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RESUMO

GOULART, Simone Machado, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, agosto
de 2010. Avaliacdo da técnica de extracdo com particdo em baixa
temperatura na andlise de carbamatos em alimentos e bebidas.
Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-orientadores:
Anténio Augusto Neves e José Humberto de Queiroz.

Os carbamatos sdo agrotoxicos empregados nas culturas de café, citrus e
batata sdo comumente encontrados em alimentos e bebidas de coloracao
escura nos casos de intoxicagcdo acidental ou intencional em investigacbes
criminais. Estudos de otimizacéo, validacéo, estabilidade e efeito de matriz na
analise de carbamatos pela técnica de extracdo com particdo em baixa
temperatura em agua mineral, achocolatado, suco de uva, bolo e brigadeiro
foram conduzidos nesse trabalho. Os extratos organicos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV).
Testes preliminares foram realizados na otimizacdo do método para avaliacdo
de variaveis na extracdo dos agrotdéxicos como: solvente extrator, volume e
massa de amostra e de solvente extrator, adicdo de sal, modo de
homogeneizacdo e tempos de agitacéo, de fortificacdo e de particdo. Para as
matrizes agua, achocolatado e suco de uva, 2,00 mL de amostra foram
colocados em contato com 4,00 mL de acetonitrila. Para dgua e suco de uva a
adicdo de sal (1,5% de NaCl) aumentou as porcentagens de extracdo. Apos
agitacdo, a amostra foi colocada em freezer por 3 horas para separacado das
fases e posterior analise da fracdo organica por CLAE-UV. As porcentagens de
extracdo dos carbamatos foram superiores a 90%. Na extracdo de carbamatos
em bolo e brigadeiro a principal diferenca da extracdo, se comparada as
demais matrizes, foi a necessidade de se adicionar agua (2,00 mL) na matriz
antes da extragdo com solvente organico (4,00 mL). O método proposto
possibilitou a quantificacdo de residuos de aldicarb, carbofuran e carbaryl em
amostras de diferentes tipos de bolos e brigadeiro. As porcentagens de
recuperacédo foram superiores a 83%. O método otimizado para cada matriz foi
validado, determinando as principais figuras de mérito, como: seletividade,
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limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e linearidade.
Mesmo empregando pequenos volumes de amostra e solvente, e néo
necessitando de etapas posteriores de clean-up, a técnica de extracdo foi
seletiva. Para agua mineral os limites de deteccéo e quantificacao ficaram entre
5,0 e 10,0 ug L e 17,0 e 33,0 pg L?, respectivamente. Para achocolatado,
suco de uva, bolo e brigadeiro, os limites de decteccao e quantificacéo ficaram
entre 8,0 e 150 pg L™* e 25,0 e 50,0 pug L™, respectivamente. Os fatores
avaliados na estabilidade desses carbamatos foram a temperatura de
armazenamento, a adicdo de sal e a luz. Avaliou-se também a estabilidade
dos compostos em agua mineral em diferentes valores de pH por um periodo
de vinte e oito dias. Os resultados mostraram que a luz, o pH e a temperatura
afetam a estabilidade dos carbamatos e que a adicdo de sal nao interfere
nessa estabilidade. Em meio alcalino esses compostos sdo mais instaveis do
que em meio acido. Portanto, amostras de &gua contaminadas com
carbamatos devem ser armazenadas até o momento da analise em freezer, ao
abrigo de luz e em pH proximo de 4. Para amostras de achocolatados e suco
de uva, a luz, a composicdo da matriz e a temperatura afetam a estabilidade
dos carbamatos. A melhor forma de armazenamento para essas amostras até
o momento da andlise € em freezer e ao abrigo da luz. Nas matrizes sélidas de
bolo e brigadeiro a estabilidade dos compostos nédo foi afetada
significativamente por nenhum dos fatores avaliados. Avaliou-se também o
efeito dos componentes da matriz na quantificacdo desses principios ativos por
CLAE e os resultados indicaram que em todas as amostras de alimentos e
bebidas o efeito de matriz apresentado foi relacionado ao erro sistematico
constante. Entretanto, para maior confiabiliade dos resultados, nas técnicas
extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e
extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para
analise de carbamatos em matrizes de alimentos e bebidas por CLAE-UV,
recomenda-se o emprego de curvas analiticas preparadas em extratos da
matriz isenta de agrotoxicos (branco da matriz). Finalmente, a extracdo com
particdo a baixa temperatura para determinacdo de residuos de agrotoxicos em
amostras de alimentos e bebidas por CLAE-UV resultou em um método
simples, eficaz, com pequeno consumo de solvente e amostra, alta frequéncia

analitica e baixo custo.
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ABSTRACT

GOULART, Simone Machado, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August,
2010. Evaluation of extraction technique to partition into low
temperature for the analysis of carbamates in foods and beverages.
Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisers: Antonio
Augusto Neves and José Humberto de Queiroz.

The carbamate pesticides are used in crops of coffee, citrus and
potato, commonly encountered in dark colored foods and beverages in cases of
accidental or intentional poisoning in criminal investigations. Optimization
studies, validation, stability and matrix effect in the analysis of carbamates by
partition extraction technique with low temperature mineral water, chocolate
milk, grape juice, cake and Brigadier were conducted in this work. The organic
extracts were analyzed by high performance liquid chromatography with
ultraviolet detector (HPLC-UV). Preliminary tests were conducted to optimize
the method for evaluation of variables in the extraction of pesticides such as
organic solvent, volume and mass of sample and organic solvent, ionic
strength, method of mixing and stirring times of fortification and partition. For the
matrices water, chocolate and grape juice, 2.00 mL sample were placed in
contact with 4.00 mL of acetonitrile. For water and grape juice ionic strength
(1.5% NaCl) increased the percentages of extraction. After shaking, the sample
was placed in the freezer for 3 hours for phase separation and subsequent
analysis of the organic fraction by HPLC-UV. The percentages of extraction of
carbamate were above 90%. In the extraction of carbamates in the cake and
the main difference Brigadier extraction, compared to other mothers, was the
need to add water (2.00 mL) in the matrix before extraction with organic solvent
(4.00 mL). The proposed method enabled the quantification of residues of
aldicarb, carbofuran and carbaryl in samples of different kinds of cakes and
Brig. The recovery percentages were above 83%. The optimum method for
each array was validated by determining the main figures of merit such as
selectivity, limits of detection and quantitation, precision, accuracy and linearity.

Even using small volumes of sample and solvent, and not requiring the later
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stages of clean-up, the extraction technique was selective. Mineral water for the
detection and quantification limits were between 5.0 and 10.0 mg L-1 and 17.0
and 33.0 mg L-1, respectively. For chocolate milk, grape juice, cake and
brigadier, limits decteccédo and quantification were between 8.0 and 15.0 mg L-1
and 25.0 and 50.0 mg L-1, respectively. The factors evaluated in the stability of
these carbamates are the storage temperature, ionic strength and light. In
addition, we evaluated the stability of the compounds in mineral water at
different pH values for a period of twenty-eight days. The results showed that
light, pH and temperature affect the stability of the carbamate and the ionic
strength does not affect this stability. In alkaline conditions these compounds
are more unstable than in acid medium. Therefore, water samples
contaminated with carbamates should be stored until the time of analysis in a
freezer, under light and pH around 4. For samples of chocolate and grape juice,
light, temperature and matrix composition affect the stability of carbamates. The
best way to store the samples until their analysis is in a freezer and protected
from light. In the solid matrix of cake and Brigadier stability of the compounds
was not significantly affected by any factor evaluated. We also evaluated the
effect of matrix components in the quantification of active compounds by HPLC
and the results indicated that in all samples alimetos drinks and the matrix effect
was made related to the systematic error constant. However, for larger
confiabiliade results, techniques ELL-PBT and ESL-PBT for the analysis of
carbamates in food matrices and beverages by HPLC-UV, we recommend the
use of standard curves prepared in extracts from pesticide-free matrix (white
matrix). Finally, the partition extraction with a low temperature for the
determination of pesticide residues in samples of foods and beverages by
HPLC-UV resulted in a simple, effective, with a small sample and solvent
consumption, high sampling rate and low cost.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de agrotoxicos no meio rural brasileiro traz uma série de
consequUéncias tanto para o ambiente como para a saude do trabalhador. Em
geral, essas consequéncias sao condicionadas por fatores intrinsecamente
relacionados, tais como: o uso inadequado dessas substancias, a alta
toxicidade de certos principios ativos, a ndo utilizacdo de equipamentos de
protecdo e precariedade dos mecanismos de vigilancia. Outro sério problema
causado pelos agrotoxicos € a possibilidade de deixar residuos téxicos nos
alimentos e bebidas. A presenca desses compostos em diferentes matrizes
gera problemas que devem ser enfrentados com o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas que permitam avaliar de forma rapida e adequada a
qualidade dos alimentos e do ambiente.

No Brasil é possivel adquirir facilmente alguns agrotoxicos com alta
toxicidade para humanos como também alguns de comercializacao restrita. O
acesso facil a essas substancias, principalmente aquelas usadas no controle
de pragas domésticas, tem contribuido para o aumento dos casos de
intoxicagcdes agudas em humanos [1]. Essas intoxica¢gdes, acidentais ou nao,
tém gerado grande demanda nos Institutos de Criminalistica uma vez que,
guando letais podem configurar suicidio ou homicidio [2].

A diversidade de matrizes (achocolatados, doces, vitaminas de frutas,
sucos, bombons, etc.) em que esses principios ativos sao encontrados nos
casos de intoxicagdo aguda causada pela ingestdo dos mesmos torna o
trabalho do Perito Criminal muito complexo. Na literatura, sdo encontrados
poucos relatos relacionados a identificacdo e quantificacdo desses principios
ativos em alimentos e bebidas de coloragéo escura [2, 3, 4], preferencialmente
empregados como veiculos de envenenamento, visto que as formulagbes
comerciais da maioria dos agrotdxicos apresentam coloracéo acinzentada.

Grande parte dessas matrizes tem componentes lipidicos que também
sdo extraidos com os principios ativos. Em analises por cromatografia esses
interferentes devem ser eliminados, o que envolve processos de purificacdo

dos extratos.



A busca por métodos mais eficazes para determinar residuos de
agrotoxicos deve ser estimulada tanto sob o ponto de vista ambiental como da
toxicologia analitica [5-8]. Em funcdo disso, neste trabalho foram conduzidos
estudos de otimizacéao, validacéo, estabilidade e efeito de matriz na analise de
carbamatos pela técnica de extracdo com particAo em baixa temperatura em

adgua mineral, achocolatado, suco de uva, bolo e brigadeiro.

1.1  Agrotéxicos — Carbamatos

Os agrotoxicos sao substancias utilizadas no controle de pragas que
atacam culturas. A utilizacdo dessas substancias tem efeitos sobre a fauna
principalmente nas espécies do topo da cadeia alimentar, quando estas se
alimentam de insetos e pequenos vertebrados que estiveram em contato com o
produto toxico, o que representa um grande problema de conservacdo da
natureza [9]. E evidente que o uso desses produtos trouxe beneficios a
humanidade, entretanto tem sido crescente a preocupacdo mundial sobre os
efeitos prejudiciais desses produtos ao homem [10].

O uso de agrotdéxicos deixou de ser uma questdo relacionada
especificamente a producdo agricola e se transformou em um problema de
saude publica, uma vez que seu consumo dobrou nos ultimos 10 anos. O Brasil
ocupa o primeiro lugar na lista de paises consumidores desses produtos
quimicos, tendo utilizado, em 2009, mais de 1 bilhdo de litros de agrotdxicos
[11]. Estes dados mostram a necessidade crescente de pesquisas cada vez
mais rigorosas sobre a conveniéncia do uso dessas substancias e 0s riscos
para a saude publica.

Os agrotéxicos dividem-se em quatro grupos principais: organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretrdides (os Unicos relativamente pouco
toxicos para os vertebrados). O grupo dos carbamatos se destaca pela sua alta
toxicidade para mamiferos e sua utilizacéo ilegal e indiscriminada como raticida
[12].

Os carbamatos séo derivados do acido carbamico (Figura 1)
apresentando instabilidade em condicbes neutras e alcalinas, a temperatura
ambiente. Os compostos deste grupo apresentam alta atividade inseticida;
baixa acdo residual e baixa toxicidade a longo prazo [13, 14]. Embora
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apresentem baixa persisténcia e tempos de meia vida curto, sofrem oxidacao

rapida e produzem compostos que sao tdo tdxicos quanto os mesmos [15].

(@) (b)

O——0
O—0

H2N/ \OH R'HN/ \OR

Figura 1. Formula estrutural (a) acido carbamico; (b) geral de carbamato.

Estudos recentes mostram a degradacdo dos carbamatos em
alimentos [16], solo [17, 18] e aguas superficiais [19]. Os produtos de hidrélise
sdo compostos sem atividade inseticida ou com pouca atividade inseticida e
pouco toxicos a outros organismos. Ja os produtos da oxidacdo séo inibidores
colinesterasicos [20].

Os principais compostos deste grupo, com seus respectivos nomes
comerciais sdo: carbaryl (Sevin®), aldicarb (Temik®) e carbofuran (Furadan®).
As estruturas quimicas e principais caracteristicas [21-23] desses compostos
estdo apresentadas no Quadro 1.

O aldicarb [2-metil-2(metiltio)-propionaldeido-O-(metil-carbonoil)-oximal]
é utilizado para controle sistémico de uma grande variedade de insetos, acaros
e nematoides, sendo comercializado como Temik® ou Temik 150. E registrado
para uso em culturas como cana-de-acUcar, frutas citricas, batata, café, e

também em plantas ornamentais [20].



Quadro 1. Caracteristicas dos carbamatos aldicarb, carbofuran e carbaryl

Composto Aldicarb Carbofuran Carbaryl
Massa molar
(g mol™) 190,25 221,25 201,22
CH, OCONHCH, OCONHCH,
|
Estrutura S PR O CH
quimica CH,S C|3 CH=NOCONHCH, 3 OO
CH, CH,
Solubilidade
em agua
6,0 0,7 0,04
(gL 20°C)
Presséo de
vapor
° ° 0,0416 (25 °C
(mPa) 13,0 (25 °C) 2,66 (33 °C) ( )
Coeficiente
de particao
octanol-agua 1,08 L13 2,36
(log Kow)
o oraen : :
gxg 850
Principais
produtos de
degradacao Aldicarb sulfona e aldicarb sulféxido 3-hidroxicarbofuran e 3-cetocarbofuran 1-naftol

O carbofuran é um inseticida nematicida sistémico do grupo dos

carbamatos conhecido

dimetilbenzofurano-7-metilcarbamato

nome
[23].

quimico

Conforme

2,3-diidro-2,2-
recomendacdes da

ANVISA [24] o inseticida carbofuran esta registrado para controle de diversas
pragas em culturas como: café, algodao, arroz irrigado, repolho, amendoim,
trigo, cana de agucar, milho, alface, batata, tomate, tabaco e uva. Os produtos
comerciais, contendo como ingrediente ativo carbofuran, mais utilizados na
cultura de arroz irrigado s&o Furadan 50 G e Furadan 100 G (contendo 5% e
10% do ingrediente ativo, respectivamente). Esses produtos sé&o
comercializados em formulagbes granuladas [24].

O carbaryl € um inseticida conhecido quimicamente como 1-naftil-N-
metilcarbamato [25]. No Brasil o carbaryl é comercializado com varios nomes
entre 0s quais: Sevin 480 SC, Sevin 850 PM, Carbaryl Fersol P6 75, Carbaryl
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Fersol 480 SC e Carbaryl Fersol 850 PM, estando registrado em algumas
formulagbes para uso em mais de 13 culturas como abacaxi, abobora, algodéo,
alho, banana, batata entre outras [26].

1.2 IntoxicagOes

A presenca de residuos de agrotoxicos em alimentos € um assunto que
preocupa consumidores e 6rgados de saude publica devido ao potencial de risco
a saude que pode advir da exposicdo humana a esses compostos.

A identificacdo desses compostos em diferentes matrizes como também
a sua quantificacdo é de interesse para controle de qualidade de alimentos
tanto como na area criminal uma vez que tem crescido significativamente o
namero de intoxicagcdes em humanos [5, 27-31] e animais [32, 33].

A toxicidade dos carbamatos para mamiferos € influenciada pelo veiculo
e pela via de exposi¢cdo. Uma vez absorvido, os carbamatos sédo rapidamente
distribuidos nos tecidos e o6rgdos. O metabolismo e a eliminacdo sédo
relativamente rapidos, e ndo ha evidéncias de haver bioacumulacdo de
carbamatos [34].

Do ponto de vista toxicologico, o aldicarb é o mais toxico dentre os
carbamatos [35]. Sua dose letal (DLsg) oral em ratos é de 1,0 mg kg™ [21],
sendo que a do carbofuran e carbaryl é de 8,0 mg kg” e 850 mg kg™,
respectivamente [22, 23].

Trotter et al (1991) [36] relatam que algumas espécies de peixes
podem ser afetadas quando expostas ao carbofuran em concentracfes de até
80 pg L™ (0,08 mg L™ por curtos periodos de tempo. Sintomas subletais j& sdo
observados, tais como: hipoatividade, paralisia corporal, curvatura lateral da
espinha, perda de equilibrio e paralisia da boca. Entretanto, os residuos de
carbofuran sdo depurados do organismo em alguns dias. A hidroxilagdo do
carbofuran em 3-hidroxi-carbofuran, geralmente aumenta a solubilidade [36],
sendo mais facilmente excretado [37].

De acordo com Moraes (1999) [38] no Rio de Janeiro, a ocorréncia de
intoxicacbes € uma constante, pela utilizacdo ilegal do carbamato aldicarb

como raticida. O aldicarb é o carbamato de maior toxicidade disponivel no
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mercado, ndo tendo liberacdo para a sua producdo no pais. No Brasil, o
aldicarb pode apenas ser comercializado para fins agricolas. Entretanto, a
partir de 1989 comecgaram a aparecer nos grandes hospitais de emergéncia do
Rio de Janeiro e adjacéncias, casos crescentes de intoxicacdo aguda por
inibidor da colinesterase desconhecido, com indmeros O6bitos. Apoés
investigacOes, descobriu-se que se tratava principalmente do aldicarb,
agrotoxico que estava sendo de alguma forma, desviado do seu uso legal. Tal
produto é largamente vendido pelo comércio informal, com o nome de
"Chumbinho”. Além disso, o aldicarb muitas vezes esta associado a outros
produtos como o carbofuran e organofosforados no “Chumbinho” [10, 38].

As principais circunstancias de intoxicagdo por carbamatos sdo através
do contato acidental, intencional (suicidios e homicidios) e ocupacional [1]. Os
altimos dados divulgados recentemente pelo Sistema Nacional de Informacfes
Toxico-Farmacologicas (Sinitox) da Fiocruz sdo de 2008. Nesse ano, foram
registrados 85.925 casos de intoxicacdo humana. A maioria dos casos de 6bito
por intoxicagdo humana foi devido a agrotoxicos de uso agricola (32,65%)
sendo a principal circunstancia a tentativa de suicidio (58,76% dos casos). O
uso de medicamentos ficou em segundo lugar com 19,73% dos casos de Obito
registrados [39].

Nos ultimos dois anos, 157 casos envolvendo a contaminacdo de
alimentos e bebidas (carnes, café, leite, sopa, suco, biscoitos e chocolate)
contaminados com aldicarb foram relatados no Estado do Rio de Janeiro. A
maioria dos eventos criminais foram suicidio e homicidio [4]. A alta incidéncia
de intoxicacdes graves e mortalidade [40, 41], inclusive em criancas [42, 43],
sugerem estratégias preventivas a utilizacdo de carbamatos, a fim de restringir
0 acesso indiscriminado a esses agentes toxicos.

Casos de intoxicacdes por carbamatos sdo comuns, embora a grande
maioria ndo possua registros. Levigard (2001) [44] recomenda que seja dada
especial atencdo ao problema da subnotificacdo de casos de intoxicagdo em
trabalhadores expostos a agrotoxicos, com a efetiva utilizagdo por parte dos
profissionais de saude que atendem a populacéo rural, utilizando instrumentos
de notificacdo, conforme especificado pelo Manual de Vigilancia da Saude de
Populacdes Expostas a Agrotoxicos [45].

Na intoxicagdo por aldicarb, a inibicdo da acetilcolinesterase é dose-

dependente, ou seja, a inibicdo da acetilcolinesterase vai depender da
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quantidade ingerida, podendo haver casos de intoxicacdes que possam ser
reversiveis ou sintomatologia severa com morte rapida [46]. A mais baixa dose
letal de aldicarb é desconhecida, porém, estudos em voluntarios humanos
indicam que uma dose oral de 0,1 mg kg™, induzira sinais clinicos moderados
de toxicidade, entretanto, 0,26 mg kg™ produziria envenenamento agudo e
necessitaria de tratamento com uma solucao injetavel de sulfato de atropina
[12, 21, 47].

1.3 Métodos de analise

O emprego de técnicas de extracdo e quantificacdo com alta
sensibilidade e que permitam a identificacdo e quantificacdo de carbamatos em
diferentes matrizes como alimentos e bebidas tem se tornado cada vez mais
necessario. Estas necessidades tém surgido em razdo de cada vez mais
exigéncias da legislacdo. Outras exigéncias de cunho ambiental, forense e de
saude publica tém gerado também a procura e desenvolvimento de técnicas de
analise cada vez mais sensiveis, rapidas, de baixo custo e alta frequéncia
analitica. A separacéo, identificacdo e quantificacdo de carbamatos podem ser
feitas com exatiddo empregando a cromatografia gasosa e cromatografia
liguida, mas para tanto é necessario uma etapa prévia de extracao e
purificacao [7].

A técnica utilizada, estabelecida por normas internacionais para analise
de agrotoxicos n-metil-carbamatos (NMC) em &guas, é a injecdo direta da
amostra em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia [48]. Uma alternativa para estas analises € o emprego do
detector ultravioleta (CLAE/UV), que tem sido usado na andlise de carbofuran
[49, 50, 51], propoxur [52], aldicarb [50, 51] carbaryl [53] e metiocarb [51,53]
em agua e demais matrizes. Atualmente métodos enzimaticos [4] e a
cromatografia de ultra-alta pressdo (UPLC) [54] tém sido utilizados na analise
de carbamatos em alimentos como carne [4], castanha e pinh&o [54] .

Entretanto, para determinar residuos de agrotoxicos em alimentos e
matrizes ambientais, é necessario empregar uma técnica de extragcdo com

solvente, seguida por etapas de clean up [55]. Assim, novas técnicas de extra-



cdo tém sido utilizadas com a mesma finalidade como extracdo em fluido
supercritico [56], microextracdo em fase solida [57, 58], extracdo em fase sélida
[59, 60] dispersdo da matriz em fase sélida [61] e a extracdo com particdo em

baixa temperatura [62-66].

1.3.1 Extracdo com particdo em baixa temperatura

De modo geral, varios meétodos analiticos s&o propostos para
monitoramento ambiental, todavia, a maioria dos procedimentos gera residuos
quimicos e consequentemente, grande impacto ambiental. Recentemente, as
técnicas para analise de residuos de agrotéxicos em alimentos evoluiram
significativamente em termos de simplificacdo, minimizacdo e melhoria de
extracdo e purificacdo das amostras. A extracdo liquido-liquido (ELL) e a
sélido-liquido (ESL) com particdo em baixa temperatura (PBT) é uma dessas
técnicas simples, e apresenta vantagens em relacdo as demais técnicas de
extracdo. O método é pratico, com numero de etapas reduzido, alta frequéncia
analitica e principalmente com baixo consumo de amostra e de solventes
organicos [64].

O principio da extracdo liquido-liquido com particio em baixa
temperatura consiste em colocar a amostra liquida (ou sélida) em contato com
um solvente miscivel em agua e menos denso que esta, e que tenha ponto de
fusdo abaixo de -20 °C. Em seguida a mistura é agitada e levada ao freezer por
um tempo suficiente que permita a separacdo das fases. Apds
particionamento, a fase organica contendo os analitos (parte superior) é
removida e o0 extrato analisado por cromatografia, fornecendo boas

porcentagens de recuperacdo e limites de deteccdo de 0,25 ug L™ [63, 64].



1.4 Validacao

A necessidade de se mostrar a qualidade das medicbes quimicas,
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo
cada vez mais reconhecida e exigida. Para garantir que um novo meétodo
analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve
ser submetido a uma avaliagdo denominada validagdo. A validagdo de um
método € um processo continuo que comeca no planejamento de estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento [67].

Um processo de validacdo bem definido, documentado, com tratamento
estatistico dos dados, oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de
que os métodos e os sistemas sdo adequados para o0 uso desejado. No Brasil,
ha duas agéncias credenciadas para verficar a competéncia de laboratérios de
ensaio, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizac&o e Qualidade Industrial) [68]. No
ambito internacional 6rgdos como IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), FDA (United States Food and Drug Administration), 1SO
(International Organization for Standardization) exigem validacdo de métodos
analiticos como requisito fundamental no credenciamento para qualidade
assegurada e demonstracdo de competéncia técnica [10, 68]

Definicdes de parametros de validacdo séo diferentes entre os diversos
orgaos, embora, em sua maior parte, com o mesmo significado e objetivo. Uma
tentativa para harmonizar essas diferencas foi realizada para aplicacdes
farmacéuticas por meio da ICH (International Conference on Harmonization),
na qual representantes de industrias e agéncias de todo o mundo definiram
parametros e em alguns casos métodos analiticos [68].

