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RESUMO

O inseticida piretrdide bifentrina tem sido amplamente usado para controle de
pragas, nao s6 nas lavouras, como também em ambientes industriais e em
estabelecimentos comerciais. Se o controle integrado de pragas néo for
realizado adequadamente, existe o risco de contaminagdo dos produtos de
prateleira. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e comparar dois métodos
analiticos, baseados na cromatografia a gas com detecgdo por captura de
elétrons (CG/DCE) e na cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detecgéo
por arranjos de fotodiodos (CLAE/DAD), para determinagdao do inseticida
bifentrina em amostras de alimentos industrializados com variadas composicoes
e caracteristicas. Apos otimizagdo da separagao por CLAE/DAD e CG/DCE,
amostras de alimentos representativas do todo amostral (elevado teor de
umidade/baixo teor de lipideos e baixo teor de umidade/elevado teor de lipideos)
foram submetidas a testes para otimizagcdo das condi¢cbdes analiticas. Assim,
foram variadas as condicbes para as etapas de extracdo em forno microondas e
de clean up empregando extragdo em fase sélida (EFS) em coluna de Florisil
ativado. Depois, procedeu-se a avaliacdo dos métodos previamente otimizados,
mediante comparagdo das seguintes figuras de mérito: linearidade,
sensibilidade, exatiddao e precisdo. Para ambos os métodos, foi constatada
adequada seletividade e elevada exatiddo, com indices de recuperagdes nas
faixas de 86,4-101,1% e de 99,5-90% para CLAE/DAD e para CG/DCE,
respectivamente. Os coeficientes de variagcdo abaixo de 5% evidenciaram
elevada precisdo para ambos os métodos. Em relacdo a sensibilidade, porém, o
método baseado na técnica CG/DCE mostrou-se mais eficiente, com valores de
LD e LQ de 2,1 ng/L e 7,1 ng/L, respectivamente, enquanto que o método
baseado em CLAE/DAD apresentou valores de LD e LQ de 7,4ng/L e 24,5ng/L,
respectivamente. Com isso, o método baseado na técnica CG/DCE foi
selecionado para analisar 22 amostras de alimentos industrializados,
supostamente contaminados com o pesticida bifentrina, bem como algumas das
embalagens. Os resultados evidenciaram auséncia de contaminacdo nos
alimentos tomados para analise, tendo sido a metodologia analitica considerada
adequada para analise de rotina de amostras complexas, por sua elevada
eficiéncia e rapidez, e custo relativamente baixo.

Palavras-chaves: alimentos industrializados, bifentrina, método analitico.



ABSTRACT

The bifenthrin pyrethroid insecticide has been widely used for pest control, not
only in crops, but also in industrial settings and commercial establishments. If
integrated pest control is not performed properly, there is a risk of contamination
of shelf products. The objective of this work was to develop and compare two
analytical methods based on gas chromatography with electron capture detection
(GC/ECD) and high performance liquid chromatography coupled todiode array
detector (HPLC/DAD), for determination of bifenthrin insecticide in samples of
industrialized foods with varied compositions and characteristics. After
optimization of the separation by HPLC/DAD and CG/ECD, representative
samples of the whole sample (high moisture content/low lipid content and low
moisture content/high lipid content) were submitted to numerous tests in order to
optimize the analytical conditions. Thus, the conditions for the microwave
extraction and clean up through using solid phase extraction (EFS) in activated
Florisil column were optimized. Then, the previously optimized methods were
evaluated by comparing the following figures of merit: linearity, sensitivity,
accuracy and precision. For both methods, adequate selectivity and high
accuracy were observed, with recoveries ranging from 86.4 to 101.1% and from
99.5 to 90% for CLAE/DAD and CG/ECD, respectively. Coefficients of variation
<5% evidenced high precision for both methods. Regarding sensitivity, however,
the method based on CG/ECDwas more efficient, with LD and LQ values of 2.1
ng/L and 7.1 ng/L, respectively, whereas the method based on HPLC/DAD
presented values of LD and LQ of 7.4 ng/L and 24.5 ng/L, respectively. Thus, the
method based on the CG/ECD technique was selected to analyze 22 samples of
supposedly contaminated foodstuffs as well as some of the packages. The results
evidenced the absence of contamination in the samples, being the analytical
methodology considered adequate for routine analysis of complex samples, since
it presented high efficiency, quickness and relatively low cost.

Keywords: industrialized foods, bifenthrin, analytical method.
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1 INTRODUGAO

A busca pelo controle de qualidade dos alimentos tem-se tornado uma
preocupacao mundial. Dentro desse controle, considera-se a analise de residuos
de pesticidas de suma importancia, devido ao aparecimento de residuos de
agroquimicos que podem estar presentes nesses alimentos, até mesmo nos
industrializados. Desta maneira, torna-se necessaria a fiscalizacdo e a
investigacdo de possiveis contaminantes que podem ser incorporados aos
alimentos, ndo s6 por ocasido da produgdo agricola (JURASKE et al., 2009)
como também durante o Controle Integrado de Pragas (CIP) realizado pelas
industrias ou estabelecimentos comerciais.

Dentre os inseticidas mais aplicados para controle de pragas em
ambientes comerciais, encontram-se os piretroides. Estes compostos tém sido
comercializados em todo o mundo e sao sintetizados a partir da modificacéao
estrutural da piretrina, inseticida natural presente na flor de Crisdntemo
cineraraefolum (YOSHIDA, 2009). O processo de sintese esta atrelado a
estabilidade desses compostos, tendo em vista que as piretrinas naturais sé&o
compostos fotossensiveis (WANG et al., 2017). Dentre as peculiaridades dos
piretréides sintéticos, destaca-se a sua elevada toxicidade a mamiferos, fator
este que podera ocasionar sérios riscos a saude publica, devido a ingestéo,
inalagdo ou contato dérmico (SAILLENFAIT, NDIAYE e SABATE, 2016).

O pesticida piretroide “bifentrina” (Figura 1) esta inserido na classe
dos inseticidas, formicidas e acaricidas, e tem sido muito empregado para fins
de controle em ambientes que comercializam alimentos industrializados
(SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018). Esse composto possui ingestao
diaria aceitavel (TDA) de 0,02 mg/kg de peso corporeo (ANVISA, 2003). Altas
dosagens desse composto em mamiferos podem ocasionar efeitos nocivos, tais
como tremores no corpo, movimento desordenado, postura anormal e
convulsdes. Além disso, a bifentrina tem sido considerada uma substancia
possivelmente carcinogénica (BARRIGOSSI, LANNA e FERREIRA, 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica da bifentrina. Fonte: PubChem (2004).

Diversos métodos para analise da bifentrina tém sido publicados nos
ultimos anos em matrizes de agua (FEO, ELJARRAT e BARCELO, 2010), de
vegetais (QIN et al., 2015), de grdos (LOZOWICKA et al., 2014), de frutas
(WANG et al.,, 2018) e de peixes (FORSGREN, RIAR e SCHLENK, 2013),
empregando CLAE acoplada a diferentes detectores. As técnicas por
cromatografia a gas acoplada com detector por captura de elétrons (CG/DCE)
(SLOWIK-BOROWIEC, SZPYRKA e WALORCZYK, 2015; LIU et al., 2015 e
MIAO et al., 2013) ou por espectrometria de massas (CG/EM) (TIENSTRA et al.,
2015 e WALORCZYK, 2014) também tém sido amplamente empregadas para
deteccdo da bifentrina em amostras de alimentos. Em todos os métodos, os
procedimentos de tratamento da amostra sdo em geral demorados e as
eficiéncias relativamente baixas, com indices de recuperacgao nao raro abaixo de
85% (SLOWIK-BOROWIEC, SZPYRKA e WALORCZYK, 2015; LIU et al., 2015;
MIAO et al., 2013).

Mesmo com a publicacdo de métodos oficiais, diversos laboratorios
desenvolvem a sua propria metodologia, e isso depende do analito e das
condigdes laboratoriais. Diversos procedimentos podem ser modificados e/ou
adaptados, como a etapa de tratamento prévio e configuragdes do equipamento,
tornando dificil a obtengdo de um método padronizado universalmente
(GRIMALT e DEHOUCK, 2016).

Apesar do quantitativo de pesquisas cientificas concernentes ao
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inseticida bifentrina em alimentos in natura ser bastante expressivo, quando se
trata da investigacao em alimentos industrializados ainda se verificam poucos
trabalhos, sendo que os métodos reportados mostram-se ainda bastante
demorados, com etapas de preparo de amostras relativamente onerosas (YU et
al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou desenvolver e comparar
dois métodos cromatograficos relativamente rapidos para a analise do inseticida
bifentrina em amostras de alimentos industrializados supostamente

contaminados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um método analitico que fosse, a um s6 tempo, sensivel,
reprodutivel, exato e preciso, para a analise do inseticida bifentrina em amostras

de alimentos industrializados.

