 1. DIMETOATO, 1 ng; 2.
MALATION, 1 ng; 3. PARATION, 0,5 ng; 4. PIRAZOFOS, 1 ng; 5.
CISPERMETRINA, 1 ng e 6. TRANSPERMETRINA, 1 ng. A
TEMPERATURA DA COLUNA 5% FENIL 95%
METILPOLISILOXANO (25 m x 0,25 mm x 0,33 um) FOI: 160°C
(1), UMA TAXA DE 5°C/min ATE 200°C (6’) E OUTRA TAXA DE
7°C/min ATE 300°C (3')

dimetoato tion

oL
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FIGURA 2 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE LIMAO (CASCA, POLPA E

SEMENTE) COM ADIGAO DOS PESTICIDAS: 1. DIAZINON, 0,4
ng; 2. MALATION, 0,6 ng; 3. PIRAZOFOS, 0,6 ng e 4.
CISPERMETRINA, 0,6 ng. A TEMPERATURA DA COLUNA 5%
FENIL 95% METILPOLISILOXANO (25 m x 0,25 mm x 0,33 pm)
FOI 180°C (8'), UMA TAXA DE 6°C/min ATE 240°C (4') E OUTRA
TAXA DE 10°C/min ATE 300°C (3’)

para

1

S 10 15 20 min.
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Outros agrotoxicos foram testados, como dimetoato e paration, nas
amostras de polpa de limdo (Figura 1) e os resultados da média das
recuperagdes foram 112,3% (RSD 6,7%) e 942% (RSD 7,6%).
respectivamente. Para amostras de liméo inteiro estes agrotdxicos nao
foram quantificados devido aos interferentes da matriz (Figura 2). Diversos
adsorventes e eluentes com polaridades diferentes foram testados para
eliminar estes interferentes, mas n&oc se conseguiu resultados
satisfatorios. Variou-se outras condigdes cromatograficas para eliminar as
sobreposicdes dos picos de interesse com os interferentes, mas sem
sucesso. Testou-se também o diazinon, que apresenta polaridade proxima
a do dimetoato.

Agrotoxicos organofosforados causam problemas na analise
quantitativa (24). Alguns compostos exibem resposta maior no detector
ECD apds algumas injecdes da amostra ou da solugéo padréo contendo
os agrotoxicos. Este “condicionamento” é importante para a precisdo e
exatiddo dos resultados conforme efeito ja observado em estudos
anteriores (4).

A solugdo encontrada por LUKE et al. (23) para andlise de
organofosforados em frutas e vegetais com método rapido foi suprimir o
clean-up e analisar diretamente em GLC/detector termoionico KCI. Este
procedimento e inviavel quando se usa o detector de captura de elétrons.

Os inseticidas piretréides diferentemente dos organofosforados séo
compostos por mais de um isomero (25). Portanto, € mais dificil
desenvolver meétodo multirresiduos para piretroides. A permetrina
apresenta dois picos no cromatograma, um relativo ao isbmero cis e outro
ao trans. Nao foi possivel quantificar a trans-permetrina devido a
interferentes da matriz. Os resultados para permetrina estdo de acordo
com aqueles apresentados por PANG et al. (25), que utilizaram mini-
colunas para clean-up em analise de diversos piretroides em frutas e
vegetais.

O limite de determinagdo do método, estabelecido como sendo a
concentragdo minima dos agrotoxicos no branco, para o diazinon foi de 20
ng/g e para os demais de 30 ng/g. O limite de detecgdo de 8 ng/mL para o
diazinon e de 20 ng/mL para os demais produtos sdo inferiores aos niveis
de residuos permitidos para os citros, que segundo a FAO (21) variam de
0,2 mg/kg (pirazofés) a 4 mg/kg (malation).

4 CONCLUSAO

O método desenvolvido, para andlise de diazinon, malation,
pirazofés e permetrina em amostras de limdo & simples, facil, rapido e
barato, o que o torna atraente e acessivel aos laboratorios brasileiros.
Com SPE o consumo de solventes e reagentes € mais baixo do que com a
extragdo liquido-liquido, diminuindo o problema de intoxicagdo por estes
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produtos. A eliminagdo da etapa de partigao liquido-liquido ev_ritou o}
problema de emulsdes e diminuiu o numero de operagbes manuais, que
afetam grandemente a precisdo e exatiddo nas analises de residuos. Nao
& necessario instrumentos sofisticados, utilizando-se apenas um solvente
para todo o procedimento analitico.

Abstract

A multiresidue analytical method of diazinon, malathion, pyrazophos, and permlelhrin in
lemon (Citrus latifolia Tanaka) was developed working on high resolution gas
chromatography with electron capture detector (“'Ni). A sample of 25 g was shopped and
the pesticides extracted with ethyl acetate. After filtering and evaporatmq. the extract was
purified by Solid-Phase Extraction (SPE) using Alumina-N. Recoveries raﬂggd from
93.5% to 120.0% at fortification levels within 0.3 and 1.2 mg/kg. The detection limit for the
diazinon residue was 20 ng/g and for the others, 30 ng/g. The proposed method for
residues analysis of pesticides in lemon is simple, easy to work and to proceed, fast and
economical. In addition, this method does not require any sophisticated apparatus and
uses only one solvent during all analytical procedure.
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