Os parametros de desempenho analitico para validacdo de métodos
de separacdo sdo a seletividade e efeito de matriz, linearidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccéao, limite de quantificacdo e robustez [10, 67, 68]. O
efeito de matriz € um parametro importante porque tem como objetivo avaliar
se 0s componentes da matriz iterferem no sinal do analito [10]. Estas
interferéncias podem aumentar a resposta do equipamento para o analito ou
diminui-la [69, 70]. Trabalhos publicados recentemente demonstraram efeito de

matriz na determinacdo de residuos de agrotoxicos por cromatografia gasosa
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[70] e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector espectrométrico de
massas [71, 72].

No tratamento estatistico da linearidade das curvas analiticas,
recomenda-se fazer o ajuste exploratorio dos dados de cada curva pelo Método
dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) [73, 74]. Os valores dispersos
devem ser confirmados e tratados [75, 76]. A normalidade [77],
homoscedasticidade [78, 79], independéncia dos residuos da regressao e o
ajuste ao modelo linear também devem ser verificados [80, 81]. O valor de
coeficiente de deteminacdo (R?) é apenas um indicativo do ajuste dos dados ao
modelo matematico escolhido, ndo devendo ser o Unico parametro escolhido

para avaliar a linearidade dos experimentos [10].

1.5 Objetivos

Esse trabalho foi dividido em sete etapas, estruturadas em cinco
capitulos, uma introducdo geral e uma conclusdo geral. No capitulo 1 foi
realizada a otimizacdo e validacdo da técnica de extracao liquido-liquido com
particio em baixa temperatura (ELL-PBT) para determinacdo de trés
carbamatos (aldicarb, carbofuran e carbaryl) em amostras de agua por CLAE-
UV. Posteriormente a técnica otimizada e validada foi aplicada em amostras
“reais”. Esse trabalho foi publicado em 2010, no jornal Analytica Chimica Acta,
volume 671, paginas 41 a 47.

A extracdo com particdo em baixa temperatura também foi otimizada e
validada para andlise de carbamatos em amostras de interesse forense, como
bebidas (suco de uva e bebida lactea achocolatada) (capitulo 2) e em bolo e
brigadeiro (capitulo 3). A quantificacdo dos agrotéxicos foi feita por CLAE-UV.
O capitulo 2 foi submetido ao periddico Journal of Forensic Sciences.

No capitulo 4 estudou-se a estabilidade do aldicarb e carbofuran em
agua mineral, suco de uva, achocolatado, bolo e brigadeiro, por um periodo de
vinte e oito dias. Os fatores avaliados na estabilidade desses carbamatos foram
a temperatura de armazenamento, a adicdo de sal e a luz. Além disso,
avaliou-se a estabilidade dos compostos em agua mineral a diferentes valores

de pH por um periodo de vinte e oito dias.
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Por fim, no capitulo 5 sdo apresentados os trabalhos de avaliacdo do
efeito de matriz em amostras de agua mineral, achocolatado, suco de uva, bolo
e brigadeiro na resposta cromatogréfica de aldicarb, carbofuran e carbaryl,
analisados por CLAE-UV.

1.6 Referéncias Bibliograficas

[1] FIOCRUZ. Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.
<http://www.fiocruz.br/sinitox>

[2] R. D. Alves. Dissertacédo (Mestrado em Agroquimica) - Universidade Federal
de Vicosa, UFV, 2010.

[3] N. M. Aragéo, M. C. C. Veloso, J. B. Andrade. Quim. Nova 32 (2009) 2476-
2481.

[4] B. D. Sabino, T.G. Torraca, C. M. Moura, H. F. Rozenbau, M. V. C. Faria,
J. Forensic Sci. 55 (2010) 808-812.

[5] E. Lacassie, P. Marquet, J. M. Gaulier, M. F. Dreyfuss, G. Lachatre, For. Sci.
Int. 121 (2001) 116-125.

[6] F. A. Tarbah, H. Mahler, O. Temme, T. Daldrup, For. Sci. Int. 121 (2001)
126-133.

[7] C. Basheer, A. A. Alnedhary, B. S. M. Rao, R. Balasubramanian, H. K. Lee,
J. Chromatogr. A 1216 (2009) 211-216.

[8] K. Granby, J. H. Andersen, H. B. Christensen, Anal. Chim. Acta 520 (2004)
165-176.

[9] J. C. Moreira, S. C. Jacob, F. P. Peres, A. Meyer, Ciéncia e Saude
Coletiva. Vol. 7. S&do Paulo, 2002.

[10] M. Passagli, Toxicologia Forense- Teoria e pratica, 2 ed. Millenium,
Campinas, 20009.

[11] SINDAG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola) 2010. Brasil lidera uso mundial de agrotoxicos.
<http://www.sindag.com.br/noticia.php?News_ID=1755>.

[12] L. H. Machermer, M. Pickel, J. Chromatogr. A 664 (1994) 289-294.

[13] S.Hatrik, J. Tekel, J. Chromatogr. A 754 (1996) 397-410.

[14] A. F. Midio, D. | Martins, Herbicidas em alimentos, Livraria Varela: S&o
Paulo, 1997.

11


http://www.fiocruz.br/sinitox
http://www.sindag.com.br/noticia.php?News_ID=1755

[15] F. V. Parreira, E. B. Paniago, C. R. Carvalho, R. J. C. F. Afonso, R.
Ecotoxicol. e Meio Ambiente 11 (2001) 77-92.

[16] G. R. Almeida, F. G. R. Reyes, S. Rath, Quim. Nova, 24 (2001) 768-772.
[17] R. K. Osborn, S. G. Edwards, A. Wilcox, P. P.J. Haydock, Pest Manag. Sci.
66 (2010) 253-261

[18] S. Ye, K. Peng, A. T. Lingjun, Lemley, Water Environ. Res. 81 (2009) 29-
39.

[19] Y. Ma, M. Kumar; J. Lin, J. of Environ. Sci. and Health 44 (2009) 914 —
920.

[20] J. F. Risher, F. L. Mink, J. F. Stara, Env. Health Perspec. 72 (1987) 267-
281.

[21] WHO. Environmental Health Criteria. Aldicarb. Who Technical Report
Series, N. 53, (1989).
<http://www.inchem.org/documents/pds/pds/pest53_e.htm>

[22] WHO. Environmental Health Criteria. Carbaryl. Who Technical Report
Series, N. 3, (1989). <http://www.inchem.org/documents/pds/pds/pest3_e.htm>
[23] WHO. Environmental Health Criteria. Carbofuran. Who Technical Report
Series, N. 56, (1989).
<http://www.inchem.org/documents/pds/pds/pest56_e.htm>

[24] ANVISA. Relatério do Agrotoxico.
<http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_agrotoxico.asp>

[25] E. Andrei, Compéndio de defensivos agricolas. S&do Paulo: ANDREI, 506p
1996.

[26] ANVISA.Monografia do carbaril.
<http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_ingrediente.asp?iVarAux
=1&CodIng=73>

[27] P. Proenca, H. Teixeira, M.C. Mendonga, F. Castanheira, E. P. Marques,
F. Corte-Real, D. N. Vieira, For. Sci. Int. 146 (2004) 79-81.

[28] K. Ameno, S. Lee, S. In, J. Yang, Y. Yoo, S. Ameno, T. Kubota, H.
Kinoshita, I. ljiri, For. Sci. Int. 116 (2001) 59-61.

[29] T. Parron, A. F. Hernandez, E. Villanueva, For. Sci. Int. 79 (1996) 53-63.
[30] H. Teixeira, P. Proenca, M. Alvarenga, M. Oliveira, E. P. Marques, D. N.
Vieira, For. Sci. Int. 143 (2004) 199-204.

[31] Q. Liu, L. Zhou, N. Zheng, L. Zhuo, Y. Liu, L. Liu, For. Sci. Int. 193 (2009)
88-94.

12


http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713597268
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713597268~tab=issueslist~branches=44#v44
http://www.inchem.org/documents/pds/pds/pest3_e.htm%3e
http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_agrotoxico.asp
http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_ingrediente.asp?iVarAux=1&CodIng=73
http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_ingrediente.asp?iVarAux=1&CodIng=73

[32] Y. Wang, P. Kruzik, A. Helsberg, I. Helsberg, W. Rausch, For. Sci. Int.169
(2007) 157-160.

[33] R. Akcan, A. Hilal, N. Daglioglu, N. Cekin, M. K. Gulmen, For. Sci. Int. 189
(2009) 82-87.

[34] R. L. Baron, Carbamate Insecticides, 3, 1125-1190, 1991.

[35] J.Grendon, F.Frost, L. Baum, Vet. Human Toxicol. 36 (1994) 218-223

[36] D. M. Trotter, R.A. Kent, M.P. Wong, Environ. Control 21 (1991) 137-176.
[37] M. P. Mezzari, Dissertacdo, Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Florianopolis, 2000.

[38] A. C. L. Moraes, Dissertacdo, Escola Nacional de Saude Publica; Rio de
Janeiro, 1999.

[39] FIOCRUZ. Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.
<http://www.fiocruz.br/sinitox_novo/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=319>

[40] M. L. F. Oliveira, A. A. Buriola, Rev Gaucha Enferm. 30 (2009) 648-55.

[41] V. S. M. C. Salvio, M. A. Babinski, E. A. C. Loaysa, Acta Scientiae
Medica_On line 2 (2009) 22-28.

[42] O GLOBO, Jornal. <http://oglobo.globo.com/sp/mat/2009/03/19/bolo-
envenenado-leva-tres-criancas-para-hospital-em-sao-paulo-754907896.asp>
[43] G. L. Werneck, M. H. Hasselmann, Rev. Assoc. Med. Bras., 55 (2009) 302-
307.

[44] Y. E. Levigard, (Dissertacdo) FUNDACAO OSWALDO CRUZ, RIO DE
JANEIRO, 2001.

[45] OPAS/OMS Manual de Vigilancia da Saude de Populacbes Expostas a
Agrotoéxicos. Brasilia. (1996).

[46] C. Ragoucy-Sengler, Human & Experimental Toxicology, 19 (2000) 657-
662.

[47] L. Q. A. Caldas, Pesticide Safety News, 2 (1998) 2 - 12.

[48] U.S. Environmental Protection Agency, National Survey of Pesticides in
Drinking Water Wells, Phase Il Report, EPA 570/9-91-020, 1992.

[49] K. W. Beauchamp, D. D. W. JR. Liu, E.J. J. JR. Kikita, J. Assoc. Anal.
Chem. 72 (1989) 845-847.

[50] R. J. Bushway, Bull. Environ. Contam. Toxicol. 49 (1992) 1-9.

[51] P. Parrila, Fresenius J. Anal. Chem. 350 (1994) 633-637.

[52] Y. J. Kumar, Environ. Sci. Health, B18 (1983) 757-765.

[53] J. T. Moreno, D. M. J. S. Delgado, Anales de Quimica, 91(1995) 365-373.

13


http://www.fiocruz.br/sinitox_novo/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=319
http://oglobo.globo.com/sp/mat/2009/03/19/bolo-envenenado-leva-tres-criancas-para-hospital-em-sao-paulo-754907896.asp
http://oglobo.globo.com/sp/mat/2009/03/19/bolo-envenenado-leva-tres-criancas-para-hospital-em-sao-paulo-754907896.asp

[54] L. Qin-Bao, X.Yuan-Yuan, S. Huan. J. Chromat. Scienc. 48 (2010) 7-11.
[55] Z.Sharif, Y. B. C. Man, N. S. A. Hamid, C. C. Keat, J. Chromatogr. A 1127
(2006) 254-261.

[56] G. S. Nunes, T. C. R. Santos, D. Barceld, A. S.Pimenta, M. L. Ribeiro,
Quim. Nova 25 (2002) 214-220.

[57] A. Sanusi, V. Guilet, M. Montury, J. Chromatogr. A 1046 (2004) 35-40.

[58] L. J. Krutz, S. A. Senseman, A. S. J. Sciumbato, J. Chromatogr. A 999
(2003) 103-121.

[59] B. Albero, C. S. Brunete, J. L Tadeo, Talanta 66 (2005) 917-924.

[60] Lancas, F. M.; Extracdo em Fase Soélida, Editora Rima, Sao Carlos, 2004.
[61] G. P. Pinho, A. A.Neves, M. E. L. R. Queiroz, Quim. Nova 32 (2009) 92-98.
[62] H.P.Vieira, A. A. Neves, M. E. L. R. Queiroz, Quim. Nova 30 ( 2007) 535-
540.

[63] S. M. Goulart, M. E. L. R. Queiroz, A. A. Neves, J. H. Queiroz, Talanta 75/5
(2008) 1320-1323.

[64] S. M. Goulart, R. D. Alves, A. A. Neves, J. H. Queiroz, T. C. Assis, M. E.
L. R. Queiroz, Anal Chim Acta 671 (2010) 41-47.

[65] G. P. Pinho, A. A. Neves, M. E. L. R. Queiroz, F. O. Silvério, Food Chem.
121 (2010) 251-256.

[66] G. P. Pinho, A. A. Neves, M. E. L. R. Queiroz, F. O. Silvério, Food Control
21 (2010) 1307-1311

[67] M. Ribani, C. B. G.Bottoli, C. H. Collins, I. C. S. F. Jardim, L. F. C. Melo,
Quim. Nova 27 (2004) 771-780.

[68] R. L. M. Moreau, M. E. P. B. Siqueira, Toxicologia Analitica, Rio de
Janeiro: Editora Guanabara Koogan, 318p, 2008.

[69] A. Kruve, I. Leito, K.Herodes, Anal Chim Acta 651 (2009) 75-80.
[70] G. P. Pinho, A. A. Neves, M. E. L. R. Queiroz, F. O. Silvério. Quim Nova 32
(2009) 987-995.

[71] N. Mazzella, F. Delmas, B. Delest, B. Méchin, C. Madigou, J. of Environ.
Monitoring 11 (2009) 108-115.

[72] A. Kruve, A. Kunnapas, K. Herodes, I. Leito, J. Chromatogr A. 2008 11
(2008) 58-66.

[73] P. C, Meyer, R. E, Zund, Statistical methods in analytical chemistry. New
York: John Wiley & Sons, 1993.

[74] S. V.C. Souza, R. G. Junqueira, Anal. Chim. Acta 552 (2005) 25-35.

14


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Chromatogr%20A.');

[75] D. A. Belsley, E. Kuh,; R. E. Welsch, Regression diagnostics: identifying
influential data and sources of collinearity. New York: Wiley, 1980.

[76] W. Horwitz, Pure Appl. Chem. 67 (1995) 331-343.

[77] T. A. Ryan, B. L. Joiner, Normal probability plots and tests for normality.
The State College: Pennsylvania State University, 1976.

[78] H. Levene, Robust tests for equality of variances. In: Olkin, I.; Ghurye,
S.G.; Hoeffding, W.; Madow, W.G.; Mann, H.B. (Ed.) Contributions to probability
and statistics. Stanford: Stanford University Press, 1960.

[79] M. B. Brown, A. B. Forsythe, Robust tests for the equality of variances. J.
Am. Stat. Assoc. 69 (1974) 364-367.

[80] J. Durbin, G. S. Watson, Testing for serial correlation in least squares
regression ii. Biometrika 38 (1951) 159-178.

[81] N. Draper, H. Smith, Applied regression analysis. New York: Wiley. 1998.

15



CAPITULO 1

OTIMIZACAO E VALIDACAO DA TECNICA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA PARA DETERMINACAO DE
CARBAMATOS EM AGUA POR CLAE-UV

1.1 INTRODUCAO

O uso de inseticidas granulados como os carbamatos, em culturas de
batata, citrus, café entre outros, é uma pratica comumente adotada, que pode
levar a contaminacBes das aguas superficiais e subterraneas. O uso
indiscriminado desses produtos é decorrente de sua eficiente acdo sistémica
nas plantas e suas excelentes propriedades praguicidas. Contudo, sao
extremamente toxicos a organismos nado alvos, incluindo mamiferos, aves e
peixes, de maneira que a contaminac¢ao de recursos hidricos com residuos de
carbamatos pode colocar em risco ndo apenas 0s seres humanos, mas
também a fauna aquética [1,2].

A utilizacdo de carbamatos, sem os cuidados necessarios, tem
contribuido para a degradacdo ambiental, contaminacdo dos alimentos e
aumento dos casos de intoxica¢des acidentais. Além desses casos, um outro
problema de saude publica no meio rural brasileiro, sdo os casos de
intoxicagdes intencionais, suicidios e dos crimes de homicidio [3].
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Os carbamatos estdo incluidos na lista de poluentes prioritarios da
United States Environmental Protection Agency (EPA) [4], que devem ter a
utilizacdo controlada. Alguns compostos deste grupo, com seus respectivos
nomes comerciais sao: carbaril (Sevin), aldicarb (Temik), carbofurano
(Furadan), e dentre estes o composto aldicarb destaca-se como o principal alvo
da lista de agrotoxicos controlados pelo EPA devido a sua elevada toxicidade
para mamiferos [4]. As estruturas desses compostos sdo apresentadas na

Figura 1.1.
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Figura 1.1: Estrutura do Aldicarb, Carbofuran e Carbaryl.

A elevada toxicidade dos carbamatos, mesmo em baixas concentragdes,
requer um particular interesse na sua determinagdo em diversas matrizes. A
determinacdo desses carbamatos em diferentes matrizes como agua [4,5], solo
[6,7,8], ar [9], fluidos biolégicos [10], alimentos [11,12] é bem descrita na
literatura. Isto reflete a importancia destes estudos, pois a intoxicacdo por
esses compostos afetam o sistema nervoso por interrupcdo da enzima que
regula a acetilcolina, um neurotransmissor, podendo levar o organismo a morte
[13].

Além disso, atualmente, com a crescente reducdo na disponibilidade de
agua potavel para as atividades humanas, o0 monitoramento de agrotoxicos na
agua, solo e alimentos constitui um indicador importante para garantir que sua
utilizacdo seja feita de forma adequada, ndo colocando em risco as aguas
naturais e a saude publica [13,14].

No Brasil, a concentracdo maxima para carbaryl em agua é estabelecida
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) sendo igual a 0,02 pg L
! 70,0 yg L™ para as Classes | e IIl, respectivamente [15]. Nesse sentido, alta
sensibilidade é requerida nos métodos analiticos. Em andlises com interesses

forenses, como de alimentos e aguas, para investigacado de crimes ambientais,
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tentativas de homicidios e suicidios, causados pelo uso acidental ou proposital
destes compostos, a sensibilidade nédo é tao relevante, sendo a seletividade o
fator mais importante a ser considerado. Entretanto, em matrizes biologicas a
analise quantitativa deve ser realizada.

A técnica utilizada, estabelecida por normas internacionais para analise
de pesticidas n-metil-carbamatos (NMC) em aguas, € a injecdo direta da
amostra em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia [16,17]. Uma técnica alternativa para estas andlises € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE/UV),
que tem sido empregada na analise de carbofuran [18,19,20], propoxur [21,22],
aldicarb [19,20], carbaryl [22] e metiocarb [20,22] em &gua e demais matrizes.

Entretanto, para determinar residuos de agrotéxicos em alimentos e
matrizes ambientais, é necessario empregar uma técnica de extracdo com
solvente, seguida por etapas de clean up [23]. Assim, novas técnicas de extra-
cdo tém sido utilizadas com a mesma finalidade como extracdo em fluido
supercritico [24], microextracdo em fase sélida [25,26], extracdo em fase soélida
[27,28,29] e dispersdo da matriz em fase sélida [30]. De modo geral, os
métodos analiticos estdo bem estabelecidos para monitoramento ambiental,
todavia, a maioria dos procedimentos gera residuos quimicos e
consequentemente, grande impacto ambiental.

Uma variacdo da técnica de extracdo liquido-liquido foi desenvolvida
para extracdo de pesticidas em plantas e tecidos de animais, em que 0s
materiais gordurosos eram separados por precipitagdo em baixa temperatura
[31].

Recentemente, a técnica extracao liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ELL-PBT) foi otimizada no Laboratorio de Quimica Analitica-
Universidade Federal de Vicosa- (LAQUA-UFV), para andlise de piretréides em
agua e leite [32,33], visando diminuir os impactos ambientais causados pelo
uso de solventes organicos. Os resultados foram muito promissores para a
area da quimica analitica, pois esta técnica apresenta algumas vantagens em
relacdo as demais técnicas de extracao liquido-liquido convencionais, uma vez
gue é pratica, com um numero de etapas reduzido e principalmente com um
baixo consumo de amostras e de solventes organicos.

Neste trabalho procurou-se adaptar, otimizar e validar a técnica de

extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) para
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determinacao de trés carbamatos (aldicarb, carbofuran e carbaryl) em amostras
de agua por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta
(CLAE-UV). As melhores condi¢cfes de extracdo e andlise simultdnea dos trés
carbamatos foram otimizadas e posteriormente validadas com relacdo as
principais figuras de mérito: exatiddo, precisdo, limites de deteccdo e

quantificacao, linearidade, sensibilidade e seletividade.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Equipamentos

Foi utilizado um cromatografo a liquido Shimadzu LC 20AT equipado
com um detector UV/VIS Shimadzu SPD 20A, forno da coluna, Shimadzu CTO
10ASVP, injetor automatico Shimadzu SIL 10AF; sistema de integracdo Lab
Solutions da Shimadzu; Banho ultra-sénico Maxi Clean 750- Unique (saida de
150 W e freqiéncia de 33 kHz).

1.2.2 Condi¢des cromatograficas

As seguintes condicbes cromatograficas foram ajustadas para
determinacdo simultanea de aldicarb, carbofuran e carbaryl por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia): Coluna Phenomenex Luna 3 um, C18,
100 A 150 x 4,6 mm; fase movel: agua destilada (filtrada em filtro de 40 um):
acetonitrila 65:35 v:v, vazdo da fase mével: 0,8 mL min™, temperatura da
coluna: 35 °C e volume de injecdo 20 pL. Detector de UV em dois
comprimentos de onda (Dual mode) (A: 195 nm-aldicarb e carbofuran e 213 nm

- carbaryl).
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1.2.3 Reagentes e solucbes

As solucbes empregadas foram preparadas a partir de padrdes de
aldicarb (99,9% m/m — Sigma Aldrich), carbaryl (99,8% m/m — Sigma Aldrich),
carbofuran (99,9%m/m — Sigma Aldrich), utilizando como solvente acetonitrila
(J.T. Baker/ CLAE). O solvente acetonitrila (J.T. Baker, grau CLAE) foi
empregado como extrator e eluente. Os solventes metanol (Mallinckrodt, grau
CLAE) e acetato de etila (Mallinckrodt, grau CLAE) foram empregados como
extratores. Foi utilizado o adsorvente octadecil (C18- PR Cola) para os estudos
de comparacao de métodos.

As solucbes padrdo estoque na concentracdo de 1000,0 mg L™ de
aldicarb, carbofuran e carbaryl foram preparadas individualmente em
acetonitrila (J.T. Baker, grau CLAE) e armazenadas em freezer. A partir de
diluicdes das solucdes estoque foi preparada uma solucdo padrao de trabalho

contendo os trés carbamatos na concentracdo de 5,0 mg L™.

1.2.4 Preparo de amostras fortificadas

No processo de otimizacdo e validacdo do método foram utilizadas
amostras de agua destilada (isentas de agrotoxicos) fortificadas com solucéo
padrdo de trabalho contendo os trés agrotéxicos (aldicarb, carbofuran e
carbaryl) na concentracdo de 10,0 mg L. As amostras de agua fortificadas

foram deixadas em repouso por 3 horas.

1.2.5 Otimizacao da técnica extracdo liquido-liquido com particdo em baixa

temperatura
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Nesta técnica a amostra de agua é colocada em contato com solvente
organico, agitada por um tempo a ser determinado e levada ao freezer para

separacdo das fases. ApOs particdo, o extrato organico é analisado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

1.2.5.1 Planejamento fatorial

Para otimizagcdo da técnica ELL-PBT foi empregado um planejamento
fatorial completo, 2°, para avaliacdo do comportamento simultaneo de trés
fatores: tempo de extracdo em banho ultrassénico, concentracdo salina e
propor¢do entre o volume de agua e solvente extrator. Os trés fatores foram
estudados em dois niveis e as andlises foram realizadas em duplicata. Os
dados do planejamento sdo mostrados na Tabela 1.1. Os niveis dos trés
fatores utilizados no planejamento fatorial foram estabelecidos em
experimentos prévios. A adicdo de sal foi utilizada no nivel maximo que
permitia ainda a existéncia de uma fase Unica entre os solventes, dgua e

acetonitrila.
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Tabela 1.1: Planejamento fatorial 2° para amostras de agua fortificadas (10 mg

L™
Fatores codificados Fatores Originais

(1) Tempo de (2) Adicao de (3) Proporcéao

extracao NacCl H,O:CH5;CN
Ensaios F(1) F(2) F(3) (min) (% miv) viv)
le?2 - - - 2 0 11
3e4d + - - 10 0 11
5eb6 - + - 2 1,5 11
7e8 + + - 10 1,5 11
9el0 - - + 2 0 1.2
11e12 + - + 10 0 1.2
13e 14 - + + 2 1,5 1:2
15e16 + + + 10 1,5 1:2

Em frasco de vidro transparente com tampa e septo de Teflon®, de 22
mL de capacidade, foram adicionados 2,00 mL de agua fortificada com padrdes
dos trés carbamatos em concentracdo de 10,0 mg L™. A adicdo de sal das
amostras foi mantida em niveis iguais aos previstos no planejamento, pela
adicdo de NaCl. Foram adicionados volumes de 2,00 ou 4,00 mL de
acetonitrila, correspondentes aos niveis (-) e (+) do planejamento fatorial. Essa
solucéo foi mantida em banho ultrassénico, por 2 ou 10 min correspondentes
aos niveis (=) e (+) do planejamento fatorial. Essas amostras foram deixadas
em freezer a (-20 £ 5 ) °C por 3 h para separacdo das fases. ApOs esse
periodo, foi retirado 1,00 mL da fase organica. Esse extrato foi armazenado em
frasco de vidro em freezer até o momento da analise cromatografica.

