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RESUMO

Tem sido observado um aumento significativo na produgdo e utilizagdo de pesticidas
nas mais diferentes lavouras para combater a a¢do de inumeras pragas, a fim de garantir um
bom rendimento na producdo de alimentos. Estas substincias sfo persistentes no meio
ambiente, promovendo grande preocupagdo quanto a sua presencga nos alimentos, o que pode
representar um problema de sadde publica. O grande desafio da andlise de pesticidas em
alimentos é devido as suas baixas concentragdes. Isso revela a necessidade de se desenvolver
métodos analiticos sensiveis capazes de quantificar estas espécies. A microextragdo com gota
unica (SDME) foi desenvolvida recentemente como uma técnica de preparo de amostras para a
andlise de pesticidas tendo como vantagens sua simplicidade, baixo custo e por ser possivel a
extracdo e pré-concentracdo dos analitos em uma tnica etapa. Dentre as matrizes mais
complexas, destaca-se a 4gua de coco que vem sendo alvo de estudos recentes na determinagdo
de pesticidas, ja que estes compostos podem estar presentes na bebida in natura ou processada.
Por outro lado, os vinhos sdo estudados pelo fato de que as substincias aplicadas nas uvas
podem passar para o mosto, durante o processo de produgdo e, consequentemente para O
produto final. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico
para a determinacdo simultdnea de 19 pesticidas usando a microextragdo com gota Unica
(SDME) e subsequente andlise por cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS). Posteriormente, aplicar o método desenvolvido em amostras reais de dgua de coco
(industrializada e natural) e vinho branco. O método de extracdo foi otimizado e validado com
sucesso para a andlise de pesticidas em niveis traco em diferentes bebidas, com limites de
detecgdo na faixa de 0,1 a 0,88 ug L e limites de quantificacio de 1,21 a 6,69 ug L. Em
amostra reais de dgua de coco constatou-se a presenga dos pesticidas sulfotep, demeton-O,
dimethoate, disulfoton, fenitrothion e malathion em concentracdes que variaram de <LQ a 12,1
ug L' (dimethoate), com as maiores concentragdes de pesticidas encontradas para as amostras
de 4dgua de coco industrializadas. Oito pesticidas (carbofuran, molinate, dimethoate, demeton-O,
fenitrothion, malathion, dursban e azoxystrobin) foram identificados e quantificados em
amostras reais de vinho branco, com concentra¢des abaixo de 31,7 pg L'l, destacando-se a
presenca de carbofuran na maioria das amostras de vinho analisadas. O método proposto
apresentou alta sensibilidade e capacidade de detectar e quantificar baixas concentragdes de

pesticidas em dgua de coco e vinho branco.

Palavras-chave: Pesticidas, Agua de coco, Vinho branco, SDME, GC-MS



ABSTRACT

A significant increase in the production and use of pesticides has been observed in many
different fields to fight the action of numerous pests, in order to ensure a good yield in food
production. These substances are persistent in the environment, being a major concern regarding
their presence in foods, which may represent a public health problem. The big challenge of the
pesticide analysis in foods is due to their low concentrations. It shows the need to develop
sensitive analytical methods, capable of quantifying these substances. Single-drop
microextraction (SDME) was recently developed as a technique of sample preparation for
pesticide analysis, with the following advantages: simplicity, low cost, and the extraction, as
well as preconcentration of analytes, is possible in a single step. Among the most complex
matrices, coconut water stands out, and has been the subject of recent studies on the
determination of pesticides, since these compounds may be present in the fresh or processed
drink. On the other hand, wines are studied by the fact that the substances applied to grapes can
pass into the must during the manufacturing process and, therefore, into the final product.
Therefore, this study aimed to develop an analytical method for the simultaneous determination
of 19 pesticide residues using single-drop microextraction (SDME) and subsequent analysis by
gas chromatography, coupled to mass spectrometry (GC-MS). Subsequently, apply the
developed method to real samples of coconut water (industrialized and natural) and white wine.
The extraction method was optimized and successfully validated for the analysis of pesticides at
trace levels in different drinks, with detection limits ranging from 0.1 to 0.88 pg L' and
quantification limits from 1.21 to 6.69 ug L. In real samples of coconut water, the pesticides
sulfotep, demeton-O, dimethoate, disulfoton, fenitrothion and malathion were found at
concentrations ranging from <LQ to 12.1 ug L' (dimethoate), with the highest pesticide
concentrations found for the industrialized samples of coconut water. Eight pesticides
(carbofuran, molinate, dimethoate, demeton-O, fenitrothion, malathion, dursban and
azoxystrobin) were identified and quantified in real samples of white wine, with concentrations
below 31.7 pg L, highlighting the presence of carbofuran in most of the wine samples
analyzed. The proposed method showed a high sensitivity and ability to detect and quantify low

levels of pesticides in coconut water and white wine.

Keywords: Pesticides, Coconut water, White wine, SDME, GC-MS
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1 INTRODUCAO

Diante do aumento da demanda por alimentos promovida pelo crescimento da
populagdo mundial, t€ém se observado um incremento significativo na producio e utilizagdo de
pesticidas nas mais diferentes lavouras. Diversos compostos sintéticos (com diferentes
denominagGes tais como agrotoxico, pesticida ou defensivo agricola) t&ém sido usados para
combater a a¢do de inlimeras pragas as lavouras, a fim de garantir um bom rendimento na
producido de alimentos.

Muitas destas substincias apresentam conhecidos maleficios a saide humana devido a
sua potencialidade carcinogénica, teratogé€nica e cumulativa. Os danos que estes compostos
podem causar a saide vdo além do momento de sua aplicacdo, podendo ser prejudiciais até
mesmo tempos ap6s terem sido aplicados, ja que sdo substancias persistentes no meio ambiente,
promovendo grande preocupacdo quanto a sua presenca nos alimentos consumidos in natura
resultando em um problema de satde publica.

Outra preocupagdo diz respeito a presenca dos pesticidas em alimentos processados,
uma vez que muitas destas substincias sdo persistentes as diferentes etapas de produgdo de
inimeros alimentos, estando presentes como contaminantes no produto final.

O grande desafio da andlise de pesticidas em diversos tipos de matrizes, sejam elas
ambientais ou alimentos, é devido as suas baixas concentracdes. Isso mostra a necessidade de se
desenvolver métodos analiticos sensiveis capazes de detectar e quantificar estas substincias nas
mais diferentes matrizes. Paralelo a isto, deve-se levar em consideracdo a complexidade da
matriz devido ao fato de que muitos compostos presentes nesta podem comprometer a detecgio
dos pesticidas em baixas concentra¢des. Para que isto seja possivel, muitas vezes € necessdria a
execucdo de vdrias etapas de preparacdo de amostras englobando extragdo, clean-up e
concentracdo executadas de forma independente, tornando o processo bastante dispendioso.

Diferentes métodos de preparacdo de amostras tem surgido com o objetivo de analisar
pesticidas em diversas matrizes. Neste sentido, técnicas como a extracdo liquido-liquido (LLE),
extragdo em fase sélida (SPE) e microextragio em fase sélida (SPME) (bem como suas
variagdes e aperfeicoamentos) tem apresentado ampla aplicagdo para a determinagdo de
pesticidas. Contudo, muitas vezes € necessdrio executar mais de uma etapa de preparacido das
amostras para a andlise dos pesticidas em niveis de trago, o que pode tornar a andlise demorada
e com um custo elevado, além de promover a execu¢do de muitos erros analiticos que podem
prejudicar na repetibilidade do método desenvolvido.

Todavia, a microextragdo com gota tnica (SDME) foi desenvolvida recentemente como

uma técnica de preparo de amostras para a andlise de pesticidas e tem apresentado algumas



vantagens com relagdo as técnicas mencionadas anteriormente tais como menor tempo para
execucdo, baixo custo, baixo consumo de solventes organicos (estando de acordo com os
principios da Quimica Verde), uso de materiais simples e por ser possivel extrair e pré-
concentrar os analitos de maneira eficiente em uma tnica etapa.

Esta técnica se baseia no principio de distribuicdo dos analitos entre a fase aquosa
(amostra) e uma microgota de solvente orgadnico exposta na ponta de uma agulha de uma
microsseringa. Apds a etapa de SDME, os analitos sdo identificados e quantificados em
diferentes instrumentos analiticos, com destaque para a cromatografia a gis e a cromatografia
liquida com seus diferentes modos de deteccdo. Atualmente, a cromatografia a gds acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) tem sido uma ferramenta bastante utilizada para a anélise de
pesticidas devido a sua sensibilidade, seletividade e versatilidade na andlise de compostos de
diferentes classes quimicas. Assim, tem sido possivel realizar a andlise de pesticidas nos mais
diferentes tipos de matrizes, principalmente em alimentos.

A 4gua de coco é uma das matrizes que vém sendo alvo de estudos recentes na
determinagdo de pesticidas, apesar de ainda ser observada uma caréncia no desenvolvimento de
métodos sensiveis para a andlise destas substancias na bebida. Os pesticidas podem contaminar
a agua de coco por meio de sua aplicacdo, seja ela por pulverizagdo sobre a copa das arvores ou
pela injecdo dos principios ativos nos caules dos coqueiros, podendo estar presentes na bebida
in natura ou processada.

Outra matriz cuja presenca de pesticidas vem causando preocupacdo entre os
pesquisadores é o vinho, uma vez que as substincias aplicadas nas uvas utilizadas para a
producdo da bebida podem passar para o mosto, durante o processo de producdo e,
consequentemente para o produto final, em concentracgdes significativamente baixas.

