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Dissertacao de Mestrado
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AVALIACAO DE UM MODULADOR A AR COMPRIMIDO PARA GCxGC E SUA
APLICACAO PARA DETERMINAQAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS
PIRETROIDES EM UVA
AUTOR: CAROLINE DO AMARAL FRIGGI
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de fevereiro de 2008

Neste trabalho foi desenvolvido um novo modulador, simples, robusto e de
baixo custo de operagéo. Este modulador utiliza ar comprimido para resfriar duas
pequenas porcoes da segunda coluna cromatografica de um sistema GCxGC.
Para avaliar o processo de modulacao utilizaram-se solucées de alcanos C; a Cog
e pesticidas (bifentrina, ciflutrina, cipermetrina, esfenvalerato, fenitrotiona, fipronil,
trifloxistrobina e trifluralina) e andlise por GCxGC-FID. Os resultados mostraram
pequenas variacdes das areas dos picos, entre 0,67 e 2,80% para alcanos e entre
0,24 e 5,34% para pesticidas. O desvio padrao (SD) para o tempo de retencao na
primeira coluna ('tr) de alcanos e pesticidas foi em torno de 0,05 min. Para o
tempo de retencdo na segunda coluna (?tg), o SD foi de 0,04 s para a maioria dos
compostos, exceto para ciflutrina e permetrina (0,08 s). A faixa linear situou-se
entre 0,1 e 5,0 mg L™ com coeficiente de determinagao (r?) maior que 0,9945 para
os pesticidas analisados por GCxGC-FID. O sistema GCxGC proposto foi
aplicado na determinacdo de pesticidas piretrdides (bifentrina, cipermetrina,
deltametrina, fenvalerato e esfenvalerato, e permetrina cis e trans) em amostras
de uva cultivar ltalia fortificadas em 3 niveis (0,02; 0,05 e 0,5 mg kg'). As
amostras foram extraidas pelo método de mini-Luke modificado (método da
acetona) e os pesticidas quantificados por GCxGC-uECD. Os parametros
avaliados de validagdo do método foram: curva analitica, linearidade, limite de
deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo (em termos de
repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao (recuperagédo), bem como o
efeito matriz na resposta cromatografica. Todas as curvas analiticas
apresentaram faixa linear entre 0,02 e 0,5 mg L™ com valores de r* maiores que
0,9956 e 0,9994 para as curvas preparadas em solvente (acetato de etila) e
extrato da matriz (uva), respectivamente. A partir dos resultados obtidos através
do calculo do efeito matriz percentual concluiu-se que os pesticidas piretroides
avaliados apresentaram consideravel efeito matriz negativo. Os valores de LOQ
do método foram de 0,01 a 0,02 mg kg’ para todos os piretréides. A recuperagao
para os 3 niveis de fortificacdo ficou entre 94,3 e 115,2%, com boa precisdo
(RSD<18,4%), o que mostrou que o desempenho do método mini-Luke
modificado empregado para as extragdes € satisfatorio. Este estudo mostrou
também, que o sistema GCxGC-uECD com modulador de duplo jato de ar
comprimido tem potencial para aplicacdo nas analises de residuos de pesticidas
piretrdides em uva, uma vez que fornece baixos valores de LOD e LOQ, e boa
precisao da resposta analitica.

Palavras Chave: GCxGC; moduladores; pesticidas; frutas
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ABSTRACT
Master Dissertation
Post-Graduate Program in Chemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

EVALUATION OF A COMPRESSED AIR MODULATOR FOR GCxGC AND
APPLICATION TO DETERMINATION OF PYRETHROID PESTICIDES
RESIDUES IN GRAPE
AUTHOR: CAROLINE DO AMARAL FRIGGI
ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Santa Maria, February, 2008

In this study, a new modulator that is simple, robust and presents low
operation costs was developed. This modulator uses compressed air to cool two
small portions of the second chromatographic column of a GCxGC system. To
evaluate the modulation process, solutions of alkanes C; to Cog, and pesticides
(bifenthrin,  cyfluthrin,  cypermethrin, esfenvalerate, fenitrotion, fipronil,
trifloxystrobin and trifluralin) were analyzed by GCxGC-FID. The results showed
small variations of the peaks areas, between 0.67 and 2.80% for alkanes and
between 0.24 and 5.34% for pesticides. The standard deviation (SD) for the
retention time in the first column (tg) was around 0.05 min, for alkanes and
pesticides. For retention times in the second column (%g), the SD was 0.04 s for
the majority of the compounds, except for cyfluthrin and permethrin (0.08 s). The
linear range was between 0.1 and 5.0 mg L™ with a coefficient of determination (r%)
greater than 0.9945 for pesticides analyzed by GCxGC-FID. The GCxGC system
proposed was applied in the determination of pyrethroid pesticides (bifenthrin,
cypermethrin, deltamethrin, fenvalerate and esfenvalerate and permethrin cis and
trans) in grape samples Italy cultivar spiked at 3 levels (0.02, 0.05 and 0.5 mg kg’
"). Samples were extracted by the mini-Luke modified method (acetone method)
and pesticides were quantified by GCxGC-uECD. The parameters evaluated in
the validation of the method were: analytical curve, linearity, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ), precision (in terms of repetitivity and
intermediate precision) and accuracy (recovery), as well as the matrix effect on the
chromatographic response. All analytical curves showed a linear range between
0.02 and 0.5 mg L™ with r? greater than 0.9956 and 0.9994 for the curves prepared
in solvent (ethyl acetate) and matrix extract (grape), respectively. From the results
obtained by calculation of the matrix effect percentage it can be concluded that the
pyrethroid pesticides showed a considerable negative matrix effect. The values of
method LOQ were 0.01 to 0.02 mg kg™ for all pyrethroids. The values of recovery
for the 3 spiked levels were between 94.3 and 115.2%, with good precision
(RSD<18.4%), demonstrating that the performance of the mini-Luke modified
method employed for the extractions is satisfactory. This study also showed that
the GCxGC-UECD system using a modulator with a double jet of compressed air
has potential for application in the analysis of pyrethroid pesticide residues in
grapes, since it supplies low values of LOD and LOQ, and good accuracy in the
analytical response.

Keywords: GCxGC; modulators; pesticides; fruits
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1. INTRODUGCAO

Apébs a sua introdugédo, em 1991, a Cromatografia Gasosa Bidimensional
Abrangente (GCxGC, do inglés Comprehensive two-Dimensional Gas
Chromatography) tornou-se uma das ferramentas analiticas mais poderosas para
a andlise de misturas complexas. Esta técnica € baseada no acoplamento, em
série, de duas colunas cromatograficas com diferentes fases estacionarias. Desta
forma, os compostos sdo submetidos a dois mecanismos independentes de
separacdo, sendo estes transferidos da primeira para a segunda coluna através
de uma interface, denominada modulador.

O modulador possui trés fungdes principais: (a) acumular pequenas fracdes
do efluente da primeira coluna enquanto procede normalmente a separacao na
primeira dimensao, (b) focalizar as fragcdes acumuladas no tempo ou no espaco e
(c) liberar as fracbes acumuladas na forma de pulsos estreitos para a segunda
dimensdo (DALLUGE et al, 2003). Os moduladores tipicamente usados em
GCxGC podem ser classificados dentro de duas categorias principais: baseados
em valvulas ou térmicos (HARYNUK & GORECKI, 2003).

Com moduladores baseados em valvulas, apenas uma pequena porcao do
efluente é transferido da primeira para a segunda coluna. Devido ao fato de uma
grande parte da amostra original ndo ser transferida para a segunda coluna, ha
pouco ou nenhum aumento do sinal, o que torna estes moduladores menos
atrativos para a andlise de tracos (HARYNUK & GORECKI, 2003).

Tradicionalmente os moduladores térmicos utilizam um segmento de um
capilar de filme espesso, ou resfriamento criogénico, para acumular os analitos. A
principal vantagem destes moduladores é que toda a amostra é submetida a uma
segunda separacao, resultando em um aumento do sinal, o que torna estes
moduladores compativeis com a andlise de tragos (HARYNUK & GORECKI,
2003).

Mesmo a GCxGC sendo uma técnica poderosa de separacdo, a sua
aplicagdo em analises de rotina tem um alto custo devido ao uso de moduladores
criogénicos. A utilizagdo de CO, ou N, para modular os compostos eleva o custo
da analise.



Os pesticidas sao utilizados na agricultura para prevenir e controlar pragas
e doencas, aumentando de forma inquestionavel a producao agricola. Entretanto,
0 uso indiscriminado destas substancias apresenta riscos a saide humana e ao
meio ambiente.

Considerando a necessidade de reduzir o custo das analises de rotina de
residuos de pesticidas e a importancia de monitorar os niveis de residuos de
pesticidas para que estes ndo proporcionem danos ao homem e ao meio
ambiente, este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de um novo
modulador fixo a ar comprimido e sua aplicacdo para determinacao de pesticidas
em uva empregando um sistema GCxGC-uECD. Os objetivos especificos do
trabalho sdo: (i) desenvolver um modulador fixo a ar e avaliar o processo de
modulagao utilizando alcanos e pesticidas em um sistema GCxGC-FID e (ii)
otimizar e validar um método de extragdo utilizando o método de extragdo mini-
Luke modificado e analise por GCxGC-UECD dos pesticidas piretroides bifentrina,
cipermetrina, deltametrina, fenvalerato e esfenvalerato, e permetrina cis e trans

em uva.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde a sua descoberta, a cromatografia evoluiu como uma ferramenta
essencial para a separacdo de diversos compostos em diferentes amostras.
Entretanto, apesar do alto poder de separagdo das modernas técnicas
cromatograficas convencionais, em uma dimensdo, algumas amostras sao
simplesmente muito complexas para serem analisadas de forma eficaz por estas
técnicas (GORECKI et al., 2006).

Exemplos de analises de misturas complexas podem ser encontrados em
diferentes areas como, por exemplo, na industria petroquimica (onde a
caracterizacao apropriada de fracdes diferentes produtos do petréleo é da maior
importancia), no setor forense, na industria de alimentos e etc., onde uma analise
mais sensivel e mais seletiva a nivel de tragco dos analitos alvo é exigida
juntamente com a habilidade de caracterizar inteiramente amostras
desconhecidas (GORECKI et al., 2006).

Em todos os exemplos citados acima, é praticamente impossivel conseguir
uma separagao completa de todos os componentes da amostra com apenas um
mecanismo de separacdo e, isto foi o que motivou e impulsionou o
desenvolvimento de técnicas cromatograficas multidimensionais (GORECKI et al.,
2006). Em trabalho publicado em 1984, GIDDINGS descreveu e introduziu
definicbes fundamentais e critérios para as técnicas de separagao
multidimensionais. Desde entado, estas técnicas sdo usadas em muitas areas da
ciéncia da separacao (GIDDINGS, 1990).

Andlises multidimensionais em cromatografia podem ser consideradas
como qualquer técnica que combine duas ou mais separagoes distintas, ou
etapas analiticas, onde pelo menos uma das etapas envolva uma separagao
cromatografica. Sendo assim, Cromatografia Liquida acoplada com Cromatografia
Gasosa (LC-GC), Cromatografia Gasosa Bidimensional (GC-GC) e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) sao técnicas tipicamente
multidimensionais (SHOENMAKERS et al., 2003).

Como exemplo em cromatografia gasosa, as separagcées multidimensionais

tiveram inicialmente como base as técnicas de GC-GC do tipo heart-cut, onde



pequenas fracées do efluente da primeira coluna sao transferidas para uma
segunda coluna, desta forma, a seletividade diferenciada desta segunda coluna
fornece um aumento da resolucdo dos picos cromatograficos gerados
(BERTSCH, 1990). Entretanto, um aumento significativo no tempo de analise (em
torno de algumas horas) é observado (GEUS et al., 1996).

Mesmo com o desenvolvimento dos mais modernos detectores, tais como
o Detector de Espectrometria de Massas por Tempo de V6o (TOFMS, do inglés
Time-of-Flight Mass Spectrometer), a identificacdo de compostos em misturas
muito complexas permaneceu freqlientemente insatisfatéria. Conseqiientemente,
a chave para melhorar o poder de separacado e de identificacdo deveria ser
encontrado na multidimensionalidade da separagdo cromatografica (GORECKI et
al., 2006).

Como alternativa para resolver os problemas descritos acima foi
introduzida por LIU & PHILLIPS (1991) a técnica de Cromatografia Gasosa
Bidimensional Abrangente (GCxGC, do inglés Comprehensive two-Dimensional
Gas Chromatography).

O termo abrangente esta relacionado a critérios, tais como, toda a amostra
deve ser submetida a mecanismos independentes de separacdo, 0os quais devem
ser realizados em colunas com fases estacionarias diferentes, onde todos os
compostos separados na primeira coluna sao transferidos para a segunda coluna
(SHOENMAKERS et al., 2003).

Segundo GIDDINGS (1984), para abreviar o termo bidimensional
abrangente, deve-se usar um sinal de muliiplicagdo “x”, denotando a
ortogonalidade entre os mecanismos de separacéo, e desta maneira, deixando
clara a diferenga entre GCxGC e as técnicas do tipo heart-cut, onde o hifen é
utilizado (GC-GC, LC-GC).

A ortogonalidade em GCxGC esta relacionada com a utilizacdo de colunas
com fases estacionarias diferentes, as quais proporcionam mecanismos
independentes de separacao na primeira e na segunda dimensao, conforme sera
discutido no item 2.1.1. As separagdes ortogonais realizadas em GCxGC nao
necessariamente resultam na resolucédo étima da amostra, entretanto, esse tipo
de separacao proporciona as melhores condicbes para a utilizacdo maxima do
espaco de separacao (separation space) que é a regiao no grafico bidimensional



de cromatografia multidimensional abrangente onde o0s compostos sao
distribuidos (MUHLEN et al., 2007a; RYAN et al., 2005).

A GCxGC é uma técnica relativamente nova, capaz de separar 0S
compostos de interesse de outros e, mais importante, do background da matriz.
Com a introducdo desta técnica ha aproximadamente 15 anos atras, tornou-se
possivel a separacdo e a identificacdo de muitos compostos em amostras
complexas (ADAHCHOUR et al., 2003; DALLUGE et al., 2003; SHELLIE et al.,
2001).

2.1 Principios da técnica GCxGC

A técnica GCxGC é caracterizada pela utilizacdo de duas colunas
cromatograficas acopladas em série, contendo fases estacionarias diferentes,
sendo uma de tamanho convencional e outra curta (do tipo de coluna usada para
fast-GC), de forma que todo efluente da primeira coluna ou uma parte
representativa do mesmo € conduzido para a segunda coluna através de um

modulador, conforme ilustrado na Figura 1 (MUHLEN et al., 2006).
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| |

Figura 1. Esquema geral de um sistema GCxGC, adaptado de ADAHCHOUR
(2006)



O sistema modulacdo entre as duas colunas causa uma compressao da
banda cromatografica que elui da primeira coluna e esta é direcionada para a
coluna curta, de forma que a separacao na segunda coluna é extremamente
rapida (MUHLEN et al., 2006).