As melhores condi¢des do planejamento foram avaliadas em funcéo da
porcentagens de extracao obtidas em cada ensaio. Esses dados foram tratados

empregando os programas Excell® e Origin®.
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1.2.6 Validacdo do método

A técnica otimizada foi validada com relacdo aos seguintes parametros
de desempenho: seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacao,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo (ensaio de
recuperacdo e comparacdo de métodos), de acordo com recomendacdes do
International Conference on Harmonization [34] e de outras publicacfes
semelhantes [35-37].

No tratamento estatistico da Linearidade das curvas analiticas, foi
realizado o ajuste exploratério dos dados de cada curva pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) [38, 39]. Os valores dispersos foram
confirmados e tratados pelo teste dos residuos padronizados Jacknife, o qual
foi aplicado sucessivamente até que novos valores dispersos ndo fossem
detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de
resultados [40, 41]. Violacdes das premissas relacionadas a analise de
regressao foram avaliadas: normalidade pelo teste de Ryan & Joiner [42],
homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado [43] e teste de Brown &
Forsythe [44] e independéncia dos residuos da regressao pelo teste de Durbin
& Watson [45]. Testes F foram conduzidos para verificar 0 ajuste ao modelo
linear por meio da avaliacdo das significancias da regressao e do desvio da
linearidade [46].

A exatiddo do método foi avaliada, em triplicata, por ensaios de
recuperacdo em trés niveis de concentracdo e por comparagdo com dois
métodos de extracdo citados na literatura. O método 1, extracdo em fase
sélida, emprega octadecilsiloxano (C-18) como adsorvente e acetonitrila como
eluente, para analise de carbamatos em agua [3]. Apoés condicionamento dos
cartuchos (C-18) com 3,0 mL de acetonitrila, aliquotas de 100 mL de agua
foram introduzidas no cartucho e os compostos adsorvidos eluidos com 3,0 mL
de acetonitrila. Apds essa etapa, as amostras foram concentradas até 0,9 mL
sob fluxo suave de N, e adicionado 1,1 mL de agua deionizada para
reconstituir a proporcdo da fase mével (acetonitrila: agua 45: 55) e analisadas
por CLAE-UV.
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O método 2 emprega a extracéo liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura para determinacdo de piretréides em agua otimizada por Vieira et
al, (2007) [32]. Nesse método, a 4,00 mL de agua com 0,02 mol L™ de NaCl
foram adicionados 8,00 mL de acetonitrila. Essa solucdo foi mantida sob
agitacdo mecanica, em mesa agitadora por 15 min a temperatura ambiente e
sob agitacdo suave. Essas amostras foram deixadas em freezer a
aproximadamente -20 °C por 12 h. Apos esse periodo, a fase orgéanica liquida
foi passada por um papel de filtro com sulfato de sodio anidro sendo o papel
de filtro previamente lavado com acetonitrila. A fase aquosa congelada foi
descartada e os extratos foram ajustados para 8,00 mL de acetonitrila e
analisados por CLAE.

1.2.7 Aplicagdo da técnica ELL-PBT

O método otimizado e validado foi aplicado para determinacdo dos
agrotoxicos em trés amostras de agua mineral de diferentes marcas, em agua
de abastecimento publico de Vigcosa-MG e em seis amostras de rios da Zona
da Mata Mineira, nos municipios de Manhuacu, Matipo, Raul Soares e Sao
José do Goiabal. A coleta foi realizada nos periodos de junho a julho de 2009,
a uma profundidade de aproximadamente 50 centimetros da superficie das
aguas, em periodos sem chuvas e fora da época de plantio. Informacdes sobre
as aplicacdes de agrotoxicos sobre as culturas também foram observadas. Na
regido de Manhuacu, Matipo, Raul Soares predomina o cultivo de café e frutas
citricas, ja em Sao José do Goiabal apenas culturas para subsisténcia.

As amostras coletadas em frascos de vidro, sendo 0s recipientes
previamente higienizados com detergente, enxaguados com agua de torneira e
destilada, solucéo alcodlica, e finalmente rinsados por 2 vezes com a propria
amostra na hora da coleta, a fim de evitar contaminacdo por fontes externas.
No momento da coleta foram determinadas as condicbes de pH, temperatura
da agua, bem como temperatura do ar. As amostras foram colocadas em
frascos de vidro ambar (com capacidade de 1000 mL) fechados com tampas de
rosca. Os frascos foram identificados e conservados em caixa de isopor com
gelo até o acondicionamento final e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C, até o

momento da andlise, que foi aproximadamente 48 h apés a coleta.
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resposta do detector

Posteriormente estas amostras foram fortificadas com os carbamatos
(4,0 mg L) e analisadas para mostrar a eficiéncia do método para amostras

reais.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

1.3.1 Analise cromatografica

As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para andlise simultanea dos
carbamatos permitiram boa separacdo dos principios ativos conforme pode ser
observado no cromatograma apresentado na Figura 1.2.

Os picos, com tempos de retencéo (tgr) iguais a 7,935; 13,491 e 16,281

min correspondem a aldicarb, carbofuran e carbaryl, respectivamente.

my
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Figura 1.2. Cromatogramas de uma solucdo padrdo a 5,0 mg L™ de aldicarb
(tr = 7,935 min), carbofuran (tg = 13,491 min), e carbaryl (tr = 16,281 min) em
acetonitrila, a 195 nm ( ) e 213 nm (------ ).

Em funcdo da maxima absor¢édo apresentada pelos compostos na regido
do ultravioleta, as analises foram feitas com deteccdo simultdnea em dois

comprimentos de onda. O comprimento de onda de absorcdo para aldicarb e
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carbofuran foi de 195 nm e para carbaryl de 213 nm. O tempo total de analise

dos carbamatos foi de 18 minutos.

1.3.2 Otimizacao da técnica de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa

temperatura

No processo de otimizagdo da técnica de extracdo e andlise dos trés
carbamatos, os efeitos de trés fatores foram avaliados simultaneamente: o
tempo de extragcdo em banho ultrassénico, a concentracdo salina e a proporcéo
entre o volume de agua e acetonitrila. Nessa avaliacdo, um planejamento
fatorial 2% foi conduzido e os efeitos avaliados pelas porcentagens de
recuperacdo. Os ensaios, realizados em duplicata, geraram 16 respostas que
permitiram estimar 0s erros experimentais associados a determinacdo de cada
resposta média. Com essas repeticbes foi possivel, usando os programas
Excell® e OriginPro®, calcular as porcentagens de recuperacdo média, 0S
efeitos de cada fator e as interacdes entre os fatores na extracdo de cada um
dos carbamatos. Os erros associados a cada efeito e suas interacdes foram
avaliados pelo teste t para 95% de probabilidade (a = 0,05) e 8 repetigbes (n =
8). Os resultados da analise estatistica sdo apresentados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Porcentagens de recuperacdo média, efeitos de cada fator e
interacOes entre os fatores (+ estimativa do erro experimental) na extragao de
cada um dos carbamatos, obtidos nos experimentos do planejamento fatorial
para amostras de agua, pelo método ELL-PBT

Aldicarb Carbofuran Carbaryl
Recuperacédo média (%) 90,0+1,1 96,0+ 1,6 97,0+15
(1) Banho ultrassonico 18 +1,7 26+20 53*+19
(2) Adicdo de NaCl 4,6%+1,7 41+2,0 36+1,9
(3) ProporgéoH,0:CH3CN 17,8*+1,7 13,8+ 2,0 12,1*+ 1,9
1) e (2) 0,1+1,7 0,8+2,0 0,8+1,9
1) e (3) 0,6+1,7 2,1+2,0 28+1,9
2) e (3) 08+1,7 0,6 +2,0 0,1+1,9
1) e ) e @) 23+1,7 -0,1+2,0 0,6 +1,9

*( a >0,05) Os numeros em negrito correspondem a resultados significativos
em nivel de 95% de probabilidade pelo teste t

Os resultados da Tabela 1.2 mostram que, nos niveis avaliados, nao
houve interacdo significativa entre os fatores ao nivel de 95% de probabilidade
pelo teste t.

Um maior tempo de banho ultrassénico, aumenta em 5,3% a eficiéncia
de extracdo do carbaryl. O aumento da eficiéncia da extracdo com auxilio do
banho ultra-sénico também foi observado por Pinho et al. (2009) e Albero et al.
(2005) na extracdo de agrotoxicos em tomate e sucos de tomate,
respectivamente [30, 47]. As porcentagens de recuperacdo do aldicarb e do
carbofuran ndo foram alteradas pelo aumento do tempo do banho ultra-sénico.

A adicdo de sal no meio aumentou a porcentagem de recuperacao do
aldicarb em 4,6%. Esse efeito positivo é devido a solvatacdo dos ions pelas
moléculas de &gua, facilitando a migracdo dos carbamatos para a fase
orgénica. Para o carbofuran e carbaryl, houve um aumento na porcentagem de
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extracdo de 4,1 e 3,6%, respectivamente, embora este ndo tenha sido
considerado significativo.

A proporcéo do volume do solvente acetonitrila em relagdo ao volume de
amostra, de 1.1 para 1:2 (v/v) (amostra:acetonitrila), aumentou o rendimento de
extracdo de 17,8% para aldicarb, de 13,8% para carbofuran e de 12,1% para
carbaryl. Resultados semelhantes para propor¢cao solvente e amostra foram
encontrados na otimizacdo da técnica de ELL-PBT para piretroides em agua
[32]. Pelos resultados obtidos da analise estatistica, Tabela 1.2, os ensaios 15
e 16 que correspondem aos fatores tempo de banho ultrassénico de 10 min,
concentragdo de NacCl igual a 1,5% m/v, e proporgdo amostra:acetonitrila 1:2
v/v foram os escolhidos para dar continuidade ao desenvolvimento da

otimizacao e validacdo do método proposto.

1.3.3 Eficiéncia da particdo em baixa temperatura

O método de extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ELL-PBT), conforme relatado [32,33] apresenta um pequeno inconveniente, o
tempo para congelamento da fase aquosa. No sentido de melhorar a
freqUéncia analitica do método, procurou-se avaliar a eficiéncia da particdo na
separacao das fases pelo abaixamento da temperatura. A separacdo das fases
acontece com o abaixamento da temperatura e apés um periodo de 6 horas
ocorre o congelamento da fase aquosa. Acreditando que a transferéncia do
soluto para fase organica acontece predominantemente antes do congelamento
da fase aquosa, procurou-se quantificar esta transferéncia do analito em funcao

do tempo de resfriamento. Os resultados sédo apresentados na Figura 1.3.
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Figura 1.3: Porcentagens de recuperacao dos carbamatos em fungéo do

tempo de resfriamento no freezer (-20 °C).

Observou-se que um tempo de resfriamento abaixo de 2 horas a
porcentagem de recuperacdo € menor para os trés carbamatos. A partir de 3
horas, o equilibrio de particdo foi estabelecido e a porcentagem de extracao
permaneceu praticamente constante, possivelmente em funcdo do
estabelecimento de equilibrio quimico entre analitos, fases organica e aquosa,
ndo sendo observadas diferencas significativas ao nivel de 95% de
probabilidade pelo teste t. Desta forma, foi estabelecido um tempo de particao
de 3horasa (-20+5) °C.

1.3.4 Método ELL-PBT otimizado

O método otimizado para determinacdo de carbamatos em agua
consiste na extracdo de 2,00 mL de agua contendo 1,5% de NaCl com 4,00 mL
de acetonitrila. Essa solu¢cdo é mantida em banho ultrassdnico por 10 min.
Posteriormente a mistura € levada ao freezer a aproximadamente -20 °C por 3
h. ApoOs esse periodo, retira-se 1,0 mL da fase organica e analisa-se o extrato
por CLAE-UV.
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1.3.5 Validacdo do método otimizado

1.3.5.1 Seletividade

A seletividade do meétodo foi comprovada por comparacdo dos
cromatogramas obtidos de amostras de agua fortificadas com amostras livres
de carbamatos (Figura 1.4). As amostras ndo apresentaram picos nos tempos
de retencdo dos carbamatos, além disso, os cromatogramas dos extratos

apresentam uma resolucao cromatografica satisfatoria.
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Figura 1.4: (a) - Cromatograma de um extrato obtido de agua mineral isenta
dos principios ativos e (b) - cromatograma de um extrato de agua mineral

contendo os carbamatos a 5,0 mg L™,
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1.3.5.2 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

Para determinagédo dos valores do limite de deteccédo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) do método, foram realizadas varias inje¢cdes dos extratos,
fortificados em concentracdes decrescentes. Foram realizadas injecdes de
solugdes diluidas da mistura dos padr6es em baixas concentra¢cdes no extrato
organico da matriz proximas ao 1° ponto da curva de calibracdo até a obtencéo
de picos que resultassem em sinais graficos com a razéo sinal-ruido 3:1 e 10:1,
correspondendo aos limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente. Os
limites de deteccgéo para aldicarb, carbofuran e carbaryl foram respectivamente
10,0 pg L, 10,0 pg L' e 50 pg L e os limite de quantificacdo foram
respectivamente 33,0 pg L™, 33,0 ug L e 17,0 pug L. Esses limites atendem a
demanda de analises de interesse forense e permitem detectar a presenca de
carbamatos em amostras ambientais [15].

No Brasil, a concentracdo maxima para carbaryl em &gua
estabelecida pelo CONAMA é igual a 0,02 uyg L™ e 70,0 pg L™ para as Classes |
e lll, respectivamente [15]. Para aldicarb e carbofuran os limites sé&o
estabelecidos para aguas subterraneas de consumo humano, sendo 10,0 ug L
! para soma de aldicarb, aldicarb sulféxido e aldicarb sulfona e 7,0 ug L™ para
carbofuran [48].

Nesse sentido, alta sensibilidade é requerida nos métodos analiticos.
Entretanto, em analises forenses, para investigacdo de crimes ambientais,
tentativas de homicidios e suicidios, causados pelo uso acidental ou proposital
destes compostos essa sensibilidade ndo é tdo relevante. Os limites de
deteccdo e quantificacdo dos carbamatos em amostras brutas, ndo sdo alvo
dos métodos analiticos desenvolvidos para fins criminalisticos. O interesse
forense nesse caso esta associado a precisao, seletividade, exatidao, rapidez e
baixo custo. O método de extracdo proposto utiliza apenas 4 mL de solvente

organico, mostrando-se eficiente, seletivo e de baixo custo.

1.3.5.3 Sensibilidade e linearidade
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Avaliou-se a linearidade de resposta do detector injetando solucbes de
cada um dos carbamatos em uma ampla faixa de concentragédo (0,033 a 500
mg L?). Para cada carbamato foi construida uma curva analitica e os
coeficientes de correlacédo foram superiores a 0,99 para os trés carbamatos.

A faixa de trabalho utilizada foi de 0,033 mg L™* a 5,0 mg L™. Essa faixa
foi construida no branco da matriz e também em solvente puro. Os célculos da
eficiéncia das extracdes na otimizacdo do método foram realizados
empregando a curva analitica construida no branco da matriz. Os coeficientes

de correlacao (r) foram superiores a 0,99 para os trés carbamatos (Tabela 1.3)

Tabela 1.3: Equacdes da reta e coeficientes de correlacdo dos carbamatos nas
curvas analiticas construidas a partir de solucdes preparadas em solvente e no

branco da matriz

Aldicarb r Carbofuran r Carbaryl r

Solvente

Branco da
matriz

Y=259381x+2228.1 0.9999 y = 796523x + 6278.9 1.000 y = 968347x + 17559 0.9997

y =262377x -443.76  0.9998 y = 810653x - 7707.5 0.9998 y = 969824x - 7938 0.9999

Pode-se vericar que através dos coeficientes angulares (Tabela 1.3) que
o detector ultravioleta (UV) é mais sensivel ao carbaryl e ao carbofuran que ao
aldicarb. Esta sensibilidade esta relacionada provavelmente a presenca de
maiores sitios de absor¢cdo da radiacdo ultravioleta na estrutura quimica do
carbaryl e carbofurano (Figura 1.1), os quais contém anel benzénico e
carbonila, enquanto que na estrutura do aldicarb pode ser verificado além da
carbonila apenas elétrons .

A linearidade foi confirmada para as todas as curvas (em solvente e no
branco da matriz) preparadas nesse trabalho. Todos os valores dispersos
identificados foram confirmados pelo teste de residuos padronizados Jacknife,
nao sendo observadas tendéncias nos graficos exploratorios dos residuos das

regressoes, apos o tratamento dos dados. A premissa de que os residuos da
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regressdo devem seguir a distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de
Ryan-Joiner [42]. Os coeficientes de determinag&o obtidos foram superiores a
0,99. Estes resultados indicaram que o desvio da normalidade nao foi
significativo (p > 0,10), permitindo o uso dos testes de hipéteses de t e F. A
variabilidade dos residuos da regressédo ao longo dos niveis de concentracéo
estudados foi constante, demonstrando homoscedasticidade. A estatistica t de
Levene nédo foi significativa (p > 0,05) em todas as curvas examinadas.
Independéncia dos residuos da regressao foi evidenciada pelo teste de Durbin-
Watson [45], uma vez que as distribuicbes dos pontos ndo apresentaram
tendéncias positivas ou negativas. Assim, o uso do MMQO foi adequado para
estimativa dos parametros das regressoes.

No Anexo 1 estdo os dados do tratamento estatistico da linearidade para

a curva analitica do aldicarb preparada em solvente.

1.3.5.4 Precisao

Para este estudo foram empregadas amostras de agua fortificadas com
os padrées dos carbamatos a 66 pg L™. A precisdo do método de ELL-PBT
para os trés carbamatos estudados em amostras de agua, sob condi¢cbes de
repetibilidade, foi avaliada pela estimativa do desvio padrdo relativo ou
coeficiente de variacdo (CV) de nove repeticdes do procedimento analitico
otimizado, no mesmo dia, mesmo analista, mesmo laboratério e equipamento.

Na precisdo intermediaria avaliou-se os coeficientes de variacdo de
resultados de nove repeticbes, sendo utilizado o mesmo procedimento em
datas diferentes (1 dia; 1 semana e 1 més).

As porcentagens de recuperacdo obtidas (%R) e os coeficientes de

variagcéo (CV) estéao apresentados na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4: Porcentagens de recuperacao, (%R), e coeficientes de variacao,
CV (%), obtidos da aplicacdo do método ELL-PBT, com nove repeti¢cdes, em
amostras de agua fortificadas com carbamatos, (66 pg L), em diferentes dias

Recuperacéo (%) e CV (%)

aldicarb carbofuran carbaryl
Dia 1 91,0 115 96,3 55 96,8 4,6
1 semana 89,8 11,3 94,7 8,5 97,5 3,2
1 més 89,6 11,7 953 7,9 96,4 4,8

Os resultados obtidos para repetibilidade e precisdo intermediaria
confirmam que a técnica de extracdo e de analise dos carbamatos em agua
otimizada é precisa, apresentando resultados de recuperacdo estatisticamente
iguais ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t para os trés principios
ativos estudados. Observa-se para o carbaryl, carbofuran e aldicarb, valores de
coeficientes de variacao inferiores a 5%, 9% e 11,8%, respectivamente.

Observa-se nesses ensaios que a porcentagem de recuperacao foi
ligeiramente menor para o aldicarb do que para o carbofuran e carbaryl. O pKa
dos compostos influencia na porcentagem de extracdo dos mesmos. O aldicarb
que apresenta um pKa proximo a 2,9 [49] ndo sofre muita influéncia do pH da
amostra de agua (entre 5,8 e 6,1) durante a extracdo, uma vez que, 0 mesmo
encontra-se na forma ionizada, apresentando uma porcentagem de extracéo
menor. Na forma ionizada, esse composto apresenta um carater mais polar,
sendo mais solluvel em fase aquosa. O carbofuran e o carbaryl, possuem
valores de pKa de 11,9 e 10,4 respectivamente [50]. Devido a essas
caracteristicas, esses compostos permanecem em suas formas protonadas até
valores de pH proximos de 9,0, sendo mais facilmente extraidos pelo solvente
organico, uma vez que o carater menos polar é apresentado por esses

carbamatos.
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1.3.5.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada, em triplicata, por ensaios de
recuperacdo em trés niveis de concentracdo (33,0; 66,0 e 330 pg L™) e por
comparagdo com outros meétodos de extracdo. Assim, 0s ensaios de
recuperacédo foram feitos extraindo-se os compostos em estudo, presentes em
matrizes de agua, segundo a técnica proposta. Os resultados obtidos para
extracdo dos carbamatos aldicarb, carbofuran e carbaryl em 4gua, bem como
0S respectivos coeficientes de variacdo estdo apresentados na Tabela 1.5.

Tabela 1.5 Porcentagens de recuperacdo, (%R), e coeficientes de
variacdo, CV (%), obtidos da extracdo de carbamatos em amostras de agua

fortificadas, em triplicata, pela técnica de ELL-PBT

Recuperacdo (%) e CV (%)
Concentracdo (mg L™)

aldicarb carbofuran carbaryl
33,0pug L™ 895 11,3 953 55 946 6,6
66,0 pg L™t 899 6,1 94,7 6,3 955 6,0
330,0 ug L™ 906 7,8 957 59 964 8.2

Esses resultados nao diferem entre si, em nivel de 95% de probabilidade
pelo teste t, mostrando que a porcentagem de recuperacao independe do nivel
de concentracéo dos analitos na amostra.

Os resultados obtidos empregando-se a ELL-PBT foram comparados
com os obtidos por dois métodos descritos na literatura, para extracdo de
carbamatos [3] (Método 1) e demais agrotéxicos [32] (Método 2) em agua. Os

resultados estéao dispostos na Tabela 1.6.
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Tabela 1.6: Porcentagens de recuperacao (%R) e coeficientes de variacdo, CV
(%), obtidos de extracbes dos carbamatos em amostras de agua fortificadas (4
mg L ™), em triplicata, usando a ELL-PBT e dois métodos

Recuperacédo (%) e CV (%)

aldicarb carbofuran carbaryl
Método 1 93,0 10,8 983 95 988 9,1
Método 2 90,8 9,8 94,7 95 965 7,2
ELL-PBT 89,6 11,8 95,3 6,9 95,9 4,2

O método 1 consiste basicamente de uma extracdo em fase soélida
utilizando como adsorvente um cartucho contendo octadecilsiloxisano (C-18) e
como eluente a acetonitrila [3]. Essa técnica de extracdo é muito citada na
literatura para andlise de carbamatos em amostras de agua. O método 2
consiste na extracdo liquido-liqguido com particdo em baixa temperatura [32].
Esse método foi desenvolvido para andlise de piretroides em &gua e leite,
utilizando o dobro do volume de amostra (4 mL) e solvente (8 mL) que o
método otimizado nesse trabalho, mas mantendo a mesma proporcao entre
amostra e solvente.

Os resultados obtidos da porcentagem de recuperacdo para cada
carbamato pelos métodos 1 e 2 foram equivalentes, ndo havendo diferenca
significativa ao nivel de 95% probabilidade pelo teste t, entre esses métodos e
0 método proposto.

Embora néo tenha diferenca significativa entre os resultados, observa-se
gue os carbamatos apresentaram uma maior eficiéncia de extracdo no método
1. Além disso, esse método apresenta como vantagem o fator de pré-
concentracdo das amostras de agua, que € de aproximadamente 100 vezes.
Entretanto, entre os métodos avaliados, a ELL-PBT otimizada apresenta
menor consumo de solvente (4 mL) e ndo necessita de etapas de evaporacao e
eluicdo da amostra. O método 1 € um método mais caro em relacdo aos
demais, em fungdo do adsorvente utlizado, além disso, € um método

trabalhoso, com um ndmero maior de etapas.
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Em relacdo ao método 2, a reducdo do volume de solvente no método
proposto € um fator a ser considerado. Com isso sdo reduzidos os riscos de
contaminagé@o ambiental e custos de analise. Além disso, 0 método 2 apresenta
etapas de congelamento e filtracAo da amostra com posterior afericdo de
volume do extrato. O método proposto dispensa congelamento da amostra e
posteriores etapas de filtracdo e afericdo de volume, uma vez que 1,0 mL da
fase orgénica é recolhido diretamente do frasco apos particdo em freezer por 3
horas. Com a reducéo dessas etapas, aumenta-se a frequiéncia analitica.

No monitoramento ambiental, existem varios métodos analiticos [5-8, 16]
entretanto, a maioria dos métodos utiliza grandes volumes de solventes e
adsorventes, gerando residuos quimicos causando, consequentemente,
grandes impactos ambientais. Além disso, na maioria dos casos possuem um
grande numero de etapas com consequente exposicdo do analista a
substancias toxicas. A técnica proposta é uma alternativa eficiente, com
utilizacéo de pequeno volume de solvente (4 mL) e reduzido niumero de etapas
de execucdo, minimizando os impactos ambientais, diminuindo o custo de

analise e oferecendo uma maior seguranca no trabalho do analista.