Diante da preocupagdo com relacdo a aplicagdo de vdrios aditivos quimicos para o
controle de pragas em diferentes lavouras e a possibilidade de contaminacdo das respectivas
matrizes citadas anteriormente, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
sensiveis e eficientes para a deteccdo de baixas concentragdes dessas substancias uma vez que
sdo conhecidos intimeros maleficios que a ingestdo desses compostos pode trazer para a saude

humana.

1.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico para a determinagdo

simultinea de 19 pesticidas de diferentes classes quimicas (organofosforado, organoclorado,

piretréide, carbamato, tiocarbamato e estrobilurina) usando a microextragdo com gota Unica



(SDME) como etapa de preparacdo de amostras e subsequente andlise por cromatografia a gés
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Posteriormente, aplicar o método desenvolvido

em amostras reais de dgua de coco (industrializada e natural) e vinho branco.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pesticidas

A populacio mundial tem apresentado um crescimento significativo nas ultimas
décadas, tornando-se necessdrio um aumento na producdo de alimentos. Porém, as restricdes
para a expansdo agricola territorial no Brasil fazem com que este aumento ocorra por meio do
crescimento da produtividade, ou seja, produzir mais no menor espago possivel, sendo que a
producdo agricola brasileira estd concentrada nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
Considerando estas regides, a expansdo parece ser problematica em decorréncia da falta de area
potencialmente agriculturavel, restando apenas o Nordeste e a Amazodnia para um possivel
aumento consideravel da area cultivada (Zarbin et al., 2009).

De acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), o Brasil
possui uma 4area total de 851 milhdes de hectares e, em outubro de 2013, estima-se que a drea
utilizada para a producéo agricola foi em torno de 67 milhdes de hectares, estando as principais

culturas apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1 — Area plantada das principais culturas brasileiras

Cultura Area plantada (ha)
Soja 27.731.072
Milho 15.311.002

Cana-de-acticar 9.497.840

Feijao 2.854.673
Arroz 2.355.299
Trigo 2.185.666
Café 2.023.526

Mandioca 1.480.350

Fonte: IBGE (2013).

Diante do crescimento demografico e o aumento na demanda por alimentos, houve a
necessidade de se utilizar pesticidas nas lavouras para garantir alimentos suficientes a populagdo
(Cabrera et al., 2008). O desenvolvimento da Sintese Organica, durante a Segunda Guerra
Mundial, e a consolidacdo do padrio tecnolégico da agricultura moderna tiveram importancia

fundamental no desenvolvimento da industria mundial de agrotéxicos (Spadotto, 2006). O



grande emprego de pesticidas organicos desde 1940 promoveu um aumento na produtividade
possibilitando o atendimento da demanda alimenticia em diversos paises (Rissato et al., 2004).
Diferentes denominagdes como agrotoxico, defensivo agricola, praguicida, pesticida e biocida
s@o usadas de maneira geral para indicar os produtos quimicos sintetizados artificialmente para
conter a acdo de pragas invasoras (animais, vegetais, insetos, dentre outros) que interferem na
qualidade ou quantidade de lavouras, alimentos, ra¢des, flores, forragens e fibras (Moragas &
Schneider, 2003).

A utilizacdo de agrotéxicos nas producdes agricolas vem ganhando cada vez mais
destaque no cendrio mundial. O Brasil € um dos maiores consumidores desses produtos
quimicos devido ao modelo agricola adotado e a ampla diversidade bioldgica, a qual favorece a
incidéncia de pragas e moléstias (Moragas & Schneider, 2003; Silva et al., 2011).

De acordo com os organismos-alvos que se deseja atingir, os pesticidas podem ser

agrupados em diferentes classes, conforme apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2 - Classificacdo dos pesticidas segundo seus alvos.

Tipo de pesticida Organismo-alvo
acaricida acaros
algicida algas
avicida passaros
bactericida bactérias
fungicida fungos
herbicida plantas
inseticida insetos
larvicida larvas de insetos
moluscicida caracOis, lesmas
nematicida nematoéides
piscicida peixes
raticida roedores

Fonte: Baird, 2002.

Estima-se que sejam utilizados, aproximadamente, 11,2 milhdes de toneladas de
pesticidas anualmente em todo o mundo, destacando-se a quantidade de substincias quimicas
téxicas que sdo lancadas no meio ambiente (Shunthirasingham et al., 2010).

A aplicagdo de pesticidas pode ocorrer por via sélida, liquida ou gasosa, sendo que a

forma liquida é a maneira predominantemente utilizada, onde uma formulagcdo é geralmente
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diluida em &4gua formando a calda, a qual é aplicada na forma de gotas por meio de
pulverizagdo. Ap6és a aplicacgdo, varios processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos
determinam o comportamento dos pesticidas no ambiente. O destino destes compostos no
ambiente é governado por processos de retencdo (adsorcdo e absor¢do), transformacio
(degradacgdo quimica e bioldgica) e de transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviacdo e carreamento

superficial), além de interagdes destes processos (Figura 1) (Spadotto, 2006).

[(oova ] (i

Sedimentn

FIGURA 1 — Destino dos pesticidas no meio ambiente. Fonte: Tomita & Beyruth, 2002.

A utilizagdo de diferentes principios ativos de agrotéxicos para o controle de pragas
certamente contribui para a reducdo de doencas no sistema produtivo agropecuario,
proporcionando um aumento na producdo agricola. Contudo, residuos desses compostos podem
permanecer no ambiente por longos periodos e causar impactos nocivos a diferentes
ecossistemas (Silva et al., 2011). Algumas das consequéncias indesejaveis do uso de pesticidas
incluem a presenca de residuos no solo, dgua e ar; residuos em plantas e tecidos animais; a
destruicdo de microrganismos do solo; efeitos prejudiciais em organismos ndo-alvo;
mortalidade de insetos benéficos; e a presenca de residuos em alimentos (Pinheiro & De
Andrade, 2009).

A presenca de residuos de pesticidas em alimentos, ar e dgua tem sido identificada
como uma provavel causa para o aumento da incidéncia de cancer e outras doengas que afetam a
satide humana (devido as suas propriedades mutagénicas, teratogénicas e a capacidade de imitar
a acdo de hormonios), tornando o monitoramento desses compostos, em diferentes matrizes, de
extrema importancia para que problemas de satide publica sejam minimizados e/ou evitados
(Pinheiro & De Andrade, 2009; Dors et al., 2011; Silva et al., 2011).

Menezes Filho et al. (2010) propuseram um método para a determinacéo simultinea de

16 pesticidas (trichlorfon, diazinon, methyl parathion, malathion, fenthion, ethion, bifenthrin,
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permethrin, cypermethrin, imazalil and prochloraz, azoxystrobin, pyraclostrobin, carbofuran,
clofentezine e difenoconazole) (7 classes quimicas diferentes) em agua, utilizando a técnica de
microextracio em fase sélida (SPME) seguida pela cromatografia a gis acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Estes autores verificaram a presenca de methyl parathion
em 5, das 26 amostras estudadas, com uma concentracio média de 0,17 ng mL"'. Também
foram constatados residuos de bifentrhin, pyraclostrobin e azoxystrobin em 3 amostras, com
concentracdes de 2,28; 3,12 e 0,15 ng mL'l, respectivamente. Vale ressaltar que os niveis de
contaminagdo de methyl parathion em 4agua subterrinea foram bastante significativos, em
comparagdo com os limites maximos estabelecidos pelo Ministério da Saude, no Brasil, (0,04
ng mL™"), uma vez que a populagio que vive préxima a drea de coleta das amostras utiliza esta
dgua para consumo pessoal.

Trabalhos de Menezes Filho et al. (2011), avaliando a presenca de 14 residuos de
pesticidas (clofentezine, carbofuran, diazinon, methyl parathion, malathion, fenthion,
thiabendazole, imazalil, bifenthrin, permethrin, prochloraz, pyraclostrobin, difenoconazole e
azoxystrobin) em manga, mostraram que todas as amostras analisadas apresentaram residuos de
bifenthrin e azoxystrobin com concentrag¢des na faixa de 18,3-57,4 mg kg™ e 12,7-55,8 mg kg,
respectivamente, apesar das concentragdes de todos os pesticidas estudados estarem abaixo dos
limites maximos aceitos pela legislagdo brasileira.

Dors et al. (2011) avaliaram a distribui¢do dos agrotoxicos bispyribac-sodium,
carbofuran, clomazone e tebuconazole em diferentes fracdes de arroz beneficiado (arroz branco,
farelo de arroz, arroz com casca, arroz parboilizado beneficiado, farelo de arroz parboilizado e
arroz parboilizado com casca), cultivado sob condi¢des controladas de aplicacdo dos
agrotéxicos. De acordo com os resultados obtidos, apenas clomazone e tebuconazole
apresentaram concentragdes dentro dos limites méximos estabelecidos pelo Codex Alimentarius
(0,1 mg kg ) para o arroz beneficiado, na safra analisada. Estes autores destacaram que para o
arroz integral, os niveis de contamina¢do podem ser maiores que os limites recomendados, uma
vez que, para a maioria dos alimentos, residuos de pesticidas sofrem uma redugio significativa
durante seu processamento.