2.2Especificos

v Realizar um levantamento de dados da literatura relacionados com o
preparo de amostras de alimentos industrializados para analise de residuos de
pesticidas, especialmente do inseticida bifentrina;

v' Testar as condigbes operacionais para separagdo e detecgdo do inseticida
bifentrina, seja por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplado a detector
de arranjo de fotodiodos (CLAE/DAD) ou por cromatografia a gas acoplada a
detector por captura de elétrons (CG/DCE);

v Realizar testes de procedimentos de extracéo e clean up para preparo das
amostras de alimentos industrializados;

v Desenvolver métodos analiticos baseados nesses procedimentos e
técnicas, envolvendo desde o preparo da amostra até a quantificacdo do
composto;

v Determinar as figuras de mérito dos métodos (seletividade, linearidade,
sensibilidade, exatidao e precisao);

v'  Selecionar o método considerado mais sensivel e aplica-lo a analise de 22
produtos alimenticios industrializados, provenientes de um supermercado local
sob suspeita de contaminacéo, assim como em algumas de suas respectivas

embalagens.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo destina-se ao marco histérico dos pesticidas, assim
como ao levantamento bibliografico dos procedimentos de extragdo e principais
técnicas cromatograficas utilizadas para identificagdo de pesticidas em amostras

de alimentos.

3.10s Pesticidas e os Inseticidas Piretroides

O marco histérico da utilizacdo dos pesticidas pela humanidade esta
atrelado a busca de melhores condi¢des de vida, e o consequente aumento da
producao e consumo de alimentos. Esse processo teve inicio por volta de 10 mil
anos atras com o aumento populacional, tornando necessaria a estocagem dos
produtos alimenticios para prevenir possiveis perdas na agricultura. Os primeiros
inseticidas e fungicidas foram identificados a partir de testes, baseados em
tentativas e erros, porém a composicdo quimica ainda era desconhecida. O
primeiro elemento quimico utilizado para combater insetos foi o enxofre (S),
depois foi obtido o extrato do piretro, a partir de estudos realizados com plantas
secas para controle de piolhos. Com isso, a quimica dos inseticidas foi ganhando
espago e novas sinteses foram surgindo, tornando necessaria a classificagéo
quanto ao alvo de ataque, a origem e a toxicidade (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012).

Os pesticidas podem ser classificados, com relacdo ao alvo como
acaricidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas e rodenticidas. Ja
quanto a classificagdo quimica, podem ser inorganicos, organicos de sintese ou
de origem vegetal. Quanto a classificagao de risco ou toxicidade a humanos, os
pesticidas sao diferenciados pelas cores dos rétulos, sendo a cor vermelha
destinada aos compostos altamente toxicos;a amarela as substancias de nivel
meédio; a azul, quando a toxicidade é baixa, e a verde, quando o composto nao
apresenta riscos a saude da populagao (SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI,
2018).

E importante frisar a importancia da eliminacdo e substituicdo
paulatina de algum desses compostos, como por exemplo todos os inseticidas
organoclorados, bem como alguns inseticidas dos grupos dos organofosforados
e dos carbamatos, devido a sua persisténcia no ambiente e elevada toxicidade

a mamiferos. Assim, os piretroides surgiram como uma alternativa a esses
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praguicidas, devido a sua rapida degradagao no meio, aliada a baixa toxicidade
a mamiferos. No entanto, apesar dessas vantagens, os piretroides podem
acumular-se em sedimentos, devido a sua alta hidrofobicidade e pseudo
resisténcia. Esse fato vem despertando preocupag¢ao em relacdo aos riscos
advindos do contato a longo prazo, tendo em vista que diversos estudos
realizados com organismos aquaticos apontaram intoxicagao aguda (LI et al.,
2017).

E importante destacar também os riscos & satide humana decorrentes
do contato continuo e por vezes sem o0 uso de equipamentos de protecao
individual (EPIs), por parte dos manipuladores de formula¢des das fabricas de
agrotoxicos, agricultores que fazem uso desses produtos e dos individuos que
os utilizam em seus lares para controle de pragas. Tais riscos podem ser
avaliados em fontes de possiveis exposicdo como o ambientes domeéstico,
lavouras, amostras de urina, poeira, sedimentos e até mesmo em
supermercados que contém produtos alimenticios industrializados,os quais séo
as vezes submetidos a pulverizagdes diretamente nas prateleiras (GLORENNEC
et al., 2017).

Saillenfait et al (2015), fizeram uma revisdo baseada no banco de
dados do PubMed, destacando efeitos adversos a saude dos seres humanos
que estiveram em contato com alguns piretroides. Os autores frisaram que a
exposig¢ao é generalizada, ja que tanto criangas quanto adultos sao suscetiveis
a esses compostos. Os danos a saude, devido a exposigao prolongada, sao bem
perceptiveis, como parestesia, irritacdo respiratéria, ocular e cutdnea. Outro
efeito, considerado grave por esses autores € a alteragdo no DNA do esperma,
diminuicdo dos hormdnios reprodutivos e anomalias no desenvolvimento neuro-
comportamental no utero, devido aos problemas na gravidez provocados pela
exposi¢cao da gestante aos piretroides.

Portanto, o uso em grande demanda de piretroides sem as devidas
precaucdes podera ocasionar danos as populagdes, bem como as biotas, sejam
elas aquaticas ou terrestres. Dai a importancia de estudos analiticos que visem
determinar o limite maximo permitido em cada cutura, bem como avaliar os

ambientes propicios a contaminagao.
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3.1.1 Bifentrina

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o composto
bifentrina (Figura 1) pode ser obtido pela sintese organica, sendo que sua
estrutura quimica foi primeiramente elucidada a partir da obtencao de extratos
vegetais da flor de crisdntemo (RIAR, 2014). Esse principio ativo vem sendo
utilizado no combate de acaros, insetos e formigas, sendo considerado
moderadamente téxico os seres humanos e altamente téxico para individuos
aquaticos (PENNINGTON et al., 2014). O composto € encontrado na forma de
dois isbmeros, cis e trans, porém somente a forma cis-bifentrina é disponibilizada
comercialmente (WANG et al., 2017).

Muitos estudos apontam que o uso indiscriminado desse pesticida
pode ocasionar sérios prejuizos ambientais, como a perda da fertilidade dos
solos, poluigdo nos recursos hidricos e efeitos persistentes no ecossistema
(PENNINGTON et al., 2014). Diversos pesquisadores vém realizando testes in
vitro (SAILLENFAIT,NDIAYE e SABATE, 2016) e in vivo (ZHANG et al., 2015)
com a bifentrina, a fim de investigar os possiveis danos ao ambiente e a saude
dos seres vivos. Mimbs |V et al (2016), por exemplo, realizaram um estudo em
areas Umidas préximas a campos de cultivos de milho e soja, nos quais era
aplicado o inseticida bifentrina. Os autores constataram que 83% das amostras
estavam contaminadas e que a concentracdo nao sofria alteragdo no decorrer
dos dias, evidenciando a elevada persisténcia do composto. Os autores
apresentaram ainda dados epidemioldgicos que comprovaram os efeitos do
pesticida a saude humana. Danos reprodutivos e alteragdes comportamentais
de individuos que consumiam os alimentos a base do trigo (SAVI et al., 2016) e
o algoddo (MANSOOR et al, 2016) também ja foram publicados em estudos
analiticos relativos a identificagdo de bifentrina.

Na atualidade, qualquer organismo esta sujeito a contaminagéo por
bifentrina, tendo em vista que esse agrotéxico esta liberado para ser utilizado
tanto em ambientes fechados (casas, industrias, supermecados) quanto abertos

(lavouras).
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3.2 Procedimentos Para Preparo de Amostras para Analise de Pesticidas

em Alimentos

Os procedimentos de extragao visam a retirada do analito da sua
matriz e separacao deste dos demais componentes da amostra, preservando ao
maximo a sua estrutura quimica e a sua concentragdo. Quando o analito esta
presente em niveis tracos, faz-se necessaria a remocao de interferentes,
mediante um minucioso preparo da amostra. Nesse sentindo, diversas
metodologias vém sendo desenvolvidas, objetivando a simplificagdo das etapas
e o0 volume de solventes utilizados. Porém, varios fatores, que incluem as
caracteristicas fisico-quimicas do analito e da matriz, necessitam ser
considerados no momento da escolha do procedimento de preparo de amostra
(JARDIM, 2010).

Dentre os procedimentos de extragcdo mais utilizados na analise de
pesticidas em matrizes complexas, como por exemplo, matrizes alimentares,
destaca-se a extracdo em fase solida (EFS, Figura 2). A técnica consiste,
inicialmente, na ativagcdo de um material (p. ex., um cartucho) contendo a fase
adsorvente, mediante passagem de um solvente. Apds acondicionamento, a
amostra sera eluida no interior do cartucho, momento em que ocorrera a
adsorcdo do analito nos sitios ativos do soélido. O eluato, contendo os co-
extrativos € descartado e faz-se necessaria a secagem do adsorvente, que
normalmente é feita por passagem de corrente de N2. A Ultima etapa ¢é a eluicao
do(s) analito(s) com um solvente apropriado, que deve ser escolhido de forma a

retirar o composto da matriz adsorvente (PENG et al., 2016).
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Figura 2.Procedimento de extracdo em fase sélida: (a) acondicionamento do
cartucho; (b) percolagdo da amostra; (c) adsor¢ao do analito e secagem; (d)
eluicdo. Fonte: a autora.
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O mecanismo da extracao em fase sdlida € semelhante ao equilibrio
da cromatografia a liquido em coluna: as moléculas serao extraidas e separadas
mediante fendbmenos de adsorcdo, particdo, exclusdo ou troca ibnica. Tais
mecanismos ocorrem devido as interagdes fisico-quimicas entre a fase
estacionaria e o analito, podendo ser por ligagdes de hidrogénio, por dipolo
induzido, por dipolo/dipolo ou por interagdes ibnicas. No final do mecanismo, o
fator de pré-concentracdo do analito na amostra sera determinada pela razéo
entre o volume inicial de amostra utilizada pelo volume final obtido apds o
processo de dessor¢éo (JARDIM, 2010).

Dentre as principais vantagens dessa técnica de extragdo e pré-
concentracido, podemos destacar: redugao do volume de solventes, aumento da
seletividade a partir da concentragao do analito, diminuicdo de interferentes e
disponibilidade comercial de materiais. Apesar dessas vantagens, a EFS
apresenta algumas limitagdes, como a utilizagao de solventes téxicos que podem
causar danos ao ambiente, elevado tempo de analise e alto custo de materiais e
equipamentos (manifolds).

Beker et al (1989) desenvolveram a extragc&o por dispersdo da matriz
em fase solida (MSPD) com o intuito de otimizar o procedimento analitico
realizado na EFS. Esse tipo de extragdo consiste em homogeneizar a amostra,
que podera encontrar-se em matrizes solida ou liquida, em um material
adsorvente. No caso particular dos pesticidas, o florisil, a silica e o octadecil vém
sendo utilizados como adsorventes em boa parte das publicagbes (Tabela 1).

Outra técnica de preparo de amostras muito reportada € a extracao
por microondas, a qual é realizada através da incidéncia de radiacbes
eletromagnéticas que situam-se no espectro entre a regido do infravermelho e
as ondas de radio. Esta técnica é considerada sofisticada, pois permite a
utilizacao de uma pequena quantidade da amostra e solventes, sendo a extracao
realizada em um curto intervalo de tempo. Para isto, faz-se necessaria a
utilizacdo de solventes que dissolvam tanto a amostra quanto o analito, e que
sejam capazes de interagir com o campo magnético (WANG et al., 2018).

Tsukui e Rezende (2014) destacam os principais parametros fisico-
quimicos envolvidos no processo de extragdo por microondas como sendo:
temperatura, momento de dipolo, estrutura molecular do analito, ligagéo quimica,

polaridade, constante dielétrica e capacidade calorifica. Esses autores
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ressalvam ainda que, no momento em que o campo elétrico interage com a

molécula de interesse, ocorre a rotacdo do dipolo, alinhando-se com o campo

elétrico; quando a energia do microondas € cessada, a molécula retorna ao seu

estado desordenado e libera a energia na forma de calor para o meio reacional,

€ para isso é necessario que a molécula possua um momento dipolo.

Tabela 1. Trabalhos recentes envolvendo analises de pesticidas em diferentes
matrizes, empregando a técnica EFS

Amostra Adsorvente Eluente Pesticidas Técnica Referéncia
(9) (9) (mL) Analitica
Agua de Acetoni  Lufenuron,
coco Cis trila (20 bifentrina e CLAE/UV SANTOS et
Lo al., 2012
liofilizada mL) teflubenzuron
Planta Acetona: Organoclo- .
(Morinda Florisil Hexano rados e CG/DCE e LIV etal;
L , . CG/EM 2015
officinalis) piretroides
Atrazina,
lindano,
. bifentrina,
) (.).VOS Florisil Ac_:e_to— deltametrina, CG/EM SOUZA et
liofilizados nitrila . al., 2013
permetrina,
cipermetrina,
etion
Flor
utilizada Acetato Oraanoclo-
para chas Alumina de etila: 9 HUANG et
. rados e CG/DCE
(Flos neutra-Florisii  hexano iretroides al.,2014
Chrysanth (15:85) P
emi)
C1s, carbono 130
grafitado osticidas de GARCIA,
Sementes  preto, 6xido Acetato P diferentes CG/EM GONZALEZ
de uva de zirconio, de etila e FRENICH,
; classes e
amina ; 2015
- polaridades
secundaria
153
ticidas
. Aceto- _P®® CG-  LOZOWICKA
Abelhas C1s e Florisil nitrila de diferentes NPD/DCE 2013
classes e
polaridades

EFS = Extracdo em fase sdlida; CLAE/UV = Cromatografo a liquido equipado com detector
ultravioleta ;CG/DCE = Cromatografo a gas equipado com detector por captura de elétrons;
CG/EM = Cromatogrado a gas equipado com detector por espectrometria de massa; CG-
NPD/DCE = Cromatégrafo a gas equipado com detector por captura de elétrons e de nitrogénio.

Fonte: a autora.
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3.3 Determinacao de Pesticidas em Alimentos

Atualmente existem mais de 1.300 pesticidas utilizados em atividades
voltadas a agricultura. Nesse sentido, faz-se necessario averiguar as normas
regulamentadoras estabelecidas pelas agéncias de registros e determinar a
quantidade dos principios ativos presentes nas formulagcdes dos pesticidas. As
analises de rotina desses compostos para o controle de qualidade geralmente
sdo baseadas em métodos analiticos precisos e confiaveis (PLONKA,
WARLORCZY e MISZCZYK, 2016).

O Conselho Internacional Colaborativo para Analise de Pesticida (do
inglés, Collaborative International Pesticides Analytical Council, CIPAC) e a
Associagao Internacional Oficial de Quimica Analitica (do inglés, Association of
Official Analytical Chemistry International, AOAC) s&o organizagbes que mais
tém publicado métodos oficiais para analise de pesticidas. Tais métodos sao
reconhecidos internacionalmente, sendo essenciais as analises de rotina, ndo s6
em laboratérios de pesquisa, como também nos laboratérios acreditados para
analises de controle e monitoramento.

Os métodos validados por essas organizagdes focam, em sua grande
maioria, em apenas um ingrediente ativo, e utilizam, portanto, instrumentagdes
e solventes especificos para cada substancia; porém, muitos métodos
multirresiduos também tém sido considerados oficiais (PLONKA, WARLORCZY
e MISZCYK, 2016).

E importante destacar que, apesar do quantitativo de métodos
cromatograficos disponiveis na literatura ter aumentado gradativamente nos
ultimos anos, alguns desses métodos encontram-se ultrapassados, devido
sobretudo a utilizagdo de grande volume de solventes. Por outro lado, os
métodos mais recentes publicados por essas agéncias fazem uso de detectores
caros e que necessitam de estrutura e treinamento adequados para sua
utilizacdo, bem como recursos financeiros para sua manutencao. E por isso que,
apesar do grande numero de métodos oficiais divulgados, é importante que os
laboratorios busquem desenvolver métodos internos mais acessiveis e menos
ONEerosos.

As metodologias mais recentes descritas para determinagcdo de

piretroides em alimentos utilizam em sua grande maioria solvente apolar. A

34



IUPAC (2008) disponibilizou em seu banco de dados os valores da solubilidade
em agua e o logKow (-20°C) de alguns pesticidas que s&o utilizados na protegao
de alimentos processados contra insetos. A Tabela 2 seleciona alguns dos

piretréides mais usados.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos inseticidas piretréides
comumente empregados para protecdo de alimentos industrializados

Solubilidade Log
Piretréide em agua o

(mglL, 20°C) Kow-20°C
Bifentrina 0,001 7,30
Permetrina 0,2 6,10
Aletrina 2 4,96
Cipermetrina - 5,89
Deltramina 0,002 6,20

Adaptado da fonte: IUPAC, 2008

Em geral, os piretroides apresentam baixa solubilidade em agua e
valores consideravelmente altos de logKow, 0 que indica a propens&o desses
compostos a se depositarem nos tecidos gordurosos, causando a
bioacumulagao ao longo da cadeia tréfica (PENNINGTON et al., 2014). Esse
carater lipofilico também representa um risco a saude humana, ja que sua
eliminagdo do organismo pode ser muito lenta e a presenca desses compostos
pode levar ao desenvolvimento de varias doengas neuroldgicas, danos no DNA,
além de outras complicacdes cronicas (SAILLENFAIT, NDIAYE e SABATE,
2015).

Do ponto de vista da analise quimica, a lipofilicidade dos piretréides
pode ser vantajosa, quando se trata da extragdo desses pesticidas com solvente
apolar em matrizes ricas em umidade; a agua contida nesses substratos
beneficiara a extragdo do meio lipofilico para o aquoso, aumentando assim, a
eficacia do procedimento de extragcdo. Os solventes mais utilizados para
extracdo desses compostos em alimentos tém sido hexano, diclorometano e éter
de petroleo (TEWARY et al., 2005). As etapas de extracao tém sido realizadas a
partir de procedimentos analiticos, que vao das mais simples, como a particao
liquido-liquido (PETRARCA et al.,, 2017) até as mais sofisticadas, como a

extragao assistida por microondas (WANG et al,. 2018).
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Ainda sdo poucos os trabalhos publicados com o objetivo de

desenvolver métodos para a analise de residuos do inseticida bifentrina em

alimentos industrializados, e isso se deve principalmente a dificuldade em se

realizar as etapas inerentes ao preparo da amostra. A Tabela 3 apresenta,

resumidamente,

algumas

informagcdes acerca dos principais métodos

encontrados para analise desse composto em diversos tipos de alimentos.

Tabela 3. Métodos mais recentes, publicados na literatura,para determinagao
de bifentrina em alimentos in natura e industrializados

Matriz Preparo de Amostra Tecr’ll_c a Referéncia
Analitica
Microextragao liquido-liquido
Alimentos assistida por ultrassom, usando
industrializados: acetonitrila (ACN) em presenca de CLAE- iiIZIARC
comidas para acido acético (HAc), seguida de EM/EM 2017 v
bebés aplicacao de ultrassom, particdo em
CHCIs, rotaevaporacéao e retomada
do residuo com metanol (MeOH)
Alimentos
industrializados: Extracdo por particdo liquido- CLAE- PETRARC
comidas para liquido (PLL) com ACN, em EMEM Aetal,
bebés presenca de NaCl 2017
Microextragdo em fase solida,
Alimento in seguida de EFS sequencial em
) Florisil e C4s, eluigdo com ACN, PARENTE
natura: ovos de ~ CG/EM
. evaporagdo com fluxo de N e et al., 2017
galinha ~ .
ressuspensdo em acetato de etila
(EtAc).
Extracdo assistida por microondas
(EAM) com etanol, PLL em presenga
Polpas de de H-O e clorobenzeno, CL_AE/UV WANG et
frutas e . . ~ (A=
. - ultrassonificacao, centrifugacao, al., 2018
industrializadas ~ ~ ' 220nm)
evaporagdo com N2 ressuspensao
em MeOH
) Extracgdo com ACN em vortex,
Oleos centrifugacao, diluicao do
mdl_JstrlaIlzados sobrenad,ante com Hx0, agltaga,o_ POT | AE/DAD
(soja, canola, nanoparticulas magnéticas (A= YU et al,,
girassol, milho revestidas de poliestireno, em 220nm) 2017
e azeite de presenca de ACN/HAc, agitagdo em
oliva virgem) vortex, evaporagdo com N; e
ressuspensao em ACN.
Passego (suco Liofilizacao em presenca de acetona,
. 9 EAM, retomada do extrato e adicao MASTSADI
in natura, polpa CaG/
de H.O + dodecan-1-ol, ultrassom, Qetal,
e casca do trif 50, diluics MeOH DCE 2011
fruto) centrifugacao, diluicdo em Me e

dodecan-1-ol
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Alimentos
industrializados:
batata frita,
batata cozida e

Extracdo com ACN/HAc, agitagao em
presenca de NaAc e MgSO,,
centrifugacdo, adicao de MgSO. e

arroz polido amina ao sobrenadante, nova GC/ PARK et
polido. centrifugacao, retomada do uDCE al., 2011
Produto in ~
natura: sobrenadan}e, evaporagao e
X ressuspensao com n-hexano/
rabanete
acetona.
coreano

Extracdo com CHCl,, filtracdo em

papel de filtro contendo Na;SO.

anidro, clean-up por EFS em coluna de TEWARY et
CL - CG/DCE

florisil-silica  acondicionada  com al., 2005

hexano, eluicdo com hexano e depois

com hexano/DCM.

Chas variados

EFS = Extracdo em fase sélida; CLAE/EM/EM = Cromatégrafo liquido equipado com detector
por espectrometria de massas CG/EM = Cromatégrafo a gas equipado com detector por
espectrometria de massas; CLAE/UV = Cromatégrafo a liquido equipado com detector
ultravioleta; CLAE/DAD = Cromatdgrafo a liquido equipado com detector por rede de fotodiodos;
GC/DCE = Cromatdgrafo a gas equipado com detector por captura de elétrons; GC/Mdce =
Cromatografo a gas equipado com microdetector de captura de elétrons. Fonte: a autora

A Tabela 3 destaca a aplicagéo de diversas metodologias para analise
de bifentrina em alimentos in natura e processados, com énfase na utilizagao de
técnicas cromatograficas, por serem estas capazes de identificar com alto nivel
de confianga, residuos desse composto. Destaca-se, aqui, a importancia da
realizacdo de novos testes com propostas inovadoras com procedimentos de
extragdo rapido, barato e eficaz, como a metodologia utilizada pelos autores
WANG et al. (2018).

4 MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi realizado em trés laboratérios. A determinagao
de lipideos foi realizada no Laboratério de Andlises e Pesquisas de Alimentos,
Bebidas e Ambiental — APAA no Instituto Federal de Educagado, Ciéncia e
Tecnologia do Maranhao Campus Monte Castelo. A otimizagdo do método e o
desenvolvimento para analise de bifentrina por cromatografia a liquido foi
realizado no Laboratério do Nucleo de Biodiesel. A analise do teor de umidade e
a otimizacdo do método por cromatografia a gas foi realizada no Laboratério do
Nucleo de Analise de Residuos de Pesticidas (NARP), ambos localizados no
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia na Universidade Federal do Maranhao
(UFMA).
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4.1 Solugoes, Reagentes e Demais Materiais

Cis-bifentrina em acetonitrila (pureza 98%, Sigma-Aldrich); acetonitrila
grau HPLC (99,9%, Merck); hexano (98%, Merck); éter de petroleo (Merck). Os
materiais usados foram: filtro millex®, com didmetro de poro de 0,22um
(Millipore); papel de filtro qualitativo Nalgon (80g/m?); adsorventes Florisil®
particulas de 60-100 mesh, silica e sulfato de sddio (todos da Merck), béquer (5
e 10mL); proveta (10 mL), baldo de fundo de chato (5 e 10mL).

4.2 Equipamentos e Acessorios

Para as analises cromatograficas, foram utilizados os seguintes
sistemas: 1) cromatégrafo a liquido equipado com detector de arranjo de
fotodiodos, CLAE/DAD (Shimadzu, Kyoto, Japéo), incluindo os seguintes
modulos: injetor manual (modelo LC-20AD), bomba (modelo CBM-20A), forno da
coluna (modelo CTD-20A), e coluna Cis (15cm de comprimento; 4,6mm de
didmetro e 5um de espessura, da Shimadzu); 2) cromatdgrafo a gas equipado
com detector de captura de elétrons, CG/DCE, com emissao de ¢3Ni (Shimadzu,
Kyoto, Japao), composto dos seguintes modulos: Auto Injetor (modelo AOC-20i),
forno da coluna (modelo GC-2010 Plus) e coluna capilar Rtx®-5 com as seguintes
dimensdes 30m de comprimento; 0,25mm de diametro e 0,25um de espessura
(Restek, Bellefonte, USA).

A extragao assistida por forno microondas, foi realizada no forno CEM,
Modelo Mars 6 X-Press 230/60 (CEM Company, USA). Para a realizagdo das
analises de umidade e lipideos foram utilizados os seguintes equipamentos:
extrator de soxleht (Ethiktechnology, modelo 211/3, Curitiba, PR); evaporador
rotativo (Fisatom, modelo 802, Sao Paulo, SP); estufa com controle de
temperatura e tempo (DelLeo, modelo DL-AF, Curitiba, PR); banho ultrassénico
(Quimis, modelo Q3350, Sao Paulo, SP) e balanga analitica (Quimis,
Q500B210C, Sao Paulo-Brasil).

4.3 Amostragem

As amostras dos alimentos foram coletadas em um supermercado de

Sao Luis, MA, que na ocasiao dessa pesquisa encontrava-se sob intervencao da
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Vigilancia Sanitaria Municipal, em razdo de haver suspeita de contaminagao de
parte dos alimentos industrializados pelo inseticida bifentrina. A Vigilancia
Municipal procedeu a coleta das amostras no dia 09 de novembro de 2016, tendo
sido estas encaminhadas ao laboratério do Nucleo de Analise de Residuos de
Pesticidas, NARP/UFMA, onde foram congeladas em uma temperatura de
aproximadamente 8°C e analisadas posteriormente, apds a otimizacdo do

método analitico.