1.3.6 Aplicagéo do método

O método de extracdo liquido-liquido com particio em baixa
temperatura, depois de otimizado e validado, foi aplicado em 3 amostras de
agua mineral, em agua de abastecimento publico de Vigcosa-MG em amostras
de aguas coletadas em rios da Zona da Mata Mineira, nos municipios de
Manhuacu, Matipo, Raul Soares, em um corrego em S&o José do Goiabal. As
amostras foram coletas em diferentes pontos dos rios e cérregos e
determinados 0s seguintes parametros no momento da coleta: pH, temperatura
da agua e do ambiente. O pH variou entre 5,0 a 6,5, a variacdo da temperatura
da 4gua foi de 17 a 21 °C e a temperatura ambiente manteve-se entre 21 a 25
°C. As analises foram realizadas em triplicatas. N&o foi constatada a presenca
de residuos de nenhum dos agrotéxicos aldicarb, carbofuran e carbaryl nas
amostras de agua mineral, abastecimento publico e também nas coletadas nos
ros e coOrregos da Zona da Mata Mineira, ou se encontravam em

concentragdes inferiores ao limite de detec¢cdo do método.
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A meia-vida dos carbamatos no ambiente é relativamente curta (horas a
dias) variando em func&o das condi¢des do meio [51]. Deste modo, uma forma
de aumentar a probabilidade de detectar contaminagdo nos recursos hidricos
seria coletar as amostras no periodo em que a aplicacdo de agrotoxicos
coincidisse com o periodo de chuvas mais intensas na regido da coleta, pois
nos periodos chuvosos, espera-se um aumento das pragas com um
consequente aumento da aplicacdo de agrotoxicos.

Apoés a obtencéo dos resultados da analise da agua coletadas nos rios
da Zona da Mata Mineira e constatado a isencdo dos agrotoxicos em estudo,
trés amostras de agua dos rios que apresentavam um aspecto mais turvo em
razdo do material particulado, foram contaminadas com quantidades
conhecidas (4 mg L™) dos trés agrotoxicos.

Posteriormente, sem nenhum tratamento prévio, estas amostras naturais
foram submetidas ao procedimento de extragdo otimizado e validado. Esse
procedimento foi realizado para avaliar a eficiéncia da técnica ELL-PBT e o
efeito de matriz (Tabela 1.7). A técnica ELL-PBT se mostrou igualmente

eficiente para amostras reais e nenhum efeito de matriz foi verificado.

Tabela 1.7: Porcentagens de recuperacao (%R) e coeficientes de variacdo, CV
(%), obtidos de extracdes dos carbamatos em trés amostras de agua de rios
fortificadas (4,0 mg L™), em triplicata, usando a ELL-PBT

Recuperacédo (%) e CV (%)

aldicarb carbofuran carbaryl

Amostra de rio 1 89,0 10,8 96,3 8,9 98,3 10,0
Amostra de rio 2 90,1 8,8 949 8,2 955 7,2

Amostra de rio 3 896 9,8 953 7,9 959 7,2
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1.4 CONCLUSOES

A otimizacdo da ELL-PBT, para extracdo de carbamatos em agua e
analise por CLAE-UV, resultou em um método rapido, eficaz, seletivo e de
baixo custo, uma vez que o consumo de solvente organico utilizado foi minimo
(4,0 mL). Além disso, o método proposto apresentou porcentagens de
recuperacgdo elevadas para os trés carbamatos (superiores a 90%). O método
de extracdo e analise foi validado com resultados satisfatorios, podendo ser
aplicado para detectar esses principios ativos em amostras ambientais (Aguas

de Classe lll) e em analises forenses.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DA TECNICA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA PARA DETERMINACAO DE
CARBAMATOS EM BEBIDAS DE INTERESSE FORENSE

2.1 INTRODUCAO

Os carbamatos séo agrotdxicos que se destacam em funcéo de sua alta
toxicidade para mamiferos e sua utilizacao ilegal e indiscriminada [1, 2]. Alguns
compostos deste grupo, com seus respectivos nomes comerciais sao: carbaryl
(Sevin®), aldicarb (Temik®), carbofuran (Furadan®), e dentre estes o
composto aldicarb destaca-se como o principal alvo da lista de agrotoxicos
controlados pelo United States Environmental Protection Agency (EPA) devido
a sua elevada toxicidade para mamiferos [3, 4].

Esses compostos sdo comumente encontrados em alimentos e bebidas
nos casos de intoxicacdo acidental ou intencional em investiga¢des criminais
[5]. As formulacbes comerciais desses agrotoxicos apresentam coloracao
acinzentada e em funcéo disso, alimentos e bebidas de coloragcdo escura,
como sucos e achocolatados, sédo frequentemente empregados como veiculos
de envenenamento.

Geralmente os métodos analiticos utilizados para determinagcéo de

carbamatos em diversas matrizes envolvem etapas laboriosas, consumindo
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tempo de andlise e necessitando de procedimentos de derivatizacdo [6] que
ndo sao aplicaveis em casos de emergéncia relacionados as intoxicacdes
graves [5]. A técnica extracdo liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ELL-PBT) [7] foi otimizada no Laboratério de Quimica Analitica
(LAQUA), Universidade Federal de Vicosa, MG Brasil, para andlise de
piretrdides em agua e leite [8,9]. Os resultados obtidos s&o promissores para a
area da quimica analitica, pois esta técnica apresenta vantagens em relacdo as
demais técnicas de extracdo, como praticidade, numero de etapas reduzido,
baixo consumo de solventes organicos, além de ser confiavel e seletiva.

A busca por métodos mais eficazes para determinar residuos de
agrotoxicos deve ser estimulada tanto sob o ponto de vista ambiental como da
toxicologia analitica [5, 10, 11, 12]. A identificacdo desses compostos em
diferentes matrizes como também a sua quantificacdo é de interesse na area
criminal uma vez que tem crescido significativamente o nimero de intoxicacdes
com humanos [3, 5, 13- 16] e animais [17, 18].

O objetivo principal deste trabalho foi otimizar e validar a técnica ELL-
PBT para determinacdo dos carbamatos aldicarb, carbofuran e carbaryl em
bebidas de interesse forense (suco de uva e bebida lactea achocolatada) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Shimadzu LC 20AT equipado
com um detector UV/VIS Shimadzu SPD 20A, forno da coluna, Shimadzu CTO
10ASVP, injetor automatico Shimadzu SIL 10AF; sistema de integracdo Lab
Solutions da Shimadzu; Banho ultra-sénico Maxi Clean 750- Unique (saida de
150 W e freqUéncia de 33 kHz); Mesa agitadora (Tecnal TE — 420, Sao Paulo,

Brasil) a 25 °C e 175 oscilagdes por minuto; e vortex (Certomat® MV).

2.2.2 Condic¢des cromatogréficas
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As seguintes condicdbes cromatograficas foram ajustadas para
determinacdo simultanea de aldicarb, carbofuran e carbaryl por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia): Coluna Phenomenex Luna 3um C18,
100 A 150 x 4,6 mm; fase movel: agua purificada: acetonitrila 65:35 v:v, vazéo
da fase mével: 0,8 mL min™, temperatura da coluna: 35 °C e volume de injeco

20 pL. Detector de UV (A: 195 nm-aldicarb e carbofuran e 213 nm - carbaryl).

2.2.3 Reagentes e solucbes

As solucbes padrdo estoque na concentracdo de 1000,0 mg L™ de
aldicarb, carbofuran e carbaryl foram preparadas individualmente em
acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC) e armazenadas em freezer. A partir de
diluicdo das solucdes estoque foi preparada uma solugcédo padrao de trabalho
contendo os trés carbamatos na concentracdo de 5,0 mg L™.

As solucbes empregadas foram preparadas a partir de padrbes de
aldicarb (99,9% m/m — Sigma Aldrich), carbaryl (99,8% m/m — Sigma Aldrich),
carbofuran (99,9%m/m — Sigma Aldrich), utilizando como solvente acetonitrila
(J.T. Baker/ HPLC). Os solventes acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC), metanol
(Mallinckrodt, grau HPLC), hexano (J.T. Baker, grau HPLC) e acetato de etila
(Mallinckrodt, grau HPLC) foram empregados como extratores.

Para aplicacdo da técnica otimizada e validada foram utilizados os
produtos comerciais dos carbamatos aldicarb (Temik® 150), carbofuran
(Furadan® 100 G) e carbaryl (Sevin® 480 SC).

2.2.4 Preparo de amostras fortificadas

No processo de otimizacdo e validacdo do método foram utilizadas
amostras (isentas dos carbamatos) de suco de uva integral pasteurizado e
bebida lactea achocolatada esterilizada, de marcas conhecidas, vendidas no

comeércio brasileiro. Essas bebidas foram fortificadas com solucédo padrédo de

44



trabalho contendo os trés agrotéxicos na concentracdo de 5,0 mg L™. As

amostras fortificadas foram deixadas em repouso por 3 horas.

2.2.5 Otimizacéo da ELL-PBT

Foram otimizadas as seguintes variaveis para a técnica proposta:
relacdo do volume de amostra e solvente extrator, adicdo de sal, composi¢cao
da solvente extrator, procedimento de homogeneizacdo, tempo de
homogeneizacédo e tempo de particdo a frio. Essas variaveis sdo descritas na
Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Variaveis avaliadas no processo de otimizacdo univariada da ELL-
PBT de carbamatos em amostras de suco de uva e bebida lactea

achocolatada

Variaveis Niveis

Relagdo do volume de amostra (2,00 mL) e 1:1

solvente extrator
1:2

Adicéo de sal Sem adicéo de sal

1,5% de adicéo de sal

Solvente extrator (4,0 mL) Acetonitrila,
Metanol
Hexano: Diclorometano (85:15)
Acetonitrila:Acetato de Etila

(81,25:18,75)
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Homogeneizacéao Vortex (60 segundos)
Ultrassom (10 minutos)
Mesa agitadora (20 minutos)
Tempo de agitacao (s) 30
60
90

Tempo de particdo (h) 1

Amostras de bebida (2,00 mL) isentas de agrotéxicos, foram colocadas
em frascos de vidro transparente (22 mL) e fortificadas com 40,0 pL de
solucéo-padréo contendo os agrotoxicos aldicarb, carbofuran e carbaryl a 5,0
mg L™ e homogeneizadas. As amostras fortificadas (na presenca e auséncia de
sal) foram acrescentadas as misturas extratoras (individualmente) em
diferentes proporcdes (Tabela 2.1). Os sistemas foram devidamente
homogeneizados e as amostras resfriadas a -20 °C por periodos previamente
estabelecidos (Tabela 2.1). Apos esse periodo, foi retirado 1,0 mL da fase
organica. Esse extrato foi armazenado em frasco de vidro em freezer até o
momento da andlise cromatografica. As condicbes de andlise padronizadas
foram baseadas na técnica otimizada e validada para piretréides em leite [9],
modificando-se apenas o tempo de particdo de 12 para 6 horas. Foi utilizada
uma proporgéo 1:2 de amostra e solvente (acetonitrila); mesa agitadora por 20
minutos e 6 horas de particdo. Quando uma variavel era estudada, as outras
eram mantidas constantes.

As variaveis do método otimizado foram selecionadas em funcéo da
eficiéncia da extracdo dos carbamatos nas duas bebidas de interesse. As
porcentagens de recuperacdo foram calculadas pelas curvas analiticas
construidas nos brancos das matrizes. A faixa de concentracdo das curvas

analiticas dos agrotéxicos foi de 50,0 a 5000,0 pg L™.
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2.2.6 Validacdo do método

Alguns parametros analiticos da ELL-PBT, incluindo seletividade, limite
de deteccéao (LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade do método, precisdo
e exatiddo, foram avaliados conforme sugerido pelos protocolos das principais
agéncias regulatorias [19, 20, 21, 22].

No tratamento estatistico da Linearidade das curvas analiticas, foi
realizado o ajuste exploratorio dos dados de cada curva pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinérios (MMQO) [23, 24]. Os valores dispersos foram
confirmados e tratados pelo teste dos residuos padronizados Jacknife, o qual
foi aplicado sucessivamente até que novos valores dispersos ndo fossem
detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de
resultados [25, 26]. Violacbes das premissas relacionadas a andlise de
regressdo foram avaliadas: normalidade pelo teste de Ryan & Joiner [27],
homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado [28] e teste de Brown &
Forsythe [29] e independéncia dos residuos da regressao pelo teste de Durbin
& Watson [30]. Testes de F foram conduzidos para verificar o ajuste ao modelo
linear por meio da avaliacdo das significancias da regressdo e do desvio da
linearidade [31].

2.2.7 Aplicagdo da ELL-PBT

O método validado foi aplicado em quatro amostras de suco de uva e
qguatro amostras de bebida lactea achocolatada (de marcas diferentes) isentas
dos agrotoxicos fortificadas ao acaso com os produtos comerciais dos
carbamatos a fim de simular uma situagao real de tentativa de envenenamento.

Um estudo paralelo foi realizado com quatro amostras de leite integral
esterilizado adicionado de chocolate em po6 a fim de se verificar diferencas
entre a matriz bebida lactea achocolatada e leite integral adicionado de
chocolate em po.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Andlise cromatogréafica
As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para analise simultanea dos

carbamatos permitiram uma boa separacdo dos principios ativos conforme o

cromatograma apresentado na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Cromatograma de uma solucdo padrdo a 5,0 mg L™ de aldicarb (tg
= 7,935 min), carbofuran (tr = 13,491 min), e carbaryl (tg = 16,281 min) em

acetonitrila.

Os picos, com tempos de retencéo (tg) iguais a 7,935; 13,491 e 16,281
min correspondem a aldicarb, carbofuran e carbaryl, respectivamente.

O detector ultravioleta foi selecionado para deteccdo simultanea dos
carbamatos em dois comprimentos de onda (A=195 nm e 213 nm). O
comprimento de onda de absorcdo para aldicarb e carbofuran foi de 195 nm e
para carbaryl de 213 nm. Nestas condi¢cdes, os carbamatos foram analisados

em 18 minutos.

2.3.2 Otimizagao da ELL-PBT

Para aumentar a porcentagem de extracdo dos agrotdxicos para a fase
organica, utilizando a técnica de ELL-PBT seis variaveis (relacdo do volume de

amostra:solvente extrator, adicdo de sal, solvente extrator, homogeneizagéo,
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tempo de homogeneizacdo e tempo de particdo) foram otimizadas, como

apresentado na Tabela 1 da parte experimental. As porcentagens de extracao

de cada um dos agrotoxicos para as duas bebidas estudadas (suco de uva e

bebida lactea achocolatada) em cada uma das condicbes otimizadas estao

representadas nas Figuras 2.2 e 2.3, respectivamente.

Relagdo volume de amostra e solvente extrator
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Figura 2.2. Porcentagens de extracdo obtidas na otimizacdo da técnica de

ELL-PBT de agrotdéxicos em suco de uva: a) relacdo volume de

amostra e solvente b) adicdo de sal, c) solvente extrator d)

homogeneizagéo e) tempo de agitacdo f) tempo de particéo.
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Figura 2.3. Porcentagens de extracdo obtidas na otimizacdo da técnica de
ELL-PBT de agrotoxicos em bebida lactea achocolatada: a)
proporcdo entre volume de amostra e solvente b) adi¢cdo de sal, c)
solvente extrator d) homogeneizacgéo e) tempo de agitacéo f) tempo

de particdo.
2.3.2.1 Proporgéo entre volume de amostra e solvente extrator

Foram utilizadas inicialmente duas proporcdes entre o volume de bebida
e 0 volume de acetonitrila (1:1 e 1:2 v/v ). As bebidas foram fortificadas com os
trés agrotéxicos na concentracdo de 5,0 mg L™ . Pode-se observar nas Figuras
2.2a e 2.3a que o aumento do volume de acetonitrila de 2,00 mL para 4,00 mL
proporcionou um aumento de aproximadamente 21% na eficiéncia de extracdo
dos agrotoxicos para os trés carbamatos nas duas bebidas estudadas. Na
técnica ELL-PBT, observou-se nesse trabalho e em trabalhos semelhantes

[8,9] que uma proporcao de volume de amostra e solvente extrator 1:2 (v/v)
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facilita a migracéo dos solutos para a fase organica, independente da matriz e

da classe de agrotdxicos estudada.

2.3.2.2 Adicao de sal

Com o objetivo de verificar o efeito da adigdo de sal na porcentagem de
extracdo dos carbamatos no suco de uva e bebida lactea achocolatada, um
estudo foi realizado avaliando-se a presenca de 1,5% de NaCl nessas bebidas,
como descrito na Tabela 2.1.

Com a adicéo de sal no suco de uva (Figura 2.2 b), a porcentagem de
recuperagdo do aldicarb foi significativamente maior, ndo mostrando esta
mesma tendéncia para os demais agrotoxicos. O aldicarb € o carbamato mais
polar dentre os estudados nesse trabalho, além disso, apresenta um pKa de
2,93, distante do carbofuran e carbaryl, que apresentam respectivamente
valores de pKa de 11,9 e 10,4, respectivamente. Essa diferenca quimica reflete
no comportamento desse agrotéxico em relacdo a outros da mesma classe
quimica.

O aumento da forga idnica da solugdo aquosa pela adicdo de NacCl
provoca um efeito positivo na extracdo, devido a solvatacdo dos ions pelas
moléculas de agua, facilitando a migracdo dos agrotoxicos para a fase
organica. Porém, em alguns trabalhos a adi¢cdo de sal dificulta a formacao de
fase Unica, diminuindo a porcentagem de extracdo dos agrotoxicos [8].

Na bebida lactea achocolatada (Figura 2.3b), a adicdo de sal, nao
alterou significativamente a porcentagem de extracdo dos analitos.

Com base nesses resultados, na extracdo dos carbamatos em suco de
uva, a etapa de adicdo de sal (NaCl) em 1,5% foi acrescentada. Na bebida
lactea a etapa de adicdo de sal ndo é necesséria.

2.3.2.3 Solvente extrator

Nas duas bebidas estudadas a acetonitrila foi o solvente que
proporcionou as maiores porcentagens de extracao (superiores a 90%) para os
trés carbamatos (Figuras 2.2c e 2.3c). O solvente acetato de etila por
apresentar um tempo de retencdo proximo ao aldicarb, dificultou a

quantificacdo desse carbamato. Ocorreu formacdo de emulsdo nas duas
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bebidas, quando foi adicionado diclorometano ao sistema, dificultando a
separacdo das fases. O sistema continuou em fase Unica com a adi¢cdo de
metanol, mesmo apoés particdo a frio, em virtude da alta solubilidade deste
solvente em meio aquoso.

Na bebida lactea achocolatada, a adicdo de hexano induziu a
precipitacdo da matriz, levando, consequentemente, a obtencdo de
porcentagens de extracdo inferiores a 60%. Além disso, a mistura
hexano:diclorometano na propor¢cdo 85:15 formou um sistema bifasico com

meio aquoso, tanto no suco de uva como na bebida lactea achocolatada.

2.3.2.4 Processo de homogeneizacao

Foram avaliados trés procedimentos de agitacdo e os resultados obtidos
estdo apresentados nas Figuras 2.2d e 2.3d. Pode-se observar que a agitacéo
utilizando vortex levou a obtencdo das maiores taxas de recuperacdo para 0s
trés agrotoxicos. Esses resultados foram significativamente, pelo teste t ao
nivel de 95% de confianga, superiores aos obtidos com o emprego da mesa
agitadora e do banho ultrassonico. Menores porcentagens de extracdo e
maiores desvios na analise foram obtidos quando se utilizou banho

ultrassoénico.

2.3.2.5 Tempo de agitacéo

Trés tempos de agitacdo em vortex foram estudados (30 s, 60 s e 90 s).
A agitacdo por 30 s apresentou as menores taxas de recuperacdo nas duas
bebidas (Figuras 2.2e e 2.3e), sendo que para o aldicarb essa diferenca foi
significativa em relacdo aos tempos 60 e 90 s, ao nivel de 95% de confianca
pelo teste t de Student, nas duas bebidas.

As agitacdes por 60 s e 90 s ndo apresentaram diferengas significativas
nas duas bebidas estudadas. Assim, o tempo de 60 s foi escolhido para dar

continuidade ao trabalho.

2.3.2.6 Tempo de particao a frio
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Nesse estudo procurou-se avaliar a eficiéncia de extracdo dos
carbamatos durante a particdo das fases pelo abaixamento da temperatura. A
separacao das fases pelo abaixamento da temperatura ocorre em virtude da
diminuicao da solubilidade dos solventes organicos em meio aquoso.

Observou-se que em um tempo de resfriamento menor que 3 horas a
porcentagem de recuperagao decresce para os trés carbamatos (Figuras 2.2f e
2.3f). Acima de 3 horas ndo houve diferencas significativas ao nivel de 95 % de
probabilidade pelo teste t nas porcentagens de recuperacdo, embora a
porcentagem de recuperacdo seja relativamente menor, possivelmente devido
ao deslocamento de equilibrio quimico. Em func¢éo disso, foi adotado 3 horas a
-20 °C + 5 °C, como o tempo de particdo do método.

Um estudo paralelo congelando-se as fases aquosas, 0 que ocorre em
um tempo superior a 6 horas no freezer, foi realizado a fim de se verificar a
porcentagem de extracdo e presenca de interferentes na matriz. Ndo houve
diferencas significativas nas porcentagens de extracdo e 0s cromatogramas
foram semelhantes aos extratos que permaneceram no freezer por 3 horas.
Isso confirma que a distribuicdo do analito entre as fases aquosas e organicas
ocorre predominantemente antes do congelamento da amostra, o que diminui o
tempo de andlise, aumentando a freqiiéncia analitica. Além disso, a ELL-PBT,
utilizando-se 3 horas de particdo em freezer, na andlise de carbamatos em
suco de uva e bebida lactea achocolatada, demonstrou ser uma técnica
eficiente na purificacdo dos extratos, ndo sendo necessérias etapas posteriores

de clean-up.

2.3.3 Validacdo do método otimizado

Apés a otimizacdo da ELL-PBT, o método proposto foi validado para o
suco de uva e bebida lactea achocolatada. Para isso, 2,0 mL de bebida foram
colocados em contato com 4,0 mL de acetonitrila. Para o suco de uva foi
acrescentado 1,5% de NaCl (m/v) antes do contato com o solvente extrator. O
sistema foi homogeneizado no vortex por 60 segundos. ApoOs agitacdo, a
amostra foi colocada em freezer por 3 horas para separagdao das fases. O

extrato organico (1,0 mL) foi analisado por CLAE-UV.

2.3.3.1 Seletividade
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A seletividade do método foi

comprovada por comparagdo dos

cromatogramas obtidos a 195 nm de amostras de suco de uva e bebida lactea

achocolatada fortificadas, com os de amostras livres de carbamatos (Figuras

2.4 e 2.5).
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Figura 2.4: Cromatograma de um extrato obtido de suco de uva isento dos

principios ativos (___) e cromatograma de um extrato de suco de uva fortificado

com 2500,0 pg L™ dos carbamatos (----).
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Figura 2.5: Cromatograma de um extrato obtido de bebida lactea achocolatada
isenta dos principios ativos ( ) e cromatograma de um extrato de bebida

lactea achocolatada fortificada com 2500,0 pg L™ dos carbamatos (----).
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As amostras de suco de uva e bebida lactea achocolatada néo
apresentaram picos nos tempos de retencdo dos carbamatos, além disso, os
cromatogramas dos extratos apresentaram uma resolucdo cromatogréafica
satisfatoria, mostrando a seletividade da técnica ELL-PBT para matrizes mais

complexas.

2.3.3.2 Limite de deteccdao, limite de quantificagéo e linearidade

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método
proposto foram determinados, respectivamente, como sendo o valor igual a 3 e
10 vezes o sinal da linha de base (ruido) obtido para amostras das bebidas
(suco de uva e bebida lactea achocolata) isentas de agrotoxicos (branco).
Amostras fortificadas com carbamatos entre 1 e 100 pg L™, foram submetidas a
técnica de ELL-PBT e analisadas por CLAE-UV. Os limites de detec¢do para
aldicarb, carbofuran e carbaryl foram respectivamente 15,0 ug L™, 12,0 ugL'e
8,0 ug L™ e os limite de quantificagéio foram, respectivamente, 50,0 ug L™, 40,0
ug Lt e 25,0 ug L™ (Tabela 2.2). Esses resultados foram semelhantes para as
duas bebidas estudadas.

A linearidade do método foi avaliada analisando-se extratos obtidos a
partir da ELL-PBT de amostras de suco de uva e bebida lactea achocolatada
fortificadas com agrotdéxicos para se obter no extrato final as seguintes
concentracdes: 50,0; 100,0; 500,0; 750,0; 1000,0; 2000,0; 3000,0; 5000,0 pg L"
! sendo cada concentracdo em trés replicatas. Os coeficientes de
determinacdo (R? para as curvas analiticas dos trés agrotoxicos nas duas

bebidas estudadas foram superiores a 0,99 (Tabelas 2.2 e 2.3).

Tabela 2.2 Equacdes lineares do método ELL-PBT para suco de uva

Dados da calibracao

Agrotéxicos  Equacdes R?

Aldicarb y =222,33x + 1862,4 0,9982
Carbofuran y =717,92x - 37237 0,9958
Carbaryl y =801,12x + 8207,8 0,9994
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Tabela 2.3. Equacbes lineares do método ELL-PBT para bebida lactea

achocolatada

Dados da calibracao

Agrotéxicos  Equacdes R?

Aldicarb y = 235,14x - 3093,1 0,9997
Carbofuran y = 735,55x - 19310 0,9999
Carbaryl y = 837,98x + 1754,1 0,9999

A linearidade foi confirmada para todas as curvas preparadas nesse
trabalho. Todos os valores dispersos identificados foram confirmados pelo teste
de residuos padronizados Jacknife, ndo sendo observadas tendéncias nos
graficos exploratdrios dos residuos das regressfes, apdés o tratamento dos
dados. A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a
distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner [27]. Os
coeficientes de determinacado obtidos foram superiores a 0,99. Estes resultados
indicaram que o desvio da normalidade ndo foi significativo (p > 0,10),
permitindo o uso dos testes de hipoteses de t e F. A variabilidade dos residuos
da regressdo ao longo dos niveis de concentracdo estudados foi constante,
demonstrando homoscedasticidade. A estatistica t de Levene ndo foi
significativa (p > 0,05) em todas as curvas examinadas. Independéncia dos
residuos da regressao foi evidenciada pelo teste de Durbin-Watson [30], uma
vez que as distribuicdes dos pontos ndo apresentaram tendéncias positivas ou
negativas. Assim, o uso do MMQO foi adequado para estimativa dos
parametros das regressfes. Estudos empregando testes estatisticos para
validacdo de métodos de analise em alimentos tém sido utilizados para dar
maior credibilidade aos resultados [32].