Rodrigues et al. (2011) desenvolveram um método baseado na microextracdo em fase
s6lida no modo headspace (SPME-HS) seguida pela cromatografia a gis acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), para a determinacdo de pesticidas organofosforados
(dichlorvos, sulfotep, demeton-S, dimpylate, disulfoton, parathion, methyl parathion,
fenitrothion, chlorpyriphos e ethion) em amostras de leite de vacas expostas a estas substancias.
Residuos de chlorpyriphos foram encontrados no leite de quatro vacas pulverizadas com

formulagdes contendo este composto. Também foram detectados residuos de ethion no leite de



duas vacas. Os resultados demonstraram também que, dentro de um periodo de 24 horas, foi
possivel detectar residuos de chlorpyriphos abaixo do limite de quantificagio (13,7 ug L™"). Para
o ethion, este pdde ser detectado abaixo do limite de quantificacdo (6,5 ug L) até 72 horas apSs
a pulverizagdo do pesticida nas vacas.

Existem mais de 100 classes de substancias dentre as quais os pesticidas estio incluidos.
Algumas importantes sdo benzilureias, carbamatos, compostos organofosforados,
organoclorados, piretrédides, sulfonilureias e triazinas. Alguns compostos contém halogénios,
fosforo, enxofre ou nitrogénio (sendo que estes heteroitomos podem ter relevancia para a
detec¢do dos pesticidas), além de diferirem consideravelmente nas propriedades quimicas e
fisicas (Alder et al., 2006). A Figura 2 apresenta alguns exemplos de pesticidas pertencentes a

diferentes classes quimicas.
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FIGURA 2 - Estruturas quimicas dos pesticidas selecionados neste estudo



O uso de muitos desses compostos foi proibido devido a constatacdo do efeito
cumulativo e prejudicial que ocorre pela transferéncia de pequenas quantidades ao longo das
cadeias alimentares (Rissato et al., 2004). H4 algumas décadas, pesticidas organoclorados foram
intensivamente usados, em diversos paises, na agricultura e também para o controle de vetores
de doencas, tais como insetos. Porém, devido a persisténcia e bioacumulacdo desses compostos
no meio ambiente, muitos paises industrializados baniram o uso destes na década de 1970. Por
este fato, pesticidas menos persistentes t€m sido utilizados em grandes quantidades em muitos
paises e sdo frequentemente denominados de Pesticidas de Uso Corrente (CUPs)
(Shunthirasingham et al., 2010).

Outro problema dos pesticidas € a falta de especificidade, ou seja, além de eliminar a
praga-alvo elimina outras nido nocivas as lavouras (Zarbin et al. 2009). Os pesticidas sdo
moléculas sintetizadas capazes de afetar determinadas reacdes bioquimicas de insetos,
microrganismos, animais ou plantas que se deseja controlar ou eliminar. Sendo assim, os efeitos
da utilizacdo de pesticidas nem sempre sdo isolados, pois as comunidades t€m interagdes
reciprocas de dependéncia e cooperagdo, e a acdo sobre uma determinada populagdo pode afetar
todo o funcionamento de um ecossistema, ji que determinados processos bioquimicos s@o
comuns a diferentes seres vivos, fazendo com que possa atingir tanto os organismos alvo quanto
outros seres do ambiente. (Spadotto, 2006).

Por apresentarem alta capacidade de bioacumulacdo, toxicidade, persisténcia e serem
transportados a longas distdncias no meio ambiente, os pesticidas, assim como outras classes de
compostos organicos, sdo denominados de Poluentes Orgéanicos Persistentes (POP) (Park et al.,
2011). As propriedades fisico-quimicas dos pesticidas podem influenciar tanto no transporte e
destino desses compostos no ambiente quanto no comportamento dos mesmos durante as etapas
de identificacdo e quantificagcdo em diferentes matrizes, as quais envolvem técnicas de extragdo,
limpeza (clean up) e anélise instrumental (Silva et al., 2011).

Gebler et al. (2006) mencionam algumas propriedades fisico-quimicas importantes
quando se trata da relacdo entre os pesticidas e 0 meio ambiente, bem como da escolha de um
método de andlise adequado para cada classe quimica. Dentre estas, pode-se destacar:

- Pressdo de vapor: pode ser compreendida como a “solubilidade do produto no ar”; € levada
em conta em relacdo ao vapor de uma substincia em equilibrio com sua fase pura condensada,
seja ela liquida ou sélida;

- Constante de Henry: é a constante que explica a solubilidade dos gases na dgua; representa
uma razdo onde ha a divisdo da populagdo de moléculas de um dado composto entre a fase
gasosa e a fase aquosa da solucdo, determinando a compatibilidade relativa do composto para

cada meio até o equilibrio entre o vapor e a fase de solugao;
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- Solubilidade em dgua: pode ser definida como a abundéancia de um produto quimico por
unidade de volume na fase aquosa, quando a solugfo estd em equilibrio com o composto puro
em seu atual estado de agregacdo (sélido, liquido ou gasoso), a uma temperatura e pressdo
especificas (normalmente, 25°C e 1 atm); € considerado um dos fatores-chave para determinar
seus impactos no meio e 0 comportamento ambiental dos produtos;
- Coeficiente de particdo octanol/dgua: € o coeficiente que gera estimativa direta da
hidrofobicidade ou da tendéncia da particio de um determinado produto de um meio aquoso
para um meio organico; é dado pela razdo de particio do nimero de moléculas de uma
substincia entre dois meios ndo misciveis (octanol e dgua), e € utilizado para avaliar o grau de
transporte do produto entre estes meios.

A Tabela 3 apresenta as propriedades fisico-quimicas de alguns pesticidas de diferentes

classes quimicas.
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TABELA 3 - Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas selecionados neste estudo

Composto Férmula Classe quimica  Tipo Pressdo de vapor; Constante de Henry; Solubilidade em agua; log K,,,— pH 7; 20°C
molecular 25°C (mPa) 25°C (Pa m® mol?) 20°C (mg LY

Azoxystrobin Cp,H;7N;05 estrobilurina Fungicida 1,10x107 7,4x10” 6,7 2,5

Bifenthrin C,3H,,CIF;0, piretréide Inseticida 0,0178 7,74x10° 0,001 6,6
Formicida
Acaricida

Carbofuran C,HsNOs carbamato Inseticida 0,08 5,00x107 322 1,8
Cupinicida
Acaricida
Nematicida

Demeton-O C¢H;505PS, organofosforado  Inseticida nio mencionado nao mencionado 330 0,47
Acaricida

Diazinon C,H,;N,O5PS organofosforado  Inseticida 11,97 6,09x10 60 3,69
Acaricida

Dimethoate CsH;,NO;PS, organofosforado  Inseticida 0,247 1,42x10°° 39800 0,704
Acaricida

Disulfoton CgH;9O,PS; organofosforado  Inseticida 7,2 1,60x10™ 25 3,95
Acaricida
Fungicida

Dursban CoH;;C3NO3PS  organofosforado Inseticida 1,43 0,478 1,05 4,7

(Chlorpyriphos) Formicida
Acaricida

Endosulfan CyoHgClgO5S organoclorado Inseticida 0,83 1,48 0,32 4,75
Acaricida

Fonte: IUPAC, 2013. Continua...
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TABELA 3 - ...continuacdo...

Composto Férmula Classe quimica Tipo Pressao de vapor; Constante de Henry; Solubilidade em log K,,, — pH 7;
molecular 25°C (mPa) 25°C (Pa m® mol™) agua; 20°C (mg L) 20°C

Ethion CyH»,04P,S, organofosforado Inseticida 0,2 3,85x107 2 5,07
Acaricida

Fenitrothion CoH/,NOsPS organofosforado Inseticida 0,676 9,86x10° 19 3,32
Formicida

Fenthion C,oH;505PS, organofosforado Inseticida 0,37 2,40x10 42 4,84
Formicida
Acaricida
Cupinicida

Malathion CoH90¢PS, organofosforado Inseticida 3,1 1,00x10° 148 2,75
Acaricida

Methyl parathion CgH;(NOsPS organofosforado Inseticida 0,2 8,57x107 55 3,0
Acaricida

Molinate CoH;NOS tiocarbamato Herbicida 500 6,87x10’! 1100 2,86

Parathion C,oH4sNOsPS organofosforado Inseticida 0,89 3,02x10 12,4 3,83
Acaricida

Permethrin C,H,(Cl1,05 piretréide Inseticida 0,002 1,89x10! 0,2 0,2
Formicida

Sulfotep CgH,05P,S, organofosforado Inseticida 14 4,50x107! 10 3,99
Acaricida

Fonte: IUPAC, 2013.
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Diversos métodos analiticos tém sido propostos para a determinagdo simultinea de
multirresiduos de pesticidas em matrizes aquosas. O desenvolvimento destes métodos é
geralmente dificil ja que os compostos apresentam diferentes graus de polaridade, solubilidade e
volatilidade, bem como diferentes coeficientes de parti¢do octanol-adgua (Tabela 3), dificultando
a extragdo e andlise destes (Menezes Filho et al., 2010). Com isso, os métodos de rotina para a
determinagd@o de residuos de pesticidas no ambiente e em alimentos, normalmente, requerem
muitas etapas de preparacdo das amostras antes da andlise instrumental, tais como a extragao,

clean-up e concentracdo (Zhao et al., 2006).

2.2 Microextracao com gota tnica (SDME)

A microextracdo com solvente (SME) € uma técnica de preparagdo por meio da
extracdo e concentracdo de amostras liquidas, solidas ou gasosas com a utilizagdo de volumes
de solventes menor ou igual a 100 uL. As técnicas que envolvem SME podem ser classificadas
em duas categorias: as que expdem o solvente e as que o solvente encontra-se protegido por
uma membrana. Aquelas cujo solvente se dispde exposto incluem a microextragdo com gota
unica (SDME), microextracdo com gota tinica no modo headspace (HS-SDME), microextragdo
liquido-liquido (LLME), microextragdo liquido-liquido-liquido (LLLME) e microextragdo
liquido-liquido dispersiva (DLLME). J4 aquelas onde hd protecdo do solvente incluem a
microextracdo por fibra oca de 2 fases (HF(2)ME), frequentemente denominada de
microextracdo em fase liquida (LPME), e a microextragdo por fibra oca de 3 fases (HF(3)ME)
(Kokosa, 2013).

Varios estudos tém focado no desenvolvimento de métodos analiticos econdmicos,
miniaturizados e com baixos impactos ao meio ambiente para a preparagdo de amostras. Nesse
sentido, a técnica de microextracdo com gota unica (SDME) surgiu como o primeiro método de
SME para a preparacdo de amostras, tendo como algumas vantagens a simplicidade, rapidez,
baixo custo e ser praticamente livre de solventes (Psillakis & Kalogerakis, 2002; Zhao et al.,
2006; Kokosa, 2013).

A SDME ¢ uma implementa¢do miniaturizada da extragdo liquido-liquido (LLE)
convencional, em que apenas microlitros de solvente sdo utilizados em substituicdo as centenas
de mililitros usados no método de LLE (Hou & Lee, 2004; Jin et al., 2012). Inicialmente, a
técnica de SDME foi aplicada nos estudos de Jeannot & Cantwell (1997a) sendo,
posteriormente, aperfeicoada para uma forma mais simples de microextragdo em que uma gota
de solvente orginico permanecia presa na ponta de uma agulha de uma seringa usada em

cromatografia a gas (Jeannot & Cannotwell, 1997b; He & Lee, 1997).
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Existem diferentes modos de microextragdo por solvente que se enquadram na categoria
de microextracdo com gota tnica (SDME), os quais podem ser classificados de acordo com o
nimero de fases coexistentes no estado de equilibrio (duas ou trés fases). Os modos de duas
fases incluem a imersao direta (DI), de fluxo continuo (CF), gota a gota (DD) e gota diretamente
suspensa (DSD), enquanto para os de trés fases consistem de headspace (HS), liquido-liquido-
liquido (LLL) e uma combina¢do de LLL e DSD (Figura 3). Dentre estes, os modos mais

comumente usados para a SDME sio por headspace e por imersao direta (Jeannot et al., 2010).

Microextracio com gota
tinica (SDME)

Duas fases Trés fases
Imersdo Fluxo Gota a gota || Gota diretamente Headspace || Liquido-liquido-
direta (DI) continuo (CF) (DD) suspensa (DSD) (HS) liquido (LLL)

FIGURA 3 - Classifica¢do da microextracdo com gota tinica (SDME). Adaptado de Jeannot et
al., 2010.

Esta técnica de preparagido de amostras se baseia no principio de distribui¢do de analitos
entre uma microgota de solvente organico, na ponta de uma agulha de uma microsseringa, e a
fase aquosa (amostra). A microgota € exposta a uma amostra aquosa onde o analito é extraido
para a gota (Figura 4). Apds a extragdo, a microgota € recolhida para a microsseringa e injetada
em instrumentos de cromatografia liquida ou a gds, para posterior andlise (Psillakis &
Kalogerakis, 2002; Zhao et al., 2006; Carlos et al., 2013). Assim, uma das principais vantagens
da SDME ¢€ que a extracdo e pré-concentracdo dos analitos ocorrem simultaneamente em uma

unica etapa (Lopez-Blanco et al, 2005; Pinheiro & De Andrade, 2009; Aratjo et al., 2011).
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Microsseringa para GC —>
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FIGURA 4 — Esquema de um sistema para SDME com imersdo direta. Adaptado de Koning et
al., 2009.

Uma vez que em SDME no modo de imersdo direta o solvente de extragdo estd
diretamente em contato com a matriz aquosa, estes devem ser imisciveis em agua e, portanto,
apresentarem uma natureza apolar ou fracamente polar. Em geral, os solventes usados neste
modo sdo volateis, tais como hexano ou tolueno, fazendo com que a cromatografia a gas seja a
técnica de determinacgdo final mais utilizada em conjunto com DI-SDME. Por outro lado, a
cromatografia liquida e a eletroforese capilar t€ém sido diretamente compativeis com a LLL-
SDME e HS-SDME (Jeannot et al., 2010).

A SDME tem sido desenvolvida e aplicada para diferentes finalidades incluindo
anélises ambientais, higiene industrial, processos de monitoramento, anélises clinicas, forenses,
de alimentos (Pakade & Tewary, 2010; Lin et al., 2013).

Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso na determinag@o de diferentes classes de
substancias, tais como compostos fendlicos (Rincén et al., 2011), compostos sulfurados (Xiao et
al., 2006), aminas (Sha et al., 2010), como também para a extracdo de pesticidas (Zhao et al.,
2006; Shrivas & Wu, 2008; Zhang et al., 2008; Pinheiro et al., 2011; Pakade et al., 2013) em
diferentes matrizes.

Uma nova abordagem para a andlise de pesticidas em amostras de vegetais foi proposta
por Zhang et al. (2008) utilizando uma mistura de solventes organicos para a execugdo da etapa
de SDME seguida por GC-MS. Foi utilizada uma gota de 1uL formada pela mistura de p-xileno
e acetona (8:2). Foram analisados nove pesticidas organoclorados em amostras de repolho,
couve-flor e repolho chinés. A SDME mostrou-se como um método eficiente na determinag@o
dos analitos nas amostras de vegetais, com recuperacdes relativas entre 63% e 100%, os quais
foram detectados os pesticidas dicofol, em repolho, e dieldrin e DDE na couve-flor, com

concentracdes de 0,032 mg kg™, 0,25 mg kg e 0,17 mg kg™, respectivamente.
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O tempo necessdrio para atingir o equilibrio em SDME pode ser de alguns segundos a
horas, dependendo do grau de agitacdo, volume das fases, area de contato interfacial e constante
de distribuicdo de equilibrio. Assim, para evitar tempos elevados de andlise, SDME ¢
frequentemente realizada em condi¢ées fora do equilibrio. Mesmo nos casos em que o equilibrio
¢ atingido, € importante observar que a extracdo em SDME raramente € exaustiva, ji que uma
fracdo significativa de analito normalmente permanece na fase aquosa (amostra). Isto é
consequéncia do pequeno volume de fase organica utilizado em comparacdo ao volume de fase
aquosa, fazendo com que muitas vezes apenas uma quantidade negligencidvel de analito seja
removida da solugdo (Jeannot et al., 2010).

Apesar de ndo ser uma técnica de extracdo exaustiva, a SDME ¢ baseada no principio
que a razdo de equilibrio da concentracdo do soluto entre a fase orginica e a fase aquosa é

constante. Matematicamente, este principio pode ser expresso como:

C
Kd — org
Cag

onde K4 € o coeficiente de distribui¢do, C,, € a concentragio do soluto extraido na fase organica
e C, € a concentragdo residual do soluto na fase aquosa. Desse modo, altos fatores de
enriquecimento sdo obtidos devido ao elevado volume de amostra em relagdo ao volume da fase
organica. Altos fatores de enriquecimento indicam boa eficiéncia de extrag¢do e ajudam a reduzir
os limites de deteccdo (Pakade e Tewary, 2010).

Similarmente, o fator de enriquecimento pode ser calculado pela equagdo:

Corg final
T = Caqinicial
onde f ¢ o fator de enriquecimento, Co, fint € @ concentragiio do analito na fase organica ap6s o
procedimento de extragdo e C,q iniciai € @ concentragdo inicial do analito na fase aquosa, obtidas
por meio das curvas analiticas (Zanjani et al., 2007; Chang et al., 2010).

A eficiéncia de extragdo depende de varios fatores, incluindo a natureza do solvente
organico, o tempo de exposi¢do da microgota, temperatura, volume de amostra, agitagao,
volume da gota e forca idnica, os quais podem ser otimizados para a aplicacdo da SDME em
diferentes tipos de matriz (Pinheiro & De Andrade, 2009; Pakade & Tewary, 2010). Outros
fatores que podem afetar a efici€ncia de extracdo sdo as propriedades dos analitos (volatilidade,
polaridade e ionizag@o), pureza do solvente de extracdo e seringa (Jeannot et al., 2010).

Pinheiro e De Andrade (2009) desenvolveram um procedimento por SDME para a
andlise de pesticidas organofosforados e piretréides (A-cyhalothrin, methyl parathion, ethion e
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permethrin) em dgua utilizando a cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (GC-
FID). Neste estudo, alguns parametros que afetam significativamente o desempenho da SDME
foram otimizados, tais como o solvente de extragcdo, volume de solvente, tempo de extragdo e
velocidade de agitagdo. Estes autores observaram que a melhor eficiéncia de extracdo dos
analitos foi obtida utilizando tolueno como solvente de extracdo, tempo de extragdo de 30
minutos, velocidade de agitacdo de 300 rpm e volume da gota de solvente orgénico de 1 pL.

Mais tarde, Pinheiro et al. (2011) estudaram outros pardmetros de otimizacdo para a
SDME, além dos mencionados acima, para a determinacdo dos pesticidas dimethoate, methyl
parathion, ethion e permethrin em 4gua. Foram avaliados o pH e a forca idnica do meio,
verificando que ambos ndo influenciaram significativamente na extracdo dos pesticidas
utilizando as condi¢des de andlise propostas no trabalho.

Além de suas vantagens, a SDME apresenta como principais desvantagens a
susceptibilidade da gota de se desprender da ponta da seringa durante o procedimento de
extracdo, a limitagdo do tamanho da microgota e a volatilidade ou solubilidade do solvente de
extracdo, as quais causam variacdes no volume da gota afetando a precisdo do método. Outras
limitagdes da técnica podem ser mencionadas como a exigéncia de cuidado e experiéncia do
operador durante o manuseio e a necessidade de um passo adicional de filtragdo de matrizes
complexas antes do procedimento de SDME ji que pode haver comprometimento da
estabilidade da gota para andlises com imersdo direta da microgota (Xu et al., 2007; Pinheiro &
De Andrade, 2009; Carlos et al., 2013; Kokosa, 2013).

Um dos parametros que mais afeta a estabilidade da gota é a velocidade de agitacdo, ja
que uma maior velocidade proporciona uma maior eficiéncia de extracdo dos analitos.
Diferentes inovagdes tais como modificacdes na ponta da seringa (Ahmadi et al., 2006) e
mecanismos de protecdo da gota na ponta da seringa (Qian & He, 2006; Ye et al., 2007) tém
sido empregadas para que seja possivel realizar extracdes com maiores velocidades mantendo a
estabilidade da gota.

Apesar da maioria dos estudos sobre SDME estarem focados na determinagdo de
compostos organicos por meio da combinagdo desta técnica com métodos cromatogréaficos ou
mesmo eletroforéticos, também tém sido desenvolvidos trabalhos na determinagdo de metais
combinando a SDME com as diferentes vertentes em espectroscopia tais como a espectrometria
de absorc¢do atdmica (AAS), plasma indutivamente acoplado a espectrometria de massas (ICP-
MS) dentre outras (Jiang & Hu, 2008; Liang et al., 2008; Hu et al., 2013). Outras técnicas que
ttm empregado o acoplamento da SDME para diferentes finalidades incluem a
espectrofotometria UV-vis, espectroscopia de infravermelho, espectrometria de massas e

técnicas de deteccdo relacionadas (Andruch et al., 2012).
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Liquidos i6nicos (sais liquidos eletricamente neutros que possuem temperatura de fusao
préxima ou abaixo da temperatura ambiente) t€m sido utilizados como uma alternativa aos
solventes organicos voldteis para a extragdo e pré-concentra¢do de metais utilizando a SDME.
Vale ressaltar que, devido a maior viscosidade dos liquidos i6nicos em comparagdo aos
solventes orgdnicos comuns, hé possibilidade de se conseguir maior estabilidade da microgota
na ponta da agulha da seringa garantindo, consequentemente, maior reprodutibilidade (Martinis
et al., 2010).

Tem sido relatado o desenvolvimento de um procedimento de pré-concentracdo de
chumbo por SDME, utilizando como liquido idnico 1-butil-3-metilimidazélio hexafluorofosfato
[C,MIM][PF¢], para a andlise do metal em amostras de 4dgua e alimentos utilizando
espectrometria de absorcdo atomica eletrotérmica (ET-AAS). Apds a obtencdo das melhores
condi¢des de extragdo, foram obtidos limite de deteccio de 0,015 pg L' e fator de
enriquecimento de 76, sendo aplicado com sucesso na andlise de materiais de referéncia
certificados e varias amostras reais (Manzoori et al. 2009).

Outra aplicabilidade dos liquidos i0nicos baseada na microextracdo com gota Unica em
conjunto com a espectrometria de absorcdo atdmica eletrotérmica (ET-AAS) tem sido a
determinagdo de cddmio em material padrdo de referéncia de arroz e amostras reais de dgua. Foi
obtido um valor de 0,015 pug L' para o limite de detec¢do do analito, com um fator de
enriquecimento da ordem de 42. O método mostrou-se eficiente para a andlise de cddmio em
amostras de dgua e material certificado de arroz, tendo valores de recuperacdo variando de
96,5% a 106%, para as amostras de 4gua (Wen et al. 2013).

Anteriormente, a andlise por plasma indutivamente acoplado a espectrometria de massas
(ICP-MS) também ja havia sido aplicada em conjunto com a SDME para a determinacio de
metais. Limites de deteccio de 4,6 pg mL™" e 2,9 pg mL" foram obtidos para os metais Cd e Pb,
respectivamente, pela andlise por vaporizagao eletrotérmica em ICP-MS. A SDME possibilitou
obter fatores de enriquecimento de 140 vezes e 190 vezes para ambos os metais,
respectivamente (Li et al., 2006).

Além dessas, técnicas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccio de
arranjo de diodos também foram usadas na especiacdo de mercirio apds a separagdo e pré-
concentracdo das espécies por SDME baseada em liquido idnico (Pena-Pereira et al., 2009).

Algumas vezes sdo necessdrias modificagdes estruturais em compostos de diferentes
classes quimicas a fim de permitir a andlise destas substiancias em diferentes instrumentos
analiticos. Nesse sentido, a derivatizacdo é empregada com frequéncia, especialmente em
cromatografia, para converter substancias de diferentes classes em compostos voléteis capazes

de serem analisados por cromatografia a gds ou em compostos fluorescentes para posterior
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andlise por HPLC-FLD. Desse modo, técnicas de derivatizacdo ji vém sendo empregadas com
sucesso em combinagdo com técnicas de microextragdo, tais como a SDME (Lin et al., 2013).

Um método para a determinagdo de herbicidas dcidos em amostras de &dgua foi
desenvolvido por Aratijo et al. (2011) onde, apds a realizacdo de um procedimento de
derivatizacdo in situ, os analitos foram extraidos por SDME e analisados por GC-MS, obtendo-
se limites de detec¢do na faixa de 1,8 a 3,0 ng L. Os resultados obtidos com amostras
fortificadas mostraram a aplicabilidade do método para a determinacdo desta classe de
compostos em matrizes aquosas.

Como j4 foram mencionadas, as primeiras aplicagdes da SDME foram realizadas por
meio da imersdo direta de uma gota de um solvente imiscivel em uma solucdo aquosa (DI-
SDME) para a extragdo de analitos orginicos (Figura 4). Entretanto, nos tltimos anos, a SDME
por headspace (HS-SDME) tem sido desenvolvida para a extracdo de analitos voléteis (Carlos et
al., 2013). A HS-SDME ¢ principalmente aplicada para analitos voldteis, ja que estes sdo mais
faceis do que os semivoldteis para evaporar da matriz, apesar de ser uma técnica aplicada para
ambos os tipos de analitos, volateis e semivoléteis (Yang et al., 2013). Neste modo, os analitos
sdo distribuidos entre trés fases: a amostra aquosa, o headspace e a gota organica (Xu et al.,

2007), conforme esquematizado na Figura 5.

Microsseringa
para GC
ey
! 1
Agulha da seringa _ : rad b
Gota organica . : "~ ) |—— Headspace
1

—— Amostra aquosa

mm+—— Agitador
FIGURA 5 - Esquema de um sistema para SDME no modo headspace. Adaptado de Xu et al.,
2007.

A similaridade de operagdo entre SPME e SDME sugere que amostradores automaticos
utilizados em SPME também possam trabalhar com SDME. Assim, DI-SDME e HS-SDME
podem ser totalmente automatizados utilizando um amostrador automético controlado por um
computador programdvel. Embora a SDME tenha sido aplicada manualmente, com boa

reprodutibilidade e precisdo, na maioria dos estudos, a automagdo € uma necessidade real caso
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seja necessdria a andlise de um nimero grande de amostras, como em laboratérios comerciais
(Wood, et al., 2004; Koning et al., 2009; Kokosa et al., 2013).

Ha relatos de que os primeiros resultados para SDME no modo headspace utilizando
um autoamostrador foi empregado na analise de BTEX com uma gota de 2 uL. de hexadecano e
uma microsseringa de 10 uLL. (Wood, et al., 2004; Koning et al., 2009).

Um método completamente automatizado foi desenvolvido por Lee & Lee (2011)
envolvendo a extragdo das amostras, inje¢cdo dos extratos e derivatizacdo dos analitos para a
andlise de pesticidas carbamatos em amostras de dgua. Foi utilizado um autoamostrador para a
execucdo das etapas de preparacdo das amostras. Foram alcancados baixos limites de detecgdo
(0,05 ug L' 20,1 ug L) para os pesticidas, fatores de enriquecimento entre 57 ¢ 138 e elevadas
recuperagdes relativas (81% a 125%) demonstrando a viabilidade de um sistema analitico
completo envolvendo as etapas de preparacdo de amostras (SDME) e andlise (GC-MS) de forma
automatizada.

Park et al. (2012) utilizaram HS-SDME automatizado acoplado a eletroforese capilar
(CE) para a determinagdo de clorofendis em amostras de vinhos enriquecidas. O método
proporcionou a obtengdo de fatores de enriquecimento variando de 1900 a 3400, mostrando sua
maior eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo comparada a outros métodos analiticos como
microextracdo em fase solida no modo headspace, o qual proporcionaram fatores de
enriquecimento na faixa de 30 a 42.

Um sistema de SDME em linha com a cromatografia eletrocinética micelar de varredura
(MEKC) foi empregado por Gao et al. (2012) no desenvolvimento de um método para a
determinagd@o de alcaloides em urina humana. O método se mostrou promissor para a andlise
dos analitos em urina, sendo capaz de extrair seletivamente trés alcaloides das amostras sem
interferentes da matriz, conseguindo limites de detec¢do entre 0,2 ng mL" e 1,5 ng mL™".

Diante disso, o aperfeicoamento dos métodos analiticos utilizando a SDME tem
apresentado grande importincia para que seja possivel a determinacdo eficiente de analitos de

diferentes classes quimicas a niveis tracos em diferentes tipos de matrizes complexas.
2.3 Bebidas
2.3.1 Agua de coco
O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma planta tropical cultivada nas dreas equatorial e

sub-equatorial, o qual produz uma bebida doce e refrescante proveniente da parte interna de

seus frutos imaturos denominada de 4gua de coco ou suco de coco, ndo devendo ser confundida
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com o leite de coco que € um liquido branco oleoso extraido da semente fresca ralada. Apesar
de ser uma planta de clima equatorial e sub-equatorial, coqueiros t€m sido plantados em nimero
crescente em zonas dridas e semi-dridas do Nordeste brasileiro, onde alguns estudos sobre
irrigacdo de campo t€m sido realizados (Steiner & Desser, 2008; Prades et al., 2011; Prades et
al., 2012).

A 4gua de coco é uma bebida isotdonica natural e uma fonte rica em agticares, sais,
vitaminas, minerais e aminodacidos, podendo ser servida diretamente como uma bebida para
saciar a sede. E uma bebida limpida, incolor, doce e com sabor levemente acido, com pH
podendo variar de 4,2 a 6,0. E comercializada na sua forma natural ou apds processamento, a
qual € submetida a vdrias etapas de esterilizacdo e adi¢do de conservantes (Awua et al., 2011;
Young et al., 2009; Deme et al., 2012). Apresenta em sua composi¢do vitaminas do complexo
B, acucares (tais como glicose e frutose), dlcoois de agucares, vitamina C, acidos orginicos
(acido tartarico, acido citrico, acido félico e dcido madlico), proteinas, gorduras, fito-horménios e
outros elementos nutricionalmente importantes como o potdssio (Awua et al., 2011; DebMandal
& Mandal, 2011).

A bebida se origina no fruto apés um més e meio de desenvolvimento do mesmo e,
quando atinge seu volume méximo, corresponde a 25% do peso do fruto (Chidambaram et al.,
2013).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (Brasil,

2009), a 4gua de coco pode ser classificada como:

a) Agua de coco resfriada: produto envasilhado logo depois de ser extraido e, sem
descontinuidade, submetido a um processo adequado de resfriamento;

b) Agua de coco pasteurizada: é o produto submetido a um processo adequado de
pasteurizacdo e posterior resfriamento;

¢) Agua de coco congelada: é o produto submetido a um processo adequado de congelamento,
podendo ou ndo ser pasteurizado;

d) Agua de coco esterilizada: é o produto submetido a um processo adequado de esterilizagdo;
e) Agua de coco concentrada: é o produto submetido a um processo adequado de concentragdo,
cujo teor de solidos soliiveis seja de, no minimo, 6,75°Brix;

f) Agua de coco desidratada: é o produto submetido a um processo adequado de desidratagdo,
cujo teor de umidade seja igual ou inferior a 3%;

) Agua de coco reconstituida: é o produto submetido a um processo adequado de reidratacdo,
a partir do produto definido nos itens ¢ e f, atendendo aos Padroes de Identidade e Qualidade

previstos pela legislacdo vigente.
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Devido aos seus indmeros usos, o coqueiro é conhecido em muitas regides como
“arvore da vida” (Prades et al., 2011). Durante muitos anos, acreditou-se na utilizacdo dos
produtos provenientes dos coqueiros para diferentes finalidades medicinais tais como anti-
bronquite, antipirético, antigengivite, dentre outras. Atualmente, estudos vém sendo realizados
para avaliar seu uso como eletrdlito natural, antibacteriano, antioxidante, imunoestimulador,
dentre muitos outros (DebMandal & Mandal, 2011; Chidambaram et al., 2013). Em casos de
emergéncia em regides remotas e durante a Segunda Guerra Mundial, a d4gua de coco foi usada
como hidratacdo intravenosa em curto prazo (Prades et al., 2011).

Diante de diversos beneficios que a 4gua de coco pode trazer para a saide, a classe das
citocininas representa um dos grupos de substincias quimicas mais importantes presentes na
bebida, devido as suas func¢des bioldgicas. Esta classe de substancias apresenta propriedades
potencialmente anticancerigenas, trazendo perspectivas para a busca da cura de diferentes tipos
de cancer (Young et al., 2009).

Estima-se que as planta¢des de coqueiros ocupam uma area em torno de 11,2 milhdes
de hectares em todo o mundo, distribuidos em mais de 90 paises, onde os principais produtores
sdo a Indonésia, Filipinas, India e o Brasil, ocupando a quarta posi¢do (Carr, 2011).

O coqueiro foi introduzido no Brasil através do Estado da Bahia, o que justifica sua
denominagdo como coco-da-bafa, com material proveniente da Ilha de Cabo Verde (Aragdo et
al., 2009). A partir da Bahia, o coqueiro disseminou-se pelo litoral nordestino, especialmente
por ser uma frutifera tipica de clima tropical, onde encontrou condi¢bes favordveis para o
cultivo e, posteriormente, se adaptou a outras regides do pais, podendo ser encontrado, nos dias
atuais, em quase todos os Estados brasileiros (Martins & Jesus Junior, 2011).

Martins & Jesus Junior (2010) citam que o Brasil possui cerca de 280 mil hectares
cultivados com coqueiros, com uma producdo préxima a 2 bilhdes de frutos, verificando-se um

aumento significativo na produgdo a partir do final da década de 1990 (Figura 6).
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FIGURA 6 — Area plantada e produgio de coco no Brasil. Fonte: Martins & Jesus Jtnior, 2010.

Poucas informagdes atuais dizem respeito sobre o consumo de dgua de coco no Brasil,
havendo uma estimativa de que a comercializa¢do informal do coco corresponda a 80% do
volume total consumido no pais (Martins & Jesus Junior, 2011).

Os coqueiros sdo frequentemente atacados por vdrios insetos e/ou pragas reduzindo,
assim, a sua produtividade. Para melhorar a producdo de coco, muitas vezes recomenda-se a
utilizagdo de pesticidas em diferentes formas, seja por meio da pulverizacdo sobre as folhas ou
pela injecdo através dos sistemas do caule e da raiz. Assim, a 4dgua de coco pode ser
contaminada com residuos de pesticidas por meio dos diferentes métodos de aplicagdo dessas
substancias, constituindo um risco a saide dos consumidores devido a sua potencial toxicidade
(Deme et al., 2012).

Ha relatos de que os coqueiros podem ser infectados por mais de 100 pragas, entre os
quais a lagarta do coco de cabeca preta (Opisina arenosella) e o gorgulho vermelho
(Rhyncophorus ferrugineus) podem ser as mais graves (Ranasinghe et al., 2003).

Acredita-se que a injecdo de pesticidas no tronco de coqueiros se iniciou em meados dos
anos 1950 e ainda vem sendo continuada em vérios paises do Sul da Asia. Deme et al. (2012)
menciona que estudos t€m mostrado que a contaminagdo da 4gua de coco por monocrotophos
tem ocorrido devido a injecdo desta substincia no tronco dos coqueiros, enquanto residuos de
carbofuran e o seu metabdlito 3-hydroxycarbofuran foram encontrados em amostras de arvores
submetidas a pulverizacdo dos mesmos sobre as folhas. Desse modo, estudos tém relatado que a
agua de coco pode ser contaminada por qualquer um dos meios de tratamento, ressaltando que a
presenca de residuos desses compostos na bebida pode constituir um risco para a saide dos
consumidores devido a potencial toxicidade dos mesmos (Ranasinghe et al., 2003; Ogawa et al.,

2006; Deme et al, 2012).
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Sao utilizados pesticidas de diferentes classes quimicas para o controle de pragas na
cultura do coqueiro, com destaque para os carbamatos (carbofuran), piretréides (bifenthrin),
organofosforados (dimethoate, malathion, methyl parathion e trichlorfon), dentre outros
(Embrapa, 2002). Apesar do uso intensivo de pesticidas, o governo brasileiro ainda ndo tem um
limite méximo estabelecido para residuos de pesticidas em dgua de coco (Santos et al., 2012).

A pesquisa atual sobre dgua de coco € escassa e se concentra principalmente em seus
usos especificos, na composi¢do bioquimica e nas técnicas de preservacdo, devendo-se
considerar que se trata de um meio complexo, devido as suas propriedades fisicas e quimicas
(Prades et al., 2011).

Diante disso, mesmo com os avangos analiticos recentes, hd uma caréncia em encontrar
na literatura aberta uma metodologia analitica que tenha identificado e quantificado pesticidas
em 4gua de coco ja que tem sido mencionada apenas a identificacdo de malathion. Deme et al.
(2012) propuseram um método para a determinagdo de pesticidas organofosforados (acephate,
monocrotophos, dimethoate, malaoxon, dichlorvos, malathion, phenthoate, parathionethyl,
chlorfenvinfos, quinalphos, diazinon, phosalone, profenofos, ethion, chlorpyrifos) em amostras
de dgua de coco baseado em extracdo em fase sélida (SPE) e andlise por cromatografia liquida
com detector de massas tandem (LC-ESI-MS/MS). Foram observados limites de detec¢do na
faixa de 0,1 a 1,5 ng mL™"' e limites de quantificacio entre 0,5 e 2,0 ng mL"', com porcentagens
de recuperacdo de 80% a 115%. Ap6s a aplicacdo do método em amostras reais de dgua de
coco, foi constatada apenas a presenca de malathion com concentra¢des que variaram de 24 a 45
ng L™, possivel somente ap6s a execucdo de diferentes etapas de pré-concentragio.

Santos et al. (2012) desenvolveram um método para a determinacdo de trés residuos de
pesticidas (lufenuron, teflubenzuron e bifenthrin) em agua de coco liofilizada utilizando a
técnica de dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD), seguida pela andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector UV-vis (HPLC-UV). Apés a otimizacgdo das condicdes de
extracd@o, os melhores resultados foram obtidos usando 0,5 g de dgua de coco liofilizada, 2,5 g
do sorvente dispersante (C;g) e 20 mL de acetonitrila como eluente. Foram obtidos limites de
detecgdo variando de 0,04 a 0,05 mg kg™ e limite de quantificacio de 0,1 mg kg"'. Apesar de
serem constatadas boas médias de recuperagdo (71% a 116%), nenhum dos pesticidas estudados
foi encontrado nas amostras de dgua de coco analisadas.

Em estudo anterior, Silva et al. (2008) ja haviam proposto um método também baseado
em MSPD para a determinagio de pesticidas (dimethoate, malathion, lufenuron, carbofuran, 3-
hydroxycarbofuran, thiabendazole, difenoconazole e trichlorfon) em polpa de coco, obtendo-se
limites de deteccio (0,02 a 0,17 mg kg') e quantificagdo (0,15 a 0,25 mg kg™) relativamente

préximos ao estudo mencionado anteriormente para o método proposto em &dgua de coco.
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Entretanto, ndo foi encontrado nenhum dos pesticidas estudados em concentra¢des acima do
limite de detec¢do em amostras reais de polpa de coco obtidas de estabelecimentos comerciais
da cidade de Aracaju-SE, origindrias da agricultura convencional.

Devido a preocupagdo com relacdo a aplicacdo de diferentes aditivos quimicos para o
controle de pragas dos coqueiros e a possibilidade de transferéncia dessas substincias para os
produtos provenientes dessa vegetacdo, tais como a dgua de coco, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e eficientes para a deteccdo destas substancias
nesta matriz a fim de minimizar e controlar problemas relacionados a sadde causados pela

ingestdo destas substancias.

2.3.2 Vinho

De acordo com a Organizac¢do Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2012), o vinho
€ definido como a bebida resultante exclusivamente por fermentacdo alcodlica, completa ou
parcial, de uvas frescas esmagadas ou trituradas ou de mostos de uvas, ndo devendo apresentar
graduacdo alcodlica inferior a 8,5% v/v. Entretanto, levando-se em consideracdo o clima, solo,
variedade de uva, além de outros fatores qualitativos e tradi¢des, o teor alcodlico minimo pode
ser reduzido a 7% v/v por legislacdo especifica para a regido de produgdo considerada.

As principais etapas do processo de vinificagdo sdo representadas pelo esmagamento da
uva, fermentacdo do mosto, envelhecimento e engarrafamento do vinho, havendo diferenciagado
na vinificagdo para a producdo de vinho branco (vinificagdo branca) e vinho tinto (vinificag@o
vermelha). Basicamente, a diferenca na producdo encontra-se pela presenga de antocianinas
(compostos responsaveis pela cor dos vinhos tintos e estdo contidas, principalmente, nas cascas
das uvas) as quais sdo extraidas das cascas das uvas durante o processo de maceragao.
Consequentemente, se a fermentacdo € realizada na auséncia das cascas das uvas (vinificagdo
branca), o vinho obtido serd branco independente da cor das uvas utilizadas. Por outro lado, se a
vinificacdo é realizada com o mosto e as cascas das uvas, realiza-se a vinificacdo vermelha (no
caso da utilizagc@o de uvas vermelhas) (Baiano et al., 2013).

A Figura 7 apresenta um esquema com as principais etapas para a produgdo de vinho

branco e vinho tinto.
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FIGURA 7 - Esquema das etapas que envolvem a produg@o de vinho branco e vinho tinto.

Adaptado de De Villiers et al., 2012.

Segundo o Relatério Estatistico da Vitivinicultura Mundial de 2013, publicado pela
International Organisation of Vine and Wine (OIV, 2013), a produ¢do mundial de vinho, no ano
de 2012, foi estimada em 252 milhdes de hectolitros, com um consumo de 243 milhoes de
hectolitros. Os cinco maiores produtores da bebida foram Franca, Itdlia, Espanha, Estados
Unidos e China, estando Portugal (tradicional pafs na produc¢do de vinhos de qualidade) na 11*
posicdo, enquanto o Brasil encontra-se na 14,

No Brasil, algumas regides se destacam na produgéo de vinhos , as quais se apresentam
como regides vinicolas o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, regido de Sdo Roque (SP), Sul de
Minas e Vale do Sao Francisco, conforme apresentado na Figura 8. Dentre estas, o Rio Grande
do Sul se destaca devido as condigdes climadticas mais favordveis para a vinicultura de

qualidade. Outra regido que vem se destacando € o Vale do Sdo Francisco, localizado entre os
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Estados da Bahia e Pernambuco. Esta regido vem despertando a curiosidade mundial por estar
se tornando um dos importantes produtores vitivinicolas do pais, sendo responsdvel por 99% da
uva de mesa exportada pelo Brasil e pela producdo de 5 milhdes de litros de vinho/ano,

aproximadamente (Academia do Vinho, 2013).

Cagade
@ CampogiNovos

6 Sudeste

FIGURA 8 — Regides vinicolas do Brasil. Fonte: Academia do Vinho, 2013.

O vinho é composto por centenas de substancias cuja complexidade se origina de trés
importantes fontes: a matéria-prima (proveniente de uma diversificada variedade de uvas, que se
desenvolvem em diferentes formagdes rochosas, climas e altitudes), a fermentagdo (processo
realizado pela cooperacdo entre diferentes microrganismos na fabricacdo da bebida) e o
processo de envelhecimento (que varia em funcdo de diferentes métodos de armazenamento, o
tamanho e a composi¢do dos recipientes de armazenamento, origem dos barris e tempo de
armazenamento) (Fisher, 2007; Gomez et al., 2012). Os principais grupos de substancias que
constituem o vinho sdo agucares, alcodis, dcidos organicos, sais de 4cidos minerais e organicos,
compostos fendlicos, pigmentos, substincias nitrogenadas, pectinas, compostos volateis e
aromdticos (aldeidos, cetonas e ésteres), vitaminas, sais ¢ anidrido sulfuroso (Moraes &
Locatelli, 2010).

Além de seus beneficios relacionados a reducdo de doengas cardiovasculares, o

consumo moderado de vinho tem sido associado a outros resultados positivos a saide devido as
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suas amplas propriedades bioldgicas tais como sua atividade antioxidante, anti-hipertensiva,
anti-inflamatdria, anti-mutagénica e as atividades antitumorais de seus componentes (Castellarin
et al., 2007; Gomez et al., 2012). Como o vinho é uma mistura complexa, acredita-se que um
grande nimero de componentes quimicos, bem como seus metabdlitos, atua em sinergia
trazendo beneficios a saide humana, com destaque para os componentes fendlicos da bebida.
Em contrapartida, hé relatos a respeito da presenca de diferentes contaminantes em vinhos, os
quais representam riscos potenciais para a saide humana. Dentre estes contaminantes, citam-se
a presenca de residuos de pesticidas, acido acético, bactérias, fungos, metais, micotoxinas,
dentre outros (Guilford & Pezzuto, 2011).

Normalmente, as plantagdes de uvas sdo tratadas por meio da aplicacdo de pesticidas no
estagio final da vegetacdo para prevenir as uvas contra o ataque de pragas, podendo ocorrer
pouco antes da época de colheita (Flamini & Panighel, 2006). Estas substancias tém sido
aplicadas em plantacdes de uvas em todo o mundo com o objetivo de proteger as videiras contra
doencas causadas por insetos, fungos, plantas daninhas e outros agentes (Carpinteiro et al.,
2010; De Villiers et al., 2012). Diante disso, t€m-se observado que as vinicolas estdo se
tornando cada vez mais dependentes de produtos quimicos sintéticos, tais como os pesticidas,
para obter vantagem competitiva diante do mercado. Embora haja produtos naturais e técnicas
alternativas ao uso de pesticidas, muitos produtores t€m optado pelo emprego destas substancias
nas lavouras de uvas devido ao menor custo, tempo e facilidade de aplicagdo (Christ & Burritt,
2013).

Pesticidas de diferentes classes quimicas t€m sido utilizados largamente no tratamento
de pragas de uvas usadas para vinificagdo tais como azoxystrobin, carbendazim, cymoxanil,
cyprodinil, dichlofluanid, fenhexamid, folpet, fludioxonil, metalaxyl, thiophanate methyl,
penconazol, pyrimethanil, procymidone, vinclozolin, mepanipyrim, fluazinam e chlorpyriphos
(Jin et al, 2012).

O uso indiscriminado de pesticidas na agricultura tem despertado grande preocupagdo
com relacdo a saide e seguranca dos consumidores uma vez que durante o processo de
producdo do vinho, residuos de pesticidas provenientes das uvas podem passar para 0 mosto e,
consequentemente, a bebida, podendo representar um risco toxicoldgico ao consumidor (Garbi
et al., 2010). Alguns pesticidas provenientes de uvas podem ser removidos, durante o processo
de vinificagdo, por meio de diferentes mecanismos de dissipacdo (tais como sor¢do, degradagao,
entre outros). No entanto, residuos de pesticidas podem ser encontrados no produto final
dependendo de alguns fatores como as propriedades fisico-quimicas das substincias,
solubilidade em dgua e em misturas etanol:dgua, e as operacdes de vinificagdo (Carpinteiro et

al., 2010; Sen et al., 2012).
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Nesse sentido, ndo ha eliminacdo total dos residuos de algumas destas substincias
durante a producdo da bebida. Sendo assim, apesar dos teores de pesticidas nos vinhos
apresentarem-se significativamente mais baixos que em uvas, é de extrema importancia a
preocupacdo quanto aos riscos que a possivel presenca de residuos destas substincias no
produto final pode trazer para a saide (Garbi et al., 2010; Martins et al., 2011).

A ocorréncia e concentrag@o de residuos de pesticidas em uvas e, consequentemente, em
vinhos dependem do tipo de praga que ataca as videiras de cada regido, do tipo de cultivo das
uvas, da concentragdo de pesticidas utilizada na pulverizacdo, nimero de aplicacdes, periodo de
tempo e condicdes climdticas da tltima pulverizacio até a colheita (Cus et al., 2010b; Sen et al.,
2012).

Em um acompanhamento da concentracdo de residuos de 117 pesticidas durante todo o
processo de vinificacdo foi constatado que boscalid e phosalone foram as substincias mais
persistentes durante o periodo de amadurecimento das uvas. Além disso, as concentracdes de
pesticidas no mosto e no vinho apresentaram-se significativamente reduzidas durante a
separacdo das fases solida e liquida no processo de vinificagdo. Ficou evidente que, devido a
insolubilidade de alguns pesticidas, as maiores concentracdes destes compostos foram
detectadas no bolo, seguidas pelas uvas esmagadas e pelo mosto. Assim, os principais
procedimentos que reduzem significativamente residuos de pesticidas durante o processo de
vinificacdo sdo a prensagem e a separagdo das borras do vinho apds a fermentacdo alcodlica. No
processamento de uvas brancas a clarificacdo do mosto € também um fator importante na
reducdo significativa de pesticidas (Cus et al., 2010b; Sen et al., 2012).

Além disso, durante o processo de fermentagdo, as leveduras podem influenciar nos
niveis de pesticidas no vinho (reduzindo-os ou adsorvendo-os sobre as borras), onde a
persisténcia dessas substincias depende da caracteristica quimica dos ingredientes ativos,
fendomenos de fotodegradagdo, termodegradacdo e degradacdo enzimadtica (Caboni & Cabras ,
2010).

Andlises de pesticidas em amostras de vinho mostraram que a presenca destas
substincias no vinho pode estar relacionada ao tipo de procedimento de producgido da bebida,
seja para a obtencdo de vinho tinto ou vinho branco. Os autores sugerem que a maceracdo das
cascas das uvas (vinificacio vermelha) pode contribuir para o aumento da quantidade de
residuos de pesticidas transferidos para a bebida devido ao fato de que a presenga de pesticidas
nos vinhos tintos analisados foi significativamente maior que nos vinhos brancos (Duca et al.,
2012).

Pelo fato da concentragdo de pesticidas em vinhos ser significativamente inferior que

em uvas, métodos para detectar residuos dessas substdncias na bebida devem ser bastante
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eficientes e sensiveis (Flamini & Panighel, 2006). Neste sentido, o conhecimento das
concentracdes de pesticidas em vinho possibilita avaliar os riscos da exposicdo humana por
meio da ingestdo da bebida bem como as taxas de dissipacdo durante a elaboracdo do vinho
(Fontana et al., 2011).

Na anélise de pesticidas em amostras de vinhos, deve-se levar em consideragdo, além da
complexidade da matriz, a natureza do pesticida. As técnicas de cromatografia liquida ou
cromatografia a gas utilizando diferentes tipos de detectores tém sido empregadas para a
determinagdo destas substincias em alimentos. Em termos de seletividade e sensibilidade, a
espectrometria de massas, acoplada as técnicas cromatograficas citadas, vem sendo utilizada
como uma das ferramentas de deteccdo mais eficientes na andlise de pesticidas em alimentos
(Flamini & Panighel, 2006; Carpinteiro et al., 2010).

Flamini & Panighel (2006) citam que um dos primeiros métodos reportados na
literatura, utilizando a espectrometria de massas para a determinacfo de pesticidas em vinhos,
foi utilizando GC-MS-EIL Neste trabalho foi realizada a andlise de procimydone por meio de
extracd@o liquida com hexano e usando aldrin como padrio interno. Comparando os resultados
obtidos tanto usando detector de captura de elétrons (ECD) quanto o espectrometro de massas,
foram encontrados os mesmos valores para o limite de quantificagdo (2 pg L), possibilitando a
abertura para o desenvolvimento de outros métodos para a andlise de pesticidas em bebidas
tendo como ferramenta a espectrometria de massas (Wynn et al., 1993).

Tradicionalmente, a preparacdo de amostras para a andlise de pesticidas em vinhos é
efetuada por meio de extracdo liquido-liquido (LLE), utilizando solventes organicos, ou por
meio de extracdo em fase s6lida (SPE) (Carpinteiro et al., 2010).

Duca et al. (2012) aplicaram a extragcdo liquido-liquido (LLE) para a andlise de
pesticidas em vinhos. Estes autores utilizaram solventes organicos, como hexano e
diclorometano, para a extracdo e pré-concentragdo de pesticidas de diferentes classes, tais como
organoclorados e organofosforados, respectivamente. Apds a etapa de tratamento das amostras,
os pesticidas foram analisados em um cromatégrafo a gds acoplado a um espectrometro de
massas, sendo detectados residuos dos pesticidas metalaxyl e seu metabdlito mefenoxam, os
quais sdo ingredientes ativos usados na formulagdo de fungicidas sistémicos aplicados nas
videiras.

Angioni e Dedola (2013) realizaram um monitoramento da concentragdo de 30
pesticidas em vinhos provenientes da Sardenha (Itdlia). Este estudo foi realizado por meio da
andlise dos pesticidas utilizando a cromatografia a gds com detector de massas Ion Trap (GC-
ITMS) apds procedimentos de preparo de amostras por meio da LLE, com o uso de uma mistura

dos solventes organicos acetato de etilachexano (1:1). O método proposto apresentou limites de
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detecgdo que variaram de 0,005 a 0,015 mg L' e limites de quantificagdo de 0,01 a 0,05 mg L™,
além de valores de recuperacdo na faixa de 75 a 116%. Entretanto, dos pesticidas analisados,
somente 11 foram encontrados nas amostras analisadas, em concentragGes abaixo do limite de
quantificagdo para os respectivos compostos.

O método por extracdo em fase sélida (SPE) automatizada foi aplicado em diferentes
tipos de vinhos fortificados (branco, tinto e rosé) com 16 pesticidas organoclorados, seguida
pala andlise por GC-MS/MS (cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas tandem),
obtendo-se limites de detec¢do que variaram de 1,7 a 9,7 ng L™, dependendo do tipo de vinho e
composto analisados (Pérez-Serradilla et al., 2010).

A microextragdo em fase sdlida (SPME) também tem sido um dos métodos de
preparacdo de amostras utilizados para a andlise de pesticidas em vinhos. Martins et al. (2011)
propuseram um método para a determinacdo de 24 residuos de pesticidas em vinhos tinto e
branco aplicando a SPME seguida pela andlise por cromatografia a gds acoplada a
espectrometria de massas tandem (GC-MS/MS), tendo sido analisados pesticidas como
diazinon, fenitrothion, malathion, dursban (chlorpyriphos), fenthion e azoxystrobin em comum
a este estudo. Para o procedimento de microextracdo, foi utilizada fibra com fase composta por
polidimetilsiloxano (PDMS), obtendo-se limites de deteccio que variaram de 0,05 a 72,35 ug L
" e limites de quantificagdo na faixa de 0,16 a 219,23 ug L. Neste estudo, nenhum residuo dos
pesticidas analisados ndo foi detectado nas amostras, apesar de terem sido constatados bons
valores de recuperacdo (69% a 127,5%) pelo método proposto.

Trabalhos realizados utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de arranjo de diodos (HPLC-DAD) e a cromatografia de alta eficiéncia em camada fina com
deteccdo de arranjo de diodos (HPTLC-DAD) mostraram que foram obtidas recuperagdes
médias entre 69% e 119%, para dez pesticidas em vinho, usando a extracdo em fase sélida
(SPE) como método de tratamento das amostras. Os resultados encontrados apresentaram-se na
faixa de 1,5 a 2,0 ng mL™! para os compostos analisados nas amostras de vinho (Tuzimski,
2012).

Outra importante ferramenta que vem sendo utilizada na andlise de pesticidas em vinhos
€ a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Fontana et al. (2011)
avaliaram aplicