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RESUMO

O detector de ionizagao de descarga de barreira dielétrica (BID), € um dos detectores
mais recentes utilizado em cromatografia gasosa (GC). Ele chega a superar, em
algumas situagdes, detectores bem estabelecidos como o TCD, FID e MS. O primeiro
mapeamento das principais aplicacbes do BID foi realizado no presente trabalho e
indicou a inexisténcia de estudos com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
pesticidas organofosforados (OPPs) e organoclorados (OCPs), além de varias
vantagens do BID perante detectores classicos como o FID e o TCD, principalmente
para a determinacdo de compostos gasosos. Um estudo comparativo inédito entre
BID e FID para a determinacdo de 30 compostos (HPAs, OPPs, OCPs e
hidrocarbonetos alifaticos (HAs)) também foi realizado, na tentativa de contribuir para
um melhor conhecimento das potencialidades do GC-BID. Dados de energia de
ionizacao (El) e energia do orbital HOMO (EHowmo), obtidos por teoria da densidade
funcional (DFT) foram utilizados para fins comparativos. O estudo revelou respostas
superiores geradas pelo sistema BID em todas as situagdes, indicou a independéncia
da resposta do BID com a massa molecular e que esta resposta € pouco afetada pela
presenca de heteroatomos e substituintes eletrofilicos, comparativamente ao FID. As
maiores respostas do BID para HPAs, OPPs, OCPs e HAs também puderam ser
justificadas em funcdo dos menores valores de El obtidos para todas as moléculas
nas condi¢cdes do BID. A El foi o parametro que mais pareceu ter influenciado nas
respostas dos dois detectores estudados, principalmente no caso do BID. Os HAs
apresentaram melhor correspondéncia entre estes parametros e as respostas. E
possivel que outras condigdes, como a presenca de coletores e amplificadores de
sinal mais eficientes do que os contidos no sistema FID possam influenciar na
resposta do BID. Este trabalho também explorou o desenvolvimento do primeiro
meétodo utilizando o GC-BID para a determinacédo de onze pesticidas OPPs e OCPs
em vegetais (alface, tomate e pimentdo). A avaliagao das figuras de mérito para OPPs
e OCPs indicou boa seletividade, ampla faixa linear, e aceitaveis valores de LD e LQ
em varias situacdes. O método foi exato e preciso, principalmente a niveis mais altos
de fortificacdo. O efeito matriz (EM) esteve presente em todos os pontos das curvas,
principalmente em concentragdes menores e valores acentuados foram encontrados

para o metamidofos. EM positivo e negativo foram mais frequentes no piment&o e no



alface, respectivamente. Um estudo com amostras reais de alface, tomate e pimentao
coletadas em cinco diferentes pontos de Fortaleza indicou a presenca de picos com
mesmo tempo de retencao que o etoprofds, a-endossulfan e profenofos em algumas
amostras de alface e tomate. Isso evidencia a viabilidade do BID para a determinagao
de pesticidas nessas matrizes. Os estudos realizados aqui proporcionaram um melhor
entendimento dos fatores associados ao poder de resposta do BID e indicam que ele
pode ser uma interessante ferramenta para analises cromatograficas voltadas nao
apenas para a determinagdo de compostos gasosos, mas também para outros tipos,
como OPPs e OCPs, que até entdo ndo haviam sido explorados com o BID.

Palavras-chave: GC-BID; vegetais; sensibilidade; energia de ionizagao; DFT; Exomo.
QUuEChERS; GC-FID.



ABSTRACT

The Dielectric Barrier Discharge (BID) ionization detector is one of the latest detectors
used in gas chromatography (GC). It outperforms well-established detectors such as
the TCD, FID and MS in some situations. The first mapping of the main applications of
the BID was described in the present work and indicated the lack of studies with
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), organophosphorus (OPPs) and
organochlorine (OCPs) pesticides. In addition, several advantages of the BID over
classical detectors such as FID and TCD, mainly for the determination of gaseous
compounds. An unprecedented comparative study between BID and FID for the
determination of 30 compounds (PAHs, OPPs, OCPs and aliphatic hydrocarbons
(HAs)) was also carried out, in an attempt to contribute to a better understanding of the
potential of the GC-BID. lonization energy (El) and HOMO orbital energy (EHomo) data
obtained by density functional theory (DFT) were used for comparative purposes. The
study revealed superior responses generated by the BID system in all situations,
indicated the independence of the BID response with molecular mass and that this
response is little affected by heteroatoms and electrophilic substituents, compared to
FID. The highest responses obtained in the BID for PAHs, OPPs, OCPs and HAs could
also be explained by the lower El values obtained for all molecules under the conditions
of the BID. The El was the parameter that may have most influenced the responses of
the two detectors studied, especially for the BID. The HAs showed better
correspondence between these parameters and the responses. It is possible that other
conditions, such as the presence of more efficient signal collectors and amplifiers than
those contained in the FID system, may influence the BID response. This work also
explored the development of the first method using the GC-BID for the determination
of eleven OPPs and OCPs pesticides in vegetables (lettuce, tomato and pepper). The
evaluation of figures of merit for OPPs and OCPs indicated good selectivity, wide linear
range, and acceptable LD and LQ values in various situations. The method was exact
and precise, particularly at higher levels of fortification. The matrix effect (EM) was
present at all points of the curves, mainly at lower concentrations and large values
were found for methamidophos. Positive and negative EM were more frequent in bell
pepper and lettuce, respectively. A study with real samples of lettuce, tomato and

pepper collected at five different points in Fortaleza indicated the presence of peaks



with the same retention time as ethoprophos, a-endosulfan and profenofos in some
samples of lettuce and tomato. This evidences the feasibility of the BID for the
determination of pesticides in these matrices. The studies carried out here provided a
better understanding of the factors associated with the power of response of the BID
and indicate that it can be an interesting for chromatographic analyzes aimed not only
at the determination of gaseous compounds, but also for others, such as OPPs and
OCPs which until then had not been explored with the BID.

Keywords: GC-BID; vegetables; sensitivity; ionization energy; DFT; Enomo;
QUEChERS; Sensitivity; GC-FID.
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1 INTRODUGAO

Cromatografia gasosa — gas chromatography (GC) trata-se de uma poderosa
e versatil ferramenta analitica, amplamente aplicada para separacédo e determinagao
de compostos volateis, utilizando gas como fase movel.'3 A utilizagdo desta técnica
para fins analiticos teve grande contribuicdo dos trabalhos de Archer J. P. Martin e
Richard L. M. Synge, em 1941, que sugeriram a utilizagdo da cromatografia gas-
liquido (GLC) para a separagdo de compostos organicos volateis e mais tarde, em
1951, com o trabalho de Archer J. P. Martin e Anthony T. James, que descreveram o
primeiro cromatdgrafo a gas e a determinagdo de uma mistura de acidos graxos
volateis, utilizando um sistema simples, que dependia de uma coluna e identificagdo

realizada por titulagdo.*®

Hesse e colaboradores foram os primeiros a utilizar GC moderna, a qual é
baseada na separagao em fluxo continuo de gas inerte para separar acidos organicos
volateis.® Eles também s&o responsaveis por fazer a primeira descrigdo correta do
processo de separagao cromatografica utilizando gas inerte como fase movel. Mais
tarde, em 1954, foi disponibilizado no mercado o primeiro sistema instrumental para
GC, constituido de um sistema de gases, sistema de injecdo da amostra, coluna

cromatografica / forno e detector.”

Ao longo dos anos, diversas tecnologias tém sido acopladas a GC com a
finalidade de melhorar os varios componentes do sistema e trazer maior poder de
separagao, identificagdo e resposta.®'® Logo, o desenvolvimento de detectores
modernos e sensiveis € fundamental para obtengéo de sistemas cromatograficos mais

eficientes e robustos.

Existem diversos detectores disponiveis no mercado, com diferentes formas
de deteccgao, podendo atuar tanto como universais, os quais sao capazes de detectar
uma ampla variedade de moléculas, quanto como especificos, capazes de detectar
somente grupos especificos de compostos. Como exemplo, podemos citar o Detector
de condutividade térmica (TCD) e o Detector de ionizagdo em chama (FID), como
detectores universais, além do Detector de Nitrogénio e fosforo (NPD) e o detector de

captura de elétrons (ECD), como detectores seletivos.?10



Dentre estes, o FID, relatado pela primeira vez em 1958, € um dos detectores
universais mais bem estabelecidos e utilizados ao longo dos tempos pela comunidade
cientifica,>"" sendo considerado bastante interessante para analise de diversos tipos
de compostos organicos, especialmente os hidrocarbonetos alifaticos, dada a sua alta
sensibilidade para estes compostos. Este detector tem o principio de funcionamento
baseado na ionizagdo da amostra por meio de uma chama de hidrogénio / ar, seguido

da coleta dos ions gerados por um eletrodo coletor e conversdo em sinal analitico.®

Além de sua caracteristica considerada universal, outros fatores contribuiram
para que o FID pudesse ser amplamente explorado, tais como o fato de ele ser
considerado simples e possuir um alto e rapido poder de resposta, além de uma ampla
faixa linear.®° Outro detector universal bastante interessante é o detector de ionizagéo
por descarga de barreira dielétrica (BID — barrier discharge ionization detector), o qual
€ um dos mais recentes detectores disponiveis no mercado para GC. O BID é
descendente do Detector de Fotoionizacao (PID), fazendo parte da classe dos

detectores de fotoionizacao.

Assim como o FID, o BID possui uma alta sensibilidade para hidrocarbonetos
alifaticos. Entretanto, o BID é capaz de detectar compostos que n&o sao sensiveis ao
FID, tais como NO e COz, por exemplo. Além disso, investigagcdes acerca do poder de
atuacao do BID ainda encontram-se em ascensao e voltadas principalmente para a

determinagao de compostos desta natureza.

Outro ponto interessante a ser destacado € existéncia de poucos trabalhos
comparativos entre BID e FID que visem investigar os fatores relacionados ao poder
de resposta destes detectores. Antoniadou, por exemplo, ndo explorou em sua
publicacdo de 2019 compostos com baixo poder de resposta sob o FID, tais como

pesticidas organofosforados (OPPs) e organoclorados (OCPs).'?

Considerando a necessidade de contribuir para o melhor entendimento dos
fatores relacionados ao poder de resposta do BID e de possibilitar novas formas de
aplicacao deste detector para a determinacéo de pesticidas, o presente trabalho traz
descrito um estudo comparativo das respostas obtidas nos sistemas BID e o FID, para
a determinagao de quatro grupos diferentes de compostos: hidrocarbonetos alifaticos

(HAs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), OPPs e OCPs. No presente



trabalho também encontra-se descrito o desenvolvimento e a avaliagao de figuras de

mérito de um método para determinagao de onze pesticidas OPPs e OCPs.

1.1 Aspectos tedéricos da cromatografia gasosa

GC é uma poderosa ferramenta utilizada para determinagdo de compostos
volateis e simivolateis.>'? A origem desta palavra advém do grego xpwua: chroma e
yoapeiv: grafein, que significam “cor” e “escrita”, respectivamente.' Essa técnica
possui ampla aplicacdo em diversas areas, como: industria de medicamentos,
cosméticos e ciéncias como a Quimica para separagdo e quantificacdo de

componentes em misturas simples e complexas.’

Existem dois processos de separacdo em GC, onde em um deles a fase mével
€ um gas e a fase estacionaria é um solido e por esse motivo é chamada de
cromatografia gas-soélido, enquanto que na outra situagdo a fase estacionaria € um
liquido, sendo neste caso denominada cromatografia gas-liquido.'* No que diz
respeito a velocidade de andlise, esta pode ser rapida-Fast-GC, muito rapida - very

fast GC e utrarrapida - ultrafast GC.'415

Além disso, quando o sistema é dotado de colunas capilares, as quais tem
grande comprimento, pequenos didmetros e fase liquida distribuida nas paredes de
um tubo capilar, a técnica é dita “cromatografia gasosa de alta resolugcdo”. Em
contrapartida, quando se tem colunas empacotadas, as quais tem maiores diametros,

em vez de colunas capilares, a nomenclatura correta a ser utilizada é “GC”.4

Coluna capilar com parede recoberta, coluna capilar com fase estacionaria
ligada a parede, coluna capilar com suporte recoberto e coluna capilar com camada
porosa sao os tipos mais comuns de colunas capilares disponiveis no mercado.
Colunas capilares possuem varias vantagens, dentre elas maior eficiéncia,
necessitam de menor quantidade de amostra (10-10° ng) e maior estabilidade quimica

do que as recheadas.’

Em GC, séo utilizados os sistemas de cromatdgrafos gasosos sdo compostos

basicamente por: reservatério de gas e controle de vazao e pressédo; um sistema de



injecdo de amostra; coluna cromatografica; forno da coluna; detector e um sistema de

aquisicao de dados (Figura 1).°
Figura 1- Componentes basicos de um cromatografo gasoso.

6
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Reservatdrio de gas e controle de vazao e presséo (1); sistema de injecdo de amostra (2); coluna

cromatografica (3); forno da coluna (4); detector (5) e sistema de aquisigdo de dados (6).

Nesse contexto, a amostra, que pode ser tanto gasosa, quanto volatil &
introduzida no sistema de injecdo de forma manual e ou automatica, sendo
sequencialmente direcionada para a coluna através do gas de arraste, que geralmente

€ inerte e de alta pureza (He, N2 ou H2).

A quantidade que ¢é efetivamente levada a coluna depende do tipo de amostra.
Logo, o modo split (onde apenas uma parte da mistura de gas de araste + amostra
injetada € levada a coluna) é frequentemente utilizada para amostras mais
concentradas ou que possuam muitos interferentes. Todavia, para amostras que
possuem o analito em niveis de tragos, como pesticidas em hortaligas, € recomendada
a utilizacdo do modo de injegao splitess. Nessa situagao, a valvula de divisdo de fluxo
fica fechada e toda a mistura (gas de arraste + conteudo da injegdo) € levado a

coluna.'416



Ao chegar na coluna, a amostra devera interagir tanto com a fase estacionaria
(que pode ser solida ou possuir uma fase liquida depositada como um filme em um
tubo fino de tamanho variavel), quanto com uma fase movel quimicamente inerte (gas
de arraste).’* O grau de interagdo da amostra com a fase estacionaria e o gas de
arraste, utilizando isotermas ou uma programacgao de temperatura € que determina a
eficiéncia de separagao da amostra na coluna. Nesse sentido, a coluna apresenta um
papel fundamental no sistema cromatografico, sendo responsavel por separar 0s

compostos de interesse com boa resolugdo.’

Em colunas polares, os componentes da amostra com pouca interagdo com a
fase estacionaria sdo eluidos mais rapidamente pelo gas de arraste até o detector,
enquanto que os que interagem mais fortemente tendem a demorar mais tempo para
alcancar ao detector. Essa dindmica de interacéo é que determina a posicao dos picos
de cada componente da amostra em um cromatograma. Em colunas apolares, a

posicdo dos picos € determinada por meio de uma rampa de temperatura.’

Apos sofrer separacdo na coluna, os componentes da amostra sao
direcionados ao sistema de detecgao, o qual € responsavel por registrar o sinal
analitico correspondente a separagao cromatografica na forma de um cromatograma.
O cromatograma € sequencialmente visualizado em um sistema de aquisicdo de
dados, dando ao analista a possibilidade de realizar analises qualitativas ou
quantitativas da amostra. Devido a isso, temos que dentre todos os componentes
citados, o detector é o principal componente do sistema cromatografico que se

encontra associado a sensibilidade analitica.®

1.2 Detectores utilizados em GC

Existe uma gama de variedade de detectores disponiveis comercialmente
para utilizagdo em GC, que podem atuar como universais ou especificos.'? Detectores
universais, como o TCD e o FID, sao caracterizados por possuir um poder de resposta
para uma ampla variedade de compostos,! enquanto que detectores especificos,
atuam na deteccdo de espécies ou grupos de compostos especificos, tais como o
NPD, que é seletivo para compostos que contenham fésforo, nitrogénio e em alguns

casos, halogénios (Tabela 7).%1



Para ser considerado ideal, o detector deve atender a alguns pré-requisitos,
tais como possuir alta sensibilidade, produzir respostas reprodutiveis, ser robusto, de
facil manuseio, possuir capacidade de aquisicdo rapida de dados, além de um baixo

custo.39

Conforme mencionado anteriormente, o TCD, possui mecanismo de atuacao
baseado na condutividade térmica diferencial entre o analito e o gas de arraste,
enquanto que o FID, o DCE e o MS, sao baseados na ionizagao do analito. Todos eles
estdo entre os sistemas de detecgdo mais comumente empregados em GC e, por

esse motivo ainda sdo considerados importantes.® "

O MS trata-se de um analisador bastante interessante, uma vez que através da
comparacao direta entre o espectro obtido experimentalmente e os presentes em sua
biblioteca de dados, o sistema pode indicar a identidade de um analito com

determinado nivel de similaridade.!’

Existem outros detectores bastante interessantes que também sao baseados
na ionizagao do analito, tais como o detector de fotoionizagéo (PID)® e o detector de
ionizagdo de descarga de hélio (DHID), por exemplo. Cada um deles possui um
principio de funcionamento especifico e a escolha pela utilizagdo de um deles deve
levar em consideracao principalmente a caracteristica da amostra que se pretende

analisar.

Além dos supracitados, existe o detector de ionizagado por descarga de barreira
dielétrica — Barrier Discharge lonization Detector (BID), o qual € um dos mais recentes
detectores de fotoionizagdo disponiveis no mercado para utilizagdo em GC. O BID
possui principio de funcionamento baseado em uma nova tecnologia de ionizagao da
amostra por meio da geragdo de um plasma de hélio, resultando em um ganho de
desempenho e robustez, comparativamente aos demais detectores de fotoionizacao

e a detectores mais tradicionais, como o FID e o TCD."”



Tabela 1- Exemplos de detectores comercialmente disponiveis para GC. (continua)

Nome Seletividade Mecanismo LD Vantagens Desvantagens
Detector de condutividade térmica- Universal, com maior Baseado na condutividade térmica AL
Thermal conductivity (TCD) sensibilidade a gases diferencial do analito no gas de arraste 1-20 ng Simples e barato (1-20 ng)
inorganicos. comparada com o gas de arraste puro.
Ex; CO, CO2, H2, N2
Detector de ionizagcdo em chama - Universal, com maior Baseado em ionizagao. lonizag&o das
Flame ionization detector sensibilidade a moléculas do analito em uma chama Responde somente a
(FID) hidrocarbonetos. Menor H2 / ar e coleta dos ions por eletrodo, 0,1-10 pg Facil de usar compostos com
resposta a moléculas que com a corrente gerada sendo carbono
possuem heteroatomos convertida em sinal analitico.
como O, N, Cl e etc.
Detector de captura de elétrons - Seletivo a moléculas que Baseado em ionizagdo. As moléculas
Electron capture detector possuem atomos dos analitos s&o ionizadas por elétrons . ]
(ECD) eletronegativos, como emitidos por elemento radioativo (%3Ni), 0,1-1000 pg Multo sensivel e Aplicacao reduzida

halogéneos (F, Cl, Br).

sendo medida a queda de corrente

devido a captura dos elétrons

emitidos.

seletivo



Tabela 1- Exemplos de detectores comercialmente disponiveis para GC. (continua)

Nome

Seletividade

Mecanismo

LD

Vantagens

Desvantagens

Detector de nitrogénio/fosforo -
Nitrogen phosphorus detector
(NPD)

Detector de fotoionizagao -
Photoionization detector
(PID)

Seletivo a moléculas que
contém fésforo, nitrogénio
e algumas moléculas que

possuem halogénios.

Seletivo a compostos com
potencial de ionizagéo
abaixo da energia dos

fétons emitidos. Adequado
para hidrocarbonetos

aromaticos.

A ionizagao ocorre em um plasma
Ha/ar, com a presenga de um leito de
sal de metal alcalino que produz
elétrons. O sinal é baseado na queda
de emissao de elétrons pelo leito
salino devido a presenca dos ions do

analito.

Baseado em fotoionizagdo. Fétons de
alta energia emitidos por uma lampada
UV ionizam as moléculas do analito e
0s ions sao coletados em um elétrodo

gerando sinal de corrente.