2.3.3.3 Exatidao e precisdo do método

Para determinar a exatiddo do método, amostras de bebidas em
triplicata (isentas de agrotéxicos) foram fortificadas com 100,0 wgL™ ; 200,0
ugL™; 1000,0 ugL™ dos agrotéxicos. A taxa de recuperacdo obtida para o
método proposto variou de 93 a 97%, com coeficientes de variagéo inferiores a
5%. A precisdo do método foi determinada em termos do coeficiente de

variacdo (CV) para nove extracdes idénticas de amostra de bebidas fortificadas
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com 500,0 ugL™ e andlise por CLAE-UV. Os resultados obtidos para suco de
uva e bebida lactea achocolatada estdo apresentados nas Tabelas 2.4 e 2.5,

respectivamente.

Tabela 2.4. Porcentagens de recuperacao dos trés agrotoxicos, apos extracao

da amostra de suco de uva fortificada com quatro concentracdes

diferentes
Concentragao Recuperacdo média e CV (%)
Suco de uva (ug L™ Aldicarb Carbofuran Carbaryl
100,02 943 23 96,6 2,2 96,2 1,2
200,02 914 25 96,4 15 97,1 25
500,0° 93,4 20 970 29 96,8 1,5
1000,0% 942 22 969 32 96,9 1,5

®Resultados representam uma média de trés repeticoes.

PResultados representam uma média de nove repeticdes.

Tabela 2.5. Porcentagens de recuperagdo dos trés agrotoxicos, apds extracao
da amostra de bebida lactea achocolatada em quatro

concentracdes diferentes

Concentragao Recuperacédo média e CV (%)
Bebida lactea (ug L) Aldicarb Carbofuran Carbaryl
100,0° 936 41 95,6 4,2 96,6 4,2
200,0% 934 45 959 45 96,4 3,5
500,0° 92,8 49 968 40 97,6 3,8
1000,0% 93,7 4,2 959 37 959 3,6

®Resultados representam uma média de trés repeticoes.

PResultados representam uma média de nove repeticoes.

Os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5 néo diferem entre si, em
nivel de 95% de probabilidade pelo teste t de Student, mostrando que a
porcentagem de recuperacgdo independe do nivel de concentracdo dos analitos

nas amostras.
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2.3.3.4 Aplicacao do método

O método validado foi aplicado em quatro amostras (isentas dos
agrotoxicos) de suco de uva e de bebida lactea achocolatada, fortificadas ao
acaso com os produtos comerciais dos carbamatos. Esse procedimento foi
realizado com o objetivo de simular uma situagcdo real de tentativa de
envenenamento e verificar se 0os componentes dos produtos comerciais
interfeririam na seletividade da analise. Um estudo foi realizado com quatro
amostras de leite integral esterilizado adicionado de chocolate em p6 a fim de
se verificar se os resultados dessa matriz seriam diferentes dos obtidos para
bebida lactea achocolatada.

Em todas as amostras de bebidas extraidas pelo método ELL-PBT néo
houve interferéncias dos componentes dos produtos comerciais como pode ser
observado pelos cromatogramas das Figuras 2.6 e 2.7 (suco de uva e bebida
lactea achocolatada respectivamente). Além disso, ndo ha diferenca entre os
resultados obtidos para extratos de bebida lactea achocolatada e leite integral

adicionado de chocolate em p0, o que confirma a robustez do método proposto.
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Figura 2.6: Cromatograma de um extrato obtido de suco de uva adicionado

dos produtos comerciais dos carbamatos analisados a 195 nm ( ) e 213 nm
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Figura 2.7: Cromatograma de um extrato obtido de bebida lactea achocolatada
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2.4 CONCLUSAO

A otimizacdo da ELL-PBT, para extracao de carbamatos em suco de uva
e bebida lactea achocolatada por CLAE-UV, resultou em um método rapido,
eficaz, seletivo e de baixo custo, uma vez que o consumo de solvente organico
utilizado foi minimo (4,00 mL). Além disso, o método proposto apresentou
porcentagens de recuperacdo elevadas para os trés carbamatos (superiores a
90%) nas duas matrizes estudadas. O método de extracdo e anadlise foi
validado com resultados satisfatérios, podendo ser recomendado para

aplicacao em analises forenses.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO E VALIDACAO DA TECNICA EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO
COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA PARA DETERMINACAO DE
CARBAMATOS EM BOLO E BRIGADEIRO

3.1 INTRODUCAO

Os carbamatos representam a principal classe de inseticidas envolvidos
nos casos de intoxicacdo humana e animal [1]. Alguns compostos deste grupo,
com seus respectivos nomes comerciais sdo: carbaryl (Sevin®), aldicarb
(Temik®), carbofuran (Furadan®). Alimentos contaminados com essas
substancias sdo freqientemente envolvidos na ingestdo acidental, suicidio e
homicidios no Brasil [2].

Os alimentos e bebidas de coloracdo escura, como bolos, cafés e
achocolatados, sao frequentemente empregados como veiculos de
envenenamento devido a coloragdo acinzentada dos produtos comerciais
desses agrotdxicos. Nos ultimos 2 anos, 157 casos de intoxicagcdo por ingestao
de alimentos (carnes, café, leite, sopa, suco, biscoitos e chocolate)
contaminados com aldicarb foram relatados no Estado do Rio de Janeiro [2].
Esses dados refletem os potenciais efeitos toxicos destas substancias e a
necessidade de maior fiscalizagéo, controle e conscientizagéo da populagao.
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Vérias técnicas [3-6] estdo disponiveis para a deteccdo de carbamatos
em alimentos. As analises geralmente envolvem muitas etapas, consumindo
muito tempo e necessitando de procedimentos de derivatizacdo [7] que néao
sdo aplicaveis em casos de emergéncia relacionados as intoxicacfes graves
[8].

A extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT)
e a extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) tém
sido utilizadas para determinacdo de agrotoxicos em varias matrizes como
agua [9,10], leite [11], manteiga [12], tomates [13] e mel [14]. Ela apresenta
vantagens em relacdo as demais técnicas de extracdo, como praticidade,
ndamero de etapas reduzido, baixo consumo de solventes orgénicos, além de
ser confiavel e seletiva.

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar a técnica ESL-PBT para
determinacdo dos carbamatos aldicarb, carbofuran e carbaryl em bolo e
brigadeiro por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta
(CLAE-UV).

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Shimadzu LC 20AT equipado
com um detector UV/VIS Shimadzu SPD 20A, forno da coluna, Shimadzu CTO
10ASVP, injetor automatico Shimadzu SIL 10AF; sistema de integracdo Lab
Solutions da Shimadzu; Banho ultra-sénico Maxi Clean 750- Unique (saida de
150 W e frequéncia de 33 kHz); mesa agitadora (Tecnal TE — 420, Sao Paulo,

Brasil) a 25 °C e 175 oscilagGes por minuto; e vortex (Certomat® MV).

3.2.2 Condic¢des cromatogréficas

As seguintes condicdbes cromatograficas foram ajustadas para

determinacdo simultdnea de aldicarb, carbofuran e carbaryl por CLAE
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(cromatografia liquida de alta eficiéncia): Coluna Phenomenex Luna 3um C18,
100 A 150 x 4,6 mm; fase movel: agua purificada: acetonitrila 65:35 v:v, vazao
da fase mével: 0,8 mL min™, temperatura da coluna: 35 °C e volume de injecdo

20 pL. Detector de UV (A: 195 nm-aldicarb e carbofuran e 213 nm - carbaryl).
3.2.3 Reagentes e solugdes

As solucbes padrdo estoque na concentracdo de 1000,0 mg L™* de
aldicarb, carbofuran e carbaryl foram preparadas individualmente em
acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC) e armazenadas em freezer. A partir de
diluicdo das solucdes estoque foi preparada uma solucéo padrao de trabalho
contendo os trés carbamatos na concentracdo de 5,0 mg L™.

As solucbes empregadas foram preparadas a partir de padrbes de
aldicarb (99,9% m/m — Sigma Aldrich), carbaryl (99,8% m/m — Sigma Aldrich),
carbofuran (99,9%m/m — Sigma Aldrich), utilizando como solvente acetonitrila
(J.T. Baker/ HPLC). Os solventes acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC), metanol
(Mallinckrodt, grau HPLC), hexano (J.T. Baker, grau HPLC) e acetato de etila
(Mallinckrodt, grau HPLC) foram empregados como extratores.

Para aplicacdo da técnica otimizada e validada foram utilizados os
produtos comerciais dos carbamatos aldicarb (Temik® 150), carbofuran
(Furadan® 100 G) e carbaryl (Sevin® 480 SC).

3.2.4 Preparo de amostras fortificadas

No processo de otimizacdo e validacdo do método foram utilizadas
amostras (isentas dos carbamatos) de bolo e brigadeiro vendidas no comércio
Vicosa-MG. As amostras foram fortificadas com solucéo padrdao de trabalho
contendo os trés agrotoxicos na concentracdo de 5,0 mg L™. As amostras

fortificadas foram deixadas em repouso por 3 horas.

3.2.5 Otimizagao da ESL-PBT

Foram otimizadas as seguintes variaveis para a técnica proposta: ,

adicado de agua, relacdo do volume de agua e solvente extrator, adicédo de sal,
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composicao da solvente extrator, procedimento de homogeneizacéo, tempo de

homogeneizacdo e tempo de particdo a frio. Essas varidveis sdo descritas na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Variaveis avaliadas no processo de otimizacdo univariada da ESL-

PBT de carbamatos em amostras de bolo e brigadeiro

Variaveis Niveis
Adicao de agua (mL) 0

1

2
Relacdo do volume de agua (2 mL) e 1:1
solvente extrator 1:2

Adicédo de sal

Solvente extrator (4,0 mL)

Homogeneizacéao

Tempo de agitacdo em mesa agitadora

(minutos)

Tempo de particao (h)

Sem adicéo de sal

1,5% m/m de NaCl (1,0000 g de
amostra)

1,5% m/v de NaCl (2 mL de

agua adicionada)

Acetonitrila,

Metanol

Hexano: Diclorometano (85:15)
Acetonitrila:Acetato de Etila
(81,25:18,75)

Vortex (60 segundos)
Ultrassom (10 minutos)
Mesa agitadora (10 minutos)
5

10

20
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Amostras de bolo e brigadeiro (1,0000 g) isentas de agrotoxicos, foram
colocadas em frascos de vidro transparente (22 mL) e fortificadas com 40,0 pL
de solugdo-padrdo contendo os agrotoxicos aldicarb, carbofuran e carbaryl a
50 mg L* e homogeneizadas. As amostras fortificadas (na presenca e
auséncia de adicdo de sal) foram acrescentadas agua e solvente extrator em
diferentes proporgdes (Tabela 3.1). O sistema foi devidamente homogeneizado
e as amostras resfriadas a -20 °C por periodos previamente estabelecidos
(Tabela 3.1). ApGs esse periodo, foi retirado 1 mL da fase organica. Esse
extrato foi armazenado em frasco de vidro em freezer at¢é o momento da
andlise cromatogréfica. As condicbes de analise padronizadas foram baseadas
na técnica otimizada e validada para piretréides em leite [11], modificando-se
apenas o tempo de particdo de 12 para 6 horas. Foi utilizada uma proporcdo
1:2 de amostra e solvente (acetonitrila); mesa agitadora por 20 minutos e 6
horas de particho. Quando uma varidvel era estudada, as outras eram
mantidas constantes.

As variaveis do método otimizado foram selecionadas em funcdo da
eficiéncia da extracdo dos carbamatos nas duas matrizes de interesse. As
porcentagens de recuperacado foram calculadas pela curva analitica construida
no branco da matriz. A faixa de concentracdo da curva foi de 50,0 a 5000,0 ug
L™

3.2.6 Validacdo do método

Os parametros analiticos da ESL-PBT, incluindo seletividade, limite de
deteccado (LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade do método, preciséo e
exatidao, foram avaliados conforme sugerido pelos protocolos das principais
agéncias regulatorias [15-18].

No tratamento estatistico da Linearidade das curvas analiticas, foi
realizado o ajuste exploratorio dos dados de cada curva pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) [19, 20]. Os valores dispersos foram
confirmados e tratados pelo teste dos residuos padronizados Jacknife, o qual
foi aplicado sucessivamente até que novos valores dispersos nao fossem
detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de
resultados [21, 22]. Violagcbes das premissas relacionadas a analise de

regressao foram avaliadas: normalidade pelo teste de Ryan & Joiner [23],
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homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado [24] e teste de Brown &
Forsythe [25] e independéncia dos residuos da regressao pelo teste de Durbin
& Watson [26]. Testes de F foram conduzidos para verificar o ajuste ao modelo
linear por meio da avaliacdo das significancias da regressao e do desvio da
linearidade [27].

3.2.7 Aplicagdo da ESL-PBT

O método validado foi aplicado em quatro amostras de bolo e quatro
amostras de brigadeiro de diferentes procedéncias, isentas dos agrotoxicos
fortificadas ao acaso, em triplicata, com o0s produtos comerciais dos
carbamatos a fim de simular uma situacéo real de tentativa de envenenamento.

Um estudo paralelo foi realizado com trés amostras de diferentes bolos
(com chocolate granulado- tipo prestigio, com chocolate em pdé e sem
chocolate) a fim de se verificar diferencas entre a extracdo de bolos com
caracteristicas distintas. Diferentes tipos de bombons (com recheio de coco,

recheio de brigadeiro e recheio de nozes) também foram avaliados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlise cromatografica

As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para analise simultanea dos

carbamatos permitiram uma boa separacdo dos principios ativos conforme o

cromatograma apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Cromatograma de uma solucdo padrdo a 5,0 mg L™ de aldicarb (tr
= 7,935 min), carbofuran (tr = 13,491 min), e carbaryl (tg = 16,281 min) em

acetonitrila.

Os picos, com tempos de retencéo (tg) iguais a 7,935; 13,491 e 16,281
min correspondem a aldicarb, carbofuran e carbaryl, respectivamente.

O detector ultravioleta foi selecionado para deteccdo simultanea dos
carbamatos em dois comprimentos de onda (A=195 nm e 213 nm). O
comprimento de onda de absorcdo para aldicarb e carbofuran foi de 195 nm e
para carbaryl de 213 nm. Nestas condi¢des, os carbamatos foram analisados

em 18 minutos.

3.3.2 Otimizacgéo da ESL-PBT

Para aumentar a porcentagem de extracdo dos agrotéxicos pela fase
organica, utilizando a técnica de ESL-PBT sete variaveis (adicdo de agua,
relacdo do volume de agua (2,00 mL) e solvente extrator, adicdo de sal,
solvente extrator, homogeneizagdo, tempo de homogeneizagcdo em mesa
agitadora e tempo de particdo) foram otimizadas, como apresentado na Tabela
3.1 da parte experimental. As porcentagens de extracdo de cada um dos
agrotoxicos para os dois alimentos estudados (bolo e brigadeiro) em cada uma
das condigcbes otimizadas estdo representadas nas Figuras 3.2 e 3.3,

respectivamente.

68



100 1

80
60
40

20

100
80
60
40

20

100
80
60
40
20

a)
Adicdo de agua
B sem adigdo de agua 1mLde dgua O2mLde agua
i I : I
aldicarb carbofuran carbaryl
c)
Adigao de sal
B sem forgaibnica ™ 1,5%de NaCl m/m O1,5%de NaCl m/v
aldicarb carbofuran carbaryl
e)
Tipo de Agitacao
B Vortex ™ Ultrassom O Mesa Agitadora
aldicarb carbofuran carbaryl

b)

Relacdo volume de agua e solvente extrator

m01:01 001:.02

100
80 -
60 -
40 A
20 A

aldicarb carbofuran carbaryl

d)

Mistura Extratora

M acetonitrila ™ metanol ™ hex:dcm (85:15) O acetonitrila:ae (81:25:1.75)

100 -
80 -
60 - I I I
40 A
20
0 - .-
aldicarb carbofuran carbaryl
f)
Tempo de Agitagdo
Mesa Agitadora
B 5min 10min O20min
100
I
80 I I
60
40
20
0 T T \
aldicarb carbofuran carbaryl

69



g)

Tempo de particao
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Figura 3.2. Porcentagens de extracdo obtidas na otimizacdo da técnica de

ESL-PBT de agrotéxicos em bolo: a) Adicdo de agua b) relacao

volume de agua e solvente c) adicdo de sal, d) solvente extrator e)

homogeneizacgao f) tempo de agitagcéo g) tempo de particéo.
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Figura 3.3. Porcentagens de extracdo obtidas na otimizacdo da técnica de
ESL-PBT de agrotéxicos em brigadeiro: a) Adicdo de agua b)
proporcao entre volume de amostra e solvente c) adicédo de sal, d)
solvente extrator €) homogeneizacgéao f) tempo de agitacédo g) tempo

de particdo.

3.3.2.1 Adicao de agua as amostras solidas (bolo e brigadeiro)

Com o objetivo de verificar o efeito da adicdo de agua na porcentagem
de extracdo dos carbamatos em bolo e brigadeiro, um estudo foi realizado
avaliando-se a auséncia de 4gua, a adicdo de 1,00 mL de agua e de 2,00 mL
de 4gua antes do procedimento de extragcdo com 0 solvente organico. As
amostras de bolo e brigadeiro foram fortificadas com os trés agrotoxicos na

concentracdo de 5,0 mg L' e submetidas aos tratamentos citados
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anteriormente. Pode-se observar nas Figuras 3.2a e 3.3a que a adicdo de 2 mL
de &gua proporcionou porcentagens de extragdo dos agrotéxicos acima de
80% para os trés carbamatos nas duas matrizes. Com auséncia de agua, a
extracdo foi aproximadamente 60% para todos os agrotoxicos. Observa-se
pelos resultados que na técnica ESL-PBT existe a necessidade de adicéo de
dgua em matrizes sdlidas o que facilita a migracdo dos solutos para a fase
organica, principalmente porque os carbamatos sédo agrotoxicos polares.

3.3.2.2 Proporcgéao entre volume de agua e solvente extrator

Foram utilizadas inicialmente duas proporcdes entre o volume de agua
(2 mL) e o volume de acetonitrila (1:1 e 1:2 v/v ). As amostras de bolo e
brigadeiro foram fortificadas com os trés agrotoxicos na concentracédo de 5,0
mg L™. Pode-se observar nas Figuras 3.2b e 3.3b que o aumento do volume de
acetonitrila de 2,00 mL para 4,00 mL proporcionou um aumento de
aproximadamente 18% e 30% na eficiéncia de extracdo dos agrotoxicos para
os trés carbamatos em bolo e brigadeiro, respectivamente. Observa-se nesse
trabalho e em trabalhos semelhantes [9, 11] que uma propor¢cdo de agua e
solvente extrator aproximadamente 1:2 (v/v) facilita a migracdo dos solutos
para a fase organica, independente da matriz e da classe de agrotoxicos

estudada.

3.3.2.3 Adi¢ao de sal

Com o obijetivo de verificar o efeito da adicdo de sal na porcentagem de
extracdo dos carbamatos em bolo e brigadeiro, um estudo foi realizado
avaliando-se a presenca de 1,5% m/m e 1,5% m/v de NaCl nessas matrizes,
considerando respectivamente 1,0000 g e 2,00 mL de &gua adicionada, como
descrito na Tabela 3.1.

Com a adicao de sal na extracdo de carbamatos em bolo e brigadeiro
(Figura 3.2c e 3.3c), as porcentagens de recuperacao dos trés carbamatos ndo
foram significativamente maiores. Resultados semelhantes foram obtidos na

extracao de piretréides em mel [14].

3.3.2.4 Solvente extrator
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Nas duas matrizes estudadas a acetonitrila foi o solvente que
proporcionou as maiores porcentagens de extracao (superiores a 83%) para os
trés carbamatos (Figuras 3.2d e 3.3d). A acetonitrila tem se mostrado o
solvente mais adequado na extracdo de carbamatos em agua [10] e piretréides
em leite [11]. A mistura acetonitrila e acetato de etila foi eficiente para extragédo
de piretrdides em agua [9]. O acetato de etila apresenta tempo de retencéo
préximo ao aldicarb, o que dificulta sua utilizacdo na analise de carbamatos. Os
demais solventes testados (hexano, diclorometano e metanol) dificultaram a
formacdo de fase Unica e apl6s a particho a baixa temperatura, nao
favoreceram a separacdo das fases, além disso, 0s extratos organicos

apresentaram muitos componentes da matriz.

3.3.2.5 Processo de homogeneizacao

Foram avaliados trés procedimentos de agitacdo e os resultados obtidos
estdo apresentados nas Figuras 3.2e e 3.3e. Pode-se observar que as
porcentagens de extracdo dos carbamatos quando se utilizou a agitagdo em
mesa agitadora por 10 minutos e vortex por 60 segundos foram semelhantes e
levaram a obtencéo das maiores taxas de recuperacdo para os trés agrotoxicos
nas duas matrizes. Os piores resultados foram obtidos quando se utilizou
banho ultrassonico, uma vez que este ndo promoveu um contato efetivo,
obtendo consequentemente menores porcentagens de extragdo e maiores
desvios na analise. A mesa agitadora foi o tipo de agitacdo escolhido em
funcdo dos menores desvios padrédo e também em funcdo da precisdo dos

resultados.

3.3.2.6 Tempo de agitacéo

Trés tempos de agitacdo em mesa agitadora foram estudados (5, 10 e
20 minutos). Observa-se nas Figuras 3.2f e 3.3f que néo ha diferenca entre os
trés tratamentos. Ao nivel de 95% de confianca pelo teste t de Student, nas
duas matrizes, para os trés compostos, a diferenca néo é significativa.

Assim, o tempo de 5 minutos foi escolhido para dar continuidade ao

trabalho.
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3.3.2.7 Tempo de particao a frio

Nesse estudo procurou-se avaliar a eficiéncia de extracdo dos
carbamatos durante a particdo das fases pelo abaixamento da temperatura. A
separacao das fases pelo abaixamento da temperatura ocorre em virtude da
diminuicao da solubilidade dos solventes organicos em meio aquoso.

Observou-se que em um tempo de resfriamento de 1 hora a
porcentagem de recuperacdo € menor para os trés carbamatos (Figuras 3.2g e
3.3g). Comparando-se 3 horas e 6 horas de particdo ndo houve diferencas
significativas ao nivel de 95 % de probabilidade pelo teste t nas porcentagens
de recuperacdo. Em funcao disso, foi adotado 3 horas a -20 °C + 5 °C, como o
tempo de particdo do método.

Um estudo paralelo congelando-se o sistema, 0 que ocorre em um
tempo superior a 6 horas no freezer, foi realizado a fim de se verificar a
porcentagem de extracdo e presenca de interferentes na matriz. Ndo houve
diferencas significativas nas porcentagens de extracdo e 0s cromatogramas
foram semelhantes aos extratos que permaneceram no freezer por 3 horas.
Isso confirma que a distribuicdo do analito entre as fases aquosas e organicas
ocorre predominantemente antes do congelamento da amostra, o que diminui o
tempo de analise, aumentando a frequéncia analitica. Além disso, a ESL-PBT,
utilizando-se 3 horas de particdo em freezer, na analise de carbamatos em bolo
e brigadeiro, demonstrou ser uma técnica eficiente na purificacdo dos extratos,

nao sendo necessarias etapas posteriores de clean-up.

3.3.3 Validacao do método otimizado

ApoOs a otimizagdo da ESL-PBT, o método proposto foi validado para o
bolo e brigadeiro. Para isso, a 1,0 g de matriz foram adicionados 2,0 mL de
agua e esse sistema colocado em contato com 4,0 mL de acetonitrila. O
sistema foi homogeneizado em mesa agitadora por 5 minutos. Apos agitacéo, a
amostra foi colocada em freezer por 3 horas para separacao das fases. O

extrato organico (1,0 mL) foi analisado por CLAE-UV.

3.3.3.1 Seletividade
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A seletividade do método foi

comprovada por comparagdo dos

cromatogramas obtidos a 195 nm de amostras de bolo e brigadeiro fortificadas,

com os de amostras livres de carbamatos (Figuras 3.4 e 3.5).
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Figura 3.4: Cromatograma de um extrato obtido de bolo isento dos principios
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Figura 3.5: Cromatograma de um extrato obtido de brigadeiro isenta dos

principios ativos ( ) e cromatograma de um extrato de brigadeiro fortificada

com 2500,0 pg L™ dos carbamatos ().
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Os extratos de bolo e brigadeiro ndo apresentaram picos nos tempos de
retencdo dos carbamatos, além disso, 0s cromatogramas dos extratos
apresentaram uma resolucdo cromatografica satisfatéria, mostrando a
seletividade da técnica ESL-PBT para matrizes mais complexas.

Diferencas nos tempos de retencdo dos compostos sdo devidas as
oscilagbes de pressdao do aparelho que passou por manutencdes na bomba
durante um periodo do experimento, além disso, trés colunas foram utilizadas
durante esse trabalho. Entretanto, a cada trés injecOes de extratos, padroes
dos carbamatos foram injetados no cromatégrafo a fim de se garantir a
identidade dos compostos.