Os periodos de modulacdo devem ser ajustados a fim de que sejam
compativeis com o tempo de separacdo na segunda coluna, minimizando o
alargamento da banda comprimida (MUHLEN et al, 2006). Desta forma, a
sensibilidade é significativamente incrementada (relacdo sinal/ruido 10 vezes
maior) e a resolu¢cdo aumenta de forma expressiva, se comparada a técnica de
cromatografia gasosa monodimensional (1D-GC, do inglés one-Dimensional Gas
Chromatography) (DALLUGE et al., 2003; MARRIOT & SHELLIE, 2002; MUHLEN
et al., 2006). Uma discussdao mais detalhada sobre os moduladores sera
apresentada no item 2.1.2.

Em GCxGC, a eficiéncia da separacdo cromatografica €
desfavoravelmente afetada e a estrutura ordenada é perdida quando picos de
diferentes ciclos de modulacdo co-eluem (DALLUGE et al., 2003). Portanto, as
condi¢bes experimentais sdo geralmente ajustadas de tal maneira que, o periodo
de modulacdo (Py, do inglés Modulation Time or Modulation Period) que
corresponde a duracdo de um ciclo completo de modulacdo, o qual é igual ao
tempo entre duas injecdes sucessivas na segunda dimensao, seja maior do que o
tempo de retengdo dos compostos mais fortemente retidos na segunda dimensao
(Py > ?tr) (DALLUGE et al., 2003; SHOENMAKERS et al., 2003). Caso contrario,
quando Py < tg, analitos ndo eluiriam em seu préprio ciclo de modulagéo, o que
causaria 0 denominado pico fora do ciclo (wrap-around) (DALLUGE et al., 2003;
MUHLEN et al., 2007a).

A combinagdo de duas colunas cromatograficas com mecanismo de
separacado ortogonal entre si € o que leva a um significativo aumento da
seletividade em GCxGC (MUHLEN et al., 2006). Tais caracteristicas tornaram
esta técnica extremamente til para analise de amostras complexas, ou amostras
que apresentam outras caracteristicas que limitam sua caracterizacao por 1D-GC,
como no caso das separacdes enantioméricas (DALLUGE et al., 2003; MARRIOT
& SHELLIE, 2002).



Os picos modulados que eluem da coluna da segunda dimensdao em
GCxGC sao cerca de 10 a 50 vezes mais estreitos do que os picos obtidos por
1D-GC, consequientemente, faz se necessario o uso de detectores com aquisicao
rapida de dados, conforme sera discutido no item 2.1.3.

Outra caracteristica especifica em GCxGC é o processamento dos dados.
A determinacao das areas dos analitos nao é direta como em 1D-GC, pois devido
ao processo de modulacao, cada pico obtido em 1D-GC é segmentado em varias
partes. Desta forma, a interpretacdo dos cromatogramas complexos gerados
requer um tratamento de dados mais sofisticado do que o convencionalmente
usado. O tratamento dos dados é realizado por meio de softwares especificos
para esta técnica, os quais convertem os cromatogramas complexos gerados em
diagramas, sendo que estes serdo abordados no item 2.1.4.

A quantificacdo em GCxGC é de fato muito similar a 1D-GC, pois o0s
cromatogramas em GCxGC sao gerados a partir de um cromatograma linear.
Devido a este fator podemos calcular a soma das area dos picos modulados,
sendo esta uma tarefa extremamente morosa, entretanto, atualmente, pacotes
comerciais de softwares tém sido desenvolvidos e disponibilizados.

Uma das vantagens mais importantes em GCxGC € a natureza dos
cromatogramas obtidos por este sistema, onde cada analito é identificado por no
minimo dois tempos de retencao, o que torna esta técnica mais confiavel quando
comparada a 1D-GC (DALLUGE et al., 2003).

Resultados satisfatorios tém sido relatados em termos de eficiéncia de
separacao e, também, na classificacdo de compostos baseada na presenca de
estruturas ordenadas obtidas nos cromatogramas em GCxGC. Além disso, um
aumento expressivo no poder de separacao e diminuicdo do tempo de analise é
observado quando comparada as técnicas convencionais acopladas (DALLUGE
et al., 2003).

2.1.1 Colunas para GCxGC

Para que condicbes de separacdo ortogonal sejam realizadas em um

sistema GCxGC, € necessario utilizar colunas que fornecam mecanismos



independentes de separacao na primeira € na segunda dimensao. Sendo assim,
deve-se considerar que toda separacdo em GCxGC é baseada em dois
parametros: (a) na volatilidade do analito e (b) na sua interacdo com a fase
estacionaria por meio de pontes de hidrogénio, interacdes 1r-1r, efeitos estéricos,
etc. (BEENS et al., 1998a).

Assim como na 1D-GC, devemos considerar que em uma coluna apolar a
volatilidade dos analitos € o Unico pardmetro que governa a separag¢ao. Em todas
as outras colunas, a separacao € governada tanto pela interacao especifica com a
coluna “polar” selecionada quanto pela volatilidade (DALLUGE et al., 2003).

Cada pequena fragédo individual eluida da primeira coluna apolar contém
analitos com volatilidades muito semelhantes. A separacdo subseqliente na
segunda dimensao é tao rapida, em torno de poucos segundos, que é realizada
sob condi¢bes essencialmente isotérmicas. Em outras palavras, para analitos com
igual volatilidade somente a interagdo com a fase estacionaria especifica governa
a retencdo dos analitos na segunda dimensao (DALLUGE et al., 2003).

Em principio, todos os tipos de fases estacionarias podem ser usadas na
primeira dimensdo de um sistema GCxGC. Fases estacionarias 100%
dimetilpolisiloxano ou 5% fenil / 95% dimetilpolisiloxano sdo geralmente usadas
na primeira coluna. Na pratica, a selecdo da primeira coluna €& também
influenciada pela disponibilidade de um método ja otimizado em 1D-GC. Fases
estacionarias 35 a 50% fenil / 65 a 50% dimetilpolisiloxano, polietilenoglicol
(Carbowax), carborano (HT8) e cianopropil-fenil-dimetilpolisiloxano sao
tipicamente usadas na segunda coluna (DALLUGE et al., 2003).

Deve ficar claro que resultados obtidos em uma separacao apolar x polar
pode, em principio, ndo ser realizada por uma combinacao polar x apolar ou polar
X polar. Em ambos os casos, os resultados obtidos na primeira separagéao
dependem da combinacdo entre dois fatores: volatilidade e polaridade dos
analitos. No entanto, a volatilidade também desempenha um papel importante na
separacdo, quando uma segunda coluna apolar é utilizada, consequentemente, a
separacdo na primeira e na segunda dimensdao nao acontecera de forma
ortogonal (DALLUGE et al., 2003).

Em geral, o tamanho convencional das colunas usadas na primeira

dimensao, é tipicamente de 15 a 30 m de comprimento, 0,25 a 0,32 mm de



didmetro interno e 0,1 a 1,0 um de espessura de filme. A selecdo das dimensdes
desta coluna também depende da separacao desejada. Em muitos casos, onde ja
existe um método otimizado em um sistema 1D-GC para a amostra em analise, a
primeira dimensao selecionada para a separacado em GCxGC sera aquela que é
convencionalmente utilizada para a separacdo em 1D-GC (DALLUGE et al,
2003).

A separacdo na segunda coluna deve ser realizada em poucos segundos,
e o alargamento da banda dos pulsos estreitos gerados pelo modulador deve ser
minimizado (DALLUGE et al., 2003). Portanto, colunas curtas e estreitas sdo
comumente usadas na segunda dimensao, com tamanhos tipicamente de 0,5 a
2,0 m de comprimento, 0,1 mm de didmetro interno e 0,1 um de espessura de
filme (ADAHCHOUR et al., 2005). Em 2003 ADAHCHOUR et al. relataram o uso
de colunas com 0,05 mm de didmetro interno, as quais permitiram uma separagao

ultra-rapida, em torno de 1 s, na segunda dimensao.

2.1.2 Moduladores para GCxGC

O modulador pode ser considerado o “coracao” de um sistema GCxGC e,
consequentemente, nos primeiros anos muitos esforcos foram dedicados para o
desenvolvimento de um modulador robusto e com uma ampla faixa de aplicacéo
(DALLUGE et al., 2003).

Independente do seu design um modulador deve desempenhar trés
fungdes: (a) acumular pequenas fragdes do efluente da primeira coluna enquanto
procede normalmente a separag¢ao na primeira dimenséao; (b) focalizar as fragdes
acumuladas no tempo ou no espaco; (c) liberar as fragdes acumuladas na forma
de pulsos estreitos para a segunda dimensao (DALLUGE et al., 2003).

Os moduladores utilizados para executar as separagcdes em GCxGC
podem ser classificados em duas categorias principais: 0os térmicos e o0s
baseados em valvulas (HARYNUK & GORECKI, 2003).

Os primeiros moduladores desenvolvidos para GCxGC utilizavam
dessorcao térmica, tais como o modulador de dois estagios aquecidos (dual-
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stage thermal modulator), os quais nao foram muito robustos além de serem de
dificil fabricacdo (LIU & PHILLIPS, 1991).

Os primeiros moduladores disponiveis comercialmente foram os
moduladores por varredura térmica (thermal sweeper) caracterizados pelo uso
de um capilar de filme espesso, posicionado entre a primeira e a segunda coluna,
para reter e acumular o analito no final da primeira coluna, empregando razéo de
fases como efeito de focalizagdo (PHILLIPS et al., 1999).

O modulador por varredura térmica (Figura 2) utilizava um aquecedor
rotativo, o qual passava ao longo do capilar de filme espesso (tubo modulador), a
uma temperatura aproximadamente 100 °C acima da temperatura do forno. A
fracdo acumulada era entao transferida para fora do tubo modulador quando as
fendas do aquecedor passavam ao longo deste tubo, resultando na liberacédo da
fracao anteriormente acumulada para dentro da segunda coluna (SHELLIE et al.,
2002).

injetor detector

modulador

aquecedor
rotativo

conectores

Coluna Coluna

primeira dimens@o segunda dimensdo

Figura 2. Esquema geral do modulador por varredura térmica (Sweeper)

A principal desvantagem deste modulador foi a limitada faixa de aplicagcao
(temperatura maxima de eluicdo a 230 °C), pois para evitar 0 super-aquecimento
da fase estacionaria da coluna na regido modulada, a temperatura maxima do
forno ndo deveria exceder 100 °C (BERTSCH, 2000; DALLUGE et al., 2003).

Além desta desvantagem, problemas relacionados a instalacdo e operacao,
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devido a presenca de varias partes méveis, limitaram o uso deste modulador
(DALLUGE et al., 2003). Por outro lado, em um review publicado em 2003 por
DALLUGE et al. foi relatado que até a presente data, aproximadamente 30% dos
artigos de pesquisa publicados utilizavam o sweeper como modulador o que
comprova o grande uso inicial dessa geracao de moduladores.

Na préxima geragdo de moduladores, partes moveis foram evitadas ou o
seu movimento foi simplificado, e o aquecimento foi substituido pelo resfriamento
por meios criogénicos (HARYNUK & GORECKI, 2002; LEDFORD &
BILLESBACH, 2000).

KINGHORN & MARRIOT (1999) desenvolveram o primeiro sistema
criogénico (Figura 3) denominado Sistema Criogénico Longitudinalmente
Modulado (LMCS, do inglés Longitudinally Modulated Cryogenic System), o qual
utiliza expansao de CO. liquido, como armadilha criogénica, para acumular e
focalizar os analitos nos primeiros centimetros da segunda coluna. Logo ap6s um
periodo de tempo pré-fixado, a armadilha criogénica, a qual € movida por um
pistdo, é rapidamente transferida para a posi¢ao de liberacao. A zona contendo o
analito focalizado € agora exposta ao ar do forno do GC e, conseqlentemente, o
analito € rapidamente re-volatilizado e re-injetado como uma banda muito estreita
na segunda coluna. Como vantagem este modulador apresenta uma ampla faixa

de aplicacdo, embora analitos volateis ndao sejam suficientemente retidos.
LCOQ

modulador

injetor movel detector

11 focalizacdo

II

iberacdo

Coluna conector Coluna

primeira dimensdo segunda dimensdo

Figura 3. Esquema geral de um Sistema Criogénico Longitudinalmente
Modulado (LMCS)
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Nos ultimos anos, varios tipos de moduladores baseados em jatos, tanto
com diéxido de carbono quanto nitrogénio liquido para o resfriamento, comecaram
a dominar o campo dos moduladores e lentamente substituir os LMCS. E
importante salientar que, em um periodo de 12 meses, de 2003 a 2004 no minimo
10 novos moduladores foram relatados na literatura cientifica. A principal
vantagem nesta nova geracdo de moduladores é a auséncia de qualquer peca
mével, o que tornou este sistema de jatos muito mais robusto (ADAHCHOUR et
al., 2006).

Nao existe, até o momento, um consenso sobre qual €, ou deveria ser o
melhor design para este modulador como, por exemplo, jato simples, dois ou
quatro jatos moduladores (ADAHCHOUR et al., 2006). Entretanto, um estudo
comparativo realizado por KRISTENSSON et al. em 2003 mostrou que o
modulador de duplo jato com CO; liquido para o resfriamento (Figura 4) é uma
interface totalmente satisfatoria e robusta para praticamente todas as aplicagdes,
e neste caso, larguras de pico a meia altura foram encontradas em torno de 45-95
ms para uma variedade de compostos testados. A determinacdo de compostos
com volatilidades muito baixas, com pontos de ebulicdo menores do que o hexano
€ a principal excecdo. Para este tipo de analise, nitrogénio liquido ou gasoso é
necessario para o resfriamento, pois a faixa de aplicacdo de 100 a 500 °C (pontos
de ebulicdo de Cg a C35) pode ser ampliada para aproximadamente -160 a 500 °C

(C1 a Cas) (GAINES & FRYSINGER, 2004).
|co.

injetor detector

Coluna
segunda dimensdo

Coluna
primeira dimensdo

Figura 4. Esquema geral de um modulador com duplo jato de CO,
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O modulador térmico com resfriamento a ar, foi descrito por LIBARDONI
et al (2005), o qual é ligado eletricamente e nado utiliza materiais criogénicos e gas
comprimido para o funcionamento. Este modulador de estagio simples é ligado
por pulsos de corrente através de uma fonte de alimentagdo de corrente
diferencial e resfriado por uma unidade de refrigeracdo convencional de dois
estagios. A unidade de refrigeracédo, juntamente com um trocador de calor e a
bomba de recirculacdo, resfria o modulador a uma temperatura de
aproximadamente -30 °C. O tubo modulador de acgo inoxidavel é revestido com
um filme interno de dimetilpolisiloxano, com dimensdes de 0,18 mm de didmetro
interno x 8 cm de comprimento (LIBARDONI et al., 2005).

O modulador descrito € muito simples e robusto. As Unicas partes
mecanicas neste sistema sdo a bomba de recirculacdo de ar e a unidade de
refrigeracdo convencional, sendo que ambas necessitam de poucas
manutengdes. Custos de operacdo sao muito menores do que os moduladores
que utilizam meios criogénicos para o resfriamento. Entretanto, o ar utilizado para
o resfriamento neste modulador ndo é capaz de assegurar temperaturas tao
baixas quanto os moduladores criogénicos, sendo esta uma limitagcdo deste
modulador com relacdo a andlise de compostos muito volateis (LIBARDONI et al.,
2005).