4.4 Analises dos Alimentos

Inicialmente, foram determinados os teores de umidade e lipideos em
duas amostras de alimentos (biscoito wafer diet sabor chocolate e extrato de
tomate), sendo estas utilizadas no processo de otimizacdo dos métodos
cromatograficos. A metodologia utilizada foi adaptada do Manual de Métodos
Fisico-Quimicos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005).

4.4.1 Determinagédo da umidade

A determinagao do percentual de umidade foi realizada conforme o
Instituto Adolfo Lutz (IAL,2005). Foi pesada uma massa de 2g da amostra
diretamente em um cadinho de porcelana previamente seco, resfriado em
dessecador e pesado. Os cadinhos contendo as amostras foram aquecidos em
estufa, por 24h e, novamente, resfriados em dessecador a temperatura

ambiente, para posterior pesagem e determinagao da percentagem da umidade.

4.4.2 Determinagéo de lipideos

A analise para determinagdo do teor de lipideos (IAL, 2005) foi
realizada a partir de pesagem de 3g de amostra, sendo esta transferida para um
cartucho, preparado com papel de filtro qualitativo. O cartucho contendo a
amostra foi inserido em um baldo de fundo chato, sendo este acoplado ao
extrator Soxleht. O sistema foi mantido sob refluxo continuo a 45°C com hexano

durante 6h. Apdés o procedimento de extragcdo, o solvente foi evaporado a
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aproximadamente 60°C em um evaporador rotativo. Em seguida, o baldo
contendo o produto extraido foi aquecido em estufa a 90°C, para remogao dos
residuos de hexano e agua, tendo sido, por fim, resfriado em dessecador e

pesado, para posterior determinagao da percentagem em peso de lipideos.

4.5 Preparo dos Extratos

Inicialmente, procedeu-se a pré-digestdo de cada alimento,
misturando-se 2g da amostra com 10mL de éter de petroleo nos préprios tubos
utilizados nas extragdes por microondas. A pré-digestdo deu-se por contato da
amostra com o solvente, por 10min a temperatura ambiente, em capela de
exaustdo. Em seguida, o pré-digerido foi submetido a extragdo em forno
microondas, de acordo com o método Food, que se encontra no rol de métodos
da biblioteca do equipamento MARS (X-Press). Foram empregadas as seguintes
condi¢cbes operacionais: rampa de pressao de 1030 a 1080W; rampa de
temperatura de 25°C a 210°C; rampa de tempo de 0 a 20 min (3 ciclos); tempo
para resfriamento de 15 min; poténcia de 230 V; frequéncia de 60Hz.

Apos a digestdo, procedeu-se a etapa de limpeza (clean up) dos
extratos brutos. Para isso, foram preparadas colunas de Florisil® e sulfato de
sodio®. Os adsorventes foram previamente ativados, sequencialmente, a
675°C/2h em forno mufla e depois a 105°C/2h em estufa. A coluna de adsorgao
foi preparada mediante preenchimento de uma seringa descartavel de
polipropileno (10 mL de capacidade) contendo 3g do adsorvente. Na base e no
topo da seringa, foram colocados pequenos chumacos de 1a de vidro, de forma
a evitar a perda dos adsorventes durante a passagem dos extratos e eluigcao dos
compostos.

O extrato bruto foi primeiramente eluido na coluna de sulfato de sodio,
tendo passado, na sequéncia, pela coluna de Florisil®. Logo apds, foram
adicionados 2mL de acetonitrila para auxiliar na segunda eluicdo. Apds a
limpeza, o extrato final foi recolhido e filtrado em filtro Millex®. A Figura 3 ilustra

o procedimento de clean up empregado.
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Figura 3. Procedimento de purificagéo (clean up) dos extratos de alimentos
industrializados para fins de analise do inseticida bifentrina. Fonte: a autora

4.6 Otimizacao dos Métodos

A etapa de otimizagdo do método analitico envolveu alguns testes de
separacgao utilizando os sistemas cromatograficos CLAE/DAD (Figura 4a) e CG-
DCE (Figura 4b). Para cada método, foram determinadas as seguintes figuras
de mérito: seletividade, linearidade, sensibilidade (mediante calculo dos limites
de deteccdo, LD, e de quantificacdo, LQ), precisdo (por determinacdo dos
coeficientes de variagdo, CV) e exatiddo (mediante obtencdo dos indices de

recuperagao).
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Figura 4. Sistemas cromatograficos-(a)Cromatégrafo a liquido equipado com
detector de arranjo de fotodiodos; (b) Cromatdgrafo a gas equipado com
detector de captura de elétrons. Fonte: a autora.

4.6.1 Seletividade

O estudo da seletividade foi realizado a partir de inje¢cdes individuais
do padrao analitico e das amostras-testemunhas de extrato de tomate e biscoito
wafer, a fim de identificar a capacidade do detector em medir o sinal do inseticida

bifentrina.

4.6.2 Linearidade

Inicialmente, foi realizado o preparo da solugao-estoque do pesticida
bifentrina com concentragcado de 10ug/L, a partir da diluicdo do padrao analitico
de concentragado 95ug/L (Sigma Aldrich). Em seguida, foi preparada a solugéo
de trabalho (conc. de 5ug/L) e, a partir de diluicbes sucessivas desta, foi
construida a curva analitica com seis pontos de concentragdes. O intervalo de
concentragao por CLAE/DAD foi de 0,5 a 5 pg/Le por CG/DCE foi de 0,125 a 2,5
pg/L. Cada solugao da curva foi injetada no sistema cromatografico em triplicata,
tendo sido entéo plotados os valores de area em um grafico concentragao versus
média das areas.

A partir da curva analitica, foi determinada a faixa linear de trabalho

(linearidade) do método e obtido o coeficiente de regresséo linear (R?).
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4.6.3 Sensibilidade

A sensibilidade do método foi determinada com base nos calculos dos
limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ), a partir da curva analitica,
utilizando as expressdes abaixo:

3,3xS
D =
a

_Sx 10

a
Onde S e a sao, respectivamente, o desvio padrao e coeficiente

angular da curva de calibragao (POOLE, 2015).

4.6.4 Exatidao

As amostras de alimentos tomadas para a realizagao dos ensaios de
fortificagao foram o extrato de tomate e o biscoito wafer, 2g de cada amostra foi
fortificada com bifentrina, até concentragdo de 2ug/kg, procedendo-se em
seguida a condugéao das analises do pesticida, empregando o procedimento de
extracdo otimizado, e a deteccédo e quantificacao final do extrato mediante uso
das duas técnicas cromatograficas. A exatiddo de cada método foi expressa a

partir da equacao abaixo.

Concentragao experimental

Exatidao = ( )y X 100

Concentracao teérica

4.6.5 Preciséo

A precisdo foi determinada a partir do calculo do desvio padrao
relativo (ou coeficiente de variagao, CV%) de cada média (n = 2) proveniente da

analise dos alimentos utilizados no estudo de fortificagao.

4.7 Analise Estatistica para Comparagao dos Métodos

A eficiéncia dos métodos foi determinada por comparacgao dos indices
de recuperagao, empregando o teste t de Student ndo pareado, em um nivel de
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95% de probabilidade, tendo sido o delineamento inteiramente casualizado.

4.8 Analises das Amostras de Alimentos

Foram analisados, empregando-se o método que apresentou melhor
eficiéncia, vinte e dois tipos de alimentos industrializados, com caracteristicas

bastante variadas sob suspeita de contaminagao (Tabela 4).

Tabela 4. Alimentos industrializados tomados para analise pelo método
otimizado no presente estudo

N° Amostra

N

Almondegas ao molho

2 Café torrado

3 Molho de pimenta ©)

4 Sardinha com 6leo

5 Azeitonas verdes

6 Molho de soja Shoyu

7 Goiabada

8 Café Gourmet Coffee Sul de Minas
9 Arroz Sasanishiki

10 Macarrao do tipo espaguete )
" Massa de sémola de trigo

12 Molho de Tomate Bolonhesa

13 Massa de sémola spaghetti)

14 Cookies integral limao

15 Wafer Caramelo Toffee

16 Extrato de Tomate

17 Azeitonas pretas desencarogadas!”
18 Goiabada

19 Paté de Pimenta

20 Massa de sémola de trigo

21

Cajuada cristalizada

22 Biscoito Wafer Diet

* alimentos que tiveram suas embalagens posteriormente analisadas. Coletas realizadas no
supermercado diretamente por técnicas da Vigilancia Sanitaria Municipal (Sao Luis, MA).
Fonte: a autora.
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As analises das amostras seguiram o procedimento de preparo
descrito no item 4.5. Os extratos finais foram injetados nos dois sistemas
cromatograficos (CG/ECD e CLAE/DAD) e as andlises da bifentrina,
determinadas conforme condi¢cbes operacionais e instrumentais descritos nos
itens 4.2. Também foram analisadas as embalagens dos alimentos identificadas

por numeros 3, 9, 10, 11, 13 e 17.

5 RESULTADO E DISCUSSOES
Os resultados foram divididos em sub-topicos, iniciando-se com os
testes de caracterizagao fisico-quimica e finalizando com a otimizagado dos

métodos cromatograficos.

5.1 Analises dos Alimentos

Antes de iniciar o desenvolvimento do método cromatografico para
analise da bifentrina, uma caracterizagao fisico-quimica foi realizada com dois
alimentos bem distintos, a fim de determinar os percentuais de umidade e
lipideos nas amostras. Com isso, foi possivel desenvolver um método de
extracdo que fosse capaz de diminuir o efeito de matriz e um indice de

recuperacao mais elevado.

5.1.1 Teor de Umidade e Lipideos

Na Tabela 5, tém-se os teores de umidade e lipideos das amostras

previamente selecionadas para a etapa de otimizacéo.

Tabela 5. Produtos tomados como representativos dos grupos de alimentos
ricos ou pobres em umidade e lipideos

Amostras Umidade Lipideos
Extrato de tomate 87,71 (0,21) 0,24 (0,12)
Biscoito wafer 17,52 (0,04) 28,55 (0,39)

Fonte: a autora

Os resultados comprovaram a representatividade das amostras, ja

que o biscoito apresentou-se como uma matriz rica em lipideos e pobre em
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umidade, enquanto que o extrato de tomate possuia baixo teor de gordura,
porém elevada percentagem de agua. Segundo Lopez-Blanco et al (2016), a
determinacao de residuos de pesticidas em matriz com teor de gordura acima
de 10% ainda é considerada um desafio, tendo em vista que muitos lipideos
podem ser co-extraidos no processo de tratamento da amostra e assim dificultar
a analise cromatografica.

Nesse sentindo, fez-se necessario a aplicagdo de um método de
extragdo com possibilidade de extrair a bifentrina de uma ampla variedade de
matrizes de alimentos, que contivessem componentes de diferentes polaridades.
Também, o método necessitava apresentar uma adequada sensibilidade e
repetibilidade, mesmo em niveis muito baixos de concentragdo do analito
(LOPEZ-BLANCO-et al., 2016). Segundo Jardim et al (2010), o procedimento
EFS tem sido bastante utilizado pelos cromatografistas em andlise de rotina
nesses tipos de matrizes, apresentando ainda a vantagem de pré-concentrar os

extratos, atingindo os limites de deteccgao instrumentais.

5.2 Extragao Assistida por Microondas

O procedimento de extragdo empregado, baseado na radiagéo por
microondas, concordou com os principios da Quimica Verde, ja que tem como
perspectivas a redugao do volume do solvente extrator, assim como a diminui¢gao
do tempo de analise e a reducdo da geragao de residuos (TSUKUI e REZENDE,
2014).

O uso de solventes apolares, como o éter de petrdleo, em geral resulta
no aparecimento de substancias co-extraidas também apolares que,por sua vez,
podem interferir na analise cromatografica, mas a quantidade de moléculas
polares nessas matrizes costuma ser ainda maior, sobretudo se o teor de agua
no alimento é elevado, e com o solvente apolar estas ndo sao extraidas
conjuntamente (PANDEY e SHRIVASTAVA, 2017; LI et al., 2012). No presente
trabalho, as amostras de alimentos industrializados com alto teor de umidade
possibilitaram maior eficiéncia no processo de extragdo. A agua aumentou a
polaridade do meio reacional, aumentando a eficiéncia do processo de extragao
com o solvente organico. Wu et al (2015) fizeram uso dessa estratégia, ao extrair

pesticidas organofosforados de amostras de legumes frescos ricos em agua
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empregando radiagdo microondas, tendo utilizado hexano como extrator.
Nesse trabalho, a utilizacdo de tubos de teflon pressurizados
proporcionou o controle do extress térmico e da pressao, reduzindo, assim, a
possibilidade de perda do analito e de substancias volateis presentes na matriz
(PANDEY e SHRIVASTAVA, 2017). O volume do solvente extrator (éter de
petréleo) foi suficiente para extrair a bifentrina da matriz alimenticia, sem causar
aumento de pressao no sistema e sem provocar saturagao nos tubos de teflon.
Wang et al (2018) realizaram o estudo da quantidade de solvente utilizada
durante a realizacao da extracao assistida por forno microondas e observaram
que um volume elevado do solvente poderia causarum superaquecimento do
meio e consequente instabilidade dos componentes do extrato, resultando em

repetibilidade e recuperagao muito baixas.

5.3 Otimizacao do Método por CLAE/DAD

A otimizagdo do método empregando cromatografia a liquido foi
iniciada a partir de testes prévios realizados com sucessivas injegdes do padrao
de bifentrina, a fim de identificar as condigdes instrumentais iniciais. Em funcao
da polaridade do analito ser mediana, selecionou-se uma coluna de fase reversa
com o intuito de desenvolver um método eficiente e mais rapido (MATTREY et
al., 2017). A Tabela 6 apresenta as condicbes operacionais otimizadas para a

separagao cromatografica baseado na técnica por CLAE/DAD.

Tabela 6. Condi¢des otimizadas para a separagao cromatografica do inseticida
bifentrina - técnica CLAE/DAD

Parametros Condigoes
Fase Movel Isocratica: 20% dg acetonitrila e
80% de agua
Fase Estacionaria Cis
Vazao da fase movel 1,0 mL/min
Volume de injencao 20 uL
Tempo total de corrida ~16 min
Detecgéo DAD (A = 220nm)
Presséo 3.9 MPa

Fonte: a autora

Posteriormente, foi determinado o comprimento de onda de maior
absorcdo do analito (Figura 5). Observou-se que melhor absorgcéo e,
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consequentemente, melhor sensibilidade instrumental, foi observada a 200nm;
porém, como varios grupos cromoforos provenientes porventura dos compostos
co-extraidos como, por exemplo, o —NO2 podem estar presentes e absorvem
nesse comprimento de onda (LANCAS, 2016), optou-se por trabalhar em valor
de A=220 nm. Silvério et al (2012), utilizaram o0 mesmo comprimento de onda, ao
analisar inseticidas piretréides em amostras de agua. WANG et al (2018), por
sua vez, identificaram o pico cromatografico da bifentrina no mesmo
comprimento de onda, ao realizar analises em polpas de frutas. YU et al (2017),
também detectaram a bifentrina na mesma faixa do UV, em amostras de dleos

vegetais.

% 215nm
230nm

236nm
1 220nm 240nm
245nm

250nm
255nm

280nm
285nm

Figura 5. Picos cromatograficos do padrdo do inseticida bifentrina:
sensibilidade instrumental em diferentes comprimentos de onda. Fonte: a
autora

Com relagéo a selegcdo da fase mével (FM) no presente estudo a
melhor eluigdo do composto ocorreu no modo isocratico, com FM constituida da
mistura agual/acetonitrila (20:80). O melhor fluxo foi de 1mL/min, o qual
possibilitou a saida do pico cromatografico em um tempo de retengdo de

aproximadamente14min (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma do padrao de bifentrina apés otimizagéo de separagao por
CLAE/DAD. Concentragao da solugao: 1,5 mg/L. Fonte: a autora.

Como as amostras de alimentos costumam ser complexas e, em
geral, o processo de extragcdo arrasta muitos compostos que normalmente séo
eluidos em tempos de até 10min aproximadamente, o tempo de retencédo do
analito de ~14 min mostrou-se adequado para a quantificacido do analito, sem
nenhuma sobreposicdo com picos dos co-extrativos e, portanto, sem

interferéncia por parte dos componentes da matriz.

5.4 Otimizagao da Separacgao por CG/DCE

Como no caso anterior, a otimizagao deu-se a partir de testes prévios,
tomando-se, como ponto de partida, métodos ja descritos na literatura para
analise desse e de outros piretréides em alimentos (SLOWIK-BOROWIEC,
SZPYRKA e WALORCZYK, 2015; LIU et al., 2015; FREITAS et al., 2014; MIAO
et al.,, 2013). A Tabela 7 fornece as condi¢gdes operacionais e instrumentais

otimizadas para a separacao por CG/DCE.
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Tabela 7. Condi¢des otimizadas para a separagao cromatografica do inseticida
bifentrina - técnica CG/DCE

Fase Mével Hélio
Vazao da fase mével 50 mL/min
Fase Estacionaria DB-S (30m; 0,25um; 0,25mm)
Volume de injegao 10 uL
Tempo Split 5 min
Deteccéao DCE
Programacao de Temperatura 80°C/2 min., com rampa de aquecimento

de 25°C/min até 300°C, essa
temperatura foi mantida durante 15 min.
Logo em seguida estabilizou-se a
temperatura com rampa de resfriamento
de 25°C/min até 50°C durante 5 min.

Fonte: a autora.

Nas condi¢cdes apresentadas na Tab. 7, foi possivel eluir o pico do
composto no tempo de retengéo, tr, de ~13,17 min (Figura 7). Assim como no
caso anterior, os cromatogramas das amostras apresentaram-se livres de
interferentes ou compostos co-eluidos proximos a esse tr. O aparecimento de
picos de compostos co-extraidos das matrizes (amostras dos alimentos
industrializados), em tempos inferiore sao tr da bifentrina, pode ser visto nos
cromatogramas apresentados nos anexos 2 e 3, relativos as analises das
amostras empregando o método por CG/DCE.

Iniensaty

1

SN

OO

1My

i

Figura 7. Cromatograma do padréo de bifentrina, apds otimizacao da
separagao por CG/DCE. Concentragao da bifentrina = 1,5ug/L. Fonte: a autora.
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A técnica CG/DCE vem sendo bastante utilizada para determinagao
desse inseticida piretréide em amostras complexas, tais como suco de péssego
(MASTSADIQ et al., 2011), batata frita e arroz polido (PARK et al., 2011),
amostras de chas (TEWARY et al., 2005), entre outros. Em tais trabalhos, foram
empregadas condi¢gdes cromatograficas semelhantes as utilizadas na presente
pesquisa, como o gas de arraste e a coluna capilar, apresentando apenas
pequenas alteracdes na rampa de aquecimento, que foi adaptada de acordo com

as caracteristicas das matrizes alimenticias investigadas.

5.5 Comparacgao das Figuras de Mérito

5.5.1 Linearidade

Dados das curvas analiticas obtidas com as duas técnicas encontram-
se na Tabela 8 e a Figura 8 apresenta as curvas de calibragido. A curva analitica
foi construida mediante inje¢cdes de solugbes do padrdo de bifentrina, em
concentracdes crescentes. A linearidade foi comparada a partir dos coeficientes
de determinagéo (R?) obtidos a dessas curvas. O valor de R? expressa o quanto
a area dos picos e as concentragbes injetadas estdo linearmente
correlacionadas. A faixa de trabalho, por sua vez, evidencia a maior ou menor
aplicabilidade da técnica. Em ambos os casos, as faixas lineares de trabalho
mostraram-se adequados para analise de residuos. Além disso, ambos os
métodos analiticos apresentaram valores de R? bem acima do nivel minimo
aceitavel, tanto para ANVISA (R?=0,99) (ANVISA, 2004), quanto para o
INMETRO (R?=0,90) (INMETRO, 2003).

Tabela 8. Dados das curvas de calibragao para o inseticida bifentrina, obtidos
com as duas técnicas cromatograficas

Area versus concentracio - CLAE/DAD

Concentragao

(Mg . L) Area 1 Area 2 Area 3 Média
0,5 52752 53276 52950 52993

1 107015 106815 106796 106875

1,5 161187 160850 161587 161208

2 212514 213764 213830 213369
2,5 263726 262130 262690 262849

5 529712 544941 543872 539508
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Area versus concentragao - CG/DCE

0,125 6152,1 6167,4 6210,1 6176,5
0,5 24407,6 228331,2 23541,2 9209,3
1 46866,7 46731,6 46197,7 46598,7
1,25 56470,6 58126,2 58596,9 57731,2
1,5 68344,2 64949,2 64227,8 65840,4
2,5 108017,4 105840,4 108226,8 107361,5

Fonte: a autora.
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Figura 8. Curvas de calibracdo obtidas mediante as técnicas por
CLAE/DAD (a) e CG/DCE (b). Fonte: a autora.
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Também, observando-se as faixas lineares obtidas para as duas
técnicas percebeu-se que o método explorado por CLAE/DAD pode ser
empregado para analises de amostras mais concentradas, como por exemplo,
em trabalhos envolvendo determinacdo de pureza de produtos comerciais a
base do inseticida bifentrina. A técnica por CG/DCE, por sua vez, é adequada
nao soO para esse fim, mas também para analise de nivel de tragos ja que a faixa

linear é bastante baixa.

5.5.2 Seletividade

As técnicas utilizadas foram consideradas seletivas, pois nao
apresentaram interferentes no tempo de retencdo da bifentrina. Algumas
estratégias de confirmagao de picos tém sido bastante exploradas em analises
cromatograficas, destacando-se, por exemplo, a possibilidade de verificagado da
pureza de picos pelo detector por arranjos de fotodiodos (DAD). Este detector
permite realizar a varredura em diferentes comprimentos de onda, havendo
ainda a possibilidade de marcar o pico de interesse e solicitar ao Workstation do
equipamento o seu espectro de absor¢do. Como o espectro de absor¢cédo € uma
caracteristica intrinseca de cada molécula, caso o do pico do eluido seja igual
ao do pico do padrao, a confirmagao sera garantida e a seletividade assegurada
(LANCAS, 2016; OSHITA e JARDIM, 2015). Essa estratégia fornece a
possibilidade de se realizar, inclusive, uma analise qualitativa mais precisa do
analito.

Com relagdo a técnica por CG/DCE, esta também permite uma
elevada seletividade, pois somente compostos que apresentam eletroafinidade
podem ser detectados (LANCAS, 2017), o que explica os cromatogramas

relativamente limpos obtidos dos extratos das amostras de alimentos (Anexo 1).

5.5.3 Sensibilidade

A sensibilidade das técnicas instrumentais foi expressa mediante
determinacao dos limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ). Tais limites,

expressos em ng/L, e calculados a partir da curva analitica (Tabela 9).
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Tabela 9. Sensibilidade obtidas para analise do inseticida piretroide bifentrina
mediante as diferentes técnicas cromatograficas

Técnica Limite de deteccéao Limite de quantificagao
Analitica (ng/L) (ng/L)
CLAE/DAD 7,4 24,5

CG/DCE 21 7.1

Fonte: a autora.

Os resultados da Tabela 9 evidenciaram que a técnica CG/DCE
apresentou maior sensibilidade, quando comparada a CLAE/DAD, e isso se deve
principalmente ao detector empregado. Na utilizagado de deteccéo por arranjo de
fotodiodos, muito utilizada nos métodos envolvendo cromatografia a liquido, é
necessario que a amostra contenha grupos cromoforos e que seja, a partir da
sua absorcdo no ultravioleta, estabelecido o comprimento de onda de maxima
absorcao (JESUS et al., 2015). A bifentrina é constituida por grupos C=0, o que
possibilita a detec¢ao por CLAE/DAD.

O detector por captura de elétrons (DCE), por sua vez, mostrou-se
ainda mais especifico, pois 0 composto contém atomos de halogénios (F e Cl),
além de varios atomos de oxigénios (O), o que confere a molécula uma elevada
eletroafinidade e um alto poder de deteccédo no sistema. Isso torna o método
empregado CG/DCE muito mais sensivel, 0 que é uma grande vantagem quando
se trata de analise de residuos da bifentrina em alimentos, pois quantidades
infimas do composto podem ser facilmente detectadas (SKOOG et al., 2006).

O DCE utilizado nesse trabalho possui fonte de radiagao Ni®3; tal fonte
ioniza o gas de arraste (hélio) e produz elétrons. Na presenca de elementos
eletronegativos, ocorre a captura de elétrons e a consequente diminuigdo da
corrente, que é medida por um par de eletrodos. Apds a diminuicdo da corrente,
na presenga do composto, o pico cromatografico € registrado pelo software
(POOLE, 2015). A elevada eletronegatividade de alguns atomos na molécula da
bifentrina tornou maior a sensibilidade do método, em funcédo do forte sinal
registrado no detector.

O DCE é considerado o segundo detector mais utilizado em analises

por cromatografia a gas, dai ser muito aplicado em analises de amostras
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ambientais, devido a alta sensibilidade na determinacao de pesticidas e produtos
quimicos que agridem a camada de ozbdnio, como também em amostras
bioldgicas, na analise de drogas e horménios.

Nessa etapa, foi avaliada ndo so6 a eficiéncia dos procedimentos de
preparo de amostra, baseado na extragdo em forno microondas, seguindo de
clean-up por EFS, como também a aplicacado das distintas técnicas para analise
de alimentos reais. Apesar das matrizes de alimentos processados,
selecionadas para essa fase de otimizacao, serem consideradas complexas, os
resultados mostraram-se satisfatorios, podendo os dois métodos serem
empregados.

Em estudos anteriores, foram testados diferentes procedimentos de
extragdo para analise da bifentrina (WANG et al., 2018). Os autores, por fim,
desenvolveram um método por CLAE/UV com extragao assistida por micro-
ondas (EAM), seguida de microextragdo liquido-liquido dispersiva. Em tal
trabalho, as condigbes operacionais da EAM também coadunaram com os
principios da quimica verde, pois os autores utilizaram um pequeno volume de
etanol para extrair o composto da polpa de péssego, num tempo total de 4min.
De forma similar ao presente estudo, os autores fixaram o comprimento de onda
em 220nm e, como fase moével para o sistema de CL, foi empregada a mistura
metanol/agua (82:18), com separagédo operacionalizada no modo isocratico e

uma coluna Cis.

5.5.4 Exatiddo e precisdo

As figuras de mérito exatiddo e precisdo referem-se ao método
analitico como um todo. Dessa forma, foi avaliada ndo s6 a eficiéncia dos
procedimentos de preparo de amostra, baseados na extracdo em forno micro-
ondas, seguido de clean up por EFS, como também a aplicacdo das distintas
técnicas cromatograficas para analise de amostras reais.

A exatidao foi determinada mediante ensaios de recuperacao e, para
tanto, as amostras selecionadas para os ensaios (biscoito e extrato de tomate)
foram fortificadas em uma concentracao final de 2mg/Kg e submetidas a analise
completa pelos métodos otimizados (n =2).

A Tabela 10 apresenta os resultados dos testes de eficiéncia,
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baseada na exatidao, para os dois métodos. A amostra de biscoito obteve menor
recuperacao (p<0,005,) quando comparada a amostra de extrato de tomate, em
ambas as técnicas analiticas. Isso ocorreu provavelmente devido ao maior teor
em lipideos que, segundo Lopez-Blanco et al (2016), dificulta o processo de

extracao/clean up.

Tabela 10. Exatidao dos métodos para analise do inseticida piretroide
bifentrina, baseados nas diferentes técnicas cromatograficas

Técnicas Nivel Conc. Recupe- Recupera
de Encon- P cv -cao
Cromato- Amostra fortificacs racao o Médi
raficas ortificagao trada (%) (%) édia
9 (mg/Kg)  (mg/Kg) Total (%)
Extrato de
CLAE/ tomate 2 2,02 101,1a 0,50
DAD Biscoito 93,7a
2 1,73 86,4b 1,15
wafer
E)t((tarr?m?tg ) 2 2,0 99,5a 0,89
CG/DCE Biscoito 94,7b
2 1,8 90,0a 3,59
wafer

*Valores aceitaveis de recuperacéo: 70 a 120%. Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo
diferem estatisticamente pelo teste t de Student ndo pareado, no nivel de 95% de probabilidade.
C.V = coeficiente de variagao. Fonte: a autora

Observou-se ainda que, apesar das diferencas instrumentais, o
processo de preparo da amostra foi o mesmo, o que possibilitou a obtencao de
médias gerais dos indices de recuperacao estatisticamente iguais (p < 0,05). O
teste t de Student nao pareado forneceu valores de t calculado e t tabelado de
18,6 e 4,303, respectivamente, para um nivel de 95% de probabilidade,
indicando que os resultados obtidos apdés a analise utilizando o método
CLAE/DAD foram estatisticamente distintos em relagao a exatidao para as duas
matrizes. Porém, os resultados para o método por CG/DCE nao diferiram, pois
o t calculado = 0,004 foi inferior ao tabelado, na mesma probabilidade estatistica.
Portanto, pode-se inferir que o efeito de matriz afetou de forma mais intensiva o
método baseado na técnica CLAE/DAD.

As figuras 9 e 10 apresentam os cromatogramas obtidos por ocasiao
das analises das amostras de alimento, com e sem fortificacdo, mediante

emprego dos métodos baseados em CLAE/DAD e CG/DCE, respectivamente.
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Figura 9. Cromatogramas das amostras nao dopadas (a esquerda) e dopadas
(a direita) dos seguintes alimentos industrializados: extrato de tomate (a) e do
biscoito wafer (b) - método baseado na CLAE/DAD. Fonte: a autora.
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Figura 10. Cromatogramas das amostras ndo dopadas (a esquerda) e dopadas
(a direita) dos seguintes alimentos industrializados: extrato de tomate (a) e
biscoito wafer (b) - método baseado na CG/DCE. Fonte: a autora.

Mais uma vez, foi possivel observar que as substancias co-extraidas
nao resultaram em nenhuma interferéncia nas analises. O efeito de elevacao da
linha de base, provocado pela presengca desses compostos, foi bem mais
pronunciado no método empregando CG/DCE. Contudo, isso nao dificultou a
integracdo dos picos nem a quantificagdo da bifentrina. Perfil cromatografico
semelhante foi encontrado por Matsadiq et al. (2018), ao identificarem e

quantificarem este inseticida em amostras de polpas de péssego.

Em relagdo a precisao, os dados da Tabela 10 mostram que ambos
os métodos analiticos foram também considerados satisfatorios, pois
apresentaram valores de coeficiente de variacdo bem abaixo do limite aceitavel
para analise de residuos (CV< 10%). Apos otimizagdo dos métodos, verificou-se

que ambos podem ser aplicados as analises de tragos do inseticida bifentrina em
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amostras de alimentos industrializados, ja que apresentaram adequadas
eficiéncia, sensibilidade, precisao e exatidao.

Comparativamente, a sensibilidade do método baseado na técnica
CG/DCE foi maior, tendo sido ainda mais rapido e mais barato, o que o torna
ainda mais apropriado para fins de analises de tracos.

Além dessas figuras de mérito, que caracterizaram um método
analitico uma das caracteristicas que também deve ser levada em consideracao
na sua escolha € o custo por analise. Fazendo-se uma estimativa de custo,
considerando os materiais utilizados, padroes, solvente (para CLAE/DAD) e gas
(CG/DCE), agua, energia, valor hora/lhomem, entre outros custos, chega-se aos
valores aproximados de R$ 28,00 e R$ 23,00 para uma unica andlise
empregando os métodos baseados em CL e CG, respectivamente.

Para trabalhos de rotina em laboratérios, nos quais centenas de
amostras sao analisadas por dia, a economia anual pode ser expressiva, quando
se utiliza o método baseado em CG/DCE. Por essa razdo, esse método foi
escolhido para a realizagdo das analises das amostras que apresentaram

suspeita de contaminagao pelo inseticida bifentrina.

5.6 Analise dos Alimentos Industrializados e Embalagens

Foram realizadas as analises das amostras dos alimentos listados
na Tabela 4, mediante emprego do método baseado na técnica CG/DCE, com o
objetivo de eliminar (ou confirmar) a contaminagao nos alimentos e algumas das
embalagens Nenhuma das amostras analisadas apresentou residuos do
pesticida, e os cromatogramas apresentados nos anexos 2 e 3 comprovaram
esses resultados.

Desta forma, foi descartada, de forma confiavel, a contaminacéo,

pelo inseticida bifentrina, dos produtos alimenticios investigados.
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6 Conclusao

Nesse trabalho, foram desenvolvidos, otimizados e comparados dois
métodos para analise do inseticida bifentrina em amostras de alimentos
industrializados, sendo que estes apresentavam caracteristicas e constituicoes
das mais variadas. Os métodos tinham em comum os procedimentos de extragcéao
e clean up, porém diferiram nas técnicas cromatograficas (CLAE/DAD e
GC/DCE) empregadas na deteccdo e quantificagcdo do pesticida. Ambos os
métodos mostraram-se seletivos, exatos e precisos, porém o método por
CG/DCE apresentou maior sensibilidade, menor custo e maior rapidez. Este

método foi, entdo, selecionado para a etapa de avaliacido das amostras reais.

A pesquisa comprovou que as amostras de alimentos coletadas em
um supermercado de Sao Luis, MA, que se encontrava sob intervengao oficial,

nao estavam contaminadas pelo inseticida bifentrina.

As metodologias desenvolvidas mostraram-se altamente adequadas
€ servirdo para uso em analises de rotina desses tipos de alimentos. Tendo em
vista que o inseticida bifentrina vem sendo comumente utilizado em
procedimento de controle integrado de pragas, a metodologia otimizada aqui
podera servir como método oficial a ser utilizado pela Vigilancia Sanitaria para

rastreio de contaminacdes alimentares.
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Anexo 1:

Cromatogramas das amostras de alimentos industrializados a (vide tabela 3)
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Cromatograma da amostra 05:
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Cromatograma da amostra 09:
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Cromatograma da amostra 10:
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da amostra 11:
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Fonte: a autora.
Cromatograma da amostra 12:
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da amostra 13:
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Fonte: a autora.

Cromatograma da amostra 14:
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da amostra15:
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da amostra 17:
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Fonte: a autora.

Cromatograma da amostra 18:
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da amostra 19:
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Fonte: a autora.

Cromatograma da amostra 20:
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Fonte: a autora.

78
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Cromatograma da amostra 21:
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Fonte: a autora.

Cromatograma da amostra 22:

500004

23000+

Fonte: a autora.
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Anexo 2:

Cromatogramas das amostras de embalagens

Cromatograma da embalagem da amostra de molho de pimenta

Intensity
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25000

Fonte: a autora

Cromatograma da embalagem da massa de sémola do tipo trigo duro
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Fonte: a autora.
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Cromatograma da embalagem da massa de sémola do tipo spaguetti
Intensity
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Fonte: a autora.

Cromatograma da embalagem da amostra de azeitona preta

desencarogada
Intensity
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Fonte: a autora
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Cromatograma da embalagem da amostra de macarrao do tipo spaghetti

Intensity
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Fonte: a autora.

Cromatograma da embalagem da amostra de arroz sasanishiki

Intensity
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Fonte: a autora.
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