3.3.3.2 Limite de deteccéo, limite de quantificacéo e linearidade

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método
proposto foram determinados, respectivamente, como sendo o valor igual a 3 e
10 vezes o sinal da linha de base (ruido) obtido para amostras de bolo e
brigadeiro isentas de agrotdxicos (branco). Amostras fortificadas com
carbamatos entre 1 e 100 pg L™, foram submetidas & técnica de ESL-PBT e
analisadas por CLAE-UV. Os limites de detec¢do para aldicarb, carbofuran e
carbaryl foram respectivamente 15,0 pg L™, 12,0 pg L* e 8,0 pg L™ e os limites
de quantificacdo foram, respectivamente, 50,0 pg L™, 40,0 ug L e 25,0 pg L™
(Tabela 3.2). Esses resultados foram semelhantes para as duas matrizes
estudadas.

A linearidade do método foi avaliada analisando-se extratos obtidos a
partir da ESL-PBT de amostras de bolo e brigadeiro fortificadas com
agrotoxicos para se obter no extrato final as seguintes concentrac¢des: 50,0;
100,0; 500,0; 750,0; 1000,0; 2000,0; 3000,0; 5000,0 pg L*, sendo cada
concentracdo em trés replicatas. Os coeficientes de determinacéo (R?) para as
curvas analiticas dos trés agrotdéxicos nas duas matrizes estudadas foram

superiores a 0,99 (Tabelas 3.2 e 3.3).
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Tabela 3.2 Equacgdes lineares do método ESL-PBT para bolo

Dados da calibracao

Agrotéxicos  Equacdes R?

Aldicarb y = 223,25x - 751,8 0,9991
Carbofuran y= 725,58x + 1656,8 0,9961
Carbaryl y = 821,95x + 36466 0,9970

Tabela 3.3. Equacdes lineares do método ESL-PBT para brigadeiro

Dados da calibracao

Agrotéxicos  Equacdes R?

Aldicarb y =196,41x + 1139,7 0,9944
Carbofuran y = 686,45x + 20070 0,9982
Carbaryl y = 829,98x + 49201 0,9998

A linearidade foi confirmada para as todas as curvas preparadas nesse
trabalho. Todos os valores dispersos identificados foram confirmados pelo teste
de residuos padronizados Jacknife, ndo sendo observadas tendéncias nos
graficos exploratdrios dos residuos das regressfes, apdés o tratamento dos
dados. A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a
distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner [23]. Os
coeficientes de determinacao obtidos foram superiores a 0,99. Estes resultados
indicaram que o desvio da normalidade ndo foi significativo (p > 0,10),
permitindo o uso dos testes de hipoteses de t e F. A variabilidade dos residuos
da regressdo ao longo dos niveis de concentracdo estudados foi constante,
demonstrando homoscedasticidade. A estatistica t de Levene ndo foi
significativa (p > 0,05) em todas as curvas examinadas. Independéncia dos
residuos da regresséao foi evidenciada pelo teste de Durbin-Watson [26], uma
vez que as distribuicdes dos pontos ndo apresentaram tendéncias positivas ou
negativas. Assim, o uso do MMQO foi adequado para estimativa dos

parametros das regressoes.

3.3.3.3 Exatidao e precisdo do método
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Para determinar a exatiddo do método, amostras de bolo e brigadeiro

em triplicata (isentas de agrotéxicos) foram fortificadas com 100,0 xgL™ ; 200,0

ugL™; 1000,0 ugL™ dos agrotéxicos. A taxa de recuperacdo obtida para o

método proposto variou de 83 a 91%, com coeficientes de variagdo inferiores a

9%. A precisdo do método foi determinada em termos do coeficiente de

variacdo (CV) para nove extragcOes idénticas de amostra de matrizes

fortificadas com 500,0 xgL™ e anélise por CLAE-UV. Os resultados obtidos para

bolo e brigadeiro estdo apresentados nas Tabelas 3.4 e 3.5, respectivamente.

Tabela 3.4. Porcentagens de recuperagdo dos trés agrotoxicos, ap0s extracdo

da amostra de bolo fortificada com quatro concentragdes diferentes

Concentracao Recuperacdo média e CV (%)
Bolo (ug L™) Aldicarb Carbofuran Carbaryl
100,0° 86,3 6,3 896 52 916 8,2
200,0° 86,0 55 894 6,5 92,1 7,5
500,0° 854 6,0 90,0 59 91,8 7,5
1000,0% 859 58 912 6,2 919 8,5

®Resultados representam uma média de trés repeticoes.

PResultados representam uma média de nove repeticdes.

Tabela 3.5. Porcentagens de recuperacao dos trés agrotoxicos, apos extracao

da amostra de brigadeiro em quatro concentra¢cdes diferentes

Concentragao Recuperacédo média e CV (%)
Brigadeiro (ug L™) Aldicarb Carbofuran Carbaryl
100,0% 836 81 886 52 90,6 6,2
200,0% 83,4 85 89,8 55 90,4 6,5
500,0° 82,8 79 898 50 90,6 6,8
1000,0% 83,7 72 889 59 91,2 5,6

®Resultados representam uma média de trés repeticdes.

PResultados representam uma média de nove repeticoes.

Os resultados apresentados nas Tabelas 3.4 e 3.5 ndo diferem entre si,

em nivel de 95% de probabilidade pelo teste t de Student, mostrando que a
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porcentagem de recuperacao independe do nivel de concentracdo dos analitos

nas amostras.

3.3.3.4 Aplicacdo do método

O método validado foi aplicado em quatro amostras de bolo e quatro
amostras de brigadeiro de diferentes procedéncias, isentas dos agrotoxicos
fortificadas ao acaso, em triplicata, com o0s produtos comerciais dos
carbamatos a fim de simular uma situacéo real de tentativa de envenenamento.

Em todas as amostras de bolo e brigadeiro extraidas pelo método ESL-
PBT néo houve interferéncias dos componentes dos produtos comerciais como
pode ser observado pelos cromatogramas das Figuras 3.6 e 3.7 (bolo e
brigadeiro respectivamente).

Um estudo paralelo foi realizado com trés amostras de diferentes bolos
(com chocolate granulado- tipo prestigio, com chocolate em pé e sem
chocolate) a fim de se verificar diferencas entre a extracdo de bolos com
caracteristicas distintas. Nao foi observada diferenca entre as porcentagens de
extracdo e cromatogramas obtidos para extratos de diferentes bolos.

Bombons com recheio de coco, de brigadeiro e recheio de nozes
também foram avaliados. Nao houve diferenca entre os resultados obtidos para
extratos de diferentes bombons, se comparados ao extrato de brigadeiro, o que
confirma a robustez do método proposto para matrizes diferentes, mas com

semelhancas na composicdo quimica e processamento.
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3.4 CONCLUSAO

A otimizacdo da ESL-PBT, para extracdo de carbamatos em bolo,
brigadeiro e similares por CLAE-UV, resultou em um método rapido, eficaz,
seletivo. Além disso, o método proposto apresentou porcentagens de
recuperacdo elevadas para os trés carbamatos (superiores a 83%) e desvio-
padréo relativo inferior a 9% nas duas matrizes estudadas. A grande vantagem
dessa técnica é o baixo consumo de solventes (4,0 mL) para a extracdo dos
agrotoxicos e a simplicidade da técnica. A modificacdo da polaridade da fase
extratora (acetonitrila) ndo favoreceu a extracdo dos agrotoxicos. O aumento
da forca ibnica pela adicdo de sal do meio ndo resultou em maior porcentagem
de extracdo dos carbamatos. A etapa de adicdo de 4gua foi necessaria para
melhorar a eficiéncia da extracdo. Finalmente, o método proposto possibilitou a
quantificacdo de residuos de aldicarb, carbofuran e carbaryl em amostras de

diferentes tipos de bolos e brigadeiro.
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CAPITULO 4

ESTABILIDADE DOS CARBAMATOS ALDICARB E CARBOFURAN EM
ALIMENTOS E BEBIDAS

4.1 INTRODUCAO

Os carbamatos séo inseticidas sistémicos de uso controlado, utilizados
principalmente nas culturas de batata, café e citros. Os carbamatos possuem
alta eficiéncia no controle de pragas, sendo, porém téxicos ao homem e
animais, apesar de apresentarem degradacdo rapida no ambiente. Na Figura

4.1 séo apresentadas as estruturas dos carbamatos aldicarb e carbofuran.
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Figura 4.1: Estruturas quimicas do aldicarb e carbofuran.

Os fatores mais associados a degradacdo desses compostos em aguas
sdo: temperatura e pH [1]. Os carbamatos sdo degradados rapidamente
dependendo das condicdes fisicas [2], quimicas [3-5] e microbioldgicas [6-7] do
meio. O aldicarb, depois de sua aplicacédo, é rapidamente transformado em
aldicarb sulféxido e aldicarb sulfona, podendo ser degradado em oximas e
nitrilas [8]. De modo geral sdo muito persistentes em aguas subterraneas,
principalmente naquelas com carater acido. A meia-vida para degradacédo a
produtos ndo téxicos varia de poucas semanas a muitos anos. O modo primario
de degradacdo é a hidrélise quimica, embora, também possa ser por
decomposicdo microbiana [9]. Na Figura 4.2 sdo apresentados os produtos de

degradacédo do aldicarb.

CHa ] CH4 CHy
| 1 | |
CHz-5-C-CH=MN-0-C-MNH-CH; CHz-%5-C-CH=MNOH CHy-5-C-CH:=M
1 1 1
CHy — CHy — CH:
Aldicark ,@ Aldicarb oxime Aldicarb nitrile
] CH3 m} ] CH3 ] CH3
n 1 n 11 11
CH;-5-C-CH=MN-0-C-HNH-CH; CHs;-5%-C - CH=NOH CHy -5-C-C=N
1 1 1
CH4 = CHy — CH3
Aldicarb sulfoxide Aldicarb sulfouide Aldicarb sulfouide
oime nitrile
g o 0 o o g oo
1|
CHz-5-C-CH=MN-0-C-MNH-CH; CH;-2-C-CH=MN-0OH CHy-5-C-C:z=M
I "o (I
O CHy — O CHj == O CHj
Aldicarb sulfane Aldicarb ulfane oxime Aldicarb sulfone

Fonte: WHO (modificada) <http://www.inchem.org/documents/jmpr/jmpmono/v079pr03.htm> [1].
Figura 4.2: Produtos de degradacédo do aldicarb [1].
O principal metabdlito do carbofuran é o 3-hidroxicarbofuran,

guimicamente conhecido por 2,3-dihidro-2,2-dimetil-3-hidroxi-7-benzofuran.
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Sua ocorréncia se da pelo processo de hidroxilacdo, o qual pode ser oxidado
com a formacdo do 3-cetocarbofuran ou hidrolisado para formacdo do 3-
hidroxi-7-fenol ou ainda a formacdo de conjugado [10]. Na Figura 4.3 séo

apresentados os principais produtos de degradac¢éo do carbofuran.

CHs ouidation
0" CHs CH3

0= —NHCHOH 0- c NHCHQOH
o
M-hydroxymethyl
- cyarhofzran* ¥ F-hydroxy-N-hydroxy-
rmethyl carbofuran *
Dxldatlun
hydralysis CHs
CH3 07 "CcH
o— C NHCH3 OH
7-phenal
u:arbnfuran
loxidation oxidation
OH
hydrolysis
B CH3
3 O CH3
O- C NHCH3 COH

3-hydroxy-7-phenal
3—hydrm{ycarhofuran

nxldatlon axidation
[u]
. =
hydralysis “ CHs
CH3 07 "CHs
0— C NHCH3 OH
8 ketncarbnfuran 3-keto-7-phenal

*Produtos encontrados somente no metabolismo de ratos

Fonte: WHO (modificada) <http://www.inchem.org/documents/jmpr/jmpmono/v96pr03.htm> [10].

Figura 4.3: Principais produtos de degradacéo do carbofuran [10].

Apesar de apresentarem degradacao rapida e alta eficiéncia no controle
de pragas, os carbamatos sdo téxicos ao homem e aos animais [11]. ApoOs
degradacéo, alguns metabdlitos séo tao toxicos quanto 0s proprios agrotoxicos.
O aldicarb sulféxido apresenta o valor de DLso (0,9 mg/kg) igual ao aldicarb
[12].
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O aldicarb e carbofuran sdo os principais responsaveis pelos inumeros
casos de intoxicacdes acidentais, ocupacionais e dos crimes de homicidio e
suicidio. Em funcdo da coloragcdo acinzentada das formula¢des dos produtos
comerciais desses agrotoxicos, alimentos e bebidas de coloracdo escura séo
utilizados como veiculo de envenamento de animais e seres humanos [13]. Em
casos de suspeita de envenenamento, essas amostras sao conduzidas as
Delegacias e posteriormente aos laboratorios de pericias dos Institutos de
Criminalistica.

Em funcdo da degradacdo desses agrotoxicos, o conhecimento da
estabilidade dos mesmos em diferentes matrizes é importante para os
trabalhos da pericia. O adequado armazenamento das amostras até o
momento da andlise € um fator importante na preservacéo das caracteristicas
das mesmas para efeito de elucidacdo dos casos. Em funcdo disso, esse
trabalho teve como objetivo estudar a estabilidade do aldicarb e carbofuran em
agua mineral, suco de uva, achocolatado, bolo e brigadeiro, por um periodo de
vinte e oito dias. Os fatores avaliados na estabilidade desses carbamatos
foram, além das diferentes matrizes, a temperatura de armazenamento, a
adicdo de sal e a luz. Além disso, avaliou-se a estabilidade dos compostos em
funcéo do pH de soluc¢des aquosas por um periodo de vinte e oito dias.

A extracdo dos carbamatos em agua, suco de uva e achocolatado foi
realizada pela técnica de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ELL-PBT) [14,15]. Na extracdo dos carbamatos em bolo e
brigadeiro  foi utilizada a extracdo solido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ESL-PBT) [16,17]. A analise foi feita por cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta (CLAE-UV).

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Shimadzu LC 20AT equipado
com um detector UV/VIS Shimadzu SPD 20A, forno da coluna, Shimadzu CTO
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10ASVP, injetor automatico Shimadzu SIL 10AF; sistema de integracdo Lab
Solutions da Shimadzu; Banho ultra-sénico Maxi Clean 750- Unique (saida de
150 W e frequéncia de 33 kHz); mesa agitadora (Tecnal TE — 420, Sao Paulo,

Brasil) a 25 °C e 175 oscilagdes por minuto; e vortex (Certomat® MV).

4.2.2 Condigbes cromatograficas

As seguintes condicdes cromatograficas foram ajustadas para
determinacdo simultdnea de aldicarb e carbofuran por CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia): Coluna Phenomenex Luna 3um C18, 100 A 150 x 4,6
mm; fase movel: agua purificada: acetonitrila 65:35 v:v, vazdo da fase movel:
0,8 mL min™®, temperatura da coluna: 35 °C e volume de injecdo 20 pL.
Detector de UV a 195 nm.

4.2.3 Reagentes e solucdes

As solucbes padrdo estoque na concentracdo de 1000,0 mg L™ de
aldicarb e carbofuran foram preparadas individualmente em acetonitrila (J.T.
Baker, grau HPLC) e armazenadas em freezer. A partir de diluicdo das
solucdes estoque foi preparada uma solucdo padrdo de trabalho contendo os
carbamatos na concentracdo de 5,0 mg L. As demais solucbes foram
preparadas a partir da solugéo de trabalho.

As solucbes empregadas foram preparadas a partir de padrdes de
aldicarb (99,9% m/m — Sigma Aldrich), carbofuran (99,9% m/m - Sigma
Aldrich), utilizando como solvente acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC). A
acetonitrila também foi empregada como solvente extrator.

Para o experimento de estabilidade foram utilizados os produtos
comerciais dos carbamatos aldicarb (Temik® 150) e carbofuran (Furadan® 100
G).

4.2.4 Preparo de amostras

4.2.4.1 Estabilidade do aldicarb e carbofuran em &gua mineral em

funcéo do pH
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Um estudo de estabilidade foi conduzido para o aldicarb e carbofuran em
agua mineral a diferentes valores de pH (2,6; 4; 6; 8; 10 e 12) e em duas
temperaturas (25 'C e 4 'C) por um periodo de vinte e oito dias.

Doze amostras de agua mineral (60,0 mL) tiveram os seus valores de pH
ajustados para: 2,6; 4; 8; 10 e 12. O valor de pH=6 nao foi ajustado, uma vez
que a agua mineral apresentou esse valor de pH. O pH do meio foi ajustado
com solugbes de &cido cloridrico e de hidroxido de sddio. Posteriormente,
foram fortificadas com os produtos comerciais Temik e Furadan (80,0 mg L™ e
600,0 mg L*, respectivamente). Seis amostras foram armazenadas em
geladeira (4 a 10 °C) e seis a temperatura de (25 + 3 °C).

As extracOes, em triplicata, foram realizadas apds 1 hora, 12 horas, 24
horas, 3 dias, 5, 10, 15, 21 e 28 dias ap0s a aplicacdo dos produtos comerciais
as solucdes aquosas em diferentes valores de pH. As amostras foram
extraidas conforme descrito no item 4.2.5.1. Os resultados obtidos para a
amostra submetida ao processo de extragdo no primeiro dia (tempo zero), em
diferentes valores de pH, foi considerado 100% e a estabilidade nos demais

dias foi avaliada através da porcentagem relativa considerando o primeiro dia.

4.2.4.2 Amostras liquidas: Agua, achocolatado e suco de uva.

Duas amostras de cada matriz, com e sem sal, foram armazenadas em
freezer (-20 + 3 °C), duas em geladeira (4 a 10 °C), duas foram mantidas a
temperatura ambiente (22 + 5 °C) na presenca de luz e duas foram mantidas a
temperatura ambiente (22 + 5 °C) na auséncia de luz.

As amostras, isentas dos carbamatos, foram fortificadas com os
produtos comerciais Temik e Furadan para se obter uma concentracdo de 80
mg L™ e 600 mg L™?, respectivamente. Em seguida, adicionou-se sal (1,5% de
NaCl) nos frascos submetidos a esse tratamento.

A presenca de luz foi simulada por uma lampada incandescente de
intensidade 60 W. Para simular auséncia de luz as amostras foram
armazenadas em frascos de vidro &mbar cobertos com papel aluminio.

O pH de todas as amostras foi verificado antes das extracbes durante o

periodo do experimento.
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As extracbes em triplicata foram realizadas apos 1 hora, 12 horas, 24
horas, 3 dias, 5, 10, 15, 21 e 28 dias apds a aplicacdo dos produtos comerciais,
em trés temperaturas (22 C, 4 'C e -20 'C), na presenca e auséncia de sal (1,5
% de NacCl). Para os tratamentos a temperatura de 22 °C, foi verificado o efeito

da presenca e auséncia de luz na estabilidade dos carbamatos.

4.2.4.3 Amostras sélidas: Bolo e brigadeiro

Foram preparados 217 frascos de vidro com tampa e em cada frasco foi
adicionado 1,0000 g de amostra solida (bolo ou brigadeiro de marcas
comerciais). A cada frasco (exceto um) foi adiconado 0,3000 g da mistura dos
produtos comerciais Temik e Furadan (33,0000 g de cada produto comercial
triturados e homogeneizados).

Cinquenta e quatro amostras de cada matriz foram armazenadas em
freezer (-20 + 3 °C), 54 amostras em geladeira (4 a 10 °C), e 108 a temperatura
ambiente (22 + 5 °C). Nesse Ultimo tratamento a temperatura ambiente foi
verificado também o efeito da presenca e auséncia de luz, deixando 54
amostras sob o efeito de uma lampada incandescente de intensidade 60 W, e
54 amostras foram entdo armazenadas em frascos de vidro &mbar cobertos
com papel aluminio para impedir a passagem de luz.

As extracGes em triplicata foram realizadas ap6s 1 hora, 12 horas, 24

horas, 3 dias, 5, 10, 15, 21 e 28 dias ap06s a aplicacao dos produtos comerciais

4.2.5 Extragdo dos carbamatos

A extracdo dos carbamatos em todas as matrizes foi realizada pela
técnica extracdo com particdo em baixa temperatura e a andlise foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta (CLAE-
UV). A extracdo e andlise de cada matriz foi otimizada e validada previamente.
O resultado obtido para a amostra submetida ao processo de extracdo no
primeiro dia (tempo zero) foi considerado 100%.

Os gréficos e os modelos matematicos das regressbes nado lineares

foram construidos utilizando o programa Sigma Plot 11.0.
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4.2.5.1 Extracdo dos carbamatos em agua mineral

A 2,00 mL de &gua mineral (na auséncia e presenca de 1,5% de NaCl)
previamente preparada como descrito no item 4.2.4.1, foi adicionado 4,00 mL
de acetonitrila. Essa solucdo foi mantida em banho ultrassénico por 10 min.
Posteriormente a mistura foi levada ao freezer a aproximadamente -20 °C por 3
h. Apés esse periodo, retirou-se 1,0 mL da fase organica para andlise por
CLAE-UV.

4.2.5.2 Extracdo dos carbamatos em achocolatado e suco de uva

A 2,00 mL de bebida (na auséncia e presenca de 1,5% de NacCl)
previamente preparada como descrito no item 4.2.4.2, adicionou-se 4,00 mL
de acetonitrila. O sistema foi homogeneizado no vortex por 60 segundos. Apds
agitacdo, a amostra foi colocada em freezer por 3 horas para separacdo das

fases. O extrato orgéanico (1,0 mL) foi analisado por CLAE-UV.
4.2.5.3 Extragdo dos carbamatos em bolo e brigadeiro
Em cada frasco previamente preparado como descrito no item 4.2.4.3,
contendo 1,0000 g de matriz sélida foram adicionados 2,00 mL de agua e esse
sistema colocado em contato com 4,00 mL de acetonitrila. O sistema foi
homogeneizado em mesa agitadora por 5 minutos. ApOs agitacdo, a amostra

foi colocada em freezer por 3 horas para separagdo das fases. O extrato

organico (1,0 mL) foi analisado por CLAE-UV.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise cromatografica
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As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para analise simultanea dos
carbamatos permitiram uma boa separacdo dos principios ativos conforme o

cromatograma apresentado na Figura 4.4.

uv
150000

Carbofuran

125000

100000 Aldicarb

75000 \

50000

resposta do detector

25000+

Tempo (min)

Figura 4.4. Cromatograma de uma solucdo padrdo a 5,0 mg L™ de aldicarb (tr
= 7,935 min), carbofuran (tg = 13,491 min).

Os picos, com tempos de retencao (tg) iguais a 7,935 e 13,491 min
correspondem a aldicarb e carbofuran, respectivamente. Na deteccdo desses
carbamatos, o comprimento de onda utilizado foi 195 nm.

4.3.2 Estabilidade dos carbamatos em agua a diferentes valores de pH

Os resultados do experimento de estabilidade de aldicarb e carbofuran
em &gua conduzido em diferentes valores de pH a 25 C e a 4 C s&o
apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6. Desses dados foram ajustadas as
equacdes matematicas para descrever os fenbmenos. Na Tabela 4.1 estdo
apresentadas para cada carbamato e cada condicéo as equacgdes ajustadas.
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Figura 4.5 Estudos de degradacéo de aldicarb em agua em diferentes valores

de pH,a25e4 C.
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Tabela 4.1: Equacdes nao lineares dos experimentos de degradacdo dos

carbamatos em agua em diferentes valores de pH a 22 e 4 °C

pH Aldicarb Carbofuran
25°C

2,6

y:73’1212/(l+e(-(x-14,1800)/8,1549)) y:52,2881/(1+e(—(x-12,5591)I6,1129))
4,0

y:922 2044/(1+e(-(x-76,7203)/15,5839)) y:43 6554/(1+e(-(x-10,2757)/5,2685))
6,0

y=105,5529/(1+(x/15,0380) *°"*°) y=65,5847/(1+(x/2,1891) >%"%)
8,0

y=111,2817/(1+(x/1,9792) 0%>'8 y=47,0014 + 10,8369Inx
10.0 y= 115,858 (1-e002383719%L)

‘ y=3,7431 + 16,6533Inx
120 y= 120,7246 (1-e00264372477)
’ y=7,5797 + 19,0126Inx
4°C

2,6

y=88,4788/(1+(x/32,7122) ****) y=33,3894/(1+e(-103580/5.3002))
4,0

y=72,7887/(1+e (24188L/13.7125)) y=0,7436+9,0946Inx
6,0

y:96,5796/(1+e(-(x-19,5085)/10,6220)) y=51,0252/(1+e(-(x-2,3531)/0,4715))
8,0

y=55,8564/(1+e(+22299/06782)y y=21,8037+16,5661Inx
10,0

y:lOZ 2314/(1+e(-(x-11,0826)/3,4787)) y:63 5026/(1+e(»(x-12,0179)/5,2593))
12,0

. 0,5624)
y= 125,5892 (1- (003957

y=4,5175+19,3138Inx

Observa-se pelos resultados (Figura 4.5) que a degradacao do aldicarb

é maior & temperatura de 25 "C nos primeiros dias do experimento, chegando a

70% em meio alcalino, independentemente da temperatura. Observa-se

também que apés 3 dias, em pH acima de 8 e a 25 C, a degradacgéo do

aldicarb foi maior que 50%.

Resultados semelhantes apresentados na Figura 4.6 foram obtidos para o

carbofuran, embora para esse composto, a degradacao seja menos acentuada

do que a do aldicarb. Em valores de pH préximos ao da agua natural (pH=5,5-

7

6,0) esta degradacdo é mais lenta para todos os compostos nas duas

temperaturas estudadas.

94



A temperatura € um fator que influencia a velocidade de hidrolise,
contribuindo com um aumento de 35% para cada grau centigrado acima da
temperatura ambiente [18].

Segundo WHO (1989) essas substancias sdo estaveis em condicdes
acidas e instaveis em condi¢bes alcalinas, como observado nesse estudo.
Entretanto, esse estudo mostra que em pH 4 estes compostos sdo mais
estaveis do que em pH préximos de 2, principalmente para o aldicarb. O pH é
um parametro importante a ser considerado quando se avalia a permanéncia
de residuos de carbofuran em aguas superficiais. A meia vida do carbofuran
em agua a 22 °C é de aproximadamente 12 meses em pH 4,0, 121 dias em pH
7,0 e 31 horas em pH 9,0 [19], confirmando os dados obtidos neste estudo.

4.3.3 Estabilidade dos carbamatos em agua

Os dados da degradacdo dos carbamatos em funcdo da luz e da
adicdo de sal a 22 °C estdo apresentados na Figura 4.7. Desses dados foram
ajustadas equacdes matematicas para descrever os fenébmenos. Na Tabela 4.2
estdo apresentadas para cada carbamato e cada condicdo as equacdes

ajustadas.
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Figura 4.7: Efeito da luz e da adicdo de sal na estabilidade dos carbamatos em

amostras de 4gua armazenadas a 22 C.

Tabela 4.2: Equacdes ndo lineares dos experimentos de degradacao dos

carbamatos em agua

Aldicarb

Carbofuran

Agua sem luz
e sem AD*
Agua com luz
e sem AD
Agua sem luz
e com AD
Agua com luz
e com AD
Agua 4 °C
sem AD
Agua 4 °C
com AD
Agua -20 °C
sem AD
Agua -20 °C
com AD

o (-(x-1,8504)/15336)

y =39,3478e

y:80,0090.X0'8810/(5,54860'8810+ XO,SSlO)
y=-1,1839+ 47,6360/1+( x/2,5302)*%"

y= 79’0103.)( 0,8384/(4,96500,8384_'_ X0,8384)

y=5,1257 +25,0708.x""°%* /(8,6215" 7% * x17%%%)
y=-1,9313+ 93,5718.x ***%%/(94,1892%4%%" x*>40%)
y=0,0974 + 2,1236/(1+e X 343DLOLTN)

y=0,0541+2,1408/(1+g" ¢>3708/0.9807)y

_e(x-1,5748)/11272)

y =35,4127e

y= 45,4850.x 1¥%( 1,6445"3%%0+ 3860

y= -0,5502+ 37,3225/1+( x/ 1,7887) %%

y= 46,0205 x 1 #%%/( 1,8844" 2254 1227

y= 0,1241+ 20,6335.x “%7%%/(3,4848"2724" 12724
y= -0,6851+ 26,9387.x **°%%/(5,4040%%%2% x%329)
y=0,0992 +1,9420/(1+"*39467/0:4399),

y=0,19901+2,1171/(1 +e(-(x-4,37824,3782)/0,4625))

AD= Adicéo de sal
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Observa-se que nos primeiros 5 dias a degradacdo dos principios ativos
€ semelhante na presenca e auséncia de luz, sendo degradados cerca de 30%.
Apés 5 dias, ndo se observa degradacdo acentuada para 0s principios ativos
na auséncia de luz. Por outro lado, a partir de 5 dias, em presenca de luz o
aldicarb se degrada no decorrer dos 28 dias, chegando a 70% no final do
experimento, e o carbofuran aproximadamente 50%.

Estudos realizados por Bertrand e Barcel6 (1991) [20] e Bachman e
Patterson (1999) [21] mostraram que a luz foi um fator importante no processo
de degradacao de carbamatos em agua e em solo, respectivamente. Segundo
Mahalakshmi et. al [22], a porcentagem de degradacdo aumenta com o
aumento da intensidade de luz até 64 W, uma vez que aumenta a
probabilidade de excitacdo dos elétrons assim como a re-excitacdo dos
elétrons recombinados aumentando assim a fotélise.

A adicdo de sal na concentracdo avaliada (1,5% de NaCl), nao
influenciou na degradacdo dos carbamatos em &gua, independente da
presenca ou auséncia da luz. Na extracdo de carbamatos em agua por ELL-
PBT [14] a adicdo de sal (1,5% de NaCl) aumenta a porcentagem de extracao
uma vez que provoca uma reducdo da solubilidade do analito na matriz,
facilitando a sua extracdo. Por outro lado, a presenca de sal no meio pode
afetar o crescimento microbiano, alterando o processo natural de degradacao,
entretanto ndo foi observada nenhuma alteracdo nas condi¢cdes do
experimento.

Moreira et. al (2004) [23] estudando a degradacao hidrolitica do
carbofurano em aguas naturais mostrou que variagdes na concentracdo de
sais, podem produzir um efeito tampdo, tornando a hidrélise mais lenta.
Entretanto, nesse estudo, esse efeito n&o foi observado.

O pH inicial da a&gua mineral foi igual a 6,0, ndo variando até os
primeiros 15 dias do experimento. A partir dai o pH aumentou para 6,1
permanecendo nesse valor até o final do experimento.

Na Figura 4.8 estdo apresentados os efeitos de temperaturas (4 C e -
20 'C) e da adicéo de sal na degradacdo dos carbamatos. A temperatura de
refrigeracao (4 "C), ocorre uma degradacéo de 15 a 20% nos primeiros dias do
experimento, chegando a 30% de degradacao aos 28 dias. Foi observado que
a adicéo de sal ndo afeta a estabilidade desses principios ativos. A -20 'C, nos

primeiros dias do experimento ocorre uma perda de aproximadamente 2% para
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os dois carbamatos estudados, ndo ultrapassando 3,0% até 28 dias do
experimento. Observa-se que o congelamento € uma excelente forma de se
preservar amostras contendo carbamatos antes de serem submetidas as

procedimentos de extracdo e analise.
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Figura 4.8: Efeito da temperatura e da adicdo de sal na estabilidade do

aldicarb e carbofuran em amostras de agua armazenadas a 4 °C e a -20 °C.

Na Figura 4.8, pode-se verificar que quanto maior a temperatura, maior a
degradacdo dos carbamatos. O aumento da temperatura provoca o aumento
da velocidade das reag¢des quimicas e favorece os processos endotérmicos.
Além disso, verifica-se que a degradacéo de aldicarb foi mais acentuada que a
do carbofuran na maioria dos tratamentos. Isso provavelmente porque o
aldicarb hidrolisa-se mais facilmente que o carbofuran, uma vez que esse
apresenta anel benzénico em sua molécula, o que confere maior estabilidade.

A -20 °C foi observada uma baixa degradacéao para os dois compostos.
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo da estabilidade de

aldicarb e carbofuran em café bebida [24].
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4 .3.4 Estabilidade dos carbamatos em achocolatado

Os estudos do efeito da luz e da adicdo de sal na estabilidade dos
carbamatos em achocolatado foram realizados a 22 "C. Observa-se pela Figura
4.9 que nos primeiros dias a degradacdo do aldicarb € semelhante na
presenca e auséncia de luz, sendo degradados cerca de 100% em 5 dias.
Desses dados foram ajustadas equacfes matematicas para descrever 0s
fendmenos. Na Tabela 4.3 estdo apresentadas para cada carbamato e cada
condicdo as equacOes ajustadas. Apos 10 dias, esse composto se degradou
totalmente. Para o carbofurano, a presenca de luz aumentou a degradacéo
aproximadamente 40% aos 15 dias, sendo que na presenca de luz, ap0s esse
periodo houve degradacdo completa do carbofuran.

A adicdo de sal na concentracdo avaliada (1,5% de NaCl), nao
influenciou na degradacédo dos carbamatos em achocolatado, independente da

presenca ou auséncia da luz.
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Figura 4.9: Efeito da luz e da adicao de sal na estabilidade dos carbamatos em

amostras de achocolatado armazenadas a 22 °C.

Tabela 4.3: Equacdes nao lineares dos experimentos de degradacéo dos

carbamatos em achocolatado

Aldicarb Carbofuran

ACH* sem luz y = 66.3076 e,e(-(x-2,8631)/56296)
esem AD*  y=100,4214 / ( 1+e (04199712960, A

ACH com luz

e sem AD y=101,5212/ (1+e" 0 26453/ 1.0639) y= 98,6105 / (1+e *53221/23372))
ACH sem luz y = 69,4459&,9(-(x-1,9108)/1,8592)
e com AD y=9,3238 + 90,6972/(1-+e 42407/ 0,6968))
ACH com luz

ecom AD  y=0,6348 + 107,8428.x%%/(1,6447""% + x"11%%)  y=0,1805 + 92,9575.x*°%%%/(5,7495111%° + x?5432)
ACH 4 °C
sem AD y=6,5999+87,2115.x>%48%/ (5,8009%%% + x*848%) =78 6693 / (1+(x/7,7499)*"**%))
ACH 4°C
com AD y=7,5799+89,7332.x>°'?/(6,0396°%°"2 + x*4°12) y= 127,0498/ (1+(x/ 34,4136)°°%%))
ACH -20 °C

sem AD y=In(-1,0244+1,1985Xx) y=In(0,9256+0,5164x)
ACH-20 °C
com AD y=In(-1,3057+1,2746X) y=In(-0,3732+0,7253x)
*ACH= achocolatado *AD=Adic¢&o de sal.

Na Figura 4.10 sdo mostrados o efeito da temperatura e da adi¢ao de sal
na estabilidade dos carbamatos em achocolatado armazenado a 4 °C e -20 °C.
Para as amostras armazenadas a 4 °C, a reducao verificada para aldicarb e
carbofuran 28 dias apds a fortificacdo foi de aproximadamente 90% e 60%
respectivamente. Verifica-se que a adicdo de sal ndo afeta a estabilidade
desses principios ativos. A -20 'C ocorre uma pequena degradacdo de
aproximadamente 4% para os dois carbamatos estudados até 28 dias do

experimento.
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Figura 4.10: Efeito da temperatura e da adicao de sal na estabilidade de
aldicarb e carbofuran em amostras de achocolatado armazenadas a4 Ce a -
20 'C.

A alta degradacao dos compostos em achocolatado armazenado a 22 °C
e a 4 °C pode ser explicada pela caracteristica dessa matriz, rica em proteinas,
carboidratos e lipideos, o que favorece o crescimento microbiano. O
aparecimento de fungos foi verificado logo nos primeiros 5 dias, principalmente
a temperatura de 22 °C.

O pH inicial do achocolatado foi 6,8. Apos 5, 15 e 28 dias, os valores de
pH foram 4,2; 6,5 e 8 respectivamente, a 22 °C. O abaixamento do pH se deve
provavelmente a acidificacdo do meio em funcéo de crescimento bacteriano e
posteriormente, com a protedlise, ocorreu um aumento do pH do meio. Os
valores de pH a 4 °C foram 6; 7 e 7,3 apés 5, 15 e 28 dias respectivamente.

Na presenca de microrganismos, a degradacao do aldicarb ocorre por
duas rotas; oxidacdo do aldicarb a aldicarb sulfoxido e mais tarde a aldicarb
sulfona (em condigBes aerobicas) e hidrélise do aldicarb e de seus residuos

para oximas (em condi¢cdes anaerobicas) [25]. Estudos em solo mostraram que
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a degradacao do aldicarb foi maior na camada superficial, onde a atividade
microbiana exerceu maior agao sobre a degradacao [26].

A degradacdo microbiana do carbofuran leva a formagdo do
carbofuran-7-fenol. Esse composto pode ser degradado no solo e na agua por
hidrolise e fotolise e muitas bactérias capazes de degrada-lo tém sido isoladas

e caracterizadas [27].

4.3.5 Estabilidade dos carbamatos em suco de uva

A estabilidade dos carbamatos em suco de uva armazenado a 22 °C na
presenca e auséncia de luz e adicdo de sal é apresentada na figura 4.11.
Verifica-se que nos primeiros dias a degradacéo do aldicarb e carbofuran em
suco de uva é mais lenta a 22 °C se comparada ao achocolatado (Figura 4.10).
O pH inicial do suco foi 3. ApGs 5, 15 e 28 dias, os valores de pH foram 2,9; 3 e
3,1 respectivamente, a 22 °C e a 4 °C. A degradacdo mais lenta se comparada
ao achocolatado nos primeiros dias, se deve ao pH da matriz, uma vez que 0s
carbamatos sdo mais estaveis em meio acido [10,12]. Entretanto, ap6s 21 dias
a degradacdo na presenca de luz chegou a 100 e 90% para o aldicarb e
carbofurano, respectivamente. A presenca de luz aumentou aproximadamente
15% a degradacdo dos compostos se comparado a0 mesmo tratamento na
auséncia de luz no decorrer do experimento.

A adicdo de sal na concentracdo avaliada (1,5% de NaCl), nao
influenciou na degradacdo dos carbamatos em suco, independente da

presenca ou auséncia da luz.
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Figura 4.11: Efeito da luz e da adigcdo de sal na estabilidade dos carbamatos

em amostras de suco de uva armazenadas a 22 °C.

O efeito da temperatura e da adicdo de sal em amostras de uva
armazenadas a 4 °C e -20 C é apresentado na Figura 4.12. A reducéo
verificada para aldicarb e carbofuran 28 dias apés a fortificacdo foi de
aproximadamente 20% e 15% respectivamente, para as amostras
armazenadas a 4 °C. Essa degradacao inferior em suco se comparada aos
mesmos compostos em achocolatado armazenados a 4 °C se deve a menor
degradac&o microbiana, uma vez que o pH do suco nédo favorece crescimento
bacteriano e também a maior estabilidade dos carbamatos nesse pH. Foi
observado que a adicdo de sal ndo afeta a estabilidade desses principios
ativos. A -20 'C ocorre uma degradacéo de aproximadamente 2% para os dois
carbamatos estudados, indicando que esta € a temperatura ideal para

armazenar este tipo de amostra.
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Figura 4.12: Efeito da temperatura e da adicao de sal na estabilidade de

aldicarb e carbofuran em amostras de suco de uva armazenadas a 4 °C e a -20

°C.

Desses estudos foram ajustadas equacfes matematicas para descrever

os fendmenos. Na Tabela 4.4 estdo apresentadas para cada carbamato e cada

condigcdo as equacdes ajustadas.
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aldicarb e carbofuran em suco de uva

Tabela 4.4: Equacdes ndo lineares ajustadas para a degradacédo do

Aldicarb

Carbofuran

SU* sem luz
e sem AD**
SU comluze
sem AD
SU semluze
com AD
SU comluze
com AD
SU 4 °C sem
AD

SU 4 °C sem
AD
SU -20°C
sem AD
SU -20°C
com AD

y=92,8910/ (1+e(-x-13,2689)/5,5135))
y= 99,0957/ (1+e(-><- 10,7075)/4,9420))
y= 97,7449/ (1+e0* 127577)>:3262))
y= 106,0317/ (1+e(-x- 10,6616)/4,7800))

y= 25,5866/(1+ (X/4'5123)-0,9837)

y= 23,1628/(1+ (x/ 3,6754) %)
y=In(1,2578+0,2853x)

y=In(1,1804+0,3376X)

y= 91,2148/ (1+e('x' 16,6272)/5,0658))
y= 98,9400/ (1+e('x' 14,8024)/4,7717))
y= 94,3758/ (1+e(-><- 14,2030)/4,3738))
y= 99,8901/ (1+e('x' 11,7198)/3,7840))

y=19,0541/(1+ (x/ 4,1288) 8190

y=16,5503/(1+ (x/ 2,9110) *%°7®)
y=In(1,0391+ 0,3868X)

y=In(1,1604+0,3296X)

*SU= Suco de uva

*AD=adi¢do de sal

4.3.6 Estabilidade dos carbamatos em bolo e brigadeiro

A degradacédo de aldicab e carbofuran em bolo e brigadeiro foi verificada

na auséncia e presenca de luz a 22 °C e em duas temperaturas (4 e -20 °C) e

os resultados sao apresentados nas Figuras 4.13 e 4.14. Desses dados foram

ajustadas equacfes matematicas para descrever os fenbmenos. Na Tabela 4.5

estdo apresentadas para cada carbamato e cada condicdo as equacdes

ajustadas.
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Figura 4.13: Efeito da luz e da temperatura na estabilidade de carbamatos em

amostras de bolo armazenadas a 22 °C, 4 °C e -20 °C.
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Figura 4.14: Efeito da luz e da temperatura na estabilidade de carbamatos em

amostras de brigadeiro armazenadas a 22 °C, 4 °C e -20 °C.

Tabela 4.5: Equacdes nao lineares dos experimentos de degradacdo dos

carbamatos em bolo e brigadeiro

Aldicarb

Carbofuran

Bolo 22 °C
com luz
Bolo 22 °C

sem luz

Bolo 4 °C

Bolo -20 °C

BRI*22 °C
com luz
BRI 22 °C
sem luz
BRI 4 °C s

BRI -20 °C

y=In(-1,3057+1,2746Xx)

y=2,0066/1+ e(—(x-2,9983)/1,0368))

y=2,0059/(1+ e(-(x-2,9883)/1,0767))
y=2,005/(1+ e(-(x-2,9569)/1,0347))
y=In(3,0289+0,8718x)
y=In(3,1200+0,8890x)
y=In(3,0002+0,5718x)

y=In(2,9909+0,7718x)

y=In(0,9256+0,5164x)

y=2,0019/1+ e(-(x-2,99233)/1,0339))

y:2,005/(1+e(-(x-2,79289)/1,0895))
y:2,OOO/(1+e(-(x-2,6125)/1,0683))
y=In(3,1205+0,9346x)
y=In(3,7350+0,8957x)
y=In(2,9539 +0,7604x)

y=In(3,0405+0,6584x)

*BRI=brigadeiro
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Observa-se que a degradacao foi minima (3% aproximadamente para o
aldicarb e carbofuran) em todos os tratamentos nas duas matrizes estudadas.
Essas matrizes sélidas ndo apresentam condi¢des favoraveis de umidade para
crescimento bacteriano, além disso, por serem solidas, os processos de
hidrolise sdo dificultados. Sdo alimentos muito acucarados, desfavorecendo o
crescimento microbiano e consequentemente a degradacdo microbiana dos
agrotoxicos presentes nessas matrizes. Os valores de pH do bolo e brigadeiro
foram 7,5 e 6,47 respectivamente, se mantendo durante os 28 dias do
experimento. O pH foi medido através do preparo de uma solucédo de bolo ou
brigadeiro a 10 % em &gua destilada, previamente fervida. A solugéo foi
agitada em mesa agitadora por 30 minutos. Decantou-se por 10 minutos e
mediu-se o pH do sobrenadante. O aparecimento de mofos nas duas matrizes

foi lento, perceptivel apos 21 dias apenas no armazenamento a 22 °C.

4.4 CONCLUSAO

Os estudos de estabilidade de aldicarb e carbofuran em dgua mostram
que a luz, o pH e a temperatura afetam a estabilidade dos carbamatos e que a
adicdo de sal empregada nesse estudo néo interfere nessa estabilidade. Em
meio alcalino esses compostos sdo mais instaveis do que em meio acido.
Portanto, amostras de &gua contaminadas com carbamatos devem ser
armazenadas até o momento da analise em freezer, ao abrigo de luz e em pH
préximos de 4.

A incidéncia de luz, a composi¢cdo da matriz e a temperatura afetam a
estabilidade dos carbamatos em amostras de achocolatados e suco de uva. A
melhor forma de armazenamento para amostras de bebidas até o0 momento da
analise é em freezer a -20 °C e ao abrigo da luz. Nas matrizes sélidas de bolo e
brigadeiro a estabilidade dos compostos nédo foi afetada significativamente por

nenhum dos fatores avaliados.
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CAPITULO 5
AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ NA ANALISE DE CARBAMATOS EM
ALIMENTOS E BEBIDAS POR CLAE-UV

5.1 INTRODUCAO

Os carbamatos sdo agrotdoxicos que contribuem para a melhoria da
qualidade dos alimentos e o aumento da producdo agricola. Entretanto, o uso
inadequado e excessivo pode levar a contaminacdo do ambiente, além de
deixar residuos nos alimentos levando a intoxicagdes humanas e animais. Os
principais carbamatos envolvidos em casos de intoxicagbes acidentais ou
intencionais séo o aldicarb e o carbofuran [1].

Em 2009, o Brasil utilizou mais de 1 bilhdo de litros de agrotoxicos. Esse
consumo dobrou nos ultimos 10 anos, conferindo ao pais a posi¢cao de maior
consumidor mundial de agrotoxicos [2]. O aldicarb é comumente usado em

todo territério nacional sendo atualmente, o maior responsavel pelas mortes por
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intoxicacdes agudas acidentais, suicidas e homicidas no estado de Minas
Gerais. Em algumas formulagbes esse principio ativo esta associado ao
carbofuran [3].

Esses fatos motivam a pesquisa de metodologias analiticas que
permitam avaliar de forma segura e rapida a contaminacdo dos alimentos,
proporcionando condi¢cdes para que tomadas de decisbes criminais e de
fiscalizagao sejam efetuadas.

A aplicacdo de um método analitico envolve um processo de
avaliacdo gque ateste a sua eficiéncia em usos em rotina, denominado validacao
[4]. O efeito de matriz é um pardmetro de validacdo que tem por objetivo
avaliar se os componentes da matriz interferem no sinal do analito [3]. Estas
interferéncias podem aumentar a resposta do equipamento para o analito ou
diminui-la [5,6].

Trabalhos publicados recentemente demonstraram efeito de matriz na
determinacdo de residuos de agrotoxicos por cromatografia gasosa [6] e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector espectrométrico de
massas [5,7,8]. O efeito de matriz utilizando o detector espectrométrico de
massas é devido a competicdo dos componentes da matriz com o analito
durante o processo de ionizacdo, resultando ora em decréscimo, ora em
aumento da resposta, gerando efeito de matriz negativo ou positivo,
respectivamente [5]. Esses efeitos sdo observados principalmente em matrizes
mais complexas como matrizes bioldgicas, alimentos e bebidas. O mecanismo
do efeito de matriz na cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
ultravioleta (CLAE-UV) € pouco conhecido e ndo existem muitos relatos na
literatura sobre o assunto [9,10].

Para verificagdo do efeito de matriz, recomenda-se preparar uma curva
analitica na matriz original e sobre uma matriz de solvente, para posterior
analise do coeficiente angular e linear das duas retas [3]. Tratamentos
matematicos das curvas analiticas na determinacdo de antibioticos em material
biolégico foram sugeridos por Steliopoulos (2010) [11].

Varios trabalhos [12-16] envolvendo analise de agrotoxicos em alimentos
tém demonstrado que extratos de amostras complexas contém, além dos
analitos de interesse, componentes da matriz que ndo sdo considerados como

interferentes do analito, mas alteram a resposta cromatografica dos mesmos,
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principalmente quando a analise instrumental € realizada por cromatografia
gasosa [6].

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de matriz na analise de
amostras de agua mineral, achocolatado, suco de uva, bolo e brigadeiro na
resposta cromatografica de trés carbamatos, aldicarb, carbofuran e carbaryl,
analisados por CLAE-UV.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Shimadzu LC 20AT equipado
com um detector UV/VIS Shimadzu SPD 20A, forno da coluna, Shimadzu CTO
10ASVP, injetor automatico Shimadzu SIL 10AF; sistema de integracdo Lab
Solutions da Shimadzu; Banho ultra-sénico Maxi Clean 750- Unique (saida de
150 W e freqUéncia de 33 kHz); mesa agitadora (Tecnal TE — 420, Sdo Paulo,

Brasil) a 25 °C e 175 oscilagdes por minuto; e vortex (Certomat® MV).
5.2.2 Condi¢des cromatograficas

As seguintes condicbes cromatograficas foram ajustadas para
determinacdo simultanea de aldicarb, carbofuran e carbaryl por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia): Coluna Phenomenex Luna 3um C18,
100 A 150 x 4,6 mm; fase moével: agua purificada: acetonitrila 65:35 v:v, vazéo
da fase mével: 0,8 mL min, temperatura da coluna: 35 °C e volume de injecdo

20 pL. Detector de UV (A: 195 nm-aldicarb e carbofuran e 213 nm - carbaryl).
5.2.3 Reagentes e solucdes

As solucbes padrdo estoque na concentracdo de 1000,0 mg L™* de
aldicarb, carbofuran e carbaryl foram preparadas individualmente em
acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC) e armazenadas em freezer. A partir de
diluicdo das solucdes estoque foi preparada uma solugcéo padrao de trabalho

contendo os trés carbamatos na concentracdo de 5,0 mg L™.
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As solucbes empregadas foram preparadas a partir de padrdes de
aldicarb (99,9% m/m — Sigma Aldrich), carbaryl (99,8% m/m — Sigma Aldrich),
carbofuran (99,9%m/m — Sigma Aldrich), utilizando como solvente acetonitrila
(J.T. Baker/ HPLC). A acetonitrila também foi empregada como solvente

extrator.

5.2.4 Preparo dos extratos organicos das amostras por extracdo liquido-liquido
ou extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT ou
ESL-PBT)

Extratos organicos de amostras de dgua mineral, achocolatado, suco de
uva, bolo e brigadeiro foram obtidos a partir das técnicas de ESL-PBT e ELL-
PBT [12-16]. Para isso, uma determinada quantidade da amostra (Tabela 5.1)
foi transferida para frasco de vidro transparente (22 mL) e, em seguida, foram
adicionado 2,00 mL de acetonitrila. Para as amostras solidas foram
adicionados 2,00 mL de agua antes da adicdo do solvente. A adicdo de sal
(NaCl 1,5%) foi necesséria para agua e suco de uva, sendo realizada antes da
adicdo do solvente organico (Tabela 5.1). O sistema foi submetido a
homogeneizagéo (Tabela 5.1) e resfriado em freezer a -20 °C por 3 horas para
separacao das fases. Apos este periodo, 1 mL da fase organica foi transferido
para frascos com capacidade de 2,0 mL (vials do injetor automatico do
cromatdgrafo). Os extratos foram armazenados no freezer, até o momento da
andalise por CLAE-UV. Na Tabela 5.1 sdo descritas as condi¢cdes especificas

para o preparo de cada amostra.

Tabela 5.1. Descricdo do preparo dos extratos das matrizes empregando a
ELL-PBT ou ESL-PBT: quantidade de amostra, adicdo de NacCl,

forma e tempo de homogeneizacgéo

N° Matriz Quant. NacCl Homogeneizagéo

1 Agua mineral 2,00 mL 1,5% m/v  Ultrassom (10 min.)

2 Achocolatado 2,00mL  0,0% m/v  Vortex (60 seg.)

3 Sucodeuva 2,00 mL 1,5% m/v  Vortex (60 seg.)

4 Bolo 1,0000g 0,0% m/v  Mesa agitadora (5 min.)
5 Brigadeiro 1,0000g 0,0% m/v  Mesa agitadora (5 min.)
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5.2.5 Curvas analiticas e seletividade

Para verificacdo do possivel efeito de coextrativos da matriz na resposta
cromatografica, foram construidas curvas analiticas preparadas em solvente e
no branco de cada matriz. Solu¢cbes-padrao contendo os trés carbamatos nas
concentracdes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mg L™ foram preparadas em
acetonitrila.

As curvas no branco da matriz foram construidas pela injecdo de
padrbes preparados em extratos organicos obtidos das matrizes (agua mineral,
achocolatado, suco de uva, bolo e brigadeiro). Os brancos foram obtidos a
partir da ESL-PBT ou ELL-PBT de amostras isentas de residuos de
agrotoxicos. Os extratos dos brancos de cada matriz foram analisados
previamente para avaliar a seletividade do método.

As concentracdoes das solucbes padrdo preparadas em triplicata para
construcdo das curvas analiticas nos extratos (achocolatado, suco de uva, bolo
e brigadeiro) foram de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mg L™ Em &gua mineral
a maior concentrac&o foi 2,0 mg L™.

Apbs a analise das solucdes padrdo preparadas em acetonitrila e no
extrato organico por CLAE-UV, as curvas analiticas foram construidas para
cada matriz.

O efeito de matriz foi avaliado comparando os parametros (coeficiente
angular e linear) das equac0des de reta obtidas pela regresséo linear das curvas
analiticas (em solvente e em extrato da matriz). A porcentagem do aumento ou
diminuicdo da resposta do detector foi calculada pela média das areas da
solucdo padrao de cada agrotéxico preparada no extrato da matriz (em cada
concentracdo) em relagdo a média das areas da solucdo padrédo de cada
agrotoxico preparada em solvente.

No tratamento estatistico da Linearidade das curvas analiticas, foi
realizado o ajuste exploratorio dos dados de cada curva pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) [17, 18]. Os valores dispersos foram
confirmados e tratados pelo teste dos residuos padronizados Jacknife, o qual
foi aplicado sucessivamente até que novos valores dispersos nao fossem
detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de

resultados [19, 20]. Para checar as violagbes das premissas relacionadas a
115



resposta do detector

analise de regressao foram avaliadas, a normalidade pelo teste de Ryan &
Joiner [21], a homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado [22] e teste
de Brown & Forsythe [23] e a independéncia dos residuos da regressao pelo
teste de Durbin & Watson [24]. Testes de F foram conduzidos para verificar o
ajuste ao modelo linear por meio da avaliacdo das significancias da regressao

e do desvio da linearidade [25].

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Andlise cromatografica
As condi¢cdes cromatograficas otimizadas para analise simultanea dos

carbamatos permitiram uma boa separacdo dos principios ativos conforme o

cromatograma apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Cromatograma de uma solucdo padrdo a 5,0 mg L™ de aldicarb (tr
= 7,935 min), carbofuran (tg = 13,491 min), e carbaryl (tg = 16,281 min) em

acetonitrila.

Os picos, com tempos de retencéo (tg) iguais a 7,935; 13,491 e 16,281
min correspondem a aldicarb, carbofuran e carbaryl, respectivamente.
O detector ultravioleta foi selecionado para deteccdo simultdnea dos

carbamatos em dois comprimentos de onda (A=195 nm e 213 nm). O
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comprimento de onda de absorcdo para aldicarb e carbofuran foi de 195 nm e
para carbaryl de 213 nm. Nestas condi¢des, os carbamatos foram analisados

em 18 minutos.
5.3.2 Curvas analiticas e seletividade

Curvas analiticas foram construidas para avaliar o efeito dos
coextrativos na resposta dos agrotéxicos aldicarb, carbofuran e carbaryl em
matrizes de alimentos e bebidas (dgua mineral, achocolatado, suco de uva,
bolo e brigadeiro). Para isso, duas séries de solu¢des padréo (0,50 a 5,0 mg L
1) foram preparadas, sendo uma em solvente puro e outra em extrato de cada
matriz isenta dos carbamatos em estudo.

O extrato do branco foi analisado previamente para avaliar a
seletividade do método, ndo sendo observado nenhum interferente no tempo
de retencdo dos carbamatos estudados. Nas figuras 5.2 a 5.4 estédo
apresentados o0s cromatogramas dos brancos de cada matriz e sua
comparacao com extratos fortificados.
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wd @] .. Detector A Ch 2:213 nm
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(b) Detector A Ch 1:185 nm
1501 ML e Detector ACh 2:213 nm

Figura 5.2: (a) - Cromatograma de um extrato obtido de agua mineral isenta
dos principios ativos e (b) - cromatograma de um extrato de agua mineral

contendo os carbamatos a 5,0 mg L™,
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Figura 5.3: Cromatogramas de extratos obtidos de suco de uva (a) e
achocolatado (b) isentas dos principios ativos () e cromatogramas de

extratos de bebidas fortificadas com 2,5 mg L™ dos carbamatos (----).
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Figura 5.4: Cromatogramas de extratos de bolo (a) e brigadeiro (b) isento dos
principios ativos () e cromatograma de extratos fortificados com 2,5 mg L™
dos carbamatos ().

Avalia-se o efeito de matriz comparando-se os valores dos coeficientes
angulares e lineares obtidos de duas curvas analiticas (solvente e extrato de
matriz). Quando somente o coeficiente angular varia 0s componentes da matriz
contribuem para introduzir nos resultados um erro sistematico proporcional.
Quando apenas o coeficiente linear varia, significa que existe um erro
sistematico constante. Quando os dois coeficientes variam, tém-se os dois
erros, sistematico constante e proporcional [5, 6].

A linearidade foi confirmada para todas as curvas preparadas nesse
trabalho. Todos os valores dispersos identificados foram confirmados pelo teste
de residuos padronizados Jacknife, ndo sendo observadas tendéncias nos
graficos exploratdrios dos residuos das regressdes, apdés o tratamento dos

dados. A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a
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distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner [21]. Os
coeficientes de determinacao obtidos foram superiores a 0,99. Estes resultados
indicaram que o desvio da normalidade ndo foi significativo (p > 0,10),
permitindo o uso dos testes de hipoteses de t e F. A variabilidade dos residuos
da regressdo ao longo dos niveis de concentracdo estudados foi constante,
demonstrando homoscedasticidade. A estatistica t de Levene n&o foi
significativa (p > 0,05) em todas as curvas examinadas. Independéncia dos
residuos da regresséao foi evidenciada pelo teste de Durbin-Watson [24], uma
vez que as distribuicdes dos pontos ndo apresentaram tendéncias positivas ou
negativas. Assim, o uso do MMQO foi adequado para estimativa dos
parametros das regressoes.

A razdo entre os coeficientes angulares (RCA) obtida entre as curvas
analiticas em extrato da matriz e solvente e também a razdo entre 0s
coeficientes lineares (RCL) das curvas analiticas obtidas em extratos da matriz
e em solvente sdo apresentadas na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Raz&o entre os coeficientes angulares (RCA) e lineares (RCL) das

curvas analiticas obtidas em extratos da matriz e em solvente puro

(matriz/solvente)
Aldicarb Carbofuran Carbaryl
Amostra RCA RCL RCA RCL RCA RCL
Agua mineral 1,0 0,2 1,0 1,2 1,0 0,5
Achocolatado 1,0 3,1 1,0 2,0 1,0 0,01
Suco de uva 1,0 2,5 1,0 0,6 1,0 0,01
Bolo 1,0 0,9 1,0 11 1,0 1,0
Brigadeiro 1,0 0,7 1,0 0,06 1,0 1,0

Verificou-se auséncia de efeito de matriz na analise de aldicarb,
carbofuran e carbaryl em todas as matrizes quando somente a razao entre 0s
coeficientes angulares foi considerada. Poucos relatos foram encontrados na
literatura sobre efeito de matriz por CLAE. Aragao et al (2009), na analise de
cafeina, teobromina e teofilina em amostras de varios tipos de chas por CLAE-

UV relata que nenhum efeito de matriz foi verificado, mas ndo comenta
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detalhes da analise [9]. Trabalhos semelhantes em aguas superficiais por
cromatografia gasosa, também verificaram auséncia de coextrativos na analise
de piretréides em agua [27].

Nas Figuras 5.5 a 5.9 séo apresentadas as curvas dos trés carbamatos
preparadas em solvente e no branco das matrizes agua mineral, achocolatado,

suco de uva, bolo e brigadeiro, respectivamente.
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Figura 5.5: Curvas analiticas dos carbamatos (aldicarb, carbofuran e carbaryl)

preparadas em solvente e no branco da matriz (agua).
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Aldicarb (achocolatado)
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Figura 5.6: Curvas analiticas dos carbamatos (aldicarb, carbofuran e

carbaryl) preparadas em solvente e no branco da matriz (achocolatado).
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Aldicarb (Suco de uva)
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Figura 5.7: Curvas analiticas dos carbamatos (aldicarb, carbofuran e

carbaryl) preparadas em solvente e no branco da matriz (suco de uva).
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Aldicarb (Bolo)
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Figura 5.8: Curvas analiticas dos carbamatos (aldicarb, carbofuran e

carbaryl) preparadas em solvente e no branco da matriz (bolo).
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Aldicarb (Brigadeiro)
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Figura 5.9: Curvas analiticas dos carbamatos (aldicarb, carbofuran e

carbaryl) preparadas em solvente e no branco da matriz (brigadeiro).

124



5.3.3 Variacdo da resposta cromatografica nas diferentes matrizes

Outra forma de avaliar o efeito de matriz é calcular a porcentagem de
variacdo na resposta croamatografica para cada concentracdo do analito [5,6].
A porcentagem de variacdo da resposta cromatografica para os trés
carbamatos em extratos das cinco matrizes foi determinada pela férmula [% =
(Amatiz — Asolvente) / Asovente X100], em que A corresponde & média da area. Os
resultados séo apresentados na Figura 5.10

Aldicarb

0o,05 m0,01 W05 W1 72 W3 =5

20 -
10 -
ol ome  mN  wrm [T [Tl
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Carbofuran

0o,05 =0,1 mQ5 W1 52 W3 =5

20 A

10 -

o oM et Dl Dm
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o
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Carbaryl
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Figura 5.10 Variagdo da resposta cromatogréfica dos carbamatos aldicarb,
carbofuran e carbaryl quando preparados em extratos (agua mineral,
achocolatado, suco de uva, bolo e brigadeiro) em relacdo as preparadas em
solvente puro nas concentracées de 0,05; 0,10; 0,50; 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mg L™.

Verifica-se que o efeito de matriz associado ao erro sistemético
constante tende a ser mais acentuado em concentracdes menores. Esses erros
provavelmente estdo associados as oscilacbes instrumentais. Além disso, a
coexisténcia de componentes da matriz e analitos podem afetar a absor¢cao da
molécula dos agrotoxicos na regido do ultravioleta. Hajslova et. al (1998)
também verficou em suas pesquisas que o efeito de matriz foi maior para as
baixas concentracBes de agrotoxicos [28].

Alves (2010) constatou a presenca de efeito de matriz tanto para o
aldicarb quanto para o carbofuran, em virtude das diferencas verificadas nos
valores dos coeficientes angulares e lineares das curvas construidas no
solvente e no extrato organico do café bebida, levando a erros sistematicos
proporcionais e constantes. Esse efeito de matriz foi mais acentuado para o
carbofuran em concentragbes maiores [10].

Pesquisas do efeito de matriz em amostras complexas (bioldgicas,
alimentos e bebidas) envolvendo analise por CLAE com detector
espectrométrico de massas tém sido relatados [5,7,8]. Entretanto, pouco se
conhece sobre os mecanismos de efeito de matriz por CLAE-UV [26]. E

evidente a necessidade de maiores pesquisas nessa area.
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5.4 CONCLUSAO

Na analise de carbamatos por CLAE-UV em agua mineral, achocolatado,
suco de uva, bolo e brigadeiro, o efeito de matriz apresentado foi relacionado
ao erro sistematico constante associado, provavelmente, as oscilagfes
instrumentais.

Para maior confiabiliade dos resultados, nas técnicas ELL-PBT e ESL-
PBT para andlise de carbamatos em matrizes de alimentos e bebidas por
CLAE-UV, recomenda-se que as respostas sejam sempre obtidas com preparo
de uma curva analitica substituindo o solvente puro por extratos da matriz

isenta de agrotoxicos (branco da matriz).
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho mostraram que a ELL-PBT e a ESL-PBT
sdo técnicas que podem ser recomendadas para aplicacdo em andlises
forenses e ambientais, na andlise de aldicarb, carbofuran e carbaryl em cinco
matrizes (agua mineral, achocolatato, suco de uva, bolo e brigadeiro). O
método apresentou alta frequéncia analitica, eficacia, seletividade e baixo
custo, uma vez que o consumo de solvente organico utilizado foi minimo (4,0
mL). Além disso, 0 método proposto apresentou porcentagens de recuperacao
elevadas para os trés carbamatos em todas as matrizes.

Foi possivel observar que a modificacdo da polaridade da fase extratora
(acetonitrila) ndo favoreceu a extracdo dos carbamatos. Também foi verificado
(capitulo 3) que a etapa de adicdo de agua foi necessaria para melhorar a
eficiéncia da extracdo de matrizes sdlidas. Os estudos de estabilidade de
aldicarb e carbofuran (capitulo 4) em agua mostram que a luz, o pH e a
temperatura afetam a estabilidade dos carbamatos e que a adicdo de sal ndo
interfere nessa estabilidade. Em meio alcalino esses compostos sdo mais
instaveis do que em meio acido. Em achocolatados e suco de uva, conclui-se
que a luz, a composi¢cdo da matriz e a temperatura afetam a estabilidade dos
carbamatos. Nas matrizes soélidas de bolo e brigadeiro a estabilidade dos
compostos nao foi afetada significativamente por nenhum fator avaliado.

Na andlise de carbamatos por CLAE-UV o efeito de matriz (capitulo 5)
foi relacionado ao erro sistemético constante. Para maior confiabiliade dos
resultados, nas técnicas ELL-PBT e ESL-PBT para analise de carbamatos em
matrizes de alimentos e bebidas por CLAE-UV, recomenda-se que a
quantificacdo seja feita empregando curvas analiticas em extratos da matriz
isenta de agrotoxicos (branco da matriz).

Finalmente, esse trabalho possibilitou maior conhecimento da extragao
com particio a baixa temperatura em matrizes de coloragdo escura,
comumente relacionadas a casos de intoxicacdes. A validacdo do meétodo de
extracdo e analise apresentou resultados satisfatorios, mostrando sua

aplicabilidade em laboratérios de andlises forenses e agrarios em geral.
129



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Desenvolvimento da extracdo com particdo a baixa temperatura na analise
multiresiduo de agrotoxicos em matrizes de interesse forense por CLAE-UV,

principalmente aqueles associados ao “chumbinho”.

- Caracterizacdo de produtos de degradacdo em estudos de estabilidade de

carbamatos em alimentos e bebidas.
- Avaliacdo sistematica do efeito de coextrativos de matrizes de alimentos e
bebidas utilizando a extracdo com particdo a baixa temperatura e andlise por

CLAE-UV.

- Aplicacao da técnica otimizada e validada em amostras reais dos Institutos de

Criminalistica.

- Otimizacdo do método de extracdo com particdo em baixa temperatura na

analise multirresiduo em matrizes biologicas.
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Tratamento estatistico da curva analitica do aldicarb preparada em solvente

Tabela de dados originais

ANEXO 1

Pontos Concentracdo  Resposta
1 50 11993 Grafico Exploratério Inicial
2 50 11867
3 50 11923 .
4 100 22626 y = 244,32x - 5964,2
5 100 22599 R*= 09978
6 100 22561 1000000 J
7 500 119877
8 500 118979
9 500 119527 s
10 750 175190 8
11 750 169968 >
12 750 175057 §SDDDDD |
13 1000 234172
14 1000 234129
15 1000 254101
16 2000 483330
17 2000 469339
18 2000 483836 0 . . .
19 3000 703178 0 2000 4000 6000
20 3000 707699 N
21 3000 702874 Concentracao
22 5000 1200243
23 5000 1200247
24 5000 1290242

Teste do Residuo Padronizado Jacknife - Outliers

Pontos Xi Vi e Jei ri hi
1 50 11993 1644,41 0,243 0,249 0,080
2 50 11867 1518,41 0,224 0,230 0,080
3 50 11923 1574,41 0,233 0,238 0,080
4 100 22626 333,29 0,049 0,050 0,078
5 100 22599 306,29 0,045 0,046 0,078
6 100 22561 268,29 0,040 0,041 0,078
7 500 119877 2031,35 0,297 0,304 0,060
8 500 118979 1133,35 0,166 0,170 0,060
9 500 119527 1681,35 0,246 0,251 0,060
10 750 175190 -2376,24 -0,346 -0,354 0,052
11 750 169968 -7598,24 -1,140 -1,132 0,052
12 750 175057 -2509,24 -0,366 -0,374 0,052
13 1000 234172 -3114,84 -0,454 -0,463 0,047
14 1000 234129 -3157,84 -0,460 -0,469 0,047
15 1000 254101 16814,16 2,907 2,497 0,047
16 2000 483330 7160,80 1,070 1,066 0,051
17 2000 469339 -6830,20 -1,018 -1,017 0,051
18 2000 483836 7666,80 1,150 1,141 0,051
19 3000 703178 -11873,57 -1,923 -1,810 0,095
20 3000 707699 -7352,57 -1,128 -1,121 0,095
21 3000 702874 -12177,57 -1,982 -1,857 0,095
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22 5000 1200243 7426,70 1,315 1,293 0,306
23 5000 1200247 7430,70 1,316 1,293 0,306
Teste de Ryan-Joiner - Normalidade dos residuos
Pontos pi di e Req = 0,9743
0,0269 -1,9287 -12177,56923 Desvio da Normal : p > 0,10
2 0,0699 -1,4766 -11873,56923 Concluséao
3 0,1129 -1,2112 -7598,244295 Os residuos seguem a Normal
4 0,1559 -1,0114 -7352,569227
5 0,1989 -0,8455 -6830,20259
Valores Criticos de
6 0,2419 -0,7001 -3157,835954 R
7 0,2849 -0,5682 -3114,835954 Reritico (: 0,10) = 0,9640
8 0,3280 -0,4456 -2509,244295 Reritico (: 0,05) = 0,9554
9 0,3710 -0,3293 -2376,244295 Reritico (: 0,01) = 0,9366
10 0,4140 -0,2173 268,2940185
11 0,4570 -0,1080 306,2940185
12 0,5000 0,0000 333,2940185
13 0,5430 0,1080 1133,347364
14 0,5860 0,2173 1518,41235
15 0,6290 0,3293 1574,41235
16 0,6720 0,4456 1644,41235
17 0,7151 0,5682 1681,347364
18 0,7581 0,7001 2031,347364
19 0,8011 0,8455 7160,79741
20 0,8441 1,0114 7426,697501
21 0,8871 1,2112 7430,697501
22 0,9301 1,4766 7666,79741
23 0,9731 1,9287 16814,16405
Hipoteses

Ho: os residuos seguem a distribuicao Normal

Ha: os residuos seguem outra distribuicdo de probabilidade

g;

-20000

Grafico Q-Q
*
*
*
0

.

.

-10000 0 10000

€

20000

Gréfico quantil-quantil
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Maximo Minimo
= 16814,16405 | -12177,57
i 1,93 -1,93
Teste de Durbin-Watson - Independéncia dos residuos Gréfico de Durbin-Watson (e; x ei.1)
Pontos € €i1 €i-€1
1 1644,41
2 1518,41 1644,41 -126,00 €ia
3 1574,41 1518,41 56,00
4 333,29 1574,41 -1241,12 4
5 306,29 333,29 -27,00 hd
6 268,29 306,29 -38,00 ool o
7 2031,35 268,29 1763,05 Z'Y
8 1133,35 2031,35 -898,00 CTT T el Te T T e
9 1681,35 1133,35 548,00 e
10 237624 168135 -4057,59 M
11 -7598,24 -2376,24 -5222,00 B
12 -2509,244295 -7598,24 5089,00
13 -3114,835954 -2509,24 -605,59
14 -3157,835954 -3114,84 -43,00 ]
15 16814,16405 -3157,84 19972,00
16 7160,79741 16814,16 -9653,37
17 -6830,20259 7160,80 -13991,00
18 7666,79741 -6830,20 14497,00
19 -11873,56923 7666,80 -19540,37
20 -7352,569227 -11873,57 4521,00
21 -12177,56923 -7352,57 -4825,00
22 7426,697501 -12177,57 19604,27
23 7430,697501 7426,70 4,00
Hipoteses
Ho: n&o hé autocorrelacéo entre os residuos (Ha independéncia)
Ha: héa autocorrelagdo entre os residuos (Nao haindependéncia)
d= 1,786336864
a= 0,05
Correlacao N&o Nao ha Néo Correlacéo
Positiva do conclusivo dy correlacdo 4-dy conclusivo 4-d, Negativa
1,26 1,437458581 1,786 2,56254142 2,74
a= 0,025
Correlagao N&o N&o ha Néo Correlagédo
Positiva do conclusivo dy correlacdo 4-dy conclusivo 4-d, Negativa
1,14 1,354508339 1,786 2,64549166 2,86




a= 0,01

Correlagao
Positiva

d

N&o
conclusivo

dy

N&o ha Néo

correlacdo 4-dy conclusivo

4-d|_

Correlacéo
Negativa

Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado - Homoscedasticidade dos residuos

Ho: As variancias dos desvios ndo séo diferentes (H4 homoscedasticidade)

Ha: As variancias dos desvios sdo diferentes (Ha heteroscedasticidade)

N&o hé evidéncia para rejeitar Ho
Ha homocedascidade

Groupo k=1 Groupo k=2
€y €z [ di| | d2 |
1644,4124 733,3207
-3114,836 1518,4124 0,0000 3848,1566
-3157,836 1574,41235 43,0000 3891,1566
16814,164 333,2940 19929,0000 16080,8434
7160,797 306,2940 10275,6334 6427,4767
-6830,203 268,2940 3715,3666 7563,5233
7666,797 2031,3474 10781,6334 6933,4767
-11873,569 1133,3474 8758,7333 12606,8899
-7352,569 1681,3474 4237,7333 8085,8899
-12177,569 -2376,2443  9062,7333 12910,8899
7426,698 -7598,2443 10541,5335 6693,3768
7430,698 -2509,2443 10545,5335 6697,3768
Groupo
Estatistica Groupo k=1 k=2
Nk 11 12
e (mediana) -3,1E+03 7,3E+02
dx (média) 7,99E+03 7,71E+03
SQDx 3,30E+08  2,04E+08
s% 2,54E+07
t 1,35E-01
p 0,893884 Conclusao
Grafico de Levene modificado
20000
15000
10000 A I
5000 A
D T
1 2
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Grupo 1 Grupo 2 t*EP
7990,1 7706,0 4375,1

MMQO ou Anaélise de Regresséo Linear (Modelo: Y =a + bX)

Estimativas dos parametros, seus desvios, significancia e intervalos de confianca

Estatisticas da regressao Estatisticas auxiliares
Syy 1,18E+10
R? 0,99965 S 4,94E+07
Sy 2,82E+12
teritico 2,080
n 23 Jeritico 2,086
Coeficiente Valor s (EP) Stat t p 1IC95% inf 1C95% sup
Linear (a) -1595,5307  1988,4468
Angular (b) 238,88237 0,98111

ANOVA - Teste do desvio da linearidade e significancia da regressao

FV GL SQ QM F P Sign. Feritico
Regressao 1 2,82E+12 2,82E+12 59282,88 1,00E-37 4,3247937
Residuo 21 9,98E+08 4,75E+07
Desvio da
linearidade 6 3,33E+11 5,54E+10 2,493 7,09E-02 2,790465
Entre niveis 7 2,49E+12
Erro puro 15 3,34E+11 2,22E+10
Total 22 2,82E+12 Hipoteses

Ho: aregressdo ndo é significativa

Concluséao Ha: a regresséo é significativa

A regresséo € significativa

Nao ha desvio de linearidade Ho: o modelo linear simples é correto

(N&o ha desvio da linearidade)
Ha: o modelo linear simples néo é correto

(Ha desvio da linearidade)

Grafico Final da Linearidade
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Maximo Minimo
Xi 5000 50,00
yi 1200247,00 11867,00
Grafico de residuos
25000
20000 -
*
15000 A
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 J
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® opt . .
*
-5000 20000 4000 60100
.
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-20000
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