Outra classe de moduladores esta baseada na modulacdo através de
valvulas, as quais podem ser classificadas em: valvulas de diafragma ou valvulas
com modulacao diferencial da vazao.

Os moduladores de valvulas de diafragma permitem a liberacado e a
injecdo somente de uma pequena e estreita fracdo do analito, uma vez que,
menos de 2% deste é transferido para dentro da segunda coluna. Devido a esta
caracteristica, estes moduladores tornaram-se inadequados para a analise de
tracos (BRUCKNER et al., 1998; FRAGA et al., 2002).

Os moduladores baseados em valvulas com modulacgao diferencial da
vazao permitem a transferéncia de aproximadamente 80% do analito da primeira
para a segunda coluna (SEELEY et al., 2000).

Ambos o0s moduladores baseados em valvulas apresentam uma
temperatura limite de operacao relativamente baixa (cerca de 175 °C), o que limita
muito suas aplicagbes (DALLUGE et al., 2003).
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2.1.3 Detectores freqlientemente usados para GCxGC

A separagcdo muito rapida realizada na coluna da segunda dimensao,
resulta em picos com larguras de base, tipicamente, de 100 a 600 ms (DALLUGE
et al., 2003). A largura do pico depende do tipo de modulador usado, da vazao do
gas na coluna cromatografica, das dimensdes da segunda coluna e, uma vez que
esta separaco é isotérmica, do tempo de retencdo nesta dimensao (DALLUGE et
al., 2003).

Picos estreitos requerem detectores rapidos com um volume interno
pequeno e uma elevada taxa de aquisicao dos dados para assegurar uma correta
reconstrucdo do cromatograma na segunda dimensdo. Até recentemente a
deteccdo em GCxGC era limitada a utilizacdo de Deteccado por lonizacdo de
Chama (FID, do inglés Flame lonization Detection) (DALLUGE et al., 2003). Os
FIDs modernos possuem um volume interno insignificante e podem adquirir dados
a uma freqiéncia que varia de 50 a 200 Hz, o que os tornam compativeis com
esta técnica (BEENS et al., 1998b).

Embora o FID seja o detector mais adequado para a detecgdo de
hidrocarbonetos e também, seja utilizado freqlientemente na identificacdo e na
quantificacdo de produtos petroquimicos (REDDY et al, 2007), para a
determinacao de pesticidas ele ndo é o detector mais apropriado, pois existem
detetores mais seletivos, como o HECD e o NPD.

Atualmente, o micro Detector por Captura de Elétrons (UECD, do inglés
micro-Electron Capture Detector) tem sido muito usado em GCxGC; além do
mais, o seu volume interno de 30 a 150 pyL pode causar um aumento do sinal
(KORYTAR et al., 2002; KRISTENSSON et al., 2003). A freqiiéncia de aquisicdo
dos dados de um PECD é tipicamente 50 Hz, compativel com o sistema GCxGC
(DALLUGE et al., 2003). O uECD é amplamente utilizado para determinagdo de
compostos halogenados tais como, bifenilas policloradas (PCBs) em amostras
ambientais e de alimentos (BORDAJANDI et al., 2005; KORYTAR et al., 2005).

O emprego da Deteccao de Nitrogénio e Fésforo (NPD, do inglés Nitrogen
and Phoshorus Detection) na GCxGC oferece boa sensibilidade para compostos
que contenham fésforo e nitrogénio, para a analise de residuos de pesticidas em
amostras de vegetais (KHUMMUENG et al., 2006). A freqléncia de aquisi¢cao dos
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dados de um NPD pode chegar a 200 Hz, o que o torna compativel com técnica
de GCxGC (MUHLEN et al., 2007b).

Os detectores mencionados acima permitem identificagdo dos picos, mas
nao fornecem informacado estrutural. O uso da deteccdo espectrométrica,
especificamente a Espectrémetria de Massas (MS, do inglés Mass Spectrometry),
€, portanto, indispensavel para assegurar a identificacdo dos numerosos
compostos separados. Atualmente, somente o TOFMS pode adquirir 50 ou mais
espectros por segundo, 0s quais sao necessarios para a correta recombinagao
dos picos modulados em GCxGC bem como para a devida quantificacdo
(ADAHCHOUR et al., 2006; DALLUGE et al., 2003).

O TOFMS combinado ao sistema GCxGC fornece uma das ferramentas
mais poderosas de separaco e identificacdo disponivel atualmente (GORECKI et
al., 2006). Entretanto, o custo elevado resultante deste acoplamento, restringe o
acesso desta instrumentacao para muitos laboratérios.

Resultados utilizando GCxGC-TOFMS para analises de amostras
petroquimicas, 6leos essenciais e determinacdo a nivel traco de pesticidas em
vegetais, tem sido relatados. Eles demonstram uma excelente compatibilidade
entre 0 mecanismo de separacdo e o sistema de deteccdo (DALLUGE et al,
2003).

2.1.4 Geracao e visualizacado dos cromatogramas em GCxGC

A primeira diferenga entre os dados obtidos por 1D-GC e GCxGC é o
cromatograma gerado. Enquanto que na 1D-GC cada pico representa um
composto, ou mais de um composto, no caso de co-eluicdo, em GCxGC cada
pico primario (do inglés Parent Peak), que corresponde ao pico o qual da origem
aos picos modulados obtidos por GCxGC, obtido por 1D-GC é dividido em varios
segmentos, denominados picos modulados (Modulated Peak), que sdo gerados
pela separagdo na segunda coluna, apés o processo de modulagdo, sendo que
estes quando agrupados representam o pico primario (GORECKI et al., 2006;
MUHLEN et al., 2007a; SEELEY, 2002). Se levarmos em consideracdo apenas

este efeito, a complexidade do cromatograma aumentaria em 3, 4, ou mais vezes,
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dependendo do nimero de modulacdes realizadas por pico primario (MUHLEN,
2007).

A interpretacdo dos resultados produzidos em GCxGC requer um
tratamento de dados mais sofisticado do que em 1D-GC, em virtude do aumento
de volume e complexidade de informacdo analitica (GORECKI et al., 2006;
MUHLEN, 2007). A transformacdo do sinal analiico em imagem pode ser
realizada por softwares especificos desenvolvidos por diferentes grupos de
pesquisa, ou mais recentemente, por outros softwares comercialmente
disponiveis (GORECKI et al., 2006; HARYNUK et al., 2002).

O detector grava um sinal continuo, desta forma, o cromatograma linear
produzido é de elevada complexidade considerando o numero de picos gerados
devido a modulacao (Figura 5A). Sendo assim, o cromatograma linear deve ser
convertido em matrizes de dados para que esta possa ser transformada em outra
imagem e, posteriormente analisada (GORECKI et al., 2006).

Softwares apropriados conduzem esta tarefa, os quais utilizam intervalos
de tempo de retencdo (At), que correspondem aos periodos de modulagédo Py
para segmentar o0s cromatogramas continuamente, formando assim
cromatogramas secundarios individuais (Figura 5B). Quando ocorre a injecdo na
segunda coluna, os tempos de retencao sdo marcados em ty, to e t3, e tornam-se
os tempos de retencdo na 12 dimensao para todos os picos secundarios que
eluem em um dado periodo de modulacdo (GORECKI et al., 2006). O segundo
tempo de retengédo de cada pico é calculado como a diferenca entre o tempo de
retencédo absoluto de um dado pico e o tempo de injecdo, para um dado ciclo de
modulagdo (HARYNUK et al., 2002). Por exemplo, para o pico marcado com um
asterisco na Figura 5A, o tempo de retencao na segunda dimensao é igual ty-t;
(GORECKI et al., 20086).

Os cromatogramas individuais, obtidos na segunda dimensdo, sao
alinhados lado a lado de acordo com os intervalos de tempo At, gerando assim
um grafico tridimensional como ilustrado na Figura 5C, onde o eixo x representa o
tempo de retencdo na primeira coluna, o eixo y o tempo de retencédo na segunda
coluna, e o eixo z a intensidade do sinal (GORECKI et al., 2006).

Nesta representagdo, os picos secundarios que pertencem ao mesmo

composto séo visualizados em diversos segmentos consecutivos, com tempos de
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retencédo idénticos na segunda coluna. Devido a esta caracteristica, € possivel
recombinar os picos individuais gerados nos cromatogramas na segunda
dimens&o e converter a uma imagem (GORECKI et al., 2006).

As matrizes de dados gerados (Figura 5C) sdo entao convertidas em uma
imagem através de softwares especificos, no qual cada pico reconstruido é
caracterizado por dois tempos de retencao e intensidade do sinal, como mostra a
Figura 5D (GORECKI et al., 2006).
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Figura 5. Geracao e interpretacao dos dados em GCxGC: (A) Cromatograma
linear mono-dimensional, (B) separacao do cromatograma inicial em
segmentos, (C) alinhamento dos cromatogramas lado a lado gerando uma
matriz de dados (D) transformacao da matriz de dados em imagem (grafico
bidimensional), adaptado de GORECKI et al. (2006)
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A imagem gerada pelos softwares permite a visualizagdo do sinal analitico
de diversas formas, como por exemplo, diagramas tridimensionais, diagramas de
cores, diagramas de contorno, diagramas de bolhas e diagrama de apices, os
quais serao descritos brevemente a seguir. Neste trabalho, foram utilizados os
diagramas de cores e de apices para a visualizacao dos analitos no espaco de
separacao.

Diagrama tridimensional — grafico tridimensional que representa uma
separacdo bidimensional abrangente (DALLUGE et al., 2003). Neste diagrama, o
eixo X representa o tempo de retencao na primeira dimensao, o eixo y o tempo de
retencéo na segunda dimensao e o eixo z a intensidade do sinal (MUHLEN et al.,
2007a).

Diagrama de contorno (Figura 6A) — grafico bidimensional que representa
uma separacdo bidimensional abrangente, onde as intensidades de sinal
semelhantes sdo conectadas por uma linha, resultando em uma forma
geométrica, que representa uma vista superior de parte de um pico
cromatografico. Neste e nos préximos diagramas, 0 eixo x representa o tempo de
retencdo na primeira dimensdo e o eixo y o tempo de retencdo na segunda
dimenséo (MUHLEN et al., 2007a).

Diagrama de cores (Figura 6B) — grafico bidimensional que representa
uma separagdo bidimensional abrangente, onde as cores representam a
intensidade do sinal detectado. A escala de cores mostra que a intensidade do
sinal cromatogréfico varia de mais intenso (cores préximas ao amarelo) ao menos
intenso (cores proximas ao verde). Nesta imagem, cada mancha visualizada no
diagrama de cores representa a vista superior de um pico cromatografico em trés
dimensées (MUHLEN et al., 2007a).

Diagrama de bolhas (Figura 6C) — grafico bidimensional que representa
uma separagao cromatografica bidimensional abrangente, onde cada pico é
representado por um circulo (MUHLEN et al., 2007a). A area de cada circulo
correlaciona-se a medida quantitativa da soma das areas dos picos modulados
que geram o pico tridimensional (SHELLIE et al., 2003). O centro de cada circulo
representa as coordenadas de tempo em cada dimenséo (MUHLEN et al., 2007a).

Diagrama de apices (Figura 6D) — gréafico bidimensional que representa

uma separagao cromatografica bidimensional abrangente, onde os maximos de
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cada pico sdo representados por simbolos (MUHLEN et al., 2007a; SHELLIE et
al., 2003).
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Figura 6. Diferentes representacoes para o espaco de separacao de uma
analise realizada por GCxGC para uma amostra de Eucalyptus dunnii, onde:
A) diagrama de contorno, B) diagrama de cores, C) diagrama de bolhas e D)
diagrama de apices, adaptado de MUHLEN et al. (2007a)

2.2 Pesticidas

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, do inglés United States Environmental Protection Agency) pesticida é
definido como qualquer substancia ou mistura de substancias destinada a

prevenir, destruir, repelir, ou mitigar eventuais pragas, as quais podem ser
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insetos, ratos, outros animais, plantas indesejadas (ervas daninhas), fungos ou
microorganismos, como bactérias e virus (USEPA, 2007a).

O termo pesticida & usado para designar, de maneira geral, qualquer
composto manufaturado a ser empregado na agricultura visando atender os
objetivos acima citados, incluindo os inseticidas, fungicidas, herbicidas,
acaricidas, fumigantes, reguladores de crescimento, defolhantes, dessecantes,
etc. (EMBRAPA, 2006).

O residuo de pesticida é definido como sendo qualquer substancia
especifica presente no alimento, “in natura” ou ndo, ou ainda em racdo animal,
proveniente do uso de pesticidas, como os produtos de conversao, metabdlitos,
produtos de reacbes e impurezas consideradas com alguma significancia
toxicologica. Este termo inclui residuos de substancias desconhecidas ou de
fontes inevitaveis (como 0 meio ambiente), bem como o uso de produtos quimicos
conhecidos (FAQO, 2005).

O Decreto Federal n? 4074, de 04 de janeiro de 2002, define como
“agrotoxicos e afins” todos os “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos
e bioldgicos, destinados ao uso no setor de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéao da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substancias e produtos empregados como defolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento”.

A ampla utilizacdo de pesticidas em plantagdes, trouxe para a sociedade
aspectos positivos e negativos. A principal vantagem é o controle eficaz de pragas
e de outros elementos nocivos as plantacées, ocasionando a aceleragdo do
crescimento da producao de alimentos, suprindo assim grande parte da demanda
mundial. Em contrapartida a este avanco, o uso descontrolado de pesticidas tem
provocado a contaminagcdo de aguas, solos e alimentos. Este tipo de
contaminacao é a causa de problemas que comprometem a qualidade de vida
tanto das pessoas que trabalham expostas aos pesticidas nas lavouras, bem
como para o consumidor final, se estes alimentos estiverem contaminados, em

niveis acima dos aceitaveis.
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A importancia dos pesticidas em garantir patamares elevados de
produtividade das principais culturas, tem sido inquestionavel. No entanto,
existem questionamentos referentes ao meio ambiente e a saide humana que
tém preocupado a populacdo mundial devido a utilizacdo excessiva ou
inadequada desses compostos (EMBRAPA, 2006).

Nas ultimas décadas, o consumo de pesticidas no Brasil tem aumentado a
taxas bem elevadas. Em 1964, o consumo total de pesticidas foi de 16 mil
toneladas, enquanto em 1981 passou para 60 mil toneladas e, em 2000, para 140
mil toneladas. Isso representou um aumento no consumo de pesticidas de 276%
entre 1964 e 1991 e de 176% entre 1991 e 2000 (EMBRAPA, 2006).

Devido a grande diversidade de produtos existentes (somente no Brasil sdo
cerca de 500 produtos diferentes comercializados como agrotoxicos), os
pesticidas podem ser classificados de diversas formas, como por exemplo, de
acordo com a sua finalidade e poder toxico (BARBOSA, 2004).

Quanto a finalidade os pesticidas podem ser classificados de acordo com o
tipo de peste: algicidas, acaricidas, fungicidas, herbicidas; inseticidas; moluscidas,
nematicidas; ovicidas, rodenticidas, vampiricidas, entre outros (SANCHES, 2003;
ANVISA, 2005).

A classificagdo quanto a toxicidade é fundamental, uma vez que diferentes
tipos de intoxicacao podem ser causados por pesticidas, os quais, por sua propria
natureza, sdo compostos altamente perigosos para a saude humana. Entretanto
esse perigo varia muito de um composto para outro e os efeitos que eles, ou
qualquer substancia quimica, podem causar nos organismos vivos, incluindo o
homem. Esses efeitos podem ser classificados em agudos ou crénicos
(BARBOSA, 2004). O efeito agudo é observado apds o contato com uma Unica
dose do veneno. A magnitude desse efeito depende da toxicidade da substancia,
da dose, do tipo de contato e do organismo em particular (BARBOSA, 2004). O
efeito crénico ocorre quando o organismo é exposto a pequenas doses de uma
Unica substancia potencialmente perigosa por um longo periodo de tempo. A
ingestao de alimentos contaminados com residuos de pesticidas é um exemplo de
exposicdo que pode levar a efeitos crdnicos sobre o sistema nervoso central, ou
mesmo, cancer, dependendo do tipo de composto e da quantidade ingerida
(BARBOSA, 2004).
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No Brasil, a classificacao toxicoldégica compreende quatro classes distintas
de compostos, conforme apresentado na Tabela 1. Esta classificacdo obedece
aos resultados de testes ou estudos realizados em laboratério, os quais buscam
estabelecer os valores de DLsy (dose letal mediana), ou seja, a dose a partir da
qual se observa a morte de 50% dos animais de uma populacdo expostos
(BARBOSA, 2004). Na Tabela 1 estdo listadas as diferentes classes toxicoldgicas
de acordo com os valores de DLsy e as cores correspondentes aos roétulos das
formulacdes de pesticidas.

Tabela 1. Classificacao dos pesticidas quanto a toxicidade

Classe DLso Classificacdo Cor da faixa no rétulo da
(mg kg embalagem
I 0-50 Extremamente tdxico Vermelho vivo
Il 50-500 Altamente toxico Amarelo intenso
1] 500-5000 Mediamente téxico Azul intenso
v >5000 Pouco téxico Verde intenso

Fonte: LARINI, 1999

A regulamentacdo quanto ao uso dos pesticidas nao esta baseada
somente no controle das classes quimicas dos principios ativos autorizados para
uso como pesticidas, mas também no estabelecimento de um nivel de referéncia,
que corresponde a quantidade maxima aceita de residuo de um determinado
pesticida em cada alimento destinado ao consumo humano (NUNES & RIBEIRO,
1999).

Para garantir que a populagédo nao corra o risco de consumir alimentos com
niveis perigosos de pesticidas, para todo produto registrado existe um limite
maximo de residuo (MRL, do inglés Maximun Residue Limit) permitido por lei para

cada produto agricola ou processado. Esses limites maximos sao obtidos com
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base em estudos realizados, seguindo-se as boas praticas agricolas. (BARBOSA,
2004).

Em tese, o cumprimento destes MRL permite preservar a saude do
consumidor da acao téxica dos pesticidas. Neste sentido, diversos organismos
nacionais e internacionais estdo encarregados de estabelecer tais limites.

No Brasil (2002) o Decreto n® 4074, os MRL foram definidos como sendo a
“‘quantidade méaxima de residuos de agrotéxico ou afim oficialmente aceita no
alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica, desde a
producédo até o consumo, expressa em partes (em peso) do agrotéxico, afim ou
seus residuos por partes de alimento (em peso) (ppm ou mg kg™')”.

O MRL é definido pelo Codex Alimentarius, como sendo a concentracao
maxima do residuo de um pesticida (expresso em mg kg"') recomendado pelo
comité do Codex Alimentarius sobre residuos de pesticidas (CCPR, do inglés
Codex Alimentarius Committe on Pesticides Residues) como sendo legalmente
permitido no alimento ou na ragdo animal. Em geral, 0 assessoramento cientifico
dos organismos internacionais tem sido efetuado pelo JMPR (do inglés, Joint
FAO/WHO Meeting on Pesticides Residues) (FAO, 2005).

Um pardmetro importante para a determinagdo dos MRL é a chamada
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que corresponde a quantidade do pesticida que
pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida do individuo, sem que isso
cause risco apreciavel a sua saude. Com base nos valores de IDA e,
considerando a dieta média dos individuos de uma sociedade, os especialistas
calculam os valores de limites maximos permitidos de residuos dos diversos
pesticidas e outros produtos quimicos em alimentos e agua (BARBOSA, 2004).
Portanto, os valores de MRL e IDA estao interligados, de modo a assegurar que

os pesticidas utilizados ndo apresentem riscos a saude dos consumidores.
2.2.1 Pesticidas piretroides selecionados para determinagdo em uva
O monitoramento de pesticidas € de grande importancia para o comércio

exterior, ja que uma grande parte da producao agricola brasileira & destinada as
exportacdes. Tanto para o setor viticola como para o de frutas, com relacdo as
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exportacoes brasileiras, a uva de mesa é o principal produto. As exportacoes
desta cultura continuam em ritmo crescente, em 2006 foram exportadas 62,250
mil toneladas de uvas, sendo observado um aumento de 21,5% em relacdo ao
ano anterior (EMBRAPA, 2007).

Os piretréides fazem parte de um grupo relativamente novo de pesticidas
usados amplamente na agricultura em uma variedade de frutas e vegetais para o
controle de insetos (SANNINO et al., 2003). Estes pesticidas sdo compostos
sintéticos que agem de maneira similar as piretrinas, as quais sdo derivadas
naturalmente das flores de crisantemo (USEPA, 2007b). O uso destes inseticidas
tem aumentado rapidamente desde o desenvolvimento do primeiro piretréide
fotoestavel em 1973 (SANNINO et al,, 2003), devido a sua eficacia em doses
baixas, curta persisténcia em termos ambientais, e relativamente baixa toxicidade
quando comparado aos organofosforados, organoclorados e carbamatos (CHEN
& WANG, 1996). Experimentos toxicoldgicos executados provaram que 0S
metabdlitos dos piretréides sdo atéxicos ou de baixa toxicidade (COLUME et al.,
2001).

Outra vantagem destes pesticidas € que eles admitem a sinergia, ou seja, a
potencializacdo pela adicdo de outra substancia, gerando um aumento na
eficacia. Além disso, sdo os compostos de mais rapida acdo na interferéncia da
transmissao de impulsos nervosos podendo possuir efeito repelente, espantando
0os insetos ao invés de elimina-los (SANCHES, 2003; ANVISA, 2005). Os
piretrides sintéticos tém boa estabilidade sob luz e temperatura ambiente.
Degradam-se por hidrélise e oxidacao, sendo caracterizados também pela rapida
degradacao por microrganismos presentes no meio ambiente (SANCHES, 20083;
ANVISA, 2005).

Devido os piretroides serem o maior grupo de inseticidas amplamente
utilizados no mundo, a determinacdo dos residuos destes pesticidas em
commodities, alimentos e matrizes ambientais € necessaria para monitorar e
regulamentar o seu uso (SANNINO, 2003). Na Figura 7 estdo representadas as
férmulas estruturais dos pesticidas selecionados para este estudo.
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Na Tabela 2 estdo listados os valores de MRL estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2007), Codex Alimentarius (2007) e

pela Unido Européia (2007) para os compostos determinados na uva.

Tabela 2. Pesticidas analisados e Limites Maximos de Residuos (MRL)

MRL (mg kg™)

Pesticida
ANVISA Codex Alimentarius Uniao Européia
Bifentrina 0,1 n.e. 0,2
Cipermetrina n.e. n.e. 0,5
Deltametrina n.e. 0,2 0,1
Fenvalerato® n.e. n.e. 0,02
Permetrina® n.e. 2,0 0,05

n.e. = ndo estabelecido, a = soma dos isbmeros esfenvalerato e fenvalerato; b = soma dos

isdbmeros cis e trans

2.3 Preparo de amostra para analises de residuos de pesticidas

O preparo da amostra é a etapa crucial dentro de um método analitico,
principalmente quando se tratam de amostras sélidas ou semi-sélidas, tais como
amostras ambientais e de alimentos, as quais geralmente ndo podem ser
analisadas sem uma etapa prévia de preparo da amostra, devido aos baixos
niveis de concentracdo em que os analitos estdo presentes nestas matrizes
(KRISTENSSON, 2005).

Os procedimentos de preparo de amostra, tais como extragao,
concentragao e clean-up, influenciam potencialmente na confiabilidade e exatiddo
das analises (AHMED, 2001). Nos ultimos anos, muitas inovagées nos processos
analiticos que podem ser aplicados no preparo de amostras ambientais e
alimentos para extracdo e determinacdo de residuos de pesticidas, tém sido
desenvolvidos (PICO et al., 2007).
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Devido aos baixos limites de deteccao exigidos pelas agéncias reguladoras
e a natureza complexa das matrizes nas quais os compostos de interesse estao
presentes, eficiéncia no preparo da amostra, deteccdo e quantificagcdo a niveis
tracos sao aspectos importantes para métodos analiticos (TORRES et al., 1996).

2.3.1 Métodos de extracao para analises de residuos de pesticidas

Métodos classicos, tais como Extracdo Liquido-Liquido (LLE, do inglés
Liquid-Liquid Extraction) e Extracdo por Soxhlet, para a determinacdo de
poluentes a nivel de tracos em amostras ambientais sdo geralmente
procedimentos que envolvem inimeras etapas tipicamente baseada na extracao
exaustiva da matriz e a subseqliente remocdo do material co-extraido por
sucessivas etapas de clean-up anterior a analise. Tal preparo da amostra envolve
uma grande quantidade de amostra, sorvente (s), alta qualidade dos solventes
organicos e requer muito trabalho manual para a obtencao dos extratos. Ou seja,
esses métodos sao dispendiosos em termos de tempo e consumo de material,
desta forma o desenvolvimento de procedimentos, rapidos, mais efetivos e
ambientalmente corretos sdo necessarios (KRISTENSSON, 2005).

Recentemente, muitas técnicas de extragado tais como Extragédo por Fluido
Supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction), Extracao Assistida por
Microondas (MAE, do inglés Microwave-Assisted Extraction) e Extracao por
Liquido Pressurizado (PLE, do inglés Pressurised Liquid Extraction) tém sido
desenvolvidas na tentativa de superar as principais limitacbes dos métodos
convencionais, como tempo de extracdo e consumo de solventes organicos. Em
geral, estas técnicas alternativas permitem uma extracdo mais eficiente para os
analitos presentes na matriz, devido ao maior contato do solvente de extragédo
com os analitos de interesse (KRISTENSSON, 2005).

Procedimentos de Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés Solid-Phase
Extraction) tém sido amplamente utilizados para analises de residuos de
pesticidas em amostras ambientais e de alimentos, os quais incluem varias
abordagens, tais como Dispersdao da Matriz em Fase Soélida (MSDP, do inglés
Matrix Solid-Phase Dispersion), Micro-Extracao em Fase Sélida (SPME, do inglés
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Solid-Phase Micro-Extraction) e Extracao Sortiva por Barra de Agitacdo (SBSE,
do inglés Stir-Bar Sorptive Extraction). Estes métodos de extragdo representam
uma possibilidade de reducdo do tempo de analise, consumo de solvente e
diminuicdo de custos (PICO et al., 2007).

Atualmente, os métodos multirresiduos mais comumente utilizados para as
analises de pesticidas em frutas e vegetais, envolvem uma extracdo inicial com
acetona, acetonitrila, ou acetato de etila, a partir da qual os analitos de interesse
sao transferidos para uma camada orgéanica, deixando na fase aquosa os co-
extrativos indesejaveis e alguns pesticidas altamente polares (SHERMA, 2001;
HIEMSTRA & KOK, 2007).

2.3.1.1 Método de extracao Luke

O método Luke é a base dos métodos multirresiduos de pesticidas mais
frequentemente usados para o monitoramento de alimentos, estudos de avaliacédo
de riscos e andlises de rotina em amostras ndo gordurosas, tais como frutas e
vegetais (SHERMA, 2001). Este método consiste em uma extragédo inicial dos
pesticidas com acetona seguida de uma particdao liquido-liquido com solventes
apolares, éter de petréleo e diclorometano, logo apds adiciona-se cloreto de sodio
para remover a agua co-extraida (SCHENK et al., 2002), forcando assim com que
0s pesticidas polares presentes na fase aquosa, sejam conduzidos para a fase
organica (DIEZ et al., 2006).

Na década de 80, o ministério da agricultura na Holanda (VWA, Food and
Consumer Product Safety Authority) desenvolveu em seu laborat6rio o método de
extragdo mini-Luke, o qual é uma miniaturizacdo do método de extracdo Luke
original (LUKE et al., 1975), omitindo-se a etapa de particionamento com cloreto
de sédio. Este método de extracdo é o mais rapido disponivel atualmente em
analises de rotina de pesticidas em laboratérios, e tem mostrado bons resultados
de recuperacao para uma grande variedade de pesticidas em diversas matrizes
(HIEMSTRA & KOK, 2007).

As maiores vantagens deste método de extracdo, além da velocidade, é a
limpeza relativa dos extratos, embora nao seja aplicada uma etapa de clean-up, e
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a compatibilidade com a maioria dos detectores comumente usados para analises
de pesticidas. Além disso, a miniaturizacdo deste método possibilitou a redugéo
da quantidade de amostra bem como de solventes utilizados. Entretanto, valores
baixos de recuperacao foram obtidos para pesticidas polares, como metamidofds,
ometoato, monocrotofds entre outros (HIEMSTRA & KOK, 2007).

Como um método de extragdo alternativo, desenvolveu-se no VWA uma
modificacdo do método de extracdo mini-Luke nos anos 90, onde se adicionou
sulfato de sédio na etapa de extracao, levando assim, a uma melhor extracao dos
pesticidas polares e consequentemente, melhores valores de recuperac¢des foram
obtidos para estes pesticidas (HIEMSTRA & KOK, 2007).

2.3.1.2 Método de acetato de etila

KRIJGSMAN et al. (1976), introduziram o método de acetato de etila como
uma alternativa, a fim de substituir o método Luke para extracdo de amostras nao
gordurosas devido a sua maior rapidez, simplicidade, limpeza dos extratos e bons
valores de recuperacdo. Todas as vantagens deste método fizeram dele o método
de extracdo oficial adotado por algumas agéncias reguladoras européias (DIEZ et
al., 2006).

O método de acetato de etila envolve uma extracdo com acetato de etila
com uma subseqliente adicdo de Na,SO, e uma etapa de clean-up utilizando
Cromatografia por Permeacdo em Gel (GPC, do inglés Gel Permeation
Chromatography) ou florisil. Este método ndo somente aumentou a extragdo de
compostos polares, quando comparado ao método Luke, mas também aumentou
a quantidade de interferentes polares extraidos da matriz (DIEZ et al., 2006).

2.3.1.3 Método QUEChERS
ANASTASSIADES et al. publicaram em 2003 um método provido com

resultados de alta qualidade com um numero minimo de etapas e um baixo
consumo de solvente. Ao método foi atribuida a sigla QUEChERS (do inglés
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Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), a qual reflete as suas maiores
vantagens (rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro).

Este método envolve uma extracdo inicial com acetonitrila, seguida por
uma etapa de particao liquido-liquido ap6s adicdo de uma mistura de sais anidros
(MgSO4 e NaCl), os quais facilitam a remo¢dao de uma quantidade significante de
componentes polares da matriz (ANASTASSIADES et al., 2003). Finalmente, uma
etapa simples de purificacdo denominada extracdo em fase sélida dispersiva
(SPE) é efetuada, onde um sorvente amina primaria secundaria (PSA, do inglés
Primary Secundary Amine) é adicionado diretamente ao extrato da matriz
(MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004).

A principal desvantagem do método QUEChERS, comparado a outros
métodos de extracdo, é que a relagdo amostra:extrato final, de 1 g mL", é mais
baixa do que 2-5 g mL™" obtido pela maioria dos métodos tradicionais. (LEHOTAY
et al., 2005). Portanto, se a matriz nao for uma fonte limitante de ruido nas

analises, isto pode conduzir a uma reducéo de sensibilidade.

2.4 Validacao de métodos cromatograficos para a determinacao de

pesticidas em uva

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdées quimicas, através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez
mais reconhecida e exigida (RIBANI et al., 2004). Para garantir que um método
analitico novo assegure informagdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra,
ele deve ser submetido a uma avaliacdo denominada validagdo (RIBANI et al.,
2007).

Validacdo é o ato ou efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar
legitimo ou legal (LANCAS, 2004). A validagdo do método analitico envolve um
procedimento o qual prova que o método fornece os resultados esperados com
credibilidade, precisao e exatidao adequadas (LANCAS, 2004).

A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento (RIBANI et al., 2004). Consequentemente, antes de um método
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analitico ser implementado para analises de rotina, ele deve primeiramente ser
validado para demonstrar que é adequado para seu uso pretendido (ROZET et
al., 2007).

Os parametros para validacao de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizacdes nacionais e internacionais (RIBANI et al.,
2007). Infelizmente, algumas definicbes s&o diferentes entre as diversas
organizagdes (RIBANI et al., 2004), sendo assim, um grande esfor¢co no sentido
de harmonizar guias para recuperagao de informacdo em medidas analiticas foi
efetuado por intermédio de trabalho em conjunto entre grupos do sistema ISO (do
inglés International Standardization Organization), IUPAC (do inglés International
Union of Pure Applied Chemistry) e AOAC (do inglés Association of Official
Analytical Chemists) (LANCAS, 2004).

Neste trabalho, os parametros utilizados para a validacdo de método
analitico foram: curva analitica e linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificagao, precisao (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao, os
quais foram avaliados seguindo as orientacdes sobre validacdo de métodos e
ensaios quimicos estabelecidos pelo INMETRO. Atualmente, é praticamente
consenso entre muitos laboratérios, que as solugcbes analiticas dos pesticidas
devem ser preparadas em extrato da matriz ao invés de em solventes puros, a
menos de que se tenha sido provada a insignificancia do efeito matriz. Desta
forma, é de suma importancia avaliar este efeito, uma vez que este pode

influenciar nos resultados das analises (PRESTES, 2007).

2.4.1 Curva analitica e linearidade

A resposta para um procedimento analitico corresponde a relagéo, dentro
de uma faixa especifica, entre a resposta (sinal, area, altura do pico, absorcao) e
a concentracdo (quantidade) do analito na amostra (ROZET et al., 2007). Neste
trabalho a resposta adotada sera area do pico.

Na maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentragdo ou massa da espécie de interesse, deve ser determinada

empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragdes
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conhecidas dessa espécie (AUGUSTO et al., 2004). Essa relagdo matematica
muitas vezes, pode ser expressa por uma equacao de reta chamada curva de
analitica, a qual & geralmente aceita com um minimo de 5 pontos (NETO et al.,
2002; LANGAS, 2004).

A linearidade refere-se a relagdo entre a quantidade introduzida no
instrumento e a quantidade calculada a partir da curva de analitica, a qual
relaciona a resposta instrumental e a concentracdo (ROZET et al., 2007). A

equacao de regressao linear (Equacao 1) que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b Equacao (1)

onde:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentracgao;

a = inclinagdo da curva analitica = sensibilidade;
b = interse¢do com o eixo y, quando x =0

Além dos coeficientes a e b, também ¢é possivel calcular, a partir dos
pontos experimentais, o coeficiente de correlagéo r, o qual fornece uma estimativa
da qualidade da curva analitica obtida (CHUI et al., 2001). A regressao linear deve
ter alto coeficiente de determinagdo (r* > 0,999) (PIMENTEL & NETO, 1996), ou
de correlacao (r) > 0,99 (ANVISA, 2003) ou > 0,9 (INMETRO, 2003), o que
evidencia um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo.

2.4.2 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

Em anadlises onde sao realizadas determinacdes na faixa de concentracao
de tracos e ultra-tragos de analitos é imprescindivel que, medidas sejam feitas na
regiao do LOD e LOQ (RIBANI et al., 2007).
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O limite de deteccao (LOD, do inglés limit of detection) representa a menor
concentragcdo da substdncia em exame que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental (ICH, 1995; INMETRO, 2003). O LOD pode ser calculado por
diferentes métodos, sendo o método baseado na relacdo sinal:ruido mais
comumente utilizado, porém este método somente pode ser aplicado em sistemas
analiticos que apresentam ruido para a linha base (RIBANI et al., 2007).

O limite de quantificacao (LOQ, do inglés limit of quantification) € o0 menor
valor de concentracdo em que o analito pode ser quantificado com certo limite de
confianga, ou seja, abaixo deste valor medigdes ndo apresentam suficiente
confianca para quantificacado (THOMPSON et al, 2002). O método para
determinacao do LOQ deve ser considerado com a incerteza da medida de um
componente dentro de um intervalo linear (RIBANI et al., 2007).

Estes limites sdo estabelecidos por meio da analise de solucdes de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito. O LOD e o LOQ séao
geralmente expressos em unidades de concentracdo (BRASIL, 2003;
FRANCOTTE et al., 1996).

O LOD e o LOQ foram estabelecidos com base na Figura 8, onde o LOD
corresponde a 3 vezes o ruido da linha de base e o LOQ corresponde a

concentracao que produz uma relacao sinal:ruido superior a 10.

LOQ
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LOD
3 S/R

Resnosta

Ruido

— |
M"'Mﬂw‘wrﬂ*} martamani W Lppamapias
!

Tempo (min)

Figura 8. Diagrama demonstrando a forma de estabelecimento dos valores
de LOD e LOQ
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2.4.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condicbes definidas (INMETRO, 2003). A precisdo
em validagdo de métodos pode ser considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade (medidas em um mesmo dia), precisdo intermediaria (medidas
realizadas ao longo de varios dias) e reprodutibilidade (medidas realizadas em
laboratérios diferentes) (RIBANI et al., 2004).

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicdes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condicbes de medicdo, chamadas condicbes de repetitividade: mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condi¢cbes; mesmo local; com repeticoes efetuadas em um curto intervalo de
tempo (RIBANI et al., 2004).

A precisao intermediaria indica o efeito das variagdes dentro do laboratério
devido a eventos como diferentes dias ou analistas, ou diferentes equipamentos
ou uma combinacao destes fatores (ICH, 1995). Recomenda-se, para o célculo da
precisdo intermediaria, um minimo de dois dias diferentes com analistas
diferentes (BRASIL, 2003). O objetivo da precisao intermediaria na validagao é
verificar que, no mesmo laboratério, o0 método fornecera os mesmos resultados
(RIBANI et al., 2004).

Ambas repetitividade e precisdo intermediaria podem ser expressas
através da estimativa do desvio padréao relativo (RSD, do inglés relative standard
desviation) (RIBANI et al., 2004), sendo que, em métodos de analises de tragos,
sao aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (HUBER,
1998).

O valor numérico usado para avaliar a precisdo, RSD, pode ser calculado
através da Equacéo (2) (CAUSON, 1997; GARP, 1999).
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S
RSD :X—XIOO Equagéo (2)

m

onde:

s = estimativa de desvio padrao absoluto
s = {X(Xi — Xm)?*/ N- 1}'"2

x; = valores individuais

Xm = média das medidas em replicatas

N = nUmero de medidas.

2.4.4 Exatidao

Exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia, aceito como convencionalmente
verdadeiro. A exatiddao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio,
implica numa combinagcdo de componentes de erros aleatérios e sistematicos
(tendéncia) (INMETRO, 2003).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo sao entre
outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em comparacoes
interlaboratoriais e realizacao de ensaios de recuperagao.

Quando materiais de referéncia nao estao disponiveis, a exatidao pode ser
avaliada através dos ensaios de recuperacao (CODEX ALIMENTARIUS, 2001),
0s quais sao geralmente expressos em percentual.

A recuperacao dos analitos pode ser estimada pela andlise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas desta. As amostras devem ser
fortificadas com os analitos em pelo menos trés diferentes concentracdes, por
exemplo, proximo ao limite de detecgdo, proximo a concentracdo maxima
permissivel e em uma concentracao proxima a média da faixa de uso do método.

A limitacdo desse procedimento € a de que o analito adicionado ndo esta



36

necessariamente na mesma forma que se apresenta na amostra (INMETRO,
2003).

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analises de residuos,
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisao de até + 20% (GARP, 1999),
inclusive para analise de residuos de pesticidas (HUBER, 1998).

2.4.5 Efeito matriz

O efeito matriz é observado quando uma consideravel diferenca de
resposta é obtida entre padroes preparados no solvente e aqueles preparados no
extrato da matriz, com boa precisdo. Uma das maneiras de minimizar e/ou
eliminar este efeito é reduzir a quantidade de componentes da matriz que co-
eluem com os analitos no detector, para isto, métodos de extracdo mais seletivos
e etapas mais eficientes de clean-up devem ser desenvolvidos. Contudo
alternativas, como por exemplo, a calibracdo externa realizada em extrato da
matriz idéntica ou similar ao da amostra é geralmente utilizada (PICO et al.,
2004).

Entre as diversas maneiras utilizadas para compensar o efeito matriz em
GC, podemos citar: 1) uso do método da adicao padrao; 2) uso de padrao interno
deuterado; 3) preparo das solugdes analiticas no extrato da matriz (matrix
matched standards), entre outras alternativas (PICO et al., 2004).

O efeito matriz pode ser calculado conforme a Equacéo 3. Desta forma, as
areas obtidas das solucbdes analiticas preparadas em solvente e no extrato da

matriz sdo comparadas.

X, -X ~
EfeitoMatriz% = ———= x 100 Equacao (3)

2

onde:
Xi= Média das areas da solugao analitica de cada pesticida, preparada em extrato
da matriz, numa dada concentracao;
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Xo= Média das areas da solugédo analitica de cada pesticida, preparada em
solvente, numa dada concentragao.

Assim, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou
negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o resultado
for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a exercer influéncia
nas analises (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).
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3. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu em duas etapas:
desenvolvimento de um novo modulador fixo a ar comprimido e avaliacdo do
processo de modulacao utilizando alcanos e pesticidas e analise por GCxGC-FID;
e aplicacao deste modulador na avaliacdo do método mini-Luke modificado para
extragdo de pesticidas fortificados em uva, sendo em seguida submetidos a
analise por GCxGC-uECD.

Este trabalho foi desenvolvido em Amsterda (Holanda) no laboratério
Analytical Chemistry & Applied Sciences (ACAS) na Free University, com o0 apoio
do laboratério do Food and Consumer Product Safety Authority (VWA).

3.1 Instrumentacao utilizada na avaliacao do novo modulador e condicoes
instrumentais empregadas para as analises realizadas por GCxGC-FID

» Sistema GCxGC-FID: Cromatégrafo a gas HP 6890 GC (Agilent
Tecnologies, Palo Alto, CA, USA) equipado com:

v" Amostrador automatico série HP 7673;

v" Injetor split/splitless, com insersor de vidro silanizado, d.i. 4 mm;

v' 12 coluna capilar VF-5 (5% fenil 95% metilpolisiloxano), de silica
fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm de d.i. e 0,25 ym de
espessura de filme (Varian, Holanda);

v 22 coluna capilar Carbowax (polietiieno glicol), 0,4 m de
comprimento, 0,1 mm de d.i. e 0,1 ym de espessura de filme
(Agilent, Holanda);

v" Modulador com duplo jato de ar comprimido (desenvolvido no
laboratério);

v Detector por lonizagdo de Chama (Agilent Tecnologies)

v’ Sistema de aquisicio de dados através do software HP
Chemestation (Agilent, Revision - A.07.01) para integragao dos picos;
2D Converter Program (beta version 1.0, Gerard Sharp) para
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converter a matriz de dados em imagem e software Transform
(version 3.4, Fortner software) foi utilizado para visualizar a imagem

na forma de diagramas.

Modo de injecéao: splitless;

Injecéo realizada com o auxilio de amostrador automatico;
Temperatura do injetor: 280 °C;

Volume de injecéo: 1 uL;

Programacao de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 100 °C
com incremento de temperatura de 3 °C min™ até 320 °C;

Vazao do gas de arraste (hélio) constante em 0,5 mL min™' na coluna;
Tempo de modulagéo: 3,5 s;

Tempo total de corrida cromatogréfica: 73 min;

Temperatura do detector FID: 300 °C;

Velocidade de aquisicdo dos dados pelo FID: 100 Hz;

Vazao dos gases no detector: hidrogénio 30 mL min™, ar sintético 300 mL

min” e gas make up (nitrogénio) 15 mL min™.

3.2 Instrumentacao utilizada para aplicacao do modulador desenvolvido na

validacao de método analitico e condi¢cGes instrumentais empregadas para

as analises realizadas por GCxGC-uECD

» Sistema GCxGC-pECD: Cromatdgrafo a gas HP 6890 GC (Agilent
Tecnologies, Palo Alto, CA, USA) equipado com:

v" Amostrador automatico série HP 7673;

v Injetor split/splitless, com insersor de vidro silanizado, d.i. 4 mm;

v' 12 coluna capilar VF-5 (5% fenil 95% metilpolisiloxano), de silica
fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm de d.i. e 0,25 ym de
espessura de filme (Varian, Holanda);

v 22 coluna capilar VB-50 (50% metilpolisiloxano  50%
fenilpolisiloxano), de silica fundida, 0,5 m de comprimento, 0,1 mm
de d.i. e 0,1 um de expessura de filme (Valco Bond, Holanda);
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v" Modulador com duplo jato de ar comprimido (desenvolvido no
laboratério);

v Micro Detector por Captura Elétrons (WECD) com volume de célula
de 150 pL (Agilent Tecnologies);

v’ Sistema de aquisicio de dados através do software HP
Chemestation (Agilent, Revision - A.07.01) para integragao dos picos;
2D Converter Program (beta version 1.0, Gerard Sharp) para
converter a matriz de dados em imagem e software Transform
(version 3.4, Fortner software) foi utilizado para visualizar a imagem

na forma de diagramas;

e Modo de injecdo: splitless;

¢ Injecao realizada com o auxilio de amostrador automatico;

e Temperatura do injetor: 280 °C;

e Volume de injecdo: 1 pL;

e Programacao de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 80 °C
com incremento de temperatura de 20 °C min™ até 200 °C; posteriormente de
5°C min™' até 300 °C;

e Vazdo do gas de arraste (hélio) constante em 1,0 mL min™ na coluna;

e Tempo de modulagao: 5 s;

e Tempo total de corrida cromatografica: 26 min;

e Temperatura do detector uECD: 300 °C;

e Velocidade de aquisicao dos dados pelo uECD: 50 Hz;

e Vazao do gas no detector: gas make up (nitrogénio) 60 mL min™.
3.3 Equipamentos
> Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® - resistividade 18,2 MQ cm

(MilliPore®, EUA);
» Balanga analitica de precisdo com 4 casas decimais (Sartorius, Alemanha);

A\

Balanca analitica com 2 casas decimais (Sartorius, Alemanha);
» Lavadora automatica de vidrarias G 7883 CD (Miele, EUA);
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Banho de ultrassom M3510 DHT (Branson, México);
Banho de 4gua MP Basis (Julabo, Alemanha);
Homogeneizador ultraturrax Polytron® PT 6000 (Polytron, Suica);

Centrifuga Harrier 18/80, refrigerada (MSE, Inglaterra).

3.4 Gases

NN N N NN

Gases utilizados no sistema GCxGC-FID:

Gas de arraste: hélio 99,999% de pureza (Praxair, Holanda)
Gas make up: nitrogénio 99,999% de pureza (Praxair, Holanda)
Hidrogénio: 99,999% de pureza (Praxair, Holanda)

Ar sintético: 99,999% de pureza (Praxair, Holanda)

Gases utilizados no sistema GCxGC-uECD:

Gas de arraste: hélio 99,9999% de pureza (Praxair, Holanda);
Gas make up: nitrogénio 99,999% de pureza (Praxair, Holanda).

3.5 Reagentes, Solventes e Materiais

Y

YV V V V

Acetato de etila, grau pesticida (Lab-scan Analytical Science, Irlanda);
Diclorometano, éter de petroleo, metanol, acetona, sulfato de sodio anidro,
todos grau pesticida, (Merck, Alemanha);

Padrées sélidos dos pesticidas (Tabela 3 e 4);

Padrdes de alcanos lineares de C7 a Cyp9 (exceto Cis, Cys, C19, Cos € Co7),
(Polyscience Corporation (PSC));

Amostras de uva (cultivar Italia) fornecidas pelo VWA

Dispensador Opitifix, capacidade 50 mL (GS, Alemanha);

Pipetador hand step® (Brand, Alemanha);

Seringas de volumes de 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pyL (Hamilton,
Suica);

Tubos de teflon com tampa, capacidade de 250 mL fabricados sob medida
(Holanda);

Vidrarias comuns de laboratério.



3.6 Pesticidas selecionados

Os pesticidas selecionados para este estudo estao listados nas Tabelas 3 e
4, respectivamente para analises por GCxGC-FID e GCxGC-uECD, com sua

pureza e fornecedores.

Para a avaliacdo do modulador empregando o sistema GCxGC-FID, foram

utilizados os pesticidas listados na Tabela 3.

Tabela 3. Pesticidas analisados por GCxGC-FID

Pesticida Fornecedores Grau de pureza (%)
Bifentrina Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 98,0
Ciflutrina Riedel-de Haén (Alemanha) 98,0
Cipermetrina Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 91,5
Esfenvalerato Riedel-de Haén (Alemanha) 99,9
Fenitrotiona Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 97,0
Fipronil Riedel-de Haén (Alemanha) 96,7
Permetrina cis Zeneca (Estados Unidos) 99,4
Permetrina trans Zeneca (Estados Unidos) 96,4
Trifloxistrobina Novartis (Estados Unidos) 99,9
Trifluralina Riedel-de Haén (Alemanha) 99,3

Para a aplicacdo do modulador na validacdo de método analitico

empregando o sistema GCxGC-yuECD, foram utilizados os pesticidas listados na

tabela 4.
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Tabela 4. Pesticidas analisados por GCxGC-uECD

Pesticida Fornecedores Grau de pureza (%)
Bifentrina Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 98,0
Cipermetrina Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 91,5
Deltametrina Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) 98,5
Esfenvalerato Riedel-de Haén (Alemanha) 99,9
Fenvalerato Riedel-de Haén (Alemanha) 99,8
Permetrina cis Zeneca (Estados Unidos) 99,4
Permetrina trans Zeneca (Estados Unidos) 96,4

3.7 Preparo das solucoes analiticas
3.7.1 Solugdes analiticas utilizadas na avaliagdo do novo modulador

Preparou-se uma solugdo na concentracdo de 30 mg L' de uma mistura
contendo alcanos de C; a Cyg (exceto Cis, C1g, C19, Cos € C27) €m hexano.

Para o preparo das solucdes analiticas “estoque” dos pesticidas, efetuou-
se o0 calculo para determinar a quantidade de cada padrdo sélido puro a ser
pesado, para obter-se solugdes individuais de cada composto na concentragao de
1000 mg L. Para isso, os padrdes sélidos foram pesados individualmente,
diretamente dentro de frascos ambar (tampa contendo batoque de
politetrafluoretileno (PTFE)), com capacidade de 20 mL, sendo em seguida,
dissolvidos em tolueno, e homogeneizados por 5 minutos em banho de ultrassom.
Estas solucdes “estoques” apresentam estabilidade de cerca de 8 anos, desde
que armazenadas em freezer, a -20 °C, e corretamente manipuladas (PRESTES,
2007).

Em seguida preparou-se 20 mL de uma mistura de concentragdo 50 mg L™
contendo todos os pesticidas a serem estudados. Para isso, transferiu-se 1 mL de
cada solucao “estoque” para baldo volumétrico de 20 mL ja contendo um pequeno

volume de tolueno, sendo posteriormente, o volume completado com este mesmo
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solvente. Esta solugdo foi armazenada em frasco ambar (tampa contendo
batoque de PTFE), com capacidade de 20 mL.

A partir da solugdo de 50 mg L preparou-se 50 mL de uma solucdo de
concentragdo 5 mg L, para isso, transferiu-se 5 mL desta solucdo para baldo
volumétrico de 50 mL, j& contendo um pequeno volume de metanol, sendo,
posteriormente, o volume completado com este mesmo solvente. A solucao
intermediaria de 5 mg L', foi armazenada em frasco ambar (tampa contendo
batoque de PTFE), com capacidade de 50 mL.

Essa solucdo intermediaria foi utilizada para preparar as solucdes
analiticas, através de sua diluicao, nas concentrac¢des de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,5
mg L™, para o estudo de linearidade e confeccdo das curvas analiticas, de cada
composto. Todas as solucdes analiticas foram preparadas em solvente organico
(metanol). Em seguida foram transferidos 250 pL destas solu¢des analiticas para
frascos de 2 mL para amostrador automatico e adicionou-se 10 uL da solugéo
contendo uma mistura de alcanos na concentracdo de 30 mg L™ anteriormente
preparada.

Todas as solugcbes analiticas foram armazenadas em freezer a -20 °C,
sendo que antes de serem utilizadas foram retiradas do freezer e deixadas atingir

a temperatura ambiente para homogeneizagao.

3.7.2 Solucdes analiticas utilizadas para aplicagdo do modulador na validacao de
método analitico

Para o preparo das solugdes analiticas “estoques”, efetuou-se o calculo
para determinar a quantidade de cada padrao sélido puro a ser pesado, para
obter-se solucdes individuais de cada composto na concentragcdo de 1000 mg L.
Para isso, os padrdes sélidos foram pesados individualmente, diretamente dentro
de frascos ambar (tampa contendo batoque de PTFE), com capacidade de 20 mL,
sendo em seguida, dissolvidos em tolueno, e homogeneizados por 5 minutos em
banho de ultrassom.

Em seguida foi preparada 10 mL de uma mistura de concentracao 100 mg
L™ contendo todos os pesticidas a serem estudados. Para isso, transferiu-se 1 mL
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de cada solucdo “estoque” para baldao volumétrico de 10 mL ja contendo um
pequeno volume de acetato de etila, sendo posteriormente, o volume completado
com este mesmo solvente. Esta solugédo foi armazenada em frasco ambar (tampa
contendo batoque de PTFE), com capacidade de 20 mL.

A partir da solugdo de 100 mg L™ preparou-se 20 mL de uma solugdo de
concentragdo 10 mg L™, para isso, transferiu-se 2 mL desta solugdo para baldo
volumétrico de 20 mL, ja contendo um pequeno volume de acetato de etila,
sendo, posteriormente, o volume completado com este mesmo solvente. A
solucdo intermediaria de 10 mg L, foi armazenada em frasco ambar (tampa
contendo batoque de PTFE), com capacidade de 20 mL.

Essa solucdo intermediaria foi utilizada para os ensaios de fortificacdo e
também para preparar as solugdes analiticas, através de sua diluicdo, nas
concentragées de 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg L', para o estudo de
linearidade e confeccdo das curvas analiticas, de cada composto. Todas as
solucdes analiticas foram preparadas tanto em solvente orgénico (acetato de
etila) como no extrato da matriz (uva). Dessa maneira, pbdde-se avaliar o efeito da
matriz durante as analises, que sera discutido no item 3.9.5. As solugbes
analiticas nas concentragdes de 0,02, 0,05 e 0,5 mg L™, correspondem aos niveis
de fortificagdo de 0,02, 0,05 e 0,5 mg kg™, respectivamente.

Todas as solucbes analiticas foram armazenadas em freezer a -20 °C,
sendo que antes de serem utilizadas foram retiradas do freezer e deixadas atingir
a temperatura ambiente para homogeneizagao.

A identificacdao foi realizada através da injecdo de cada pesticida
separadamente e a integracdo das areas dos picos para a quantificagdo dos
pesticidas foi realizada usando o software HP Chemistation.

3.8 Analise dos solventes e reagentes pelo método de extracao mini-Luke
modificado

Este procedimento tem a finalidade de verificar a pureza dos solventes e
reagentes utilizados, com relacao as contaminacées com residuos dos pesticidas
estudados. Consiste em realizar todo o procedimento normal de extracao das
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amostras, porém sem a uva e, consequentemente, sem a fortificacdo dessa
matriz.

Para isto, pesou-se 10 + 0,1 g de sulfato de sédio anidro, dentro de tubo de
teflon de 250 mL de capacidade, e adicionou-se através de dispensador 30 mL de
cada solvente, acetona, éter de petrdleo e diclorometano, sendo em seguida,
levado ao homogeneizador ultraturrax por cerca de 30 s, a 10.000 rpm.
Finalmente, levou-se o tubo para centrifugacdo a 3600 rpm, durante 3 min e
posteriormente, transferiu-se o conteldo para erlenmeyer de vidro, com tampa

esmerilhada. Este extrato foi chamado de “branco” do solvente.

3.9 Validacao do método de extracao mini-Luke modificado para analise de
residuos de pesticidas em uva

3.9.1 Determinacéo da linearidade das curvas analiticas

Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas a partir das solugdes
analiticas preparadas no item 3.7.2, tanto em solvente, quanto no extrato uva, nas
concentragdes de 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 mg L. A seqiiéncia de injecdo
consistiu primeiramente na introducédo de acetato de etila e em seguida injetou-se
6 vezes a seqléncia das solucdes analiticas.

Posteriormente, realizaram-se os calculos da média das areas, do RSD
(%), da equacdo da curva analitica bem como do coeficiente de determinagéo (r?),

e da faixa de linearidade, para cada composto analisado por GCxGC-yuECD.

3.9.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Neste trabalho, injetaram-se solug¢des padrdo de pesticidas no extrato da
matriz na concentracdo de 0,01 e 0,02 mg L' e mediu-se a altura do ruido
préximo ao tempo de retencdo dos compostos e em seguida determinou-se a
concentracdo que correspondeu a 3 e 10 vezes essa altura, sendo que estas
correspondem ao LOD e LOQ respectivamente.
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3.9.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Neste trabalho, o estudo da precisdo do instrumento foi realizado
efetuando-se seis injecoes de cada concentracdo das solugdes analiticas no
sistema GCxGC-uECD.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi efetuada
procedendo-se a extracao e andlise das amostras fortificadas. Cada nivel de
fortificacao foi extraido seis vezes e cada extrato injetado uma vez.

Para avaliar a precisdo intermediaria (RSDy;), calculado conforme descrito
no item 2.4.3, do método por GCxGC-uECD, utilizaram-se 2 dias e 2 operadores

diferentes para a andlise.

3.9.4 Ensaios de fortificacdo e extracdo empregando o método mini-Luke
modificado para avaliacdo da recuperacao

Os ensaios de fortificacdo e de recuperacao tém por objetivo a avaliagao
da exatidao do método como um todo, uma vez que se calcula a concentragéo
real medida, no final de todo o procedimento, em comparacdo com a
concentragdo conhecida adicionada inicialmente na matriz. Assim, através das
recuperacoes obtidas dos pesticidas, pode-se avaliar a exatiddo do método, e
através dos RSDs calculados, obtém-se informacbes acerca da repetitividade
(precisdo) dos dados obtidos.

Este procedimento de fortificagao foi realizado 6 vezes (n = 6), para cada
nivel de fortificacao (3 niveis), e também para a uva (cultivar Italia) “branco”, que é
aquela sem a adicdo dos pesticidas, para verificacdo da real auséncia desses
compostos na matriz. Este extrato da matriz é chamado de “branco” da matriz e
também foi utilizado para o preparo das solucdes analiticas, quando em extrato
da matriz. A amostra "branco” foi considerada como tal apdés analise por
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS, do inglés
Liquid Chromatography Mass Spectrometry) realizada pelo VWA, o qual forneceu

um laudo atestando a auséncia de pesticidas na amostra analisada.
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A amostra “branco” de uva (cultivar Italia) foi fornecida pelo VWA, a qual foi
previamente homogeneizada e armazenada em tubos de polipropileno em
freezer. Pesaram-se porcoes de 10,0 £ 0,1 g de uva, diretamente dentro dos
tubos de teflon. Efetuou-se a fortificagdo, utilizando-se seringas Hamilton® de
injecéo, para obter-se maior exatidao. Para se fortificar aos niveis de 0,02, 0,05 e
0,5 mg kg™, adicionou-se, respectivamente, 20, 50 e 500 pL, de uma solugédo
analitica na concentracdo de 10 mg L, contendo os pesticidas a serem
analisados por GCxGC-uECD.

Imediatamente apds a fortificacdo, adicionou-se 30 mL de acetona e em
seguida as amostras foram levadas para extragdo em homogeneizador ultraturrax
por 30 s a 3600 rpm. Logo apds adicionou-se 10,0 £ 0,1g de sulfato de so6dio
anidro e 30 mL dos solventes éter de petréleo e diclorometano e levou-se
novamente o extrato a homogeneizador ultraturrax por tempo e rotacéo iguais aos
descritos no item 3.8, bem como o procedimento de centrifugacao e transferéncia
do liquido para erlenmeyer. A Figura 9 mostra alguns materiais utilizados durante
o procedimento de extracao.

Um volume de 9 mL dos extratos obtidos foi transferido para tubos de
ensaio graduados de 10 mL, e colocados em banho de 4gua ja aquecida a 45 °C,
sendo que em seguida esta temperatura foi aumentada até atingir 62 °C. Os tubos
foram retirados do banho alguns minutos antes de completa secura, e deixados
em temperatura ambiente até obter-se secura total. Para a analise por GCxGC-
MECD o extrato foi reconstituido a 1 mL com acetato de etila. O fluxograma da
Figura 10 mostra as etapas efetuadas durante procedimento de extracao.
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Figura 9. Materiais utilizados para a execucao do método de extracao mini-
Luke modificado A) homogeneizador ultraturrax, B) frascos dos solventes
utilizados com dispensadores, C) banho termostatizado de agua e D) interior

da centrifuga
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+
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Evaporagao de 9 mL do extrato
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Redissolugcdo em 1 mL de acetato de etila

1
Analise por GCxGC-uECD

Figura 10. Representacao esquematica do método de analise de residuos de

pesticidas em uva, utilizando o método de extracao mini-Luke modificado
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3.9.5 Avaliacdo do efeito matriz dos extratos de uva analisados por GCxGC-
MECD

Para avaliar o efeito matriz neste trabalho, foram injetadas solugdes (5
concentragdes diferentes x 6 vezes cada) preparadas tanto no solvente quanto no
extrato da matriz e as areas obtidas foram comparadas. Efetuou-se o célculo
conforme descrito no item 2.4.5. Desta forma pode-se verificar se o efeito matriz

exerceu influéncia nas analises realizadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo foi dividido em 2 partes, sendo que a primeira compreendeu o
desenvolvimento e avaliacdo do modulador, e posteriormente foi abordada a
aplicacao deste na validagdo de método analitico.

4.1 Desenvolvimento de um novo modulador fixo a ar e avaliacao do
processo de modulacao utilizando alcanos e pesticidas e analise por
GCxGC-FID

4.1.1 Design de um novo modulador usando ar comprimido para GCxGC-FID

O modulador de duplo jato de ar comprimido possui praticamente 0 mesmo
design do modulador de duplo jato de CO,. No modulador a ar comprimido, bem
como o modulador de duplo jato de CO,, duas por¢cdes da coluna capilar séo
resfriadas diretamente e alternadamente nos primeiros centimetros da segunda
coluna com o objetivo de acumular e focalizar cada fragdo subsequente do
analito, o qual é em seguida exposto a temperatura do forno cromatégrafo e
imediatamente re-volatilizado.

Os jatos de ar comprimido sdo conduzidos por meio de duas valvulas
elétricas que alternadamente abrem e fecham a linha de ar comprimido. O
modulador original de ar comprimido (JOVER et al., 2005) (Figura 11A) possui
duas tubulacées para a passagem do ar até a coluna. Este modulador apresentou
o0 mesmo problema do modulador com duplo jato de CO, com relacao ao ajuste
dos jatos, com o objetivo de resfriar a coluna. Apds algumas injecées, o
modulador com duplo jato de ar comprimido original apresentou um pequeno
deslocamento nas tubulacdes, o que consequentemente levou a modulacdes
imperfeitas, baixa repetitividade das areas dos picos cromatograficos e dos
tempos de retencao. Outro problema observado foi o ruido sonoro produzido pelo
ar nas tubulacoes.

A fim de melhorar o desempenho do modulador de ar comprimido original

(Figura 11A) e, tornar a instalacdo mais facil, estavel e robusta desenvolveu-se
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um novo modelo de modulador (Figura 11B). Para isto, um bloco de aluminio foi
cortado e fixado nas duas tubulacées (Figura 12) por onde o ar é conduzido até a
coluna, sendo esta fixada na peca de aluminio. Desta forma, problemas
encontrados no modulador original foram solucionados.

O modulador com ar comprimido desenvolvido foi facilmente instalado
depois de se fazer dois pequenos furos através do topo do forno do cromatografo.
A peca de aluminio juntamente com as tubulacées sdao as unicas partes do
modulador que estdo dentro do forno. A distancia entre a coluna e o modulador é
constante, devido a fixacdo da coluna no modulador; sendo assim a coluna capilar
esta sempre no mesmo lugar, o que tornou este modulador mais estavel e robusto

comparado ao modelo original do modulador a ar comprimido (Figura 11A).

A) Ar comprimido

| |

Valvulag

« Valvula
Parede do forno -

Conector -

-'.-

12 coluna

= 4\
242 coluna

Ar comprimido

|

Vilvulatgm=y
Parede do forno

|

~='Valvula

|

Conector

éluna

A\__N

22 colu}

Figura 11. Esquema do modulador a ar comprimido para GCxGC: A)
modulador com duplo jato de ar comprimido original e B) modulador com
duplo jato de ar comprimido modificado
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Figura 12. Representacao do modulador com duplo jato de ar comprimido
modificado

No modulador com ar comprimido as colunas capilares podem ser
facilmente trocadas, pois somente um conector de vidro (press fit) é utilizado para
fazer a jungcdo entre a primeira e a segunda coluna. Entretanto, a desvantagem
deste modulador comparado ao modulador de duplo jato de CO, é a faixa de
trabalho, pois o ar comprimido tem uma capacidade limitada de resfriamento
sobre a coluna.

No modulador com duplo jato de CO, sao utilizados dois conectores de
metal para manter a segunda coluna no mesmo lugar. Os conectores séo
apertados em um suporte, o qual pode ser pressionado e empurrado junto com a
coluna. A conexao coluna-conector deve ser verificada diariamente e um ajuste
semanal pode vir a ser necessario. Esta verificagdo é importante, pois os
conectores que prendem a coluna podem ceder devido as altas variagdes da
temperatura e possiveis vibracbes na coluna. Para o modulador com ar
comprimido este ajuste ndo se faz necessario. Na Figura 13 podem ser
visualizadas algumas fotos do sistema GCxGC utilizado neste trabalho bem como
o modulador desenvolvido.
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Figura 13. Sistema GCxGC utilizado: A) controle do modulador, B)
modulador (visualizacdo da parte superior do forno) e C) modulador
(visualizacao da parte interior do forno)

4.1.2 Desempenho da modulagéo

Na Figura 14 estdo representadas trés fracoes de cromatogramas que
apresentam modulac¢des A) insatisfatoria, B) aceitavel e C) perfeita. O modulador
com CO; possui uma faixa de trabalho mais ampla em comparagcao ao modulador
a ar, pois quando o CO; é utilizado, o primeiro alcano que apresenta modulacédo
perfeita € o Cg, diferentemente do modulador com ar, no qual modulacées
satisfatérias foram obtidas somente a partir do C7 (Figura 15).
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Figura 14. Trés fracoes de cromatogramas lineares obtidos por GCxGC-FID
utilizando o modulador a ar comprimido a partir de solucées padroes de
alcanos: A) modulacao insatisfatéria, B) modulacao aceitavel e C)

modulacao perfeita
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Figura 15. Cromatograma linear obtido por GCxGC-FID a partir de uma solucao contendo 18 alcanos. As condicoes

cromatograficas estao descritas no item 3.1
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Com o objetivo de avaliar o desempenho do modulador proposto, injetou-se
uma mistura contendo 18 alcanos em um GCxGC-FID. A Tabela 5 fornece uma
nocao geral da faixa de aplicacao, relatando as variagdes das areas dos picos e
as variagdes dos tempos de retencdo tanto na primeira quanto na segunda
coluna.

Para avaliar a repetitividade e a precisdo intermediaria do modulador com
ar comprimido injetou-se (6 concentracbes diferentes em triplicata, em dias
diferentes) uma mistura contendo 18 alcanos e 9 pesticidas. Os resultados
apresentados na Tabela 5 mostram pequenas variacbes das areas dos picos,
entre 0,67 a 2,80% para alcanos e 0,24 e 5,34% para pesticidas. Estes resultados
mostram que o sistema € estavel.

O desvio padrdao (SD, do inglés standard desviation) dos tempos de
retencdo na primeira coluna para alcanos e pesticidas foi em torno de 0,05 min.
Para os tempos de retengcédo na segunda coluna, o SD foi de 0,04 s para a maioria
dos compostos, exceto para ciflutrina e permetrina (0,08 s). A correta identificacéo
€ dada pelos dois tempos de retengdo, os quais devem apresentar poucas

variacoes.



Tabela 5. Parametros usados para avaliar o desempenho do modulador com ar comprimido para alcanos e pesticidas
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Repetitividade Precisdo Intermediaria
Compostos n° de Ponto de Area do "th SD %tn SD Area do "th SD %tn SD
carbonos ebulicao pico pico
(°C) RSD (%) (min) (min) (s) (s) RSD (%) (min) (min) (s) (s)
Heptadecano 17 302 0,93 28,5 0,05 0,8 0,04 2,77 28,5 0,05 0,8 0,04
Octadecano 18 316 1,31 31,9 0,00 0,8 0,00 2,49 31,9 0,00 0,8 0,00
Icosano 20 343 1,46 38,3 0,05 0,9 0,00 2,45 38,3 0,05 0,9 0,00
Henicosano 21 357 1.54 41,4 0,04 0,9 0,04 2,51 41,4 0,04 0,9 0,04
Docosano 22 369 1,66 44,3 0,05 0,9 0,04 2,50 44,3 0,05 0,9 0,04
Tricosano 23 380 1,69 47,0 0,06 0,9 0,05 2,33 47,0 0,06 0,9 0,05
Tetracosano 24 391 0,67 49,8 0,07 1,0 0,04 2,43 49,8 0,07 1,0 0,04
Pentacosano 25 402 1,96 52,3 0,00 1,0 0,00 1,64 52,3 0,00 1,0 0,00
Octacosano 28 432 2,55 59,4 0,05 1,1 0,04 2,74 59,4 0,05 1,1 0,04
Nonacosano 29 441 1,68 31,7 0,00 1,1 0,04 2,80 31,7 0,00 1,1 0,04
Trifluralina 13 96 0,76 27,5 0,04 1,1 0,04 3,54 27,5 0,04 1,1 0,04
Fenitrotiona 9 140 2,08 37,0 0,06 2,1 0,04 3,15 37,0 0,06 2,1 0,04
Fipronil 12 202 2,76 40,2 0,05 1,3 0,04 2,98 40,2 0,05 1,3 0,04
Trifloxistrobina 20 312 1,35 48,4 0,08 2,2 0,04 3,66 48,4 0,08 2,2 0,04
Bifentrina 23 150 1,93 51,9 0,05 1,8 0,04 5,34 51,9 0,05 1,8 0,04
Permetrina 21 200 0,24 55,9 0,05 2,1 0,08 3,33 55,9 0,05 2,1 0,08
Ciflutrina 22 138 0,24 58,0 0,06 2,3 0,08 4,71 58,0 0,06 2,3 0,08
Cipermetrina 22 220 1,42 60,6 0,05 2,3 0,05 2,09 60,6 0,05 2,3 0,05
Esfenvalerato 25 151 0,51 63,2 0,04 2,5 0,05 2,92 63,2 0,04 2,5 0,05

'tr — tempo de retencdo na primeira dimensao, “tr — tempo de retengdo na segunda dimensao e SD — desvio padrdo
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4.1.3 Analise de pesticidas por GCxGC-FID utilizando o modulador com ar

Dados de repetitividade (Tabela 5) e linearidade (Tabela 6) das medidas
das areas dos picos foram considerados satisfatérios, bem como a repetitividade
dos tempos de retencdo na segunda dimensdo para a aplicacdo pretendida.
Usando o sistema GCxGC-FID foi obtida uma faixa linear de 0,1 a 5,0 mg L' com
um coeficiente de determinacdo maior do que 0,9945 para os pesticidas
analisados (Tabela 6). Os resultados mostram que é possivel analisar alguns
pesticidas, usando um sistema GCxGC-FID com um modulador a ar comprimido

para avaliagdo do processo de modulagéo.

Tabela 6. Equacdo da reta, coeficiente de determinacdo (r’) e faixa linear
para os pesticidas selecionados e analisados por GCxGC-FID

N2 Pesticida Faixa linear Equacao da reta r
(mg L")

1 Trifluralina 0,1-5,0 y =2,259x + 0,10 0,9954
2 Fenitrotiona 0,25-5,0 y =1,190x — 0,23 0,9993
3 Fipronil 0,25-5,0 y = 0,942x — 0,04 0,9985
4 Trifloxistrobina 0,1-5,0 y = 2,640x + 0,06 0,9954
5 Bifentrina 0,1-5,0 y = 3,503x + 0,23 0,9945
6 Permetrina 0,1-5,0 y =6,011x-0,08 0,9984
7 Ciflutrina 0,25-5,0 y = 0,322x —0,01 0,9985
8 Cipermetrina 0,25-5,0 y=1,011x + 0,03 0,9957
9 Esfenvalerato 0,25-5,0 y =1,332x - 0,14 0,9999

Plotando os dados dos tempos de retencdo na primeira e na segunda
coluna obtém-se um diagrama de apices (Figura 16A) e um diagrama de cores
em 2D (Figura 16B), sendo possivel identificar a posicado de cada composto em

solucdes padrao de alcanos e pesticidas.
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Figura 16. Visualizacao dos diagramas: A) de apices e B) de cores obtidos
por GCxGC-FID a partir de uma solucao padrao da mistura de alcanos e
pesticidas (Tabela 5) preparada em solvente organico (metanol)
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4.2 Aplicacao do modulador a ar comprimido na avaliacao do método mini-
Luke modificado para extracdao de pesticidas fortificados em uva e analise
por GCxGC-uECD

Os tempos de retengédo de cada pesticida analisado por GCxGC-UECD na
primeira e na segunda coluna, 'tr e ?tr, respectivamente estéo listados na Tabela
7.

Tabela 7: Pesticidas analisados por GCxGC-uECD, tempos de retencao na

primeira e na segunda coluna

N° Pesticida Tempo de retencéo na Tempo de retencéo na
primeira coluna ('tg) min segunda coluna (%tg) s

1 Bifentrina 16,10 1,1

2 Permetrina cis 19,36 1,3

3 Permetrina trans 19,60 1,3

4 Cipermetrina | 20,94 1,3

5 Cipermetrina Il 21,10 1,3

6 Cipermetrina lll 21,18 1,3

7 Cipermetrina IV 21,27 1,3

8 Fenvalerato 22,61 1,4

9 Esfenvalerato 23,03 1,4

10 Deltametrina 24,03 1,5
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4.2.1 Anadlise dos solventes e reagentes pelo método de extracdo mini-Luke

modificado

Ao efetuar-se o procedimento de extracdo descrito no item 3.8, ndo se
observou nenhuma contaminacdo dos solventes e reagentes utilizados para a

extragdo dos pesticidas da uva pelo método mini-Luke modificado (Figura 17).
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Figura 17. Cromatograma do “branco” dos solventes e reagentes obtido por
GCxGC-uECD nas condicoes descritas no item 3.2

4.2.2 Validagdo do método de extracdo mini-Luke modificado para analise de

residuos de pesticidas em uva

Todas as solugcbes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas
em solvente (acetato de etila) e no extrato da uva (método de mini-Luke
modificado), assim foi possivel avaliar o efeito da presenca do extrato da matriz
na determinacdo de valores de LOD e LOQ (instrumento e método), da
linearidade das curvas analiticas (faixa linear, equagédo da curva e coeficiente de
determinacdo), uma vez que o efeito matriz pode influenciar nos resultados,

dependendo dos compostos e da técnica cromatografica empregada. Tanto
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fenvalerato (soma dos isbmeros esfenvalerato e fenvalerato) quanto permetrina

(soma dos isbmeros cis e trans) foram quantificados somando-se as areas dos

isbmeros, de acordo com a legislagdo da Unidao Européia, a qual estabelece MRL

para a soma dos isbmeros destes pesticidas.

4.2.2 1 Linearidade das curvas analiticas

As Tabelas 8 e 9 apresentam as equacgdes das curvas analiticas para os

pesticidas analisados em solvente (acetato de etila) e no extrato da matriz (uva),

respectivamente.

Tabela 8. Resultados obtidos para as curvas analiticas dos pesticidas em

acetato de etila

Pesticida Equagéo da reta r° Intervalo linear
(y=ax+b) (mg L)
Bifentrina y = 8826,2x + 55,682 0,9979 0,01-0,5
Cipermetrina y = 14918x - 30,987 0,9994 0,02-0,5
Deltametrina y = 15848x — 7,8592 0,9989 0,01-0,5
Fenvalerato® y = 32024x — 2,5751 0,9991 0,01-0,5
Permetrina® y = 6032,5x + 55,067 0,9956 0,02-0,5

a = soma dos isbmeros esfenvalerato e fenvalaerato; b = soma dos isbmeros cis e trans
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Tabela 9. Resultados obtidos para as curvas analiticas dos pesticidas no

extrato da matriz

2

Pesticida Equagéo da reta r Intervalo linear
(y=ax+b) (mg L)
Bifentrina y = 8013x + 9,9278 1,0000 0,01-0,5
Cipermetrina y =13752x - 119,08 0,9994 0,02-0,5
Deltametrina y = 16355x - 93,763 0,9999 0,01-0,5
Fenvalerato® y = 30910x - 113,87 0,9999 0,01-0,5
Permetrina® y = 5620,7x — 1,5159 0,9999 0,02-0,5

a = soma dos isdbmeros esfenvalerato e fenvalerato; b = soma dos isbmeros cis e trans

A partir desses resultados pode-se concluir que a faixa linear obtida por
GCxGC-uECD foi de 2 ordens de grandeza, sendo que o primeiro ponto da curva
corresponde ao limite de quantificagdo do método.

Pelos coeficientes angulares (a) das equacdes das retas pode-se perceber
que o método apresenta maior sensibilidade para o fenvalerato (soma dos
isbmeros fenvalerato e esfenvalerato) dentre os pesticidas analisados por
GCxGC-uECD.

Analisando-se as equacbes das retas obtidas pode-se concluir que o
modelo linear é bastante adequado j& que os coeficientes de determinacgéo (r?)
foram todos maiores que 0,9956 para as curvas analiticas preparadas em
solvente (acetato de etila) e maiores que 0,9999 para as curvas preparadas no
extrato da matriz (uva), o que segundo a literatura é satisfatério (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2003).
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4.2.2.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

A Tabela 10 apresenta os valores de LOD e LOQ para o instrumento e
método. Os limites de deteccao e quantificacdo, os quais foram obtidos conforme
descrito no item 3.9.2, foram semelhantes para todos os pesticidas analisados.

Os valores apresentados na Tabela 10 sédo considerados satisfatorios, pois
permitem determinar concentracées abaixo dos limites maximos de residuos

permitidos na Anvisa, Codex Alimentarius e Unido Européia (Tabela 2).

Tabela 10. Valores de LOD e LOQ para os pesticidas

Limites do instrumento Limites do método
(mg L) (mg kg™)
Pestioida LOD LOQ LOD LOQ
Bifentrina 0,003 0,01 0,003 0,01
Cipermetrina 0,006 0,02 0,006 0,02
Deltametrina 0,003 0,01 0,003 0,01
Fenvalerato® 0,003 0,01 0,003 0,01
Permetrina® 0,006 0,02 0,006 0,02

a = soma dos isdbmeros esfenvalerato e fenvalerato; b = soma dos isbmeros cis e trans

4.2.2.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Os resultados de precisdo para o método estdo demonstrados juntamente
com os resultados de recuperacdo, na Tabela 11. A precisdo intermediaria para
os pesticidas foi realizada empregando-se dias e operadores diferentes daqueles
dos estudos de repetitividade. Os valores para a repetitividade dos pesticidas
ficaram entre 5,9 e 17,2% e para a precisdo intermediaria ficaram entre 2,6 e
18,4%.
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Para validacdo de métodos cromatograficos, na faixa de concentracéo
avaliada nesse trabalho, recomenda-se que a precisao deve apresentar RSD <
20% (RIBANI et al., 2004). Portanto, todos os resultados obtidos estdo dentro dos

limites sugeridos.

4.2.2.4 Ensaios de fortificacdo e extracdo empregando o método mini-Luke

modificado para avaliacdo da recuperacao

A Tabela 11 apresenta os valores de recuperacdo obtidos para as
fortificacGes, em diferentes niveis de concentracao, para os pesticidas, utilizando-
se o0 procedimento descrito no item 3.9.4. As recuperagdes para o0s pesticidas

ficaram entre 94,3 e 115,2%, com precisdo menor que 18,4%.

Tabela 11. Recuperacao, RSD; e RSD,; do método para os pesticidas

Nivel de fortificagao Repetitividade Precisao intermediaria
Pesticida (mg kg™ Recuperagcdo RSD, Recuperacdo  RSD,
(%) (%) (%) (%)
0,02 101,9 5,9 99,9 6,6
. . 0,05 97,6 13,2 98,4 2,6
Bifentrina
0,5 96,6 6,7 100,7 3,6
0,02 113,3 11,2 115,2 7,9
. . 0,05 97,5 17,2 98,2 6,1
Cipermetrina
0,5 98,2 9,4 95,6 4.8
0,02 105,2 12,3 112,5 18,4
. 0,05 97,1 15,2 95,1 14,5
Deltametrina
0,5 97,1 10,9 103,4 6,5
0,02 107,7 7,3 110,9 10,2
a 0,05 99,7 12,2 94,3 9,1
Fenvalerato
0,5 98,4 9,8 102,7 6,5
0,02 106,6 8,7 113,7 6,7
b 0,05 95,3 15,2 107,5 3,8
Permetrina
0,5 99,0 9,0 97,3 5,0

a = soma dos isdbmeros esfenvalerato e fenvalerato; b = soma dos isbmeros cis e trans

n = 6 (6 extragdes x 1 injecdo de cada extrato)
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A recuperacdo depende da amostra, do procedimento de extracdo e da
concentracdo do analito. Neste trabalho, seguiu-se a recomendacao de que, para
validacdo de métodos cromatograficos e eletroforéticos, as recuperacées devem
estar entre 70 e 120% (RIBANI et al., 2004). Todos os valores obtidos
apresentaram-se dentro desse intervalo e, portanto, o método esta de acordo com
0s parametros exigidos.

A Figura 18 apresenta o cromatograma obtido por GCxGC-uECD do
extrato da matriz “branco” preparado conforme o item 3.9.4. A Figura 19
apresenta os cromatogramas dos pesticidas piretroides obtidos por GCxGC-
HUECD a partir de solucdes analiticas preparadas em A) solvente orgéanico (acetato
de etila) e B) no extrato da uva na concentracdo de 0,05 mg L. A Figura 19C
apresenta o cromatograma de um extrato da uva “branco” fortificado com os
pesticidas piretréides ao nivel de 0,05 mg kg'. As Figuras 20A, 20B e 20C
correspondem a visualizagdo dos cromatogramas da Figura 19A, 19B e 19C

respectivamente em diagramas de cores.
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Figura 18. Cromatograma obtido por GCxGC-uECD para o extrato “branco”
da uva
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Figura 19. Cromatograma linear de uma solucao analitica na concentracao
de 0,05 mg L' dos pesticidas analisados por GCxGC-pECD preparados em
A) solvente organico (acetato de etila), B) no extrato da uva; e C) extrato
“branco da matriz” fortificado com os pesticidas piretréides ao nivel de 0,05
mg kg™ (identificacdo de acordo com a Tabela 7)
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Figura 20. Diagrama de cores de uma solucao analitica na concentracao de
0,05 mg L' dos pesticidas analisados por GCxGC-uECD preparados em A)
solvente organico (acetato de etila), B) no extrato da uva; e C) extrato
“branco da matriz” fortificado com os pesticidas piretréides ao nivel de 0,05
mg kg™ (identificacdo de acordo com a Tabela 7)
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4.2.2.5 Efeito matriz dos extratos de uva nas analises por GCxGC-uECD

Efeito matriz é o efeito observado pelo aumento ou decréscimo na resposta
do detector, para um determinado analito, presente no extrato da matriz,
comparado com a resposta do detector para o analito em solvente orgéanico. Por
outro lado, deve-se perceber que o efeito matriz pode facilmente tornar-se maior,
em baixas concentragcbes do analito, pois ha um decréscimo na razdo da
concentracdo do analito:concentragdo da matriz (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA,
2003).

O efeito matriz sempre sofre variagées ao longo do tempo e também varia
dependendo da condicdo do instrumento utilizado, devendo, por isso, ser
constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto
na aplicacdo deste método nas analises de rotina (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA,
2003).

Nas Figuras 21, 22, 23, 24, e 25 estao representadas as curvas analiticas
para os pesticidas analisados tanto em solvente (acetato de etila) quanto no
extrato da uva, onde se pode observar um efeito matriz negativo para todos os
pesticidas determinados na uva, exceto para deltametrina.
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Figura 21. Curva analitica do pesticida bifentrina preparado em solvente
organico (acetato de etila) e no extrato da matriz da uva nas condicoes
cromatograficas descritas no item 3.2
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Figura 22. Curva analitica do pesticida cipermetrina preparado em solvente
organico (acetato de etila) e no extrato da matriz da uva nas condicoes
cromatograficas descritas no item 3.2

9000 >
=0,9989
8000- + Solvente r

2000- = Matriz 2= 0,9999

6000
5000+
4000
3000
2000
1000

0 1 T T I T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Area

Concentracdo (mg L™)

Figura 23. Curva analitica do pesticida deltametrina preparado em solvente
organico (acetato de etila) e no extrato da matriz da uva nas condicoes
cromatograficas descritas no item 3.2
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Figura 24. Curva analitica do pesticida fenvalerato preparado em solvente
organico (acetato de etila) e no extrato da matriz da uva nas condicoes
cromatograficas descritas no item 3.2
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Figura 25. Curva analitica do pesticida permetrina preparado em solvente
organico (acetato de etila) e no extrato da matriz da uva nas condicoes
cromatograficas descritas no item 3.2
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Os pesticidas bifentrina, cipermetrina, fenvalerato (soma dos isémeros
esfenvalerato e fenvalerato) e permetrina (soma dos isdmeros cis e trans)
apresentaram consideravel efeito matriz negativo, quando extraidos pelo método
de extracdo mini-Luke modificado. A diferenca entre o sinal obtido no solvente e
na matriz pode ser atribuida a dois fatores: a interacdo dos componentes da
matriz com os pesticidas analisados causando uma diminuicdo do sinal analitico
e/ou ao aumento do ruido da linha base quando os pesticidas foram preparados
no extrato da matriz resultando em uma integracdo menor da area do pico
cromatografico quando comparada as solucées dos pesticidas em solvente
organico. Um efeito oposto foi observado para a deltametrina, o qual pode ser
visualizado na Figura 23, onde se percebe que valores maiores de area foram
obtidos quando este pesticida foi preparado no extrato da matriz. Através do
calculo do efeito matriz percentual valores menores que 10% foram obtidos,
sendo assim, verificou-se que para este pesticida a matriz ndo exerceu influéncia
nas analises.

De maneira geral, pode-se dizer que, para a quantificagcao dos residuos de
pesticidas em extratos de uva, analisados por GCxGC-uECD, as solucdes

analiticas devem ser preparadas nos extratos da matriz.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrado o desenvolvimento, avaliagdo e aplicacao
de um novo modulador fixo com duplo jato de ar comprimido, com o objetivo de
reduzir o custo de analise de rotina de pesticidas, uma vez que a utilizacédo de
nitrogénio ou diéxido de carbono para modulacdo, aumenta significativamente o
custo das analises.

Para a avaliacdo do modulador com ar comprimido foi utilizado um sistema
GCxGC-FID, o qual possibilitou a determinagdo de alcanos com mais de 17
carbonos e pesticidas ao nivel de concentragéo de 0,25 mg L™

Os resultados mostraram pequenas variagdes das areas dos picos, entre
0,67 e 2,80% para alcanos e 0,24 e 5,34% para pesticidas. O desvio padrao (SD)
para os tempos de retencdo na primeira coluna ('tg) para alcanos e pesticidas foi
em torno de 0,05 min. Para os tempos de reten¢do na segunda coluna (?tg), o SD
foi 0,04 s para a maioria dos compostos, exceto para ciflutrina e permetrina (0,08
S).

A faixa linear situou-se entre 0,1 a 5,0 mg L' com coeficiente de
determinacdo (r?) maior que 0,9945 para todos os pesticidas analisados por
GCxGC-FID com modulador a ar comprimido, 0 que mostra a possibilidade da
utilizacao deste sistema para a determinacéo de pesticidas.

Os resultados obtidos na avaliacdo do modulador com duplo jato de ar
comprimido mostraram que este modulador é simples, estavel, robusto e de facil
instalacdo, sendo possivel sua utilizacdo em analises de rotina como, por
exemplo para pesticidas. Entretanto, este modulador possui um poder de
resfriamento limitado, ndo sendo possivel a determinacdo de compostos com
baixos pontos de ebuli¢do.

O modulador desenvolvido foi aplicado na validacdo de método analitico
utilizando um sistema GCxGC-uECD para determinagao de pesticidas piretroides
em uva, os quais foram extraidos utilizando o método de extragdo mini-Luke
modificado.

Na validagdo do método obtiveram-se resultados satisfatérios. As curvas

analiticas apresentaram valores de r* maiores que 0,9956 e 0,9999 para as
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curvas preparadas em solvente organico (acetato de etila) e extrato da matriz
(uva), respectivamente, com faixa linear entre 0,01 2 0,5 mg L™.

Os resultados obtidos através do calculo do efeito matriz percentual
possibilitam concluir que os pesticidas piretrdides avaliados apresentaram
consideravel efeito matriz negativo. Devido a este fator, a quantificagdo deve ser
realizada em solugdes preparadas no extrato da uva.

Os valores de LOQ, foram de 0,01 a 0,02 mg kg' para todos os
piretréides. Os valores de recuperacao obtidos para os niveis de fortificacdo 0,02,
0,05 e 0,5 mg kg™ ficaram entre 94,3 e 115,2%, com boa precisdo (RSD<18,4%),
0 que mostrou que o desempenho do método mini-Luke modificado empregado
para as extracdes é satisfatorio.

Este estudo mostrou também, que o sistema GCxGC-uECD com
modulador de duplo jato de ar comprimido tem potencial para aplicacdo nas
analises de rotina de pesticidas piretroides em uva, uma vez que obteve-se baixos

valores de LOD e LOQ, e boa precisao da resposta analitica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Desenvolvimento e validacao de métodos utilizando GCxGC com modulador a ar
para separar e monitorar diferentes classes de pesticidas, tais como carbamatos,

organofosforados e organoclorados na cultura da uva;

Aplicagdo do modulador desenvolvido neste trabalho na comparagdo de
diferentes métodos de extracdo de pesticidas em diferentes culturas como, por

exemplo, a utilizagdo do método QUEChERS;

Utilizacdo do sistema GCxGC com modulador a ar para identificacdo e
quantificacdo de diferentes compostos em amostras complexas, tais como

produtos petroquimicos e amostras ambientais.
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