1-10 pg

25-200 pg

Muito seletivo

Seletivo

Aplicagao reduzida

Seletividade depende

da energia da lampada



Tabela 1- Exemplos de detectores comercialmente disponiveis para GC. (conclusao)

Nome Seletividade Mecanismo LD Vantagens Desvantagens
Baseado em emisséo. As moléculas
Detector fotométrico de do analito sdo queimadas em uma
chama - Flame ) ] chama Hz/ar, com os compostos . )
) Seletivo a moléculas - 1-100 pg Facil de operar Menos seletivo
photometric detector sulfurados e fosforados emitindo luz
contendo S e P. o
(FPD) que passa por tubo fotomultiplicador e
€ convertida em sinal.
R o . Alt custo e requer
Espectrometro de Baseado na ionizagao das moléculas
) B Alta grande
massas - Mass ) do analito e detecgdo dos fragmentos 1-10 pg o ]
Universal. . o sensibilidade conhecimento do
spectrometer (MS) ibnicos gerados na ionizagao. .
analista
Espectrometro de
Fornece
infravermelho com

. Seletivo a moléculas que rapida
transformada de Fourier -

possuam grupos funcionais

. _ <200 pg informagéo de Alto custo
Fourier transform L Absorgéo molecular.
. que absorvem radiagao classes
infrared spectroscopy ) o
infravermelho. quimicas
(FTIR)

Fonte: Adaptada de Santos et.al.’
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1.2.1 Detector de ionizagao em chama - Flame lonization Detector (FID)

Um dos detectores mais amplamente utilizados em GC é o detector de
ionizagdo em chama- Flame lonization Detector (FID). Este detector é robusto, de facil
manipulacdo, apresenta uma ampla faixa linear, boa resolugdo e possui alta
sensibilidade para compostos com ligagdes C-H, especialmente os hidrocarbonetos
alifaticos, onde a sensibilidade desempenhada é da ordem de 100 pg.*'® Todavia, o
FID ndo consegue detectar agua e a presenca de heteroatomos (N, O e S, por

exemplo), atuam diminuindo a sua sensibilidade (Tabela 2).'4

Tabela 2-Resposta gerada pelo FID em fungéo do tipo de composto.

Tipo de resposta Tipo de composto
Alta Com ligagbes C-H
He, CSz, NHs, Ar, COS, CO, Kr, H2S, COs,
Baixa ou nenhuma Ne, SOz, H20, Xe, NO, SiCls, O2, N20,

SiHCls, N2, NO2, SiF4

Fonte: Adaptada de Cromatografia gasosa aspectos teéricos e praticos.

O FID é considerado destrutivo,' uma vez que a ionizagdo da amostra é feita
por meio de uma chama de hidrogénio e oxigénio. Dessa maneira, primeiramente
ocorre a mistura do gas efluente da coluna com hidrogénio e a mistura € levada até o
jet (queimador). Sequencialmente, o equipamento ativa a chama e, quando entre o jet
(que funciona como anodo) e o eletrodo cilindrico (catodo) é aplicado um potencial
situado na faixa de 200-300V, os ions formados gerardo uma corrente que sera

transformada e amplificada por meio de um circuito de alta impedancia (Figura 2).2°

Quando presente no gas efluente da coluna, o analito € queimado na chama,
gerando ions e elétrons (equagao 1), sendo posteriormente coletados, gerando uma

corrente, que posteriormente sera transformada em um sinal na forma de um pico. 42"

CH + O — CHO* + & (1)
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Figura 2- Esquema de um detector de ionizagédo por chama-FID.

Coletor 4i

Catodo <—| — Amplificador
fiim=m —— Ignicdo
Ar —— A
Anodo
Hy, *+ gas auxiliar.

Coluna capilar

Fonte: Elaborada pela autora.

Para garantir um bom desempenho do FID e evitar a formagao de ruido de
fundo, causado pela presenca de impurezas, faz-se necessario utilizar gases de alta
pureza (99,995 %) ou filtros purificadores em situagées em que a compra desse tipo

de gas é um fator limitante ao local em que se deseja trabalhar com esse detector.?’

1.2.2 Espectrémetro de massa - Mass spectrometer (MS)

O espectrémetro de massa - Mass spectrometer (MS) trata-se de um analisador
bastante interessante, uma vez que ele traz a possibilidade de comparagao direta
entre o espectro obtido experimentalmente e os presentes em sua biblioteca de dados,
onde, através da similaridade entre o espectro de massa obtido experimentalmente e
o disponivel na biblioteca do equipamento, o sistema pode indicar a identidade do

analito com determinado nivel de similaridade.?223
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Esse detector tem funcionamento baseado na ionizagao do analito efluente da
coluna, utilizando uma fonte de energia de 70 eV ou outro valor ajustavel em um
sistema de alto vacuo. A amostra, entdo, € ionizada, gerando ions (positivos ou
negativos) os quais s&o transferidos para a regido do analisador de massas, onde
serdo separados de acordo com sua relagdao massa-carga (m/z) e transferidos a

multiplicadora de elétrons.?3

A multiplicadora de elétrons monitora os fragmentos oriundos do analisador,
gerando um sinal relativo a cada um dos fragmentos. Na sequéncia, o sinal é
amplificado e transmitido para o sistema de dados, onde é registrado o espectro de
massas, o qual trata-se de um grafico de abundéncia relativa de cada fragmento
versus relacdo m/z. No espectro de massas, 0s sinais apresentam-se na forma de

picos, que possuem alturas proporcionais a suas abundancias relativas. 623

1.2.3 Detector de ionizagao de descarga de barreira dielétrica- Barrier

Discharge lonization Detector (BID)

Um detector que apresenta um potencial para analise de uma ampla faixa de
moléculas organicas e inorganicas, inclusive podendo ser bastante interessante para
anadlise de tracos é o BID. Esse detector possui uma faixa dindmica de 10°, além de
uma sensibilidade 100 vezes superior ao TCD (para gases inorganicos) e duas vezes

superior ao FID para analise de alcoois e de compostos clorados.?*

Diferentemente do FID, que utiliza a chama para promover a ionizagao dos
analitos, no BID a ionizagao é feita por meio da energia liberada a partir do processo
de geragédo de um plasma frio de hélio. A estrutura deste detector € dividida em duas

secdes: a segao de geracdo de plasma e a segado coletora (Figura 3).

A secao de geracgéo de plasma consiste em trés eletrodos revestidos com um
tubo de quartzo, através do qual passa o gas hélio de alta pureza (minimo de

99,9999%). Os eletrodos nas extremidades s&o aterrados, enquanto no
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eletrodo central é aplicada uma alta tensao (5-10 kV) de corrente alternada e baixa
frequéncia (5-30 kHz).

A aplicagao de uma alta tensao entre os eletrodos externos e o eletrodo central
gera uma barreira dielétrica no interior do tubo de quartzo, onde, em um primeiro
estagio as moléculas de hélio sdo levadas do estado fundamental He (1'So) ao um
estado excitado He2 (A' Su*) e no segundo estagio, ocorre um retorno ao estado

fundamental (Equagdes 2 e 3).1224

2 Heyy —m 5 He, (A" Su”) 2)
He,, (A1 Su*)—) 2He(,+hv (foton) (3)

Figura 3-Esquema do detector de descarga de barreira dielétrica (BID). llustragéo

completa do detector (A) e visualizacdo de seus componentes em um corte seccional

(B).

(A) (B)

Gas hélio
—
Eletrodo
plasma aterrado Secdo de
Eletrodo de — geragéo do
Tubo de > alta voltagem plasma
quartzo
Eletrodo
‘ aterrado
—
Escape
Secund‘:'lrio Eletrodo de
alta voltagem
isolador | Secéo
coletora
Escape da Eletrodo
amostra coletor

Fonte: Elaborada pela autora.

Este retorno é acompanhado pela emissdo de fétons que possuem radiacéo

ultravioleta de alta energia no vacuo, situada entre 13,5 e 17,5 eV (Figura 4). ' Essa
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energia é suficiente para promover a ionizacdo de uma ampla variedade de
compostos, uma vez que a maioria apresenta energia de ionizagao (El) inferior a esse

valor, exceto o hélio e o nebnio, que possui El em torno de 21,56 eV."”

Figura 4- Processo de ionizagao de um analito (x) no sistema BID.

He; (9)

11 ) v
o
:_J\NV"

i X

—_l 3 0 \

2He (9)

o7

Fonte: Elaborada pela autora.

No que diz respeito ao processo de ionizagao da amostra, o analito € misturado
ao gas efluente da coluna, seguindo em dire¢ao a regido em que se encontra o plasma
de hélio (Figura 3). Na sequéncia, a amostra é ionizada positivamente pela energia
liberada a partir da geracéo do plasma e as espécies geradas sao entéo coletadas por

um eletrodo coletor e convertidas em um sinal na forma de um pico.

A grande vantagem de utilizar um plasma de baixa temperatura e boa
estabilidade é a diminui¢gado do ruido no detector e da possibilidade de flutuagdes do
plasma, associadas a variagdes de temperatura e de eventuais desgaseificagdes nas
paredes do gerador de plasma. Esses fatores contribuem para que a relagdo sinal /
ruido ndo apresente variagcbes significativas, havendo, como consequéncia, a
obtencao de respostas reprodutiveis, mesmo apds o uso prolongado do BID. Isso

possibilita a realizacao de analises mais reprodutiveis e mais sensiveis.
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1.2.3.1 O BID e suas vantagens perante outros detectores

Com o surgimento do BID, foi possivel atingir patamares de sensibilidades
que até entdo eram inalcangcaveis pelos detectores que existiam até entdo. Uma
dessas conquistas se deve a possibilidade de analises mais sensiveis de compostos
de baixo peso molecular, os quais nao apresentam boa sensibilidade quando
realizadas com o FID ou MS, por exemplo.%25 Diferentemente do FID, o BID é sensivel
a gases ndo combustiveis, tais como SO2, gases nobres e COz, por exemplo.?? Além
disso, o BID possui sensibilidade para a determinacdo de uma maior variedade de
moléculas, superando o TCD nesse aspecto. Por outro lado, isso também torna o BID
semelhante ao MS. Enquanto o MS possui uma baixa sensibilidade em comparacgao
ao TCD para a determinagcdo de compostos gasosos, o BID supera estes dois
detectores, uma vez que é capaz de fornecer analises altamente sensiveis para estes
compostos, além de superar o MS e o FID para a determinagao de moléculas com

ligagbes C-H.%24

Uma avaliacdo dos principais compostos estudados com o BID desde 2012
mostrou que este detector foi amplamente utilizado para determinar compostos

gasosos, principalmente CHa, CO e H2 (Figura 5).2

Analises de biogas estao entre as mais realizadas para determinacéo de CHa,
enquanto que a maioria das determinagdes de CH4, CO e H2 envolveu a reagéo de
redugdo de CO:2 (Figura 6).2° Determinagbes de agua em amostras sdo bastante
comuns em diferentes ambitos e alguns métodos como indice de refragéo - refractive
index (RIl) e medicao e titulagcdo Karl Fischer - Karl Fischer titration (KFT) s&o
comumente empregados, mas possuem limitagdes associadas ao preparo de
amostras e perdas envolvidas, acarretando no comprometimento da confiabilidade

dos dados obtidos.%7-28

Nesse contexto, o BID fornece a possibilidade de analises mais sensiveis de
agua em comparagao ao TCD (que tem sensibilidade 100 vezes menor) e ao FID, que

nao é aplicavel a compostos que ndo possuem ligagdes C-H.?425
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Figura 5- Numero de publicagdes em relagdo aos compostos mais comumente estudados por GC-BID de 2012 a 2021.
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Fonte: Elaborada pela autora.




17

" 4
OFN op 2sI|8}e00)o
SOZBI ¢ SEYe] SOSI[eUuE SEIND

|ZoA | SENIS] SosI[eUE SENNG O\v
BJNISS 0]19)2 9p SED
rseboig

00D op 9sI|e}ed0)0

v

onl| ep m__muwm_
00 ap eolwnbonsje oednpay

[SANSNGUIo00Ig
_NOU op ealwnboia|2010) oB3Npay
0D ap as||gjea0jog

R

2]

_ OU ap mu_E_:Uo:m._m oednpey

1
,H_NOO ap eswinbonaje ogdnpay
I seBoig
_%EEooo_m
_ H op 1ejos oBdn|oA]
_noo ap eodjujnboJ}e|e0}o) oB3npay
0D 9p &sl|}ed0lod
|

soojeslqnd ap oJownN

m Zan | mﬂ_ﬁ mmm__mcm Se;nnQ 00%.
© <00 ep ealwinbons|e oednpay
— CRECESEERDCE|
o
A
o T T A
& o op el P
> cOD ap edlwinbolia[e oednpay
m 00 9p esl|gjed0jo4
[S9Z3A ¢ SEJIS] Sas(eue SeNnQ
(&] .- - - -
Zah | SEHS) SaSI[EuE Senn
wn | SElI9] Sas[E ino M:v
© Oljl] op elisjeq O
m 207D op eojwinbons|a oednpay
n [PAISNGUIoo0Ig
[ %00 ap edalwnbols|80)0) 0e3INpay
n
‘©
= g
[72]
S 5 %
m & .
w 2 _ Oo op mo_E_:_oobm_o oednpay
s seboig
% T?sm:nEooo_m_
o
0 m 0D ap eslwinbo1s|80)0} oednpay
nnm, = HOOOH ap asfefedoog
O m 0 OD ap 9sl[B}ED0)0 4
M % S9ZoA ¢ SeHd} Ses|[eue SeNnQ
> & SIZIN ¢ SENS) SISIete SEIno
Q a [foRTSEWRISES[BUE BN 3
% w oly| sp eusieg 0
o s [EIniSa Gyiaja ap SED
m ' OU ap eolwinbola|e oednpay
-T
o 2
S o |leallsnquiodolg
« S9Zoh ¢ SEJ9) SoSIeue SeqnQo £
pzd = %
. q _Nm> | SE)Ig} Sasijeue SEANO e
© /_NOO ap ealw|nbonaja oednpay %)
= F ®w 8 & 8 z = w© =
>
()]
L

Analises mais comuns / ano

Fonte: Elaborada pela autora.



18

O BID apresenta um grande potencial para determinacdo de agua em
matrizes complexas, em grande quantidade ou em nivel de tragos, demandando,
inclusive, pouco preparo de amostra, resultando na minimizagdo de problemas
existentes nos métodos usuais e a consequente obtengcao de dados mais confiaveis.
2731 Todavia, foi possivel observar um baixo indice de aplicagdo deste detector para

determinag&o de agua ao longo dos anos (Figura 5).27-36

Outro aspecto interessante a ser apontado em relagao ao sistema BID é a
necessidade de utilizagdo de gas hélio com pureza superior (99.9999%) ao demando
pelo sistema FID (99.999%).7%24 |sso seria um ponto negativo em comparagéo ao FID,
ja que o custo envolvido na aquisicdo de um gas de pureza superior € maior. A priori,
pode-se pensar nesse ponto como uma desvantagem, visto que a aquisigao de gases
de pureza superior envolve um maior custo. Contudo, o BID necessita de um unico
gas para geragao de plasma e como gas de arraste, enquanto que o FID necessita de
dois. Atrelado a isso, o consumo de gas no sistema BID é menor que no MS e o
analista pode realizar analises utilizando um mesmo cilindro por um periodo mais

amplo de tempo.

Conforme mencionado anteriormente, os eletrodos presentes no sistema de
geracao de plasma do BID estado circundados por um tubo de quartzo. Segundo o
fabricante, isso traria uma maior vantagem em relagdo a demanda de manutengdes,
uma vez que elas deverao ser menores em comparagao a outros detectores, ja que
os eletrodos estariam protegidos de desgastes provenientes por exemplo, da
deposicdo de amostra.?* Esses e os demais aspectos supracitados fazem com que o
BID seja uma boa alternativa em comparacao a detectores comuns como o TCD, FID

e MS para diversos tipos de determinagoes.

1.2.3.2 Um breve relato dos estudos realizados com GC-BID

Conforme mencionado anteriormente, além de possuir potencial para
determinagao de uma ampla faixa de moléculas, o BID também trouxe a possibilidade

de trabalhar com moléculas leves, inclusive agua. Por esse motivo, desde que foi
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lancado no mercado, uma série de estudos visando a determinacdo de moléculas
organicas de baixa massa molecular (2 a 44 g / mol), especialmente gases
inorganicos, tém sido relatados 1217273537270 (Figyrg 5). 36.77.8586,116271:326 |
possivel notar que o aumento do percentual de publicagdes ocorreu especialmente a
partir de 2016 (Figura 7). Além disso, 2021 ja possui um percentual de publicagdes

bastante significativo e se encontra dentre os anos mais produtivos.

Em 2017, por exemplo, Pascalle mediu a emissao de gases de efeito estufa
(CO2 e N20) em uma estagdo de tratamento de aguas residuais.®?” No mesmo ano,
Jo & Kim* determinaram O2 e N2, utilizando large-volume injection (LVI) em
associacao com GC-BID. Iguchi e Tokume descreveram no periodo de 2015 a 2018 o
monitoramento da conversao catalitica de CO2 em CO e de outras espécies (H2 e
02)39-41.53_ Caniani monitorou em 2019, CO2 e N2O de tanques em uma instalagéo de
recuperagéo de recursos hidricos.®® Amodeo analisou em 2018, CH4 e CO2 de um

aterro sanitario.328

Figura 7- Publicagbes envolvendo o BID durante o periodo de 2012 a 2021.
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N° total de publicagdes: 306

Fonte: Elaborada pela autora.
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No periodo de 2017 a 2019, Ueta usou o BID acoplado a um dispositivo de
extragdo com agulha para determinar acido férmico, acido acético, aminas volateis e
amonia 46545759 Em 2018, Pascale determinou benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos em agua.3?° Frink publicou trabalhos em 2016, que descreviam a determinagéo
de agua em oleo, em derivados de petroleo e em mel.?-28 Mi-Ji Yoo usou em 2019,

LVI / GC / BID para monitorar formaldeido gasoso.%®

O ano de 2020 apresentou um grande salto no percentual de publicagdes
envolvendo o BID, ja que pouco mais de 25 % ocorreram somente durante este
periodo. Como exemplo, podemos citar o trabalho de Ding sobre o monitoramento da
produgéo fotocatalitica de Ha, utilizando Bi2O2Se como fotocatalizador®® e os de
Gruca-Rokosz, que monitoraram CH4 e CO2 em um estudo sobre as vias de produgao
de CH4 em sedimentos de agua doce e na superficie de reservatorios do sudeste da

Pol6nia.®9:330

No mesmo ano, Vargheese desenvolveu catalisadores bimetalicos de NiPt e
CuPt suportados em silica para a produgéo de H: a partir da combustdo de metano e
utilizaram o BID para detecgdo de H2.82 Ainda em 2020, Szal quantificou gases
provenientes da oxidagdo anaerdbica de metano em sedimentos de agua doce de um

reservatério de barragens da Pol6nia.33!

A maior porcentagem das analises GC-BID é dedicada a catalise (cerca de
28,2% dos artigos). O desenvolvimento de tecnologias avangadas, capazes de reduzir
a concentracao de CO2 e a conversao ambientalmente correta de CO2 em outros
produtos uteis, contribuiram para o aumento de analises com o GC-BID (23,7%). O
BID também € adequado para a determinagéo de analitos volateis e agua, pois produz
e usa energia superior a energia de ionizagdo desses tipos de analitos.*° O uso do
BID para determinacao simultdnea de etanol e agua em amostras liquidas (cerveja,
vinho, licor, enxaguatorio bucal e extrato de améndoa) foi descrita por Weatherly.3° A
analise de amostra solida usando GC-BID foi relatada para a determinagdo de agua
em ingredientes farmacéuticos ativos e investigacdo de gases de peixe cru e carne

crua.?%%

Alguns estudos comparativos envolvendo o BID e outros detectores foram
relatados ao longo destes anos, tais como o trabalho de Shinada?* que comparou uma

mistura de gases inorganicos (Hz, O2, N2, CH4 e CO2) por TCD e BID e encontraram



21

uma relagao sinal-ruido (S / N) 100 vezes maior do que o TCD para o BID. Os autores
também estudaram compostos que continham cloro e uma mistura de alcool e
notaram uma maior sensibilidade do BID em comparacéo ao FID. Weatherly usou GC
capilar iénica com TCD e BID para analisar agua e etanol.2° Uma boa linearidade do
BID foi obtida para todas as concentragdes de agua (50 a 100% massa) tornando-o
vantajoso para o desenvolvimento de métodos de calibragdo externa para analise de

agua que nao podem ser realizados com um TCD.

Pascale desenvolveu e otimizou em 2018 um método para a determinacao de
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) em agua contaminada (niveis ug /L)
por extragdo estatica de headspace (HS) usando BID em vez do detector FID
tradicional.3?® Nesse estudo, foi observado que o método foi capaz de determinar

BTEX em concentragdes abaixo dos limites legais (mg/ L).

Em 2015, Franchina comparou o desempenho do BID com o FID para a
determinacao de uma série de padrdes (benzeno, alcoois, FAME e dois alcanos (C9
e C10)) que foi analisada junto com uma amostra de 6leo diesel no contexto de
cromatografia gasosa bidimensional abrangente com modulagédo de baixo fluxo (FM
GC x GC).332 Nesse trabalho, embora algumas desvantagens tenham sido observadas
para o sistema BID, como alta sensibilidade a contaminantes de fluxo (presenca de
contaminantes no transportador de gas: N2, Oz, H20 e sangramento de coluna), faixa
dindmica mais limitada e resposta nao linear a massa de carbono, o sistema FM GC
x GC-BID foi indicado para pesquisas de contaminagcdo de alimentos com 6leo
mineral, devido a sua maior sensibilidade (principalmente para hidrocarbonetos

saturados e aromaticos).

Frink?® comparou o TCD e o BID para descobrir se esses detectores poderiam
determinar os baixos niveis de agua nos insumos farmacéuticos ativos. Os dois
detectores foram capazes de usar cromatografia gasosa headspace (HSGC) para
analisar agua de 0 a 1000 pg, mas o BID forneceu um grande aumento de
sensibilidade (100 vezes mais sensivel a agua). Frink e Amstrong?’ estudaram o

conteudo de agua em amostras de mel.
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O novo método HSGC funcionou para TCD e BID e, devido a sua maior
sensibilidade, o BID também foi capaz de detectar simultaneamente vestigios de
outros compostos volateis no mel. A determinagao do conteudo de agua residual em
amostras a base de petréleo por TCD e BID usando HSGC também foi descrita em
outro trabalho de Frink.?2 Os autores demonstraram que a alta sensibilidade BID

permite uma razao de divisdo mais alta e formato de pico muito melhorado.

Antoniadou também conduziu em 2019, um interessante estudo comparativo
entre GC-BID e GC-FID, desta vez para a determinacdo de alcoois, alcanos,
compostos cicloalifaticos, HPAs e outros.'? A resposta BID foi fortemente dependente
das configuragbes do detector, classe quimica e analito individual. O BID foi mais
sensivel do que o FID em todas as situacdes. Além disso, a aplicabilidade e a
sensibilidade do BID excedem o FID para analitos leves e que contenham
heteroatomos. Todavia, o aumento na massa molecular tende a impactar

negativamente o desempenho do BID.

Considerando os exemplos supracitados, notamos a inexisténcia de estudos
que explorem os fatores associados a sensibilidade do BID, comparativamente a
detectores bem estabelecidos como o FID para a determinacdo de moléculas
organicas com ampla variedade estrutural, incluindo OPPs e OCPs, que geralmente
apresentam respostas mais discretas no FID. Além disso, relatos de métodos para a
determinacao destes pesticidas, utilizando o BID como detector ainda ndo foram

descritos.

1.3 Pesticidas organofosforados (OPPs) e organoclorados (OCPs)

O crescimento da populagdo mundial trouxe consigo desafios, dentre eles
desenvolver estratégias que garantissem produgao de alimentos no campo em grande
quantidade. A utilizacdo de pesticidas em lavouras trouxe essa possibilidade e logo
foi considerada indispensavel para o controle de diversas pragas.3*® OPPs e OCPs

estdo entre os principais pesticidas utilizados na agricultura.334-336
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Os OPPs geralmente derivam de ésteres, amidas ou tiois de acidos fosféricos,
fosfénico ou fosfinico.3%” Os grupos fosfato podem estar associados, por exemplo a
substituintes alquil, aril e substituintes halogenados.®3833° Os OCPs, por sua vez,
apresentam composi¢ao estrutural bastante variada, com ponto em comum a
presenga de um ou mais atomos de cloro.®*° A presencga de grupos eletrofilicos nas
estruturas de OPPs e OCPs pode contribuir para a supresséo da resposta gerada em
analises feitas no GC-FID."

OPPs s&o apontados por atuar no organismo, inibindo as colinesterases,
principalmente a acetilcolinesterase (AchE), que é essencial para a fungdo nervosa
em humanos, insetos e muitos outros animais,33°337.338 enquanto que os OCPs
podem, por exemplo, comprometer o sistema nervoso central, o sistema de defesa do
organismo, causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos.3*'-3*4 Estes pesticidas
possuem baixa degradacao e alta capacidade de bioacumulacéao, fazendo-os nocivos
nao s6 a humanos, mas também ao meio ambiente.340:345

Infelizmente, o governo brasileiro tem facilitado a liberagcdo do uso desses
compostos na agricultura em quantidades cada vez maiores e isso resultou, segundo
uma matéria publicada em janeiro de 2021 pelo g1, no maior indice histérico de
registros de agrotéxicos em 2020. Os dados utilizados sdo do Ministério da

agricultura.346

Diante dos possiveis prejuizos que compostos dessas duas classes, como por
exemplo o clorpirifés, dimetoato e endosulfan podem causar a saude humana e da
crescente utilizagdo de pesticidas na agricultura, é de suma importancia que sejam
desenvolvidos métodos analiticos que possam auxiliar no controle de suas
quantidades em alimentos, especialmente quando se trata daqueles que sédo bastante
consumidos, tais como: alface, tomate e pimentdo. De acordo com os ultimos
relatérios do Programa de Anadlise de residuos de agrotéxicos em alimentos (PARA),
estas matrizes apresentam percentuais representativos de amostras irregulares
(Tabela 3).
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Tabela 3- Numero de amostras analisadas e percentuais de amostras irregulares de
acordo com os ultimos relatérios PARA.

Relatério
Relatorio PARA 2012 | Relatéorio PARA Relatorio PARA
PARA (2011- )
(2° estagio) (2013-2015) (2017-2018)
2012)

Amostra ’ AA ‘ AAI (%) AA AAI (%) AA | AAI (%) AA AAI (%)

Alface 134 43 240 45 448 50 286 30
Pimentéao 213 90 PNA - 243 89 326 81,9
Tomate 151 12 246 16 730 32 316 34,8

Fonte: Elaborada pela autora.

(AA): Numero total de amostras analisadas; (AAl): porcentagem de amostras analisadas consideradas
irregulares; (PNA): Produto nido analisado. Fonte: Adaptada da ANVISA (2013; 2014; 2016 e
2019).347-350

O percentual de amostras analisadas consideradas irregulares (AAIl) contido
no relatério PARA de 2017-2018 mostrou-se acima da média dos anos anteriores para
pimentdo e tomate, ressaltando o quanto a identificacdo de amostras contaminadas

ainda € comum e merece atencao.

Na Tabela 4 estao ilustrados parametros fisico-quimicos para alguns OPPs e
OCPs. E possivel observar que o clorpirifos e o a-ensosulfan estio entre os pesticidas
mais persistentes no solo, tendo em vista que os tempos de degradagao tipicos em
meio aerdbico (DT 50) para estes compostos sao altos. Se avaliarmos os pesticidas
com maior potencial de contaminagdo de aguas nesta tabela, o metamidofos e o

dimetoato mereceriam destaque, dados os seus altos valores de solubilidade (S).

Para classificagao e registro de agrotdxicos, a Anvisa utiliza como base o grau
de toxicidade destes compostos, sendo elas: classe | (extremamente toxicos), classe
Il (altamente toxicos), classe Il (moderadamente téxicos), classe IV (pouco téxicos) e
classe V (improvavel de causar dano agudo). Nesse sentido, a toxicidade dos
compostos da tabela 4 variam de moderadamente toxicos a altamente toxicos,3®’
sendo importante o monitoramento de quantidades persistentes destes pesticidas em

alimentos.
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Tabela 4- Parametros fisico-quimicos dos compostos utilizados para o
desenvolvimento do método.
Kow
DT 50 no solo
Composto Grupo quimico | PV (mPa) | S(mgL™) pH=7 ) Classe
(dia)
a20°C
Metamidofos OPPs 2,3x10° 2x10° 1,62 x 10 3.5 I
Etoprofos OPPs 7,8x10 1,3x10% 9,77 x 102 13,6 I
Dimetoato OPPs 2,47x10™" 2,59x10* 5,62 x 10° 25 Il
Malationa OPPs 3,1 1,48x102 5,62 x 102 1,7x10" I
Clorpirifos OPPs 1,43x10° 1,05x10°  5,01x 10* 3,86x102 Il
Fentoato OPPs 5,3x10° 1,1x10 4,90 x 103 3,5x10 m
a-Endosulfan OCPs 8,3x10° 3,2x10" 5,5x10* 5,0x10 I
B-Endosulfan OCPs * 4,5x10" 6,76x10° * I
Profenofos OPPs 2,53x10° 2,8x10 5,01x10 0,7x10 Il
Etiona OPPs 2x10 0,2x10 1,17 x 10° 9,0x10 Il
Triazofos OPPs 1,33x10° 3,5x10 3,55 x 10° 4,4x10 Il

Fonte: Elaborada pela autora.
PV: Pressao de vapor a 25°C; (*): valor indisponivel; S: solubilidade em agua a 20°C; Kow: coeficiente
de particdo octanol-agua a PH =7 e a 20°C e DT 50: tempo de degradacgéo tipico (aerdbico). Fonte:
Adaptada de PPDB (2020)3%?

Uma avaliagao diagndstica da ultima década sobre os principais sistemas de
deteccdo e métodos QUEChERS utilizados para analise de multiplas classes de
pesticidas em diferentes tipos de frutas, realizado por Alcantara, revelou que OPPs e
OCPs estao entre os principais grupos de compostos estudados.3%® Além disso, a
maior parte das determinag¢des foram realizadas por GC-ECD, GC-MS / MS e GC-MS.
Isso ressalta a importancia do estudo desses compostos em matrizes complexas,
mostra o quanto de técnicas classicas ainda séo utilizadas para este fim e que o BID

teria espaco para ser explorado nesse contexto.

Diante do exposto, no presente trabalho inicialmente sera realizada uma
abordagem comparativa entre BID e FID para HAs, HPAs, OPPs e OCPs. Na
sequéncia, sera descrito um método desenvolvido no BID para determinacao de onze

pesticidas OPPs e OCPs nas trés hortalicas supracitadas (alface, tomate e pimentao)
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1.4 A importancia de métodos de preparo de amostra para a determinagao de

pesticidas em alimentos e o QUEChERS

A determinacao de residuos pesticidas em matrizes alimentares muitas vezes
€ complicada pois geralmente a concentragédo destes analitos nas amostras encontra-
se a niveis de tragos, havendo a necessidade de submeter as matrizes em estudo a
etapas de extracdo e / ou pré-concentragdo dos analitos de interesse.3%#3% Esses
procedimentos sao altamente importantes e podem influenciar na precisdo e
reprodutibilidade do método.356.3%7

A analise em alimentos é considerada complexa em virtude da presenca de
constituintes que sao proprios das amostras e que podem atuar dificultando a
quantificagdo dos analitos. Neste contexto, varias técnicas de preparo de amostra,
tais como extracao liquido-liquido (LLE), extragdo em fase sdlida (SPE) e dispersao
de matriz em fase sélida (ASPE), por exemplo, foram desenvolvidas e aprimoradas ao
longo do tempo, entretanto, muitas vezes demandando a utilizagdo de uma grande
quantidade de solventes organicos, longo tempo para ajuste e conclusdo do processo
ou ainda emprego de instrumentos para automagao.3%%:3%8

O QUEChERS, proposto por Anastassiades et al, em 2003, trata-se de um
meétodo de analise multiresiduos bastante utilizado na determinagéo de pesticidas em
matrizes alimentares, uma vez que traz a vantagens de ser: rapido, facil, econémico,
robusto e seguro,33%3%0 além de necessitar de quantidades pequenas de solvente e de
amostra,¢' poder ser utilizado na extracdo de varias classes de compostos, ser
aplicavel em matrizes diferentes (ambientais, alimentares e bioldgicas) e possibilitar a
realizagdo de modificagcdes no seu processo.362-366

Existem trés métodos basicos de QUEChERS: original, acetato e citrato, onde
nos dois ultimos sdo tamponados em regido basica e acida, respectivamente. O
desenvolvimento do QUEChERS acetato e citrato possibilitou trabalhar e evitar
degradacgdo de compostos sensiveis a variagdo de pH em matrizes complexas.3%3 De
uma maneira geral, o QUEChERS possui trés etapas basicas: extragéo, particdo e
clean-up.?%” Na etapa de extracdo utiliza-se como solvente extrator a acetonitrila
(MeCN). Na etapa de particdo, o uso de uma mistura de sais (MgSOs e NaCl),
proporcionam o efeito salting out, isto €, promovem a liberagdo dos analitos polares

para a fase organica, além de reduzirem a quantidade de agua no meio.
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Por fim, a etapa da limpeza (clean-up) é considerada a mais importante, uma
vez que confere o isolamento do analito da matriz.3%? Ao longo dos anos, diversas
aprimoracdes foram realizadas em cada uma destas etapas, com o intuito de obter

extragbes cada vez mais eficientes.353

1.5 Efeito matriz

A analise de amostras complexas como alimentos pode gerar um fenédmeno
denominado de efeito matriz.36836% Esse fendbmeno pode atuar intensificando ou
diminuindo o sinal do analito de interesse;3’%3"" mascarar picos ou apresentar um sinal
que coincida com o tempo de retengdo do analito, mas que é resultante de algum
componente proprio da matriz.37>373 Nesse contexto, o efeito matriz atua afetando
diretamente o método, causando uma imprecisdo ou inexatiddo dos resultados,

diminuigao da robustez e comprometimento do limite de detecg&o.36°374

O efeito matriz pode ser influenciado direta ou indiretamente pela natureza da
amostra, propriedades quimicas da matriz, nivel de concentragdo do analito e o
préprio sistema cromatografico em si. Nesse contexto, ainda que métodos de preparo
de amostra como QUEChERSs sejam utilizados para extrair e pré-concentrar o analito
de interesse de uma amostra complexa, é possivel que durante esses procedimentos
compostos que fazem parte da composi¢ao da matriz (endégenos) também sejam

extraidos e contribuam para a ocorréncia de efeito matriz.374

Essas substadncias enddgenas, que geralmente podem ser: agucares,
pigmentos ou proteinas, por exemplo,3’4 podem competir tanto pelos sitios ativos que
se encontram presentes no liner e que sdo compostos por metais e grupos silanois
livres, quanto por sitios ativos que sao resultantes da deposig¢ao de coextrativos pouco

volateis, advindos da realizagdo de diversas analises.369
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Pronunciado efeito matriz negativo tende a ocorrer nos casos em que o analito
encontra-se presente na matriz em concentragbées muito baixas. Isso se da porque
competicdo que ocorre entre as moléculas do analito e os componentes da matriz
pelos sitios ativos do liner, podem fazer com que a minima quantidade de analito
adsorvida aos sitios ativos resultem em uma diminuicdo brusca do sinal do analito, ja

que uma menor quantidade de analito conseguira de fato chegar a coluna.

Por outro lado, um acentuado efeito matriz positivo poderia ocorrer se,
atrelado ao caso anterior, alguma das substancias endégenas da matriz possuisse
um pico com tempo de retengdo que coincidisse com o apresentado pelo analito.
Nesse contexto, como a quantidade de componentes da matriz € muito maior do que
a de moléculas de analito, a minima quantidade de analito que conseguir chegar a
coluna resultara em um sinal que sera somado ao gerado pelo componente endégeno

da matriz.

Vale salientar que o liner ndo € o unico local do sistema cromatografico que
pode influenciar no efeito matriz. A coluna também pode ser uma protagonista desta
situagdo,3%® seja através da variagcdo de seu didmetro, pois aquelas com maiores
didmetros tendem a promover maiores distorgdes dos resultados obtidos ou através
de seu uso prolongado, ja que muitas vezes o efeito matriz s6 é observado ao longo

do tempo de uso da coluna e se intensifica a cada medida realizada.

Uma alternativa bastante interessante que pode minimizar o efeito matriz em
amostras complexas como vegetais, € a utilizagdo de calibragédo por sobreposicao de
matriz, o qual envolve a construg¢éo de uma curva de calibragao do analito no solvente
e no extrato da matriz.2%° Alguns trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa
utilizaram essa estratégia, tais como o de Alcantara, que observou um forte efeito
matriz para clorpirifos, etoprofés e outros organofosforados em sapoti (Manilkara
zapota), estudados por GC-MS e utilizou calibragdo por sobreposi¢cao de matriz para
minimizar esse efeito.’’® Resultados satisfatérios para validagdo do método foram
obtidos, tais como R > 0,99, recuperacgdes entre 70 e 120% e baixos valores de LD

(0,01 e 0,02 mg kg™! para clorpirifos e etoprofos, respectivamente).
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Em outro interessante trabalho, conduzido por Fernandes, também foi
utilizada sobreposicdo de matriz para estudar esses dois compostos, desta vez em
pimentao (Capsicum annuum L.).3’® Aqui, foi possivel obter satisfatoria linearidade (R
>0,99), boas recuperagées e LD de 0,003 e 0,028 mg kg™! para clorpirifos e etoprofos,

respectivamente.

A existéncia de efeito matriz pode ser avaliada para cada ponto da curva, por

meio da aplicagao da equacgéao 4.

Am

Ew = [(32) - 11.100 (4)
Nesta equacao, Ewm trata-se do efeito matriz; Am € a area do padrao obtido no
extrato da matriz e As é a area do padrao obtido no solvente.3®° A existéncia do efeito

matriz s6 é considerada se os valores obtidos estiverem fora do intervalo de 20 % <
EM < _20 %_369,371

1.5.1 Validacao de método

A validagdo consiste na realizagdo de etapas que envolvem desde
planejamentos até experimentos em laboratério, os quais em conjunto visam avaliar a
capacidade de um método de atender as exigéncias analiticas com boa confiabilidade
para a aplicacdo a que o método se destina.377-378

A seletividade, a linearidade, faixa de trabalho, o LD, LQ, a sensibilidade, a
precisao e a exatidao, sao figuras de mérito recomendados por guias, normas ou
resolugdes de o6rgaos reguladores e instituicbes competentes. De acordo com a
IUPAC, a seletividade trata-se da extensdo em que um método pode ser usado na
determinagdo de analitos particulares, em misturas ou matrizes, sem que outras
substancias que possuam comportamento semelhantes aos analitos de interesse
interfiram na analise.3"°

A seletividade pode ser avaliada de varias maneiras, sendo que uma delas é
através da comparagédo entre o perfil de um cromatograma obtido para o extrato da
matriz livre da adi¢ao de pesticidas (branco) e o cromatograma desta matriz dopada
com o (s) padrao (6es) do (s) analito (s) de interesse.30:381 O método podera ser
classificado com seletivo se os picos dos padrbes de interesse puderem ser

distinguidos dos eventuais picos interferentes que fagcam parte da matriz.
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Outra maneira interessante é através da utilizagdo de um detector como o
espectrometro de massa que possua uma biblioteca interna. Nesse caso, os picos de
interesse tém sua identidade obtida através da comparacao com uma biblioteca de
dados do equipamento. O método podera ser classificado como seletivo se o pico
gerado pela amostra possuir a identidade do pico de interesse e n&o coincidir com o
tempo de retengdo (TR) de algum componente endégeno da matriz.379:382

A linearidade esta relacionada a resposta proporcional gerada por um dado
analito em funcdo da variagdo de concentracdo numa faixa especifica (faixa de
trabalho).377:378,380.383 A escolha da faixa de trabalho deve levar em consideragéo a
concentragdo que se espera encontrar do analito, devendo idealmente estar situada
no centro da curva.’’® Para a realizagdo deste estudo, solugdes do analito em pelo
menos cinco concentracdes diferentes®’7-383 devem ser analisadas em replicatas,38°
onde nesse caso a reposta final sera resultante da média aritmética de todas as
respostas obtidas.

Para que uma reta apresente uma linearidade aceitavel, € necessario que
exista uma boa correlagao entre todos os pontos que dela fazem parte. Isso pode ser
mensurado através do fator de correlagao (R), sendo recomendado pela Anvisa que
ele seja pelo menos 0,99.377 Entretanto, muito embora consigamos obter uma curva
com correlagao = 0,99, é necessario averiguar a significancia deste parametro, o que
pode ser feito através da realizagéo do teste F."6

Os coeficientes angular e linear de uma curva também podem fornecer
informagdes adicionais acerca de um método analitico. O coeficiente angular, por
exemplo, encontra-se diretamente relacionado a sensibilidade do método em
determinar um dado composto, sendo tdo maior quanto maior for o seu valor.3’® O
coeficiente linear, por sua vez, indica o quanto os valores obtidos se distanciam do
esperado na curva.?'

O limite de detecgédo (LD) equivale a menor quantidade do analito que o
meétodo é capaz de detectar, estando intimamente correlacionado a sensibilidade do
método. Dessa maneira, quanto menor for o valor de LD para um dado analito, maior
¢ a sensibilidade do método em identifica-lo.377:378.383-385 Existem protocolos
disponiveis para a determinagao do valor de LD, tais como: método visual, sinal-ruido

e 0 baseado nos parédmetros da curva analitica.
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O método visual consiste em realizar sucessivas diluicdes e medidas de uma
solugdo do analito de concentragdo conhecida até que seja atingida a menor
concentracdo detectavel do sinal do analito. No método sinal-ruido é realizada a
diluicdo de uma solucao do analito a uma concentragdo conhecida, disperso no extrato
da matriz até que seja atingida a menor concentragdo detectavel do analito.378:381
Nesse caso, a intensidade do sinal deve ser comparada com a resposta gerada pelo
extrato da matriz livre da adicdo de qualquer padréo (matriz branca), sendo aceitavel
uma relagéo sinal-ruido de 3:1 ou de 2:1.3”® No método baseado nos pardmetros da
curva analitica, constréi-se uma curva do analito na matriz, abrangendo regides
proximas do valor de LD do mesmo.378:381

O limite de quantificagédo (LQ) trata-se da menor concentragdo do analito que
o método é capaz de quantificar com exatiddo e precisdo adequadas.377-378.383,384,386
Assim como o LD, o limite de quantificagdo pode ser determinado através do método
visual, sinal-ruido e ou 0 método baseado nos parametros da curva analitica. Para
esta situagéao, a diferenga é que as diluigdes deverao ser realizadas até que se atinja
a menor concentragdo do analito que seja possivel quantificar pelo uso do método em
questao. Além disso, enquanto na determinacéo do LD a relagao sinal-ruido aceitavel

é de 3:1 ou de 2:1, no LQ esta relagao devera ser de 10:1.381

A precisao por sua vez, “representa a dispersédo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma amostra, amostras semelhantes ou padrées sob
condigbes definidas” 38! podendo ser utilizado como medida o valor de desvio padr&o
relativo (DPR), o qual também é comumente denominado de coeficiente de variagao
(CV) (Equagao 5).377:381

CV% = 2 X 100 (5)

Nesta equacao, CV% corresponde ao coeficiente de variagéo; DP € o desvio
padrao e CM trata-se da concentracdo analisada.

A precisdo pode ser estimada por meio de varios estudos: repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade. No estudo de repetibilidade, avalia-se a
coeréncia entre os dados obtidos a partir de uma série de medidas realizadas em um
unico laboratério, mesmo analista, equipamento e materiais em um curto espaco de
tempo.38” Para a precisdo intermediaria, é analisada a coeréncia entre os resultados

obtidos em um mesmo laboratério, a partir da variagdo do analista,
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equipamento, materiais utilizados ou dias em que as analises s&o feitas.3"7-378383 No
estudo de reprodutibilidade, avalia-se a concordancia entre os resultados obtidos

através da variagéo do analista, laboratérios, equipamentos e etc.38

A exatidao é a figura de mérito que avalia o quao préximo um valor obtido a
partir de um método encontra-se de um valor que € considerado verdadeiro ou
real,377:378.383,.385 nodendo ser mensurada por exemplo, através da comparagdo com
métodos de referéncia, ensaios com material de referéncia certificado (MRCs)378:381
ou através de ensaios de recuperagdo. No estudo de comparagado com métodos de
referéncia, os resultados obtidos através do método proposto sdo comparados com
os apresentados por métodos bem estabelecidos na literatura.377-378

No ensaio com materiais de referéncia certificados, estes devem possuir
crucialmente composicdo parecida com a da matriz em estudo. Neste estudo, o
meétodo sugerido € aplicado e a média das concentragdes e suas incertezas sao
comparadas com os valores esperados.®”® O estudo de recuperagao, por sua vez, visa
avaliar a capacidade do método proposto em recuperar quantidades do analito que
foram adicionadas propositalmente a amostra ou que ja estejam presentes em
concentragbes conhecidas. Os resultados s&o expressos em porcentagem de
recuperacao (Equacao 6) e os numeros de ensaios € os niveis de fortificacdo que

devem ser utilizados variam de acordo com as diretrizes seguidas.

Rec(%) = (@) .100 (6)

Nesta equacdo, Rec (%) trata-se do percentual de recuperagao; Cx
corresponde a concentragao determinada na amostra fortificada; Cy € a concentragao
determinada na amostra branca e C: equivale a concentragdo de analito

adicionada.3"8

1.5.2 Uso do GC como ferramenta para a determinagdao de pesticidas em

alimentos
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GC pode ser bastante util na determinagao e na quantificacao de pesticidas
em alimentos. Como exemplo, podemos citar um trabalho realizado em 2019 por Chu,
em que foi utilizado GC acoplada a um espectrometro de massas (GC-MS) para
estudar residuos de pesticidas organofosforados (clorpirifés, metamidofés, dimetoato
e triazofés) em pimentdes da provincia de Shandong, China.3° Além disso, em 2020
Ramadan aplicou esta técnica, atrelada ao QUEChERS acetato para estudar
malationa em amostras de alface e tomate, provenientes de mercados da Arabia
Saudita.3®® Em 2019 Fernandes também tinha utilizado o GC-MS, desta vez para
investigar etoprofds e clorpirifds em amostras organicas e inorganicas de pimentdes
verdes, utilizando o QUEChERS citrato como método de preparo de amostras.37®

Song descreveu em 2019 um método de limpeza rapida em uma unica etapa,
baseado no QUEChERS, para determinar pesticidas de diferentes polaridades,
inclusive malationa, etoprofds e clorpirifés, onde o GC-MS / MS foi utilizado como
técnica de quantificagdo.3®' Em 2020 Ye também aplicou o GC-MS / MS combinado
com um QUEChERS aprimorado em um estudo que investigou a presenga de
pesticidas organoclorados em tomates (alfa e beta endosulfan).3%? Collimore, também
utilizou em 2020 o GC-MS, desta vez, combinado com GC-ECD, para determinar
etiona, alfa e beta endossulfan em amostras de alface e de tomate, com um
QUEChERS modificado como método de preparo de amostra.3%

Existe um interesse em desenvolver métodos baseados em cromatografia
gasosa, envolvendo diferentes tipos de detectores para o controle de pesticidas em
alimentos. No entanto, o desenvolvimento de métodos baseados na utilizagao do BID
como detector de determinagcdo de multirresiduos de pesticidas organofosforados e
organoclorados, ainda nao foi explorado, conforme mencionado anteriormente. Diante
dessa situagao, o presente trabalho traz a descricdo de um estudo comparativo entre
o GC-BID e o GC-FID, envolvendo quatro classes de compostos diferentes: HA, HPAs

e duas classes de pesticidas (OPPs e OCPs).
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Os principais fatores atrelados a sensibilidade dos detectores BID e FID para a
determinagao destes compostos foram investigados, utilizando como suporte valores
calculados de energia de ionizagao (El) e EHomo obtidos por DFT.

Além disso, também foi explorado neste trabalho a potencialidade do GC-BID
para o desenvolvimento de um método para determinagao de multirresiduos de OPPs
e OCPs em trés matrizes vegetais bastante consumidas pela populagdo brasileira

(alface, tomate e piment&o).
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2 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo da literatura para mapear as principais aplicagdes e
potencialidades do BID e investigar os fatores que contribuem para a sensibilidade
deste detector em um estudo comparativo com o FID para 30 compostos (HAs, HPAs,
OPPs e OCPs), utilizando energia de ionizagcédo (El) e energia do orbital HOMO
(EHomo), obtidos por teoria da densidade funcional (DFT). Além disso, explorar a
potencialidade do GC-BID para o desenvolvimento de um método para determinagéao

de onze pesticidas OPPs e OCPs em matrizes vegetais.

2.1 Objetivos especificos

+ Realizar uma revisdo da literatura para mapear as principais aplicacdes e
potencialidades do uso do BID em GC;

+ Otimizacdo das condigbes cromatograficas para a obtengdo de respostas
experimentais para HAs, HPAs, OPPs e OCPs no GC-BID e GC-FID;

4+ Obter El e EHOMO por DFT para todos os compostos estudados;

+ Estabelecer os fatores que contribuem para a sensibilidade do BID e comparar
com o FID;

+ Otimizar e validar as condigbes cromatograficas para a determinagdo de
pesticidas OPPs e OCPs por GC-BID em alface, tomate e pimentao;

+ Utilizar o QUEChERS para o preparo das amostras de alface, tomate e
pimentao;

+ Aplicar o método desenvolvido no GC-BID em amostras orgéanicas de alface,

tomate e pimentao, coletadas em diferentes locais de Fortaleza.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentagao e reagentes

Para a realizagdo do presente trabalho, foi utilizado um cromatégrafo gasoso
Tracera GC-2010 Plus (Shimadzu Scientific, Kyoto, Japan), acoplado a um BID,
utilizando hélio 5.0 (99,999% de pureza) como gas de arraste e para a geragao do
plasma. O hélio foi submetido a um filtro de purificagao de hélio e de nitrogénio, obtido

da VICI Valco Instruments Co.Inc, antes de ser conduzido ao sistema cromatografico.

Utilizou-se um GC-FID (GC17-Shimadzu), usando hidrogénio 4.5 como gas
de arraste e ar sintético 5.0 como make up, onde a razdo de Hz:ar sintético foi de
10:300 mL / min. Um GC-MS (ShimadzuQP-2010plus) também foi utilizado
juntamente com hélio 5.0 (99,999% de pureza) como gas de arraste. Todos os ensaios
foram realizados com uma coluna capilar do tipo Equity-5 (30 m x 0,25 mm DI x 0,25),
composta de 5 % de difenil e 95 % de dimetilsiloxano, obtida da SUPELCO.

Para o preparo das solugdes padrdo das diferentes classes de compostos
estudados, foram utilizados solventes grau UV / HPLC espectroscopico acetonitrila e
diclorometano 99,9 % (v v') da Tedia e metanol de procedéncia J.T.Baker. Os
padroes de referéncia metamidofés, etoprofés, malationa, clorpirifés, fentoato,
endossulfan, profenofés, etiona, triazofés, parationa metilica, fenitrotiona,
trifenilfosfato e metidationa possuiam procedéncia Sigma-Aldrich e pureza superior a
98 %, enquanto que o dimetoato possuia procedéncia Dr Ehrenstorfer e pureza de
99,37 %.

Todos os padrdes analiticos de HPAs (naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
antraceno, pireno, fluoranteno, criseno, benzo[a]antraceno, benzo[k]fluoranteno e
benzo[a]pireno possuiam porcedéncia Sigma-Aldrich. Um mix de HAs a 1000 mg L™,
contendo cadeias de C8 a C16, foi obtido da AccuStandard, enquanto que os padrbes
individuais dos OCPs atrazina, metalocloro, 4,4’-DDE, 4,4’-DDD, 4,4’-DDT, dieldrin e
endrin, foram obtidos da Supelco (USA).

Todos os sais utilizados no método QUEChERS citrato possuiam alta pureza
(2 @ 99%) e procedéncia Sigma-Aldrich, assim como o GCB (Supelclean™ ENVI-Carb
SPE Bulk (GCB) e o0 PSA (MATRIZ SUPELCLEAN PSA SPE). Neste procedimento,

utilizou-se tubos para centrifuga tipo Falcon, com capacidades de 15 e 50 mL, fundo
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cbnico, em plastico polipropileno; vials de 2 mL de capacidade; uma centrifuga da
marca Eppendorf, modelo 543; um vortex Kasvi basic-K45-2820; um liquidificador
Walita com trés copos distintos; um banho ultrassénico do tipo Ultrassonic cleaner
1440D e tubos de Eppendorf.

3.2 Estudo comparativo entre GC-BID e GC-FID

3.2.1 Preparo das solugées

Solugdes mix de OCPs e OPPs foram preparadas, respectivamente, em
metanol e acetonitrila, enquanto que as de HAs e de HPAs foram solubilizadas em
diclorometano. Solugdes mix a 50 mg L-! foram preparadas para HPAs, OPPs e OCPs,
a partir de suas repectivas solugdes estoque que se encontravam a 1000 mg L'. Os

HAs foram diluidos até 5 mg L-' em diclorometano.

3.2.2 Anadlises no GC-BID e no GC-FID

Foram realizadas leituras das solugdes mix dos grupos de compostos
estudados (HPAs, OPPs, OCPs e HAs), utilizando o FID e BID como sistemas de
deteccdo. Os dados obtidos foram utilizados para comparar a sensibilidade de sinal
entre esses dois detectores. Todas as analises no GC-BID e no GC-FID foram
realizadas em trés dias diferentes e em replicatas, tendo sido considerada para as
discussbes a média aritmética dos dados obtidos. As injecdes foram realizadas
manualmente, utilizando um volume de injegao de 1uL, a mesma coluna e as mesmas
condi¢cdes de programagao de temperatura para cada uma das classes estudadas em
ambos os sistemas cromatograficos, seguindo as condi¢ées descritas nos itens
3.222.a3.225.

3.2.2.1 Métodos utilizados no GC-BID e GC-FID
3.2.2.2 HPAs
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Foi utilizado um fluxo de gas na coluna de 1,5 mL min™'; temperatura do injetor
a 260 °C; temperatura do detector 300 °C e uma razéo split de 1:20. Programacao de
temperatura do forno: 60 °C durante 2 min, aumento a taxa de 25 °C min™' até 200 °C,
mantendo-se por 2 min, aumento a taxa de 12 °C min™' até 300 °C, permanecendo por

10 min.

3.2.2.3 OPPs

Utilizou-se um fluxo de 1,6 mL min'; temperatura do injetor 260 °C;
temperatura do detector 300 °C e uma razao split de 1:20. Programagao de
temperatura do forno: 80 °C durante 1 min, aumento a taxa de 20 °C min™' até 210 °C,
mantendo-se por 1 min, seguido do aumento de temperatura a uma taxa de 15 °C min-
1 até 300 °C, mantendo-se por 1 min.

3.2.2.4 OCPs

Foi utilizado um fluxo de gas na coluna de 1,37 mL min™'; temperatura do
injetor 260 °C; temperatura do detector 300 °C e uma razao split de 1:20. Programacgao
de temperatura do forno: 80 °C por 1 min, aumento a taxa de 20 °C min™' até 180 °C,
aumento a taxa de 8 °C min' até 210 °C, mantendo-se por 1 min, seguido de um

aumento a taxa de 15 °C min! até 300 °C, permanecendo por 1 min.

3.2.2.5 HAs

Utilizou-se um fluxo de gas na coluna de 1,5 mL min-'; a temperatura do injetor
a 260 °C; a temperatura do detector a 300 °C, utilizando o modo de injecao splitless.
Programacao de temperatura do forno: 80 °C durante 1 min, aumento a taxa de 10 °C
min-! até 250 °C, seguido de um aumento de 25 °C min™' até 280 °C, mantendo a

temperatura por 1 min.
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3.2.3 Avaliagao da resposta do BID e do FID

Para estudar as respostas obtidas nos sistemas BID e FID, as areas obtidas
para HPAs, OPPs e OCPs foram divididas pela massa que foi direcionada a coluna,
usando o modo split (m= 2,5 ng). Como os HAs foram analisados no modo splitless,
as areas desses compostos foram divididas pela concentragdo (5 mg L'). Os dados
obtidos para HPAs, OPPs, OCPs e HAs foram posteriormente comparados com as

informagdes obtidas por DFT (El e Exomo).

3.2.4 Estudo por density functional theory (DFT)

A teoria da densidade funcional - density functional theory (DFT) foi utilizada
como ferramenta auxiliar para avaliar o comportamento experimentalmente observado
de cada classe quimica frente ao GC-BID e ao GC-FID. Para isso, os valores tedricos
de energia de ionizagao (El) e energia orbital HOMO (Exowmo) foram obtidos por DFT
nas condi¢des de trabalho de GC-BID e GC-FID para HPAs, OPPs, OCPs e HAs.

As geometrias de todos os compostos estudados foram otimizadas utilizando
DFT. Todos os calculos foram realizados com o pacote de software Gaussian 9 rev.
A02 (Gaussian Inc., Wallingford, CT),3* usando a funcional B3LYP.3953%7 A base 6-
311G(d,p) foi aplicada para todos os atomos. A minima energia potencial para as
geometrias otimizadas foi confirmada pela auséncia de frequéncias imaginarias nos

calculos de analise vibracional.

As condicbes de analise foram simuladas através do modelo de polarizacao
continua (polarization continuum model (PCM)),3% utilizando os pardmetros para
argonio. Uma vez que os valores de constante dielétrica dos gases s&o bastante
similares, é possivel fazer tal aproximagao.3%° Os valores de energia de ionizagao (El)

foram determinados pela equagéo 7.40°

EI=E(M*) — E(MP) (7)



40

Onde: E(M*) corresponde a energia da espécie ionizada e E(MP°) corresponde a

energia da espécie neutra.

3.3 Método para determinacgao de pesticidas

3.3.1 Preparo das solugées estoque para analise no GC-BID

Solugdes monocomponentes dos padrées na concentragdo de 1000 mg L
foram preparadas em acetonitrila e, a partir das mesmas, foram obtidas solugdes em
concentragdes de 100 e 10 mg L. Estas solugbes foram utilizadas para a construgao
de todas as curvas analiticas deste trabalho para a realizagcdo do estudo por

sobreposi¢cao de matriz.

3.3.1.1 Preparo dos extratos das amostras de: alface, tomate e piment&do

Os extratos das amostras foram preparados por meio do uso do método
QuUECHhERS citrato (Figura 8), ao qual € amplamente reportada a sua utilizagdo no
preparo de matrizes complexas como frutas para determinagdo de OPPs e OCPs. 3%
Conforme mencionado anteriormente, o método QUEChERS envolve trés etapas
basicas: extracdo, particdo e limpeza (clean-up), as quais em conjunto, tem como
principal objetivo a extragdo de eventuais pesticidas existentes em alimentos e a sua

pré-concentragao.

Para a realizagdo do método QUEChERS citrato modificado, as amostras de
alface crespa, tomate Carmem e pimentao verde foram previamente resfriadas em
uma geladeira por pelo menos duas horas, para evitar a ocorréncia do fendmeno
uptake, o qual consiste na tendéncia de os vegetais absorverem agua e residuos

presentes em suas superficies durante a lavagem.

Apos o tempo de refrigeragao, as amostras foram lavadas primeiramente com
agua de torneira e em seguida, com agua destilada. Na sequéncia, elas foram
colocadas para secar por cerca de uma hora, com a finalidade de reduzir a agua da

lavagem. Por fim, as amostras foram trituradas individualmente em um liquidificador.

Na etapa de extragao, pesou-se 10 g de amostra (alface, tomate ou piment&o),

adicionando-se, sequencialmente 10 mL de acetonitrila. A mistura foi submetida ao
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banho ultrassénico a temperatura ambiente durante 9 minutos para promover a

extragao dos pesticidas (Figura 8).

Na etapa de particéo, 4 g de MgSOa4, 1 g de NaCl, 1 g de (CsHsNazO7. 2H20)
e 0,5 g de (CeHeNa207. 1,5H20) foram acrescentados a mistura anterior sob agitagéao
no voértex e a mistura resultante foi sonicada por 9 minutos e centrifugada durante 10

minutos a 6000 rpm.

Figura 8 - Representagdo esquematica do método QUEChERS citrato modificado.

Extragio Partigao

10 mL ) ultrassom « )] ultrassom

{1 min)

— Limpeza

!”
uor.}m, \i — )

(“ mln}

(10 min) (1 min)

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: M1 é referente a mistura de 4 g de MgSQO4 + 1 g de NaCl + 1 g de (CeHsNaz07.2H20 + 0,5 g de
CeHsNa207.1,5H20, enquanto que M2 corresponde a mistura de 150 mg de MgSO4 + 25 mg de PSA.

Para a limpeza do extrato da matriz, 1 mL do sobrenadante foi retirado e
transferido para um tubo de Falcon de 15 mL, juntamente com 150 mg de MgSO4, 25
mg de PSA e 25 mg de GCB. Na sequéncia, o conteudo foi agitado no vortex,
centrifugado por 10 minutos a 6000 rpm e o extrato resultante foi posteriormente
utilizado nos estudos com o GC-BID e o GC-MS.



42

3.3.1.2 Otimizagéo das condi¢cbes cromatograficas para obtengdo do método de

determinagéo dos pesticidas de interesse

Inicialmente, solugdes monocomponentes a 10 mg L' dos pesticidas em
acetonitrila foram injetadas no GC-BID, a fim de identifica-los e determinar seus
respectivos tempos de retencdo. Na sequéncia, uma solugdo mista dos pesticidas na
mesma concentracao foi injetada no sistema cromatografico e as condi¢des utilizadas
(fluxo e rampa de temperatura, por exemplo) foram aprimoradas até que se obtivesse
um cromatograma em que os picos dos pesticidas estivessem bem resolvidos e a
separacao ocorresse em um tempo habil, que no caso foi de aproximadamente 17,5

minutos (Figura 9).

O método final consistiu na utilizacdo de um fluxo de gas na coluna de 1,7 mL
min-!, temperatura do injetor de 250 °C e temperatura do detector a 300 °C. A
Programacgao de temperatura do forno foi a seguinte: 40 °C durante 2 min, aumento a
taxa de 25 °C min" até 200 °C, seguido de aumento a taxa 7°C min"' até 280 °C e
finalmente 15 °C min' até 300 °C, mantendo essa temperatura por 2 minutos. O

volume de injecao foi de 1 L e o modo de injecao foi o splitless.

Figura 9- Cromatograma de uma solugdo mix composta pelos onze pesticidas

estudados em acetonitrila a 10 mg L', obtido no GC-BID.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-

endosulfan (7); profenoféds (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofos (11).
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3.3.2 Estudo por sobreposi¢cao de matriz
3.3.2.1 Construgéo da curva de calibragdo no solvente

Solugdes na forma de mix dos padrbes nas concentracdes de: 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0 e 50mg kg' e 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 mg kg para o metamidofés foram
preparadas a partir das solugdes monocomponentes concentradas, descritas no item
3.2.1 e injetadas no GC-BID em ftriplicata. As curvas obtidas para cada composto no

solvente foram construidas, obtendo-se as equacgdes da reta para cada situagao.

Para a escolha da faixa de trabalho, levou-se em consideragdao os valores
mais comuns de LMR para os compostos escolhidos segundo as legislagdes da
Anvisa, Espanhola e a dos Estados Unidos (Anexo A). A analise a niveis maiores de
concentragdo no caso do metamidofds justifica-se em fungao da baixa sensibilidade
exibida por este composto ao método, conforme sera discutido mais adiante nos
estudos de LD e LQ.

3.3.2.2 Construgao da curva de calibragdo no extrato da matriz (alface, tomate e

pimentéo)

Quantidades diferentes e conhecidas dos compostos na forma de um mix
foram adicionadas aos extratos das trés matrizes brancas (alface, tomate e pimentao),
utilizando os mesmos gradientes de concentragao aplicados na constru¢do da curva
de calibragdo no solvente (item 3.3.2.1). As curvas resultantes para cada composto
nas trés matrizes foram construidas, obtendo-se as equagdes da reta para cada

situacao.

3.4 Estudo das figuras de mérito

3.4.1 Estudo de seletividade

Foram obtidos os cromatogramas dos extratos de cada uma das matrizes

(alface, tomate e pimentao) livres da adi¢ao de pesticidas (amostras brancas) e os
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cromatogramas destes mesmos extratos, desta vez apds a adigao de um mix dos onze
pesticidas avaliados em uma concentragéo final de 5 mg L.

Os picos presentes nos cromatogramas das amostras brancas e nos das
amostras dopadas com pesticidas foram comparados para cada matriz e a
seletividade do método foi avaliada para cada caso, utilizando-se tanto o GC-BID,
quanto o GC-MS.

3.4.2 Estudo da Linearidade

Com o intuito de obter repostas mais confiaveis, foram realizadas multiplas
injecoes de todas as solugdes trabalhadas no GC-BID. A partir das respostas obtidas
por meio da construgdo da curva no solvente e na matriz para cada concentragcao
utilizada e da aplicagcao da equacgao de regressao linear, estimada pelo método dos
minimos quadrados, pdde-se obter os coeficientes angular (a), linear (b) e o de
determinacgao (R?) para cada pesticida nas duas situagoes.

Além disso, foram realizados estudos estatisticos de significancia da
regressao linear através do teste F e dos parametros da curva por meio do teste t de
Student, considerando um nivel de confianca de 95 % para os valores tabelados.

No teste t de Student, valores de t sdo calculados para cada um dos termos a
e b, através da aplicagado das equacdes 8 e 9 e posteriormente comparados com 0s
valores disponiveis em uma tabela, considerando o nivel de confianga, que no caso
foi de 95 %.

la—1|

tealca = Sa (8)
|b—0|
tealch = b 9)

Nas equagdes acima, a é o coeficiente angular; b é coeficiente linear; Sa e Sp
correspondem, respectivamente, ao desvio padrdo dos coeficientes angular e linear.'®
Por fim, a linearidade do método também foi avaliada considerando-se niveis
de concentragao acima da faixa de trabalho. Para tanto, solugcdes com concentracao
superiores as da faixa de trabalho foram injetadas no GC-BID até que houvesse perda

da resposta linear do método.
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3.4.3 Estudo do limite de detecgao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Os valores de limite de detecgéo (LD) de cada composto foram estimados por
meio do método visual, utilizando diluigdo sucessiva.3"83" Nesse sentido, inicialmente
as solugdes preparadas de acordo com o procedimento descrito nos itens 3.3.2.1 e
3.3.2.2 foram injetadas, até que se obtivesse a menor concentragcdo de cada composto
que produzisse um sinal equivalente a trés vezes a altura do ruido, obedecendo a
equacéao 10.

S
LD=3.XE (10)

Onde S é o sinal e R € o ruido. A partir desta equacao podemos isolar a

relacao % e obter a equacao 11.
S [
7= (11)

Considerando que para a obtencdo do valor do limite de quantificagdo de um
analito (LQ) a relagdo sinal / ruido utilizada deve ser de 10:1 (equagao 12),%®' se
substituirmos a equacdo 12 na 11, teriamos uma relagdo direta entre LD e LQ

(equagéo 13).378
LQ=10x > (12)

LQ =3,33xLD (13)

A partir dos valores de LD, obtidos experimentalmente, pode-se estimar os

valores de LQ através da aplicagéo da equagéo 13.38

3.4.4 Estudo da exatidao e da precisao

A exatiddo do método foi avaliada por meio da realizagdo de ensaios de
recuperacao, o qual se deram através da adicao de quantidades conhecidas dos
padrées as matrizes em estudo em trés niveis: baixo, médio e alto, levando-se em
consideracao as faixas de trabalho utilizadas em cada situagdo e aplicagao da
equacéo 6. Em virtude de o método possuir uma menor sensibilidade em detectar o

metamidofés os niveis de fortificagdo foram de 4,0; 6,0 e 8,0 mg kg™,
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enquanto que para os demais pesticidas as fortificagdes foram de 0,5; 2,0 e 4,0 mg
kg, respectivamente. Os valores de recuperagdo obtidos foram avaliados, assim
como os respectivos coeficientes de variagdo, de modo que fosse determinado a

exatidao e a precisdo do método proposto.

3.5 Coleta e analise das amostras reais por GC-BID

Com o intuito de averiguar a qualidade da alface, tomate e pimentdo organicos
vendidos na cidade de Fortaleza-CE no que diz respeito a presencga de pesticidas, foi
realizada uma coleta de cada uma das amostras em cinco pontos distintos da cidade,
totalizando 15 amostras. Na tentativa de aumentar a representatividade da
amostragem, todos os pontos envolvidos pertenciam a regides diferentes da cidade.
Para fins de preservacido da identidade dos pontos de coleta, todas as amostras de
alface, tomate e pimentao foram codificadas.

A coleta das amostras foi realizada na primeira quinzena de abril de 2018. As
amostras foram preparadas de acordo com o método descrito no item 3.3.1.1,
armazenadas em um freezer e, posteriormente, analisadas por GC-BID, utilizando as

condicdes descritas no item 3.3.1.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A influéncia da estrutura dos HPAs, OPPs e OCPs nas respostas do BID e do
FID

Os detectores BID e FID operam por principios semelhantes (ionizagdo do
analito e detecgao de espécies geradas na presenca de plasma frio e de chama,
respectivamente). Todavia, resultados obtidos a partir do presente estudo revelaram

que ambos os detectores respondem de formas distintas aos HPAs, OPPs e OCPs.

Foi possivel notar que o BID apresentou melhores respostas em comparacao
ao FID para todos os compostos estudados independentemente da classe quimica
(Figura 10 a 12). Por esse motivo, foi realizada uma investigacao dos possiveis

parametros que estariam associados ao desempenho do BID.

Figura 10- Cromatogramas dos HPAs obtidos por GC-BID e GC-FID.
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Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G);
benzo(a)anthraceno (H); benzo(k)fluorantheno (1) e benzo(a)pyreno (J).
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Figura 11- Cromatogramas dos OPPs obtidos por GC-BID e GC-FID.
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Dimetoato (P1); parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3); trifenilfosfato (P4); metidationa (P5); malationa
(P6); clorpirifés (P7) e profenofos (P8).

Figura 12- Cromatogramas dos OCPs obtidos por GC-BID e GC-FID.
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Atrazina (L1); metalocloro (L2); 4,4’-DDE (L3); 4,4-DDD (L4); 4,4’-DDT (L5); endrina (L6) e dieldrina
(L7).
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Antoniadou' observou a diminuicdo da resposta no BID com aumento do
numero de atomos de carbono para alcanos, enquanto no FID nao apresentou
diminui¢des evidentes. No entanto, essa tendéncia ndo ocorreu da mesma forma para
os HPAs, OPPs e OCPs estudados aqui. Péde-se notar que a resposta do FID para
os HPAs foi mais dependente da estrutura desses compostos em comparagao ao BID,
ja que houve diminui¢do da resposta com o aumento da massa molecular (Figura 13
e Figura 14). A razdo entre as respostas obtidas para todos os HPAs no BID e no FID
(BID / FID) foi cerca de 1,8, indicando que o BID foi mais sensivel que o FID para a

determinacgao de todos os HPAs nesta proporcao.

Além disso, apos separarmos esta série em dois subgrupos: HPAs-1 (HPAs
com anéis agrupados de forma linear: naftaleno, antraceno, benzo(a)antraceno e
criseno) e HPAs-2 (HPAs com anéis agrupados de forma condensada: pireno,
fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno), notamos que o BID apresentou
respostas muito préximas em ambos os casos, enquanto que o FID mostrou-se mais

sensivel para HPAs-1.

Sabe-se que o FID apresenta baixa sensibilidade a moléculas organicas que
possuem heteroatomos, como P, S, N ou O em sua composigao estrutural [3, 4]. Além
disso, a presenga de substituintes eletronegativos, como o cloro, também pode
contribuir para suprimir a resposta. O numero meédio de heteroatomos presentes nos
OPPs e em alguns OCPs estudados aqui ndo apresenta diferencas significativas que
possam ser consideradas determinantes sob a resposta do BID em ambas os grupos
(Figura 13, Figura 15 e 16).

Os OPPs e OCPs apresentaram resposta relativa BID / FID de cerca de 3,0,
evidenciando a maior sensibilidade do BID para a determinacéo de todos os pesticidas
estudados aqui. No entanto, o BID parece ser menos afetado que o FID pela presenca
de heteroatomos e de substituintes cloro, ja que os OPPs dimetoato, parationa
metilica e fenitrotiona e os OCPs 4,4’-DDE, 4,4’-DDD e 4,4’-DDT estdo entre os

compostos com melhores respostas em suas séries correspondentes (Figura 15 e 16).
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Figura 13- Estruturas dos HPAs (l); pesticidas OPPs (ll) e pesticidas OCPs(lll), estudados por GC-BID e GC-FID.
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Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G); benzo(a)anthraceno (H); benzo(k)fluorantheno (l);
benzo(a)pyreno (J); dimetoato (P1); parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3); trifenilfosfato (P4); metidationa (P5); malationa (P6); clorpirifés (P7); profenofos

(P8); atrazina (L1); metalocloro (L2); 4,4-DDE (L3); 4,4-DDD (L4); 4,4-DDT (L5); endrina (L6) e dieldrina (L7).
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Figura 14- Respostas para os HPAs estudadas por BID (lilds) e no FID (amarelo).
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Area/m (x10°)
3
Area/ m, (x107)

HPAs HPAs

PAHs-1; % PAHs-2. Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G); benzo(a)anthraceno (H);
benzo(k)fluorantheno (1); benzo(a)pyreno (J). X = 8728,30 (BID) eX = 5661,63 (FID).
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Figura 15- Respostas para os OPPs estudadas por BID (lilas) e no FID (amarelo).
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Fonte: Elaborada pela autora.

ki OPPs-A e % OPPs-B. Dimetoato (P1); parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3); trifenilfosfato (P4); metidationa (P5); malationa (P6); clorpirifés (P7);
profenofos (P8); (X = 5055,46 (BID)e X = 1879,18 (FID).
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Figura 16- Respostas para os OCPs estudadas por BID (lilas) e no FID (amarelo).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Atrazina (L1); metalocloro (L2); 4,4’-DDE (L3); 4,4’-DDD (L4); 4,4-DDT (L5); endrina (L6) e dieldrina (L7). X = 5615,82 (BID)e X = 2066,10(FID).
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Além disso, o BID apresentou uma melhoria proporcional para a determinacao
de OPPs em comparacdo ao FID. E importante ressaltar que a presenga de
substituintes no anel aromatico pode influenciar na disponibilidade eletronica da
molécula. Dessa forma, € possivel que a presenca do substituinte metila na posicao
meta ao grupo nitro na fenitrotiona pode estar associado a melhor resposta do FID
para este composto, comparado a parationa metilica (Figura 713 e 15). A metila é
doadora de elétrons e a sua presenca poderia favorecer a ocorréncia de quebras na

molécula quando submetida a ionizagdo no FID.20.401.402

Ao compararmos a fenitrotiona e a parationa metilica com o clorpirifos € o
profenofds, podemos observar que a estruturas destes dois ultimos € composta por
substituintes com menor poder retirador de elétrons (Cl e Br) do que o nitro (Figura 13
e 15). Possivelmente, isso estaria associado as melhores respostas obtidas no BID

para o segundo par de compostos, especialmente para o profenofos (Figura 15).

Tanto o BID quanto o FID apresentaram perfis de respostas semelhantes para
os OCPs estudados aqui, com excegao do 4,4’-DDD, em que o BID apresentou melhor
poder de resposta, tendo estado dentro da média dos demais OCPs (Figura 76). Esse
resultado pode estar associado ao aumento do numero de substituintes cloro do 4,4'-
DDE ao 4,4’-DDT e a diminuigao da presencga de insaturagdes. Isso contribuiria para
o aumento do efeito indutivo retirador de elétrons*®® e redugdo da disponibilidade
eletronica. Diante do discutido, temos que a resposta do BID é pouco afetada pelas

caracteristicas estruturais do OPPs e OCPs estudados aqui.

Outro ponto interessante a ser destacado € que o FID possui uma baixa
sensibilidade a compostos que contenham carboxila, carbonila e hidroxila.!
Entretanto, o BID exibiu uma melhoria da resposta para os OPPs-A que continham
esses grupos funcionais (dimetoato, metidationa e malationa), além de uma baixa
variagdo da resposta relativa (BID / FID). Esse comportamento encontra-se
condizente com o esperado, uma vez que ja foi previamente relatado pelo fabricante

para outros compostos que possuiam estas caracteristicas estruturais.?*

O fabricante também relatou um comportamento similar do BID para a
determinagao de haletos organicos, o que torna o BID ainda mais interessante que o

FID, dado que este detector tende a ser pouco sensivel a estes tipos de compostos.
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Isso poderia estar associado a baixa variagao de resposta relativa BID / FID observada

para a série de pesticidas OCPs estudados aqui.

A estabilidade do BID pdde ser constatada neste trabalho por meio da
obtengao de respostas com menores desvios padrdo em comparagao ao FID (Figura
14 a 16), isso implica em uma maior confiabilidade dos dados obtidos no sistema BID

e € altamente desejavel em analises quantitativas.

4.2 A influéncia da energia de ionizagao (El) para HPAs, OPPs e OCPs

De acordo com a IUPAC, a energia de ionizagao trata-se da energia minima
necessaria para promover a remog¢ao de um elétron de um atomo ou molécula neutra
que esteja em seu estado vibracional fundamental na fase gasosa.404405
Considerando que em ambos os detectores BID e FID o processo de deteccéo é
precedido pelo processo de ionizacdo do analito, esperariamos que uma ionizagao

mais eficiente pudesse levar a melhores respostas.

Uma forma de mensurar isso poderia ser através da avaliacdo da energia de
ionizagao (El) que cada composto teria em meio as condi¢gdes de atuacao do GC-BID
e GC-FID. Os valores de El de cada composto foram obtidos através de simulagdes
nas condi¢coes operacionais dos dois detectores, utilizando calculo computacional
baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT), conforme descrito

anteriormente no item 3.2.4.

Inicialmente foi avaliado se a El de cada molécula sofreria variagdo em funcao
das condi¢des de operagao de cada um dos detectores BID e FID. Os dados tedricos
indicam que os valores de El dos compostos nas condicdes do BID tendem a ser
inferiores aos obtidos nas condi¢gdes do FID. As variagdes apresentaram-se acima de
5 % para a maioria das situacdes, indicando que essas diferengas sdo consideraveis
(Tabela 5). E possivel que a diferenca de El esteja associada as maiores respostas

do BID para todos os grupos de compostos estudados, ja que os dados apontam que
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Tabela 5- Valores de EIl obtidos sob as condigdes do BID, do FID, variacéo entre BID e FID (AEIl) e El disponivel na literatura.

(continua)

Composto Abreviagdo | Classe | BID (eV) | FID (eV) AEIl (%) | Literatura (eV)
Octano C8 HA 8.872 9.434 6.339 9,80%/9,82°
Decano C10 HA 8.701 9.222 5.987 9,65?

Dodecano C12 HA 8.584 9.071 5.675 -

Tetradecano C14 HA 8.498 8.956 5.387 -
Hexadecano C16 HA 8.431 8.863 5.120 -
Nafatleno A HPAs 7.252 7.823 7.876 8,14%/8,12°
Acenaftileno B HPAs 7.132 7.678 7.655 8,122
Acenafteno C HPAs 6.838 7.380 7.922 7,75°
Antraceno D HPAs 6.529 7.038 7.801 7,442
Pireno E HPAs 6.589 7.086 7.547 7,432/ 7,58°
Fluoranteno F HPAs 7.039 7.533 7.004 7,92
Criseno G HPAs 6.714 7.182 6.970 7,62
Benzo[a]antraceno H HPAs 6.523 6.991 7.185 7,45%
Benzo[k]fluoranteno I HPAs 6.874 6.999 1.808 -
Benzo [a] pireno J HPAs 6.268 6.724 7.277 7,128
Dimetoato P1 OPPs 7.525 7.950 5.646 -
Parationa metilica P2 OPPs 8.110 8.617 6.249 -
Fenitrotiona P3 OPPs 7.973 8.452 6.017 -
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Tabela 5- Valores de El obtidos sob as condigdes do BID, do FID, variagcao entre BID e FID (AEI) e El disponivel na literatura.
(concluséo)

Composto Abreviagdo | Classe | BID (eV) | FID (eV) | AEI (%) | Literatura (eV)
Trifenilfosfato P4 OPPs 7.608 7.980 4.894 -
Metidationa P5 OPPs 7.476 7.936 6.152 -
Malationa P6 OPPs 7.537 7.947 5.440 -
Clorpirifés P7 OPPs 7.820 8.270 5.761 -
Profenofos P8 OPPs 7.563 8.021 6.058 -
Atrazina L1 OCPs 7.807 8.237 5.517 -
Metalocloro L2 OCPs 7.518 7.916 5.296 -
4,4’-DDE L3 OCPs 7.321 7.804 6.597 -
4,4’-DDD L4 OCPs 7.693 8.189 6.452 -
4,4’-DDT L5 OCPs 7.747 8.231 6.252 -
Endrina L6 OCPs 8.123 8.642 6.384 -
Dieldrina L7 OCPs 8.290 8.815 6.329 -

Fonte: Elaborada pela autora.

2E| obtidos do Instituto Nacional de padrdes e tecnologia - National Institute of standards and technology;*°® e ® El obtidos da Pubchem.4%”
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uma menor energia € requerida para ionizar as moléculas estudas aqui, quando estas

se encontram nas condi¢des de atuacao deste detector.

Na Tabela 5, podemos observar dados de El que estdo disponiveis na
literatura para alguns dos compostos estudados. Embora esses dados tenham sido
obtidos em condi¢des diferentes das utilizadas aqui, € possivel notar que eles sao
bastante proximos dos valores obtidos neste trabalho. Além disso, ao tragarmos um
grafico utilizando dados de Exomo obtidos no presente trabalho, em fungéo dos valores
de El disponiveis na literatura para os HPAs, podemos notar, conforme o esperado,
uma relagdo de proporcionalidade inversa (Figura 717). A partir disso, podemos

considerar que os valores de Enomo obtidos neste trabalho apresentam uma boa

coeréncia.

Figura 17- Relagao entre Exowmo e El disponiveis na literatura para HPAs.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G);
benzo(a)anthraceno (H) e benzo(a)pyreno (J).

Quando, por outro lado, utilizamos dados de El obtidos nas condigdes do BID
e do FID, é possivel observar o mesmo perfil comportamental presente na Figura 17
(Figura 18 e Figura 19). Dessa maneira, pode-se dizer que as simulag¢des utilizadas
aqui também foram adequadas para a previsao dos valores de El dos compostos

estudados.



59

Figura 18- Relacéo entre Ernowmo e El (BID) para HPAs.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G);

benzo(a)anthraceno (H) e benzo(a)pyreno (J).

Figura 19- Relacdo entre Ernowmo e El (FID) para HPAs.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno (G);

benzo(a)anthraceno (H) e benzo(a)pyreno (J).
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Outro ponto interessante € que os valores simulados de El das moléculas sob
as condicoes de atuacao do BID apresentaram-se inferiores a El prevista pelo
fabricante (13,5 a 17,5 eV),?* tendo variado de 6,27 a 8,87 eV (Tabela 5). Nesse
contexto, a energia gerada pelo sistema BID seria mais que suficiente para promover
a ionizagdo de todas as moléculas estudadas no presente trabalho. Logo, isso
justificaria o fato de o BID ter sido capaz de detectar todas as moléculas estudadas e
ressalta a sua eficiéncia como um detector com potencial para analisar uma ampla

faixa de compostos organicos.

As respostas geradas pelos detectores BID e FID mostraram ter uma
dependéncia com a El calculada por DFT para HPAs, OPPs e OCPs (Figura 20) e
algumas situagdes puderam ser notadas, como por exemplo um perfil exponencial
entre a resposta e a El para HPAs e OPPs-B, além de uma relagcdo de

proporcionalidade inversa OPPs-A (Figura 27 a 23).

O aumento da resposta devido a diminui¢ao da El era esperado, uma vez que
uma menor demanda energética deveria favorecer o processo de ionizagdo e
consequentemente a intensidade da resposta obtida. A melhor resposta BID para a
determinacgao de acenafteno, comparada ao acenaftleno, pode estar associada a uma

maior suscetibilidade do acenafteno em sofrer ionizagao no sistema BID.

O BID apresentou menor dependéncia de El para OPPs-B, uma vez que
houve um melhor ajuste dos dados da parationa metilica e da fenitrotiona no FID
(Figura 22). Além disso, os dados de El indicam que o clorpirifés € mais suscetivel a
ionizacdo do que parationa metilica e a fenitrotiona nos sistemas BID e FID. No
entanto, nao foi possivel observar uma forte dependéncia entre El e a resposta dos

dois detectores para os OCPs explorados aqui (Figura 20).

Os detectores BID e FID atuam na geragao de espécies carregadas, que se
da através de processos endotérmicos, conforme verificado por meio dos valores de
El determinados por simulagdo computacional (Tabela 5). Sabe-se que o FID se
baseia na combustdo da amostra orgénica, produzindo 6xidos de carbono e agua,
que, por se tratar de moléculas neutras, sao indetectaveis no pelo FID. Além disso, o
processo de combustao também resulta na formagao de espécies carregadas, como

o cation HCO*, que podem ser detectadas.*08:499
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Figura 20- Resposta em fungéo da El calculada sob as condi¢gées do BID e do FID para as classes de compostos estudadas.
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Figura 20- Resposta em funcao da El calculada sob as condigdes do BID e do FID para as classes de compostos estudadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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BID (A)e FID (H). HPAs (1 and IV); OPPs (Il and V) and OCPs (Il and VI). Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F); criseno
(G); benzo(a)anthraceno (H); benzo(k)fluorantheno (1); benzo(a)pyreno (J); dimetoato (P1); parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3); trifenilfosfato (P4); metidationa (P5);
malationa (P6); clorpirifés (P7); profenofos (P8); atrazina (L1); metalocloro (L2); 4,4’-DDE (L3); 4,4’-DDD (L4); 4,4’-DDT (L5); endrina (L6) e dieldrina (L7).
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Figura 21- Relacéo entre El e resposta (BID) para alguns HPAs.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E); fluoranteno (F) e criseno (G).

Figura 22- Relacéao entre El e resposta no BID (A) e no FID (B) para OPPs-B.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3); trifenilfosfato (P4) e clorpirifés (P7).
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Figura 23- Relagao entre El e resposta no BID (A) e no FID (B) para OPPs-A.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Dimetoato (P1); metidationa (P5); malationa (P6) e profenofos (P8).

Entretanto, a alta temperatura e a composicdo quimica da chama nao
favorecem a existéncia de ions, tornando-os espécies de vida curta nessas
condigdes.*'0 Isso pode resultar em um baixo sinal detectavel produzido por algumas
moléculas usando FID. Por outro lado, o processo de fotoionizacdo do BID pode
apresentar menos reacdes paralelas, uma vez que seu desempenho independe de

reacbes como a combustao.

Isso parece ter uma grande contribuicdo no poder de resposta do BID na
analise dos compostos em estudo. Tendo em vista as associagdes encontradas neste
trabalho para El, essa peculiaridade de funcionamento do BID parece ter grande

contribuicdo na resposta para os compostos estudados.

4.3 A influéncia da energia do orbital HOMO (Exowmo) para HPAs, OPPs e OCPs

Os orbitais HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) sdo caracterizados como orbitais de fronteira de uma
dada molécula.4%>4!" Em termos gerais, quanto menor for o valor da energia do HOMO
(EHomo), maior sera a diferenga de energia entre HOMO e LUMO e mais estaveis

serao os orbitais de fronteira. A estabilidade desses orbitais esta diretamente ligada
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a facilidade de uma molécula em perder elétrons.*'2413 Considerando que os elétrons
perdidos fazem parte do HOMO, a energia deste orbital tem sido frequentemente

associada a E|.412-414

Nesse contexto, semelhantemente ao caso da El, célculos baseados em DFT
foram utilizados para obter Exomo de todos os compostos estudados neste trabalho e
estes dados foram utilizados na tentativa de fazer correlagbes com as respostas

obtidas experimentalmente.

Conforme o esperado, houve uma boa concordancia entre os valores de El
calculados e Enomo para todas as séries de compostos estudadas nos detectores BID
e FID, exceto para os OPPs-B, que apresentaram variagdes bruscas da estabilidade
dos orbitais de fronteira, comparativamente a El, resultando em uma maior dispersao
dos dados (Figura 24). Todavia, a EHomo foi pouco afetada para trés conjuntos de
pesticidas organoclorados: (endrina e dieldrina), (4,4’-DDE, metolacloro e 4,4’-DDT) e
(atrazina e 4,4’-DDD) e ocasionou um comportamento semelhante em funcao da El

calculadas sob as condi¢des do BID e do FID.

A correlacédo entre El e Enomo também poderia explicar o comportamento
observado para os OPPs-A que continham grupos carbonila e ou carboxila (dimetoato,
metidationa e malationa) no que diz respeito a baixa variagao da resposta relativa BID
/ FID, uma vez que baixas variacées da Enomo estiveram associadas a pequenas

variagdes de El (Figura 24).

De uma maneira geral, a EHomo mostrou ter uma dependéncia com a
respostas observadas para os HPAs e alguns OPPs. A maior estabilizagdo do HOMO
pode estar associada as menores respostas para a fenitrotiona em relacao a parationa
metilica. No entanto, parece que o FID sofre maiores contribui¢des da El quando se
trata dos OPPs (Figura 24 e 25).

Entretanto, a estabilizacao dos orbitais de fronteira ndo apresentou uma boa
eficiéncia para ser usada isoladamente na previsao das respostas obtidas para os
compostos metidationa e benzo(a)antraceno, por exemplo, tendo sido a El mais

eficiente que a Enomo nestas situagdes e para OPPs e OCPs (sob o FID).
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Figura 24- El versus Enomo calculadas sob as condi¢des do BID e do FID para as classes de compostos estudadas.
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Figura 24- El versus Enomo calculadas sob as condigdes do BID e do FID para as classes de compostos estudadas. (continuagdo)
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Figura 25- Resposta versus Ernomo calculada sobre as condi¢gdes do BID e do FID para as classes de compostos estudadas.
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Figura 25- Resposta versus Exomo calculada sobre as condigbes do BID e do FID para as classes de compostos estudadas.
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BID (A) e FID (). HPAs (lll and IV); OPPs (V and VI) and OCPs (VII and VIII). Naftaleno (A); acenaftileno (B); acenafteno (C); antraceno (D); pireno (E);
fluoranteno (F); criseno (G); benzo(a)anthraceno (H); benzo(k)fluorantheno (1); benzo(a)pyreno (J); dimetoato (P1); parationa metilica (P2); fenitrotiona (P3);
trifenilfosfato (P4); metidationa (P5); malationa (P6); clorpirifés (P7); profenofos (P8); atrazina (L1); metalocloro (L2); 4,4-DDE (L3); 4,4’-DDD (L4); 4,4’-DDT
(L5); endrina (L6) e dieldrina (L7).
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Além disso, os HPAs-2, apresentaram o mesmo comportamento que os HPAs quando

analisados sob o FID (diminuigao da resposta com o aumento da Enowmo) (Figura 24).

Embora os calculos indiguem uma baixa variagdo da Exomo entre os trés
grupos de OCPs estudados, é possivel utilizar este parametro para explicar as
respostas desses compostos obtidas no BID e no FID, exceto para endrina e dieldrina,

que apresentaram comportamento divergente do esperado.

Considerando o discutido, isso significa que, de uma maneira geral, o modelo
de simulagbes baseado na teoria da DFT foi capaz de prever a relagao entre El e
Enomo, indicando que as simulagdes foram adequadas para a obtencao destes dois
parametros. Além disso, as tendéncias experimentais em funcdo destes dois
parametros puderam ser justificadas com uma boa aceitagdo (salvo algumas

excecoes).

Em suma, compostos que demandam grandes El (sob as condi¢des do BID
ou do FID) e que consequentemente possuem orbitais de fronteira muito estaveis,
tendem a fornecer repostas mais baixas que compostos com baixa El e altas Ernowo.
Todavia, essas diferengas sdo mais sutis no BID, ja que de uma maneira geral, a
resposta do BID é pouco dependente das estruturas dos HPAs, OPPs e OCPs.

4.4 A influéncia da estrutura, El e Enomo nas respostas do BID e do FID para os
HAs estudados

Semelhantemente aos demais compostos, o BID gerou melhores respostas
do que o FID para HAs (Figura 26). A proporcao entre as respostas observadas para
estes compostos nos dois detectores foi semelhante, mas, semelhantemente as
demais situagdes, foi possivel notar uma baixa variagdo da resposta gerada no BID
para estes compostos em comparagao ao FID, dado os baixos desvios padrao
observados. Os valores de EI dos compostos no BID também foram menores que os
obtidos para o FID e isso poderia estar associado ao melhor desempenho do BID
(Tabela 5).
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Figura 26- Respostas para HAs no BID (1) e no FID (ll).
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A relagéo BID / FID para os HAs foi acentuada, apresentando uma média de

97. Esse resultado é superior a resposta relativa gerada a partir dos dados obtidos por

Antoniadou para heptano, decano e dodecano.?

Os valores calculados de El e Enomo dos HAs apresentaram uma boa

concordancia entre si e indicam que a base de dados aplicada nas simulagdes

realizadas por DFT foi adequada para prever essas relagdes (Figura 27). Além disso,

as respostas obtidas no BID e no FID puderam ser justificadas em fungao da El e da

Enomo destes compostos, havendo um pequeno desvio apenas para C14 nas duas

situacoes.
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Figura 27-Relagdes obtidas para os HAs analisados no BID e no FID.
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4.5 Método para determinacao de multiresiduos de pesticidas OPPs e OCPs

utilizando o BID

Através do estudo comparativo realizado aqui, foi possivel observar uma
melhor performance do BID para a determinagcao de OPPs e OCPs, os quais ainda
nao foram explorados com esse detector. Nesse sentido, foi estudada a possibilidade
de desenvolver um método de determinagdo de multiresiduos de pesticidas OPPs e
OCPs em vegetais, utilizando o BID como detector. Para tanto, foram avaliadas as
seguintes figuras de mérito: seletividade, efeito matriz, linearidade, limite de detecc¢ao,

limite de quantificagédo, exatidao e preciséo, conforme os itens seguintes.

4.5.1 Figuras de mérito
4.5.1.1 Seletividade

Conforme mencionado no item 3.4.1, a seletividade do método desenvolvido
foi inicialmente avaliada utilizando primeiramente o GC-BID. Dessa maneira, foi
possivel observar que no branco do alface existiam picos de intensidade relativamente
baixa que, de uma maneira geral, ndo coincidiram com os picos dos padrdes,
ilustrando uma boa seletividade do método neste extrato, exceto nos casos em que
os picos em 10,79 e 14,9 min apresentaram mesmo tempo de retengédo (TR) que o

etoprofds e o fentoato, respectivamente (Figura 28).

No que diz respeito ao pimentao, a seletividade também se mostrou boa na
maioria das situacdes, exceto para a determinacao de B-endossulfan e de etiona, uma
vez que o branco possuia picos que coincidiram com os TR desses pesticidas (Figura
29). Para o tomate, o método também se mostrou seletivo, exceto nos casos em que
os picos com TR= 14,9 e 17,45 min coincidiram com o fentoato e o triazofés,

respectivamente (Figura 30).
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Figura 28- Cromatogramas do extrato do alface dopado com os pesticidas de

interesse (A) e do branco do alface (B), obtidos no GC-BID.
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Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); o-

endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofés (11).

Figura 29- Cromatogramas do extrato do pimentdo dopado com os pesticidas de

interesse (A) e do branco do pimentao (B), obtidos no GC-BID.
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Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-

endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofos (11).
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Figura 30- Cromatogramas do extrato do tomate dopado com os pesticidas de

interesse (A) e do branco do tomate (B), obtidos no GC-BID.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Metamidofos (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); o-
endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofés (11).

Dessa maneira, como forma de evitar a ocorréncia de uma superestimagao
dos sinais do etoprofés e do fentoato (para o alface), do B-endossulfan e da etiona
(para o piment&o) e do fentoato e triazofds (para o tomate), ocasionada pela presenga
dos picos com mesmo tempo de retengdo, presentes nos cromatogramas dos
brancos, os sinais obtidos para estes padrbes nestas situagdes foram subtraidos das
areas de cada pico de seus respectivos brancos.

Quando a seletividade do método foi avaliada utilizando GC-MS (Figura 31 a
33), assim como nos casos anteriores, foi notada a existéncia de uma boa seletividade
em todas as matrizes, com excecao de algumas situagdes. Dessa maneira, foi
possivel observar a presenga de um pico no cromatograma do branco que coincidiu
com o sinal do etoprofés no alface, semelhantemente ao observado por GC-BID.
Entretanto, nenhum pico presente no cromatograma do branco desta matriz coincidiu
com o fentoato. Em vez disso, observou-se um pequeno sinal que apresentou mesmo

tempo de retengao que a etiona (Figura 31).
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No caso do tomate, um pico de baixa intensidade no cromatograma do branco,
situado em torno de 14,6 min coincidiu com o sinal da etiona (Figura 33). No pimentao,
um sinal de baixa intensidade coincidiu com o tempo de retencdo da etiona (Figura
32). Para essa matriz, ndo foi possivel constatar a presenga de interferentes que
pudessem contribuir para o sinal do B-endossulfan. Em adigao, foi possivel observar
a presenca de um pico em torno de 12,9 min, referente a presenca de fitol, que,
embora tenha apresentado uma intensidade bastante acentuada, ndao coincidiu com
nenhum dos picos dos padrdes, evidenciando ainda mais a boa seletividade do
meétodo.

O fitol trata-se de um alcool aciclico que possui cadeia longa e que esta
presente na estrutura da clorofila, dando-lhe um carater hidrofobico. A clorofila, por
sua vez, esta presente em plantas e em vegetais como o pimentao, sendo responsavel
por Ihes conferir a cor verde.*'® Logo, a presenca de fitol pode estar relacionada ao
fato de o processo de limpeza da amostra, atrelado a quantidade de GCB adicionada
nao terem sido efetivos o suficiente na remocao de toda a clorofila presente no extrato

do pimentao.

Figura 31- Cromatograma do extrato do alface dopado com os pesticidas de interesse
(A) e do branco do alface (B) obtidos no GC-MS no modo TIC.
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Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-

endosulfan (7); profenofos (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofos (11).
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Figura 32- Cromatograma do extrato do pimentdo dopado com os pesticidas de

interesse (A) e do branco do pimentao (B) obtidos no GC-MS no modo TIC.
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Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-

endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofos (11).
Figura 33- Cromatograma do extrato do tomate dopado com os pesticidas de interesse

(A) e do branco do tomate (B) obtidos no GC-MS no modo TIC.
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Nota: Metamidofés (1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-

endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofés (11)
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A identidade dos picos dos padrdes presentes nas amostras dopadas péde
ser avaliada através da analise de similaridade de acordo com a biblioteca de dados
presente no GC-MS (ANEXO ). Nesse caso, os graus de similaridades obtidos para
todos os compostos estudados foram = 95 %, confirmando a identidade dos picos
presentes nos cromatogramas dos extratos das matrizes estudadas.

Foi realizada uma comparagdo dos espectros de massa (MS) obtidos
experimentalmente para cada padrao e o disponivel na biblioteca do GC-MS. Além
disso, um terceiro MS referente a subtracdo dos fragmentos presentes no MS
experimental e dos presentes no MS tedrico (disponivel na biblioteca do
equipamento), foi gerado como forma de facilitar a identificacdo de fragmentos que
estivessem presentes em apenas um dos MS (Anexo C a M).

Por meio desse procedimento, foi observada uma boa concordancia entre o
perfil apresentado entre os MS experimentais e os tedricos dos pesticidas estudados,
visto que os fragmentos presentes eram comuns nos dois MS. Vale ressaltar que uma
maior quantidade de fragmentos foi observada nos MS experimentais do a e do -
endosulfan em comparagao com seus respectivos MS tedricos, podendo ser atribuido
a existéncia de is6topos do cloro.

De uma maneira geral, ainda que nos cromatogramas dos brancos tenham
sido observados picos interferentes, que podem estar associados a compostos
endogenos, os picos dos padrdes de interesse apresentaram excelente definicdo e
puderam ser distinguidos dos presentes nos cromatogramas dos extratos brancos das
trés matrizes estudadas na maioria das situagdes, independentemente do detector
utilizado (BID ou MS), indicando que o método desenvolvido apresenta uma boa

seletividade para os compostos de interesse.

4.5.1.2 Efeito matriz

A partir da realizagao dos procedimentos descritos nos itens 3.3.2.1 € 3.3.2.2,
foram obtidas as curvas para cada pesticida avaliado tanto no solvente quanto em
cada uma das trés matrizes estudadas. A existéncia de efeito matriz foi mensurada
em cada uma das concentragdes trabalhadas para todos os pesticidas estudados

aqui, utilizando a equacéo 4.
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Avaliando os resultados obtidos, pdde-se verificar que o efeito matriz (EM)
encontrava-se presente em todos os pontos das curvas, especialmente em 0,5 mg Kg-
' (Figura 34 e 35). Conforme o esperado, o aumento da concentragdo resultou em
uma menor interferéncia das matrizes estudadas nas respostas dos compostos,

especialmente de 3,0 a 5,0 mg Kg™'.

Os resultados obtidos também puderam evidenciar que a composi¢ao das trés
matrizes estudadas contribui para que ocorra um aumento do sinal dos analitos de 0,5
a 2,0 mg Kg', uma vez que houve predominancia de EM positivos nesta faixa de
concentragéo. Além disso, em concentragdes mais elevadas (4,0 e 5,0 mg Kg) as
matrizes tendem a causar supressao de sinal, especialmente o pimentao sob o -
endossulfan.

O metamidofds foi o unico pesticida que mostrou sofrer interferéncia das trés
matrizes ao longo de toda a faixa de trabalho (Figura 35). O EM presente apresentou
carater positivo e acentuado, especialmente no extrato do pimentao, além de uma

tendéncia geral de se intensificar com o aumento da concentragéao.

Dentre todas as matrizes estudadas, o pimentao foi a que mais ocasionou EM
de carater positivo, enquanto que uma maior frequéncia de EM negativo foi observada
no extrato do alface. Varias estratégias foram aplicadas aqui com o intuito de
aprimorar o método de extragdo, tais como: inclusdo e aumento do tempo de etapas
adicionais de centrifugacao e agitacdo. No entanto, diante do discutido aqui, outras
alternativas poderiam ser aplicadas para reduzir o EM, tais como mudancga do solvente
de extracdo por um que fosse capaz de minimizar a presenca de compostos
endogenos na fragdo, sem causar prejuizos no potencial de extragao dos pesticidas
de interesse. Outra maneira seria através da utilizacao de uma quantidade ainda maior
de GCB na etapa de limpeza, por exemplo. Contudo, independentemente da
estratégia adotada, é importante a realizagcao de estudos de recuperagéo para definir

qual resultaria em melhores resultados.
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Figura 34- EM em cada ponto da curva para os pesticidas estudados em alface, tomate e pimentéo, utilizando o GC-BID.
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Figura 35- EM em cada ponto da curva para o metamidofés em alface, tomate e

pimentao, utilizando o GC-BID.
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Nesse contexto, como forma de minimizar possiveis erros causados por EM,
foram utilizados os dados a partir das curvas construidas nos extratos das matrizes

para o desenvolvimento do método e para as analises das amostras reais.
4.5.1.3 Linearidade

Apods a escolha da faixa de trabalho e obtencao das respostas dos analitos,
em funcdo da variagdo de concentragdo, foram obtidos através da utilizacdo da
equacado de regressao linear, estimada pelo método dos minimos quadrados, a
equacao da reta e o coeficiente de correlagdo para cada pesticida (Tabela 6).
Sequencialmente, a significancia da correlagéo entre os pontos e dos parametros
resultantes (coeficientes angular (a) e linear (b)) foi avaliada através da aplicagéo de

testes especificos para cada caso.



82

Tabela 6 - Faixa linear de trabalho, equagao da reta e coeficiente de determinacao
(R?) dos pesticidas nas trés matrizes obtidos por GC-BID. (continua)

Faixa linear
Equacao da reta
Composto Matriz de trabaho R?
inicial
(mg kg™)

Alface 4,0-8,0 y =10921x — 33589 0,985
Methamidofés Tomate 4,0-8,0 y = 16913x — 54518 0,997
Pimentéao 4,0-8,0 y = 26545x — 80422 0,9979
Alface 0,5-5,0 y = 33676x — 29828 0,9971
Etoprofos Tomate 0,5-5,0 y = 40484x + 6345,1 0,998
Pimentao 0,5-5,0 y = 32037x + 17991 0,9986
Alface 0,5-5,0 y = 14770x + 1335,9 0,9981
Dimetoato Tomate 0,5-5,0 y = 24242x — 7500,1 0,9986
Pimentao 0,5-5,0 y = 23705x + 5628,2 0,9981
Alface 0,5-5,0 y = 32689x - 600,11 0,9991
Malationa Tomate 0,5-5,0 y = 38199x — 3877 0,9994
Pimentao 0,5-5,0 y= 34428x + 6660,3 0,9985
Alface 0,5-5,0 y = 32332x + 2919 0,9989
Chlorpirifés Tomate 0,5-5,0 y = 37329x + 4305,3 0,9993
Pimentao 0,5-5,0 y = 32542x + 7961 0,9994
Alface 0,5-5,0 y = 30093x -3472,1 0,9989
Fentoato Tomate 0,5-5,0 y = 36279x — 7606,9 0,9991
Pimentao 0,5-5,0 y = 31128x-2591 0,9973
Alface 0,5-5,0 y = 25676x + 4725,5 0,9995
a -Endosulfan Tomate 0,5-5,0 y = 28156x + 2099,3 0,999
Pimentao 0,5-5,0 y =22712x + 10851 0,9992
Alface 0,5-5,0 y = 10421x + 4084,6 0,9995
B- Endosulfan Tomate 0,5-5,0 y = 11596x -760,71 0,9991
Pimentao 0,5-5,0 y =10113x — 3281,7 0,9993
Alface 0,5-5,0 y = 30276x -986,54 0,9972
Profenofos Tomate 0,5-5,0 y = 34018x — 4663,5 0,9995

Pimentéo 0,5-5,0 y = 32586x + 4542 0,9982
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Tabela 6- Faixa linear de trabalho, equagéo da reta e coeficiente de determinagéo (R?)
dos pesticidas nas trés matrizes obtidos por GC-BID. (concluséo)

Faixa linear de
. Equacéo da reta
Composto Matriz trabaho (mg R?
inicial
kg™)

Alface 0,5-5,0 y =38379x + 4121 0,9991
Etiona Tomate 0,5-5,0 y =44166x + 3683,7 0,9993
Pimentéo 0,5-5,0 y =41075x + 3800,8 0,9994
Alface 0,5-5,0 y =31992x — 2499,2 0,9999
Triazofés Tomate 0,5-5,0 y = 35079x — 8746,5 0,998
Pimentéo 0,5-5,0 y = 37847x — 4556,9 0,9992

Fonte: Elaborada pela autora.

Devido a ocorréncia de efeito matriz na maioria dos casos e com o intuito de
minimizar as interferéncias causadas por esse efeito, os dados aqui discutidos serao
referentes as curvas obtidas nas matrizes (ver item 4.5.1.2).

Para todos os compostos nas trés matrizes estudadas foram obtidos valores
de R? acima de 0,99, com exceg¢ao do metamidofos no alface (Tabela 6). Com relagao
aos testes estatisticos, foi utilizado o teste F para avaliar a significancia dos valores
de R? obtidos para cada pesticida em cada uma das trés matrizes estudadas.

Nessas situagoes, o valor de R? sé é considerado significativo se F calculado
(Fcal) for maior que F tabelado (Ftb) para um nivel de confianga especifico.'® Nesse
trabalho, a averiguacéo da significancia da regresséo foi realizada para um nivel de
confianga de 95 %, tendo sido observado que em todas as situacdes os valores de
Fca foram superiores aos de Ftab, indicando significancia da regresséo para todos os
pesticidas nas trés matrizes.

Para analise da significancia dos coeficientes angular e linear, utilizando o
teste t de Student, se para um dado parametro o valor de t calculado (tcal) apresentou-
se maior que o de t tabelado (tap), 0 pardmetro em questdo foi considerado
significativo e levado em consideracdo na equagao da reta (Tabela 7). Em
contrapartida, para o caso em que o valor de tca foi menor que o de tab, 0 pardametro
em analise foi considerado insignificante, ndo tendo sido considerado na equagao final

da reta.*'®
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Tabela 7 - Resultados do teste t para analise da significancia dos parametros das curvas de calibragao obtidas por GC-BID. (continua)

Agrotoxico Matriz a Sa Teala b Sp Tealp Teste t Curva final
A 10921 777,20 14,05  -33589 4791 6,34 tear>ttab y =10921x — 33589
16913 536,42 31,53  -54518 3256,31 16,74 tear>ttab y =16913x — 54518
Metamidofos
P 26545 700,07 37,92  -80422 4315,50 18,64 tear>ttab y = 26545x — 80422
A 33606 606,09 55,45 30734 1688,65 18,20 tea>ttan y = 33676x — 29828
T 40484 1043,79 38,78 6345,1 3174,57 2,0 teal<ttab y = 40484x
Etoprofés
P 32037 688,14 46,55 17991 2266,58 7,94 tear>ttab y = 32037x + 17991
A 14770 368,24 40,11 1335,9 914,14 1,46 tea<ttab y = 14770x
T 24242 515,12 47,06 -7500,1 1192,87 6,29 tear>ttab y =24242x — 7500,1
Dimetoato
P 23705 590,70 40,13 5628,2 1788,03 3,15 tear<ttab y = 23705x
A 32689 556,02 58,79 -600,11 1683,05 0,36 teal<ttab y = 32689x
Malati T 38199 413,82 92,31 -3877 1168,50 3,32 tear>ttab y = 38199x — 3877
alationa
P 34428 589,97 58,35 6660,3 1665,89 4,0 tear>ttan y= 34428x + 6660,3
A 32332 541,76 59,68 2919 1513,24 1,93 teal<ttab y = 32332x
T 37329 557,51 66,95 4305,3 1695,61 2,54 tear<ttab y = 37329x
Clorpirifés
P 32542 356,31 91,33 7961 1006,10 7,91 tear>ttan y = 32542x + 7961
A 30093 506,98 59,36  -3472,1 1416,11 2,45 teai<ttab y = 30093x
Fentoat T 36279 499,45 72,63 -7606,9 1410,30 5,39 tear>ttab y =36279x — 7606,9
entoato
P 31128 887,09 35,33 -2591 2685,20 1,0 teal<ttab y = 31128x
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Tabela 7- Resultados do teste t para analise da significancia dos paradmetros das curvas de calibracdo obtidas por GC-BID.
(concluséo)

Agrotoxico Matriz a S. Teal,a b Sp Tealp Teste t Curva final
A 25676 326,06 78,74 4725,5 913,56 517 tcar>ttab y =25676x + 4725,5

28156 393,78 1,89 2099,3 1111,92 1,89 teal<ttab y = 28156x

a-endosulfan

P 22712 325,02 69,87 10851 986,29 11,0 tcal>ttab y =22712x + 10851
A 10421 135,72 76,77 4084,6 410,83 9,94 tca>ttab y =10421x + 4084,6

T 11596 156,81 73,94 -760,71 442,79 1,72 teal<ttab y = 11596x

B-endosulfan

P 10113 152,87 66,15 -3281,7 464,92 7,06 tca>ttab y =10113x — 3281,7

A 30276 802,35 37,73 -986,54 224113 0,44 teal<ttab y = 30276x
T 34018 377,68 90,07 -4663,5 1109,86 4,20 teal>ttab y =34018x — 4663,5

Profenofés

P 32586 805,22 40,47 4542 2448,98 1,85 teal<ttab y = 32586x

A 38379 569,12 67,43 4121 1589,68 2,59 teal<ttab y = 38379x

Eti T 44166 508,10 86,92 3683,7 1434,73 2,57 teal<ttab y = 44166x

iona

P 41075 567,61 72,36 3800,8 1726,31 2,20 tear<ttab y =41075x
A 31992 152,67 209,55 -2499,2 462,12 5,41 tca>ttab y =31992x — 2499,2
Triazofos T 35079 909,19 38,58 -8746,5 1898,98 4,61 tca>ttab y =35079x — 8746,5
P 37847 607,20 62,33 -4556,9 1268,24 3,59 tea>ttab y =37847x — 4556,9

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A= alface; T= tomate; P= piment&o; a= coeficiente angular; Sa= desvio padrdo do coeficiente angular; Tca,a = valor de t calculado para o coeficiente

angular; b= coeficiente linear; Sp= desvio padrdo do coeficiente linear; Tcap= valor de t calculado para o coeficiente linear.
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Avaliando-se o coeficiente angular das equagdes da reta obtidas, podemos
perceber que a sensibilidade de um mesmo composto sofre variacdo em fungao da
mudanga da matriz, mas que de uma maneira geral os compostos etiona, malationa e
clorpirifés estdao entre os pesticidas mais sensiveis ao método nas trés matrizes
estudadas (Tabela 7).

Além destes, pode-se observar que o método desenvolvido também se
mostrou sensivel para a determinagcdo do etoprofés e do fentoato (na matriz do
tomate) e do profenofés e triazofés nas matrizes do tomate e pimentao,
respectivamente. Uma menor sensibilidade foi observada para os pesticidas
metamidofés, dimetoato e a-endosulfan, independente da variagao da matriz.

Alcantara®’® e Fernandes®® obtiveram melhores sensibilidades para a
determinagcdo de etoprofos (em sapoti e em pimentdo, respectivamente) em
comparagao ao clorpirifos, usando GC-MS. A mesma situacao foi observada aqui para
esses dois compostos em todas as matrizes estudadas, exceto para o etoprofos no
pimentéo, que foi menos sensivel que o clorpirifos (Tabela 7).

Um estudo da faixa linear dindmica para cada pesticida no alface e no tomate
foi realizado em complemento ao estudo de linearidade com o intuito de conhecer a
faixa linear destes compostos no BID. Isso se deve em funcdo da necessidade de
conhecer as possibilidades do detector BID, uma vez que ele ainda € pouco conhecido
e explorado.

Dessa maneira, graficos de concentragao versus resposta foram construidos
para cada composto nos extratos do tomate e do pimentao, abrangendo uma faixa de
concentragéo de 0,5 a 90 mg L' para todos os pesticidas, enquanto que para o

metamidofds a faixa foi de 4,0 a 90 mg L' (Figura 36 e 37).
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Figura 36- Estudo da faixa linear dos pesticidas no extrato do alface feito por GC-BID.
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Figura 36- Estudo da faixa linear dos pesticidas no extrato do alface feito por GC-BID (continuagao).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Metamidofés (A); etoprofos (B); dimetoato (C); malationa (D); clorpirifés (E); fentoato (F); a-endosulfan (G); profenofés (H); B-endosulfan (1); etiona (J) e

triazofos (K).
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Figura 37- Estudo da faixa linear dos pesticidas no extrato do tomate feito por GC-BID (continuagao).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Metamidofds (A); etoprofos (B); dimetoato (C); malationa (D); clorpirifés (E); fentoato (F); a-endosulfan (G); profenofés (H); B-endosulfan (1); etiona (J) e

triazofos (K).
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Apods analise da Figura 36, foi possivel observar que os compostos no alface
possuem uma ampla faixa linear, ocorrendo, para a maioria deles, até uma
concentragéo de 75 mg L. Dentre todos os compostos, o profenofos foi o pesticida
gue mais se sobressaiu nesta matriz, uma vez que foi observada a ocorréncia de
resposta linear até uma concentragéo de 85 mg L', enquanto que para a malationa a

faixa linear chegou até 70 mg L.

Além disso, devido a problemas decorrentes da existéncia de uma coeluicao
do fentoato com um pico vizinho que fazia parte da composicdo do alface, néo foi
possivel realizar integracdes do pico deste pesticida em concentragbes superiores a
50 mg L, o que impossibilitou obter uma estimativa do término da sua faixa linear.
Entretanto, considerando os dados apresentados para os demais pesticidas, espera-

se que o término da sua faixa linear ocorra em uma regido semelhante.

No que diz respeito aos pesticidas no extrato do tomate, nao foi possivel
determinar o ponto em que ocorria o término da faixa linear dinadmica, uma vez que foi
observada a ocorréncia de linearidade em toda a faixa de concentragcdo estudada
(Figura 37). Assim como no caso do alface, o pico do fentoato comegou a coeluir com
um pico vizinho que provavelmente era decorrente da presenga de algum componente
enddgeno do tomate. Entretanto, € importante ressaltar que essa coeluigdo ocorreu

quando a concentragdo do composto superou 40 mg L.

4.5.1.4 Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

Conforme descrito anteriormente no item 3.4.3, os valores de LD e LQ foram
estimados para cada pesticida nas trés matrizes independentemente, por meio do
método visual, utilizando diluigdes sucessivas. De uma maneira geral, os valores de
LD variaram entre 0,004 e 0,1 mg kg™', com excegdo do metamidofds, que apresentou
valor mais pronunciado no alface (1,316 mg kg"'), evidenciando uma menor

sensibilidade do método em detecta-lo nesta matriz (Tabela 8).
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Tabela 8- Valores de LD e LQ obtidos para os pesticidas nas trés matrizes estudadas
por GC-BID. (continua)

Pesticidas Matriz LD La
(mg kg™ (mg kg™
Alface 1,316 4,387
Metamidofés Tomate 0,578 1,925
Pimentao 0,488 1,626
Alface 0,004 0,01332
Etoprofés Tomate 0,02 0,0666
Pimentao 0,1 0,333
Alface 0,004 0,01332
Dimetoato Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,1 0,333
Alface 0,1 0,333
Malationa Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,02 0,0666
Alface 0,1 0,333
Clorpirifés Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,004 0,01332
Alface 0,1 0,333
Fentoato Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,1 0,333
Alface 0,1 0,333
a-Endosulfan Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,1 0,333
Alface 0,1 0,333
B-Endosulfan Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,1 0,333
Alface 0,004 0,01332
Profenofos Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,125 0,41625
Alface 0,1 0,333
Etiona Tomate 0,1 0,333

Pimentao 0,1 0,333
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Tabela 8- Valores de LD e LQ obtidos para os pesticidas nas trés matrizes estudadas
por GC-BID. (concluséo)

LD LQ
Pesticidas Matriz y p
(mg kg™) (mg kg™)

Alface 0,1 0,333

Triazofés Tomate 0,1 0,333
Pimentao 0,02 0,0666

Fonte: Elaborada pela autora.

Além disso, foi possivel observar uma maior sensibilidade quando os
pesticidas encontravam-se presentes nos extratos do alface e do pimentao, uma vez
que os conjuntos de valores de LD foram menores que os observados para o tomate.
No que se refere aos pesticidas dispersos no tomate, o conjunto de valores obtidos
evidenciou uma sensibilidade frente ao método bastante semelhante entre eles
(Tabela 8).

No pimentdo e tomate, o etoprofos apresentou LDs pelo menos 5 vezes
inferior ao obtido por Alcantara em sapoti, enquanto que o clorpirifos foi cerca de 2,5
vezes menor no pimentdo.’”® Isso ressalta a maior sensibilidade do método
desenvolvido aqui para estes compostos nas matrizes estudadas. Além disso, o
método desenvolvido aqui foi 7 vezes mais sensivel para etoprofos (no alface) do que

o encontrado por Fernandes em piment&o.37®

No que diz respeito ao limite de quantificagédo, os valores obtidos encontram-
se situados entre 0,01332 e 0,41625 mg kg, com excegdo do metamidofds, que
apresentou comparativamente aos demais compostos, valores de LQ mais
acentuados em todas as matrizes. O valor mais acentuado foi obtido para quando o
pesticida se encontrava disperso no extrato do alface, enquanto que o menor LQ foi

para quando este composto estava no extrato do pimentdo (Tabela 8).

Em todas as situagbes os valores de LQ encontravam-se inferiores a
concentragdo mais baixa da curva analitica, com excegdo do metamidofés no alface
(Tabela 8). Diante dessa situagao, torna-se necessario a realizagdo de estudos de
exatidao e preciséo considerando a concentragao mais baixa utilizada na curva, como

forma de averiguar se tal concentragcao poderia ser utilizada para quantificagdo com
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segurancga (ver item 4.5.1.5). O LQ mostra uma relagao direta com a exatidéo e a
precisdo. Logo, em casos que uma grande precisao € requerida, o LQ deve ser

elevado.38?

Donkor 417 determinou pesticidas em algumas matrizes, dentre elas o alface e
tomate, utilizando cromatografia gasosa acoplada a um detector por captura de
elétrons (GC-ECD) para compostos organoclorados e um detector fotométrico de
chama pulsada (GC-PFPD) para os compostos organofosforados. Nesse trabalho, os
autores obtiveram valores de LD que variaram de 0,001 a 0,004 mg kg™ para o

metamidofds, etoprofés, dimetoato, clorpirifés, malationa, profenofés e a-endosulfan.

Aysal*'® validou um método para determinacdo de pesticidas em varias
matrizes, incluindo o tomate. Os autores utilizaram para os estudos GC acoplado tanto
a um detector de nitrogénio e fésforo (GC-NPD), quanto a um detector por captura de
elétrons (GC-ECD). Dessa maneira, obtiveram para o dimetoato e triazofés (ambos
analisados por GC-NPD) e para o a-endosulfan (analisado por GC-ECD), valores de

LD iguais a: 0,022; 0,014 e 0,003 mg kg™, respectivamente.

Carmo*'? validaram uma metodologia para determinagdo de pesticidas em
pimentdo e GC acoplado a um detector por microcaptura de elétrons (GC-p-ECD). Os
limites de detecgdo encontrados para o clorpirifés e o a e B-endosulfan foram,

respectivamente, 0,003 e 0,02 mg kg™'.

Comparando estes exemplos com os valores obtidos no presente trabalho
para os mesmos compostos, péde-se observar, de uma maneira geral, uma menor
sensibilidade do GC-BID em comparagdao ao GC-NPD, GC-ECD e GC-u-ECD.
Entretanto, deve-se salientar que, dependendo da legislagdo que se pretende seguir,
os valores de LMR para cada composto sofrem variagcbes e, se os valores de LQ
estiverem dentro do que estabelece o LMR da legislagdo escolhida, ndo ha motivos

para a existéncia de um LD muito baixo.

Nesse contexto, podemos tomar como exemplo o clorpirifés e o dimetoato no
tomate, que possuem valores de LD que ndo sado tdo baixos quanto os observados
nos exemplos acima, mas seus valores de LQ abrangem os LMR estabelecidos para
estes compostos pela Anvisa e a legislagdo dos Estados Unidos (ANEXO ). Neste

trabalho, embora tenham sido obtidos em varias situacdes baixos valores de LDs e
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LQs, foram utilizadas faixas superiores de trabalho, respeitando o valor médio de LMR
permitido para a maioria dos compostos. No entanto, vale salientar que os dados
obtidos aqui indicam que determinacdes em faixas inferiores de trabalho seriam

possiveis.

4.5.1.5 Exatidao e precisao

Conforme mencionado no item 3.4.4, os ensaios de recuperagdo foram
realizados através da adicdo de quantidades conhecidas dos padrées em cada uma
das trés matrizes em trés diferentes niveis de concentracdo: baixo, médio e alto
(Tabela 9).

De uma maneira geral, faixas de recuperacao situadas entre 70 e 120 % com
precisdo £ 20 % sao consideradas aceitaveis para analises a nivel de tragos.38°
Entretanto, caso a matriz em estudo seja complexa, como € o caso da estudadas no
presente trabalho, recuperagdes abaixo de 70 % podem ser consideradas aceitaveis,
sendo requerida uma faixa mais ampla para estes ensaios, com valores situados entre

50 % e 120 % com uma preciséo de + 15 %.38"

Considerando o comentado acima e os dados obtidos no presente trabalho
(Tabela 9), podemos observar que as recuperagdes a nivel baixo de fortificagdo foram
consideradas aceitaveis na maioria das situacbes, com excec¢do do clorpirifds,
profenofds, etiona e triazofds (na matriz do alface) e etoprofés, malationa, fentoato, a-

endosulfan, profenofés e etiona (no tomate).

As recuperacodes realizadas a nivel médio de fortificagcdo também mostraram-
se aceitaveis na maioria das situagdes, excetuando-se o clorpirifés (no alface e no
tomate), além do fentoato e do profenofdés (no extrato do alface). No que diz respeito
ao nivel mais alto, o metamidofés (nos extratos do alface e pimentao) e o clorpirifés,
independente do extrato que estava inserido, apresentaram valores de recuperacao

situados fora das faixas aceitaveis.
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Tabela 9- Valores médios de recuperagao e desvios padrao relativo em fungao do
nivel de fortificagdo para cada amostra estudada no GC-BID. (continua)

Nivel de fortificagao

Recuperagéo (%) + desvio padréo relativo

Composto
(mg kg™) Alface Tomate Pimentao
4,0 * 103,46 £ 12,35 75,74 £ 11,51
Metamidofos 6,0 60,98 + 13,14 84,29 + 15,03 71,92 £ 16,74
8,0 47,23 £ 2,53 77,62 + 16,37 45,03 £ 8,02
0,5 1245 +4,18 16,88 £ 9,84 *
Etoprofos 2,0 132,86 £ 5,35 105,21 £ 5,69 56,91 £ 7,84
4,0 127,47 £ 3,30 79,79 £ 4,37 73,39 + 3,99
0,5 * 103,97 + 3,03 *
Dimetoato 2,0 74,01 £ 19,66 104,60 + 3,65 84,60 £5,13
4,0 89,62 + 7,23 85,88 + 3,43 82,36 £ 4,95
0,5 * 21,67 £ 20,78 *
Malationa 2,0 99,0 £ 0,59 102,84 £ 2,05 85,29 + 3,95
4,0 96,08 * 4,86 83,70 £ 2,42 85,40 £ 2,42
0,5 10,27 £ 8,06 * *
Clorpirifés 2,0 49,51 £ 4,09 57,32 + 6,39 48,25 + 3,80
4,0 48,80 + 4,00 42,73 £ 0,91 46,98 + 1,67
0,5 * 45,09 £ 9,98 *
Fentoato 2,0 39,82 + 11,95 107,77 £ 2,31 82,57 +4,32
4,0 53,63 = 4,68 86,81 3,26 85,67 £2,43
0,5 * 33,28 + 2,06 *
a-Endosulfan 2,0 88,46 + 5,85 93,15+ 6,35 116,82 £ 5,57
4,0 98,41 + 3,03 72,87 £ 2,57 105,84 £ 3,12
0.5 9 g g
B-Endosulfan 2,0 91,75+ 4,84 79,46 £ 7,74 114,48 £ 4,6
4,0 95,19 £ 2,12 69,63 + 2,84 95,74 £ 5,59
0,5 15,92 £ 9,20 38,15+ 12,96 *
Profenofos 2,0 49,93 £7,20 76,26 £ 6,19 69,46 + 2,01
4,0 53,00 + 6,54 61,13 + 3,89 68,75 + 3,18
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Tabela 9- Valores médios de recuperagao e desvios padrao relativo em fungao do

nivel de fortificagdo para cada amostra estudada no GC-BID. (conclusao)

Nivel de fortificagao Recuperagéo (%) + desvio padrao relativo
Composto
(mg kg™) Alface Tomate Pimentao
0,5 15,91 £ 13,44 13,29 £ 13,31 *
Etiona 2,0 110,21 £ 5,02 108,84 + 3,64 89,50 + 2,01
4,0 111,72 £ 1,62 85,40 +1,43 87,96 £ 1,70
0,5 23,76 £ 7,22 * *
Triazofos 2,0 60,88 + 9,52 61,35+ 2,70 69,57 + 3,11
4,0 66,59 + 4,50 52,90 + 3,94 69,0 £ 1,92

Fonte: Elaborada pela autora.

(*) N&o houve recuperagéo na concentragéo estudada.

E importante salientar que em casos excepcionais mesmo que uma amostra
apresente recuperacao inferior a 50 %, esta pode ser considerada aceitavel, desde
que seja comprovado que os dados observados sao reprodutiveis nos trés niveis de
fortificagdo e possuem boa precisdo. Dessa maneira, a realizagdo de um estudo de
reprodutibilidade dos resultados obtidos a partir do estudo de recuperacdo poderiam
ser utilizados para avaliar se aqueles dados situados fora das faixas de recuperacao

comumente aceitos poderiam ou ndo ser considerados aceitaveis.

4.5.2 Amostras reais

Por meio da avaliagdo comparativa entre os cromatogramas das amostras
coletadas e os cromatogramas dos padrdes obtidos nos extratos das matrizes
estudadas, pdde-se observar a existéncia de picos com mesmo TR de alguns
compostos em algumas amostras de alface e de tomate. (ANEXO a P). Um pico com
mesmo TR do etoprofés foi identificado em AA2, AA3 e AT3 (Tabela 10).
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Tabela 10- Resultados obtidos para a analise das amostras reais.

Amostra Composto Quantidade
identificado (mg kg™")
AA1 a-endosulfan e 1
profenofos

AA2 Etoprofos 1,75
AA3 Etoprofos <LQ
AA4 . <LD
AA5 . i
AP1 . <LD
AP2 . il
AP3 . )
AP4 . g
AP5 . <LD
AT1 . <Ib
AT2 . <LD
AT3 Etoprofos <LQ
AT4 . <LD
AT5 . e

AA1 a AA5: amostras de alface obtidas em cinco diferentes pontos de coleta; AP1 a AP5: amostras de
pimentao obtidas em cinco diferentes pontos de coleta e AT1 a AT5: amostras de tomate obtidas em

cinco diferentes pontos de coleta.

A amostra AA1 também apresentou picos que poderiam ser devido a
presenca de a-endossulfan e profenofds. Se considerarmos que os picos identificados
pertencem aos compostos citados acima, nds teriamos que a concentracdo de
etoprofés seria de 1,75 mg kg' em AA2, enquanto em AA3 e AT2 apresentariam
quantidades abaixo da faixa de concentragao utilizada para a construgao das curvas
de calibragéo deste pesticida (0,05 e 0,15 mg kg™', respectivamente (Tabela 10). Além
disso, AA1 conteria cerca de 1,1 mg kg' de a-endossulfan e de profenofos (ANEXO
e P).

Entretanto, deve-se considerar que estes picos podem ser provenientes de
compostos enddgenos e ndo estar relacionados a presenga destes agrotdxicos nestas

amostras, ja que a identidade dos mesmos s6 poderia ser confirmada com maior
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precisdo através da utilizagao de detectores que contenham uma biblioteca de dados,
tal como o GC-MS.

No que diz respeito ao pimentdo, nenhuma das amostras apresentou picos
que pudessem ser associados a presenca dos pesticidas estudados, inferindo que
todas estavam em condigbes coerentes para comercializacdo como produtos
organicos (ANEXO ).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O primeiro mapeamento das principais aplicagdes do BID foi realizado e
indicou a inexisténcia de estudos com HPAs e pesticidas OPPs e OCPs. O estudo
também indicou varias vantagens do BID perante detectores classicos como o FID e

o TCD, principalmente no que diz respeito a determinagdo de compostos gasosos.

O estudo comparativo inédito entre BID e FID para a determinacédo de HPAs,
OOPs, OCPs e HAs revelou respostas superiores geradas no sistema BID para estes
compostos. A resposta do BID ndo é dependente da massa molecular e ndo é tao

afetada quanto o FID pela presenca de heteroatomos e substituintes eletrofilicos.

As maiores respostas obtidas no BID para HPAs, OOPs, OCPs e HAs também
puderam ser justificadas em funcdo dos menores valores de El obtidos para todas as
moléculas nas condi¢gdes do BID. Dentre os parametros calculados por DFT, avaliados
neste trabalho, a El foi o que mais pareceu ter influenciado nas respostas dos dois
detectores estudados (salvo algumas exce¢des), uma vez que os dados teoricos se
mostraram consistentes para explicar as tendéncias observadas experimentalmente,

principalmente no que diz respeito ao BID.

Os parametros estudados apresentaram maior influéncia na resposta dos
HAs, comparativamente aos demais grupos. Todavia, € importante ressaltar que
outros parametros, além dos investigados aqui, podem apresentar influéncia sob a
resposta do BID, como por exemplo a presenca de coletores e amplificadores de sinal

mais eficientes do que os contidos no sistema FID, ja que o BID é mais recente.

A avaliagao das figuras de mérito para OPPs e OCPs indicou que o método
desenvolvido apresentou, de uma maneira geral, boa seletividade, ampla faixa linear,
e aceitaveis valores de LD e LQ. O método foi exato e preciso, principalmente a niveis
mais altos de fortificacdo. O EM encontrava-se presente em todos os pontos das
curvas nas trés matrizes, principalmente em concentragbes menores e valores
acentuados foram encontrados para o metamidofos. Além disso, o pimentao e o alface

foram as matrizes que mais ocasionaram EM positivo e negativo, respectivamente.

Um estudo com amostras reais de alface, tomate e pimentdo coletadas em

diferentes pontos de Fortaleza indicou a presenga de picos com mesmo TR que o
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etoprofés, a-endossulfan e profenofos em algumas amostras de alface e tomate,
indicando a viabilidade da utilizacdo do BID para a determinagcédo de pesticidas em

matrizes alimenticias.

Em suma, os estudos realizados aqui indicaram que o BID pode ser uma
interessante alternativa para analises cromatograficas que visem a determinacao de
compostos com ampla variedade estrutural, inclusive pesticidas OPPs e OCPs, que

até entdo ndo haviam sido explorados com este detector.
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ANEXO A - LMR SEGUNDO ALGUMAS LEGISLAGOES, LEVADOS EM
CONSIDERAGAO PARA A DEFINIGAO DA FAIXA DE TRABALHO UTILIZADA.

Pesticida Matriz Local LMR(mg . Kg™)
Anvisa *
Alface Espanhola 0,01
Estados Unidos 0,1
Anvisa *
Metamidofos Tomate Espanhola 0,01
Estados Unidos 1,0
Anvisa *
Pimentao Espanhola 0,01
Estados Unidos 1,0
Anvisa *
Alface Espanhola 0,02
Estados Unidos *
Anvisa **
Etoprofos Tomate Espanhola 0,02
Estados Unidos *
Anvisa *
Pimentao Espanhola 0,02
Estados Unidos *
Anvisa *
Alface Espanhola 0,5
Estados Unidos 2,0
Anvisa 1,0
Dimetoato Tomate Espanhola 0,02
Estados Unidos 2,0
Anvisa *
Pimentao Espanhola 0,02
Estados Unidos 2,0
Anvisa 8,0
Alface Espanhola 3,0
Estados Unidos 8,0
Anvisa 3,0
Malationa Tomate Espanhola 3,0
Estados Unidos 8,0
Anvisa x*
Pimentao Espanhola 3,0
Estados Unidos *
Anvisa *
Alface Espanhola 0,05
Estados Unidos *
Anvisa 0,5
Clorpirifos Tomate Espanhola 0,5
Estados Unidos 0,5
Anvisa *
Pimentao Espanhola 0,5

Estados Unidos 1,0
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Pesticida

Matriz

Local

Fentoato

Endossulfan

Profenofos

Etiona

Triazofoés

Alface

Tomate

Pimentao

Alface

Tomate

Pimentao

Alface

Tomate

Pimentao

Alface

Tomate

Pimentao

Alface

Tomate

Pimentao

Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos
Anvisa
Espanhola
Estados Unidos

LMR(mg . Kg™)

0,05
0,05

*%*

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ndo permitido para a cultura(*); proibido no Brasil (**).351:420425
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ANEXO B - GRAU DE SIMILARIDADE DOS COMPOSTOS NAS MATRIZES
ESTUDADAS OBTIDOS A PARTIR DA BIBLIOTECA DO GC-MS.

Matriz

Composto Alface Pimentao Tomate
Metamidofos 96 % 98 % 97 %
Etoprofos 98 % 98 % 99 %
Dimetoato 98 % 98 % 99 %
Malationa 98 % 98 % 99 %
Clorpirifés 97 % 97 % 96 %
Fentoato 99 % 99 % 98 %

Fitol --- 95 %

a-Endossulfan 96 % 96 % 97 %
Profenofés 99 % 99 % 98 %
B-endossulfan 96 % 96 % 95 %
Etiona 98 % 99 % 98 %
Triazofos 99 % 99 % 96 %

Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO C - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
METAMIDOFOS (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO D - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
ETOPROFOS (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO E - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
DIMETOATO (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO F - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA A
MALATIONA (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO G - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
CLORPIRIFOS (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO H - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
FENTOATO (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.



167

ANEXO | - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O o-
ENDOSULFAN (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO J - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O §-
ENDOSULFAN (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO K - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
PROFENOFOS (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO L - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA A
ETIONA (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).

1000 5 5 =
i 125 : Bl (A)
65
i 129 171
> 79 9 157 185 03 N
JQM el '|.)‘ |l L ' TR I W) || In II 215 Jl 245 01 271 203
LAY 0 i ) et el A Lt A Al AL AR i A i A )l et ) il vl i Wl i
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
1000 B
] | (B)
o 153
125
] €
14 129 {54 7 ks 203
I’I Il 7l] 99 | Il ‘ 1 1 V\ ‘ | ‘ ‘ :h I 2“3
R e e ] e L ] e e e e L e ] ) e 0 Al L A s A |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
1000
] . . ' 153 (C)
(}54 I s | 109 I P s T s w5 s %2 21 294

LBAGRLALY L Ld L d L A Ld d M ) L W  Lad Ld L L ) it Ll L) Lt LA L L ) L L L M) W L L L A Al e L L ) W Al L L A L L |

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
miz

Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO M - ESPECTRO DE MASSA OBTIDO EXPERIMENTALMENTE PARA O
TRIAZOFOS (A); ESPECTRO DE MASSA DISPONIVEL NA BIBLIOTECA DO
EQUIPAMENTO (B) E EM C, ESPECTRO SUBTRAIDO (A-B).
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Fonte: Elaborada pela autora
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ANEXO N - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS REAIS DE ALFACE EM COMPARACAO COM UM

~

CROMATOGRAMA DE REFERENCIA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: CRA: Cromatograma de referéncia dos padrées no extrato do alface; AA1 a AA5: amostras de alface obtidas em cinco diferentes pontos de coleta. Metamidofos (1);

etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofés (11).
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ANEXO O - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS REAIS DE PIMENTAO EM COMPARACAO COM UM

~

CROMATOGRAMA DE REFERENCIA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: CRP: Cromatograma de referéncia dos padrdes no extrato do pimentdo; AP1 a AP5: amostras de pimentdo obtidas em cinco diferentes pontos de coleta. Metamidofds

(1); etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-endosulfan (7); profenofés (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofds (11).
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ANEXO P - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS REAIS DE TOMATE EM COMPARACAO COM UM
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: CRT: Cromatograma de referéncia dos padrées no extrato do tomate; AT1 a AT5: amostras de tomate obtidas em cinco diferentes pontos de coleta. Metamidofés (1);

etoprofés (2); dimetoato (3); malationa (4); clorpirifés (5); fentoato (6); a-endosulfan (7); profenofds (8); B-endosulfan (9); etiona (10) e triazofés (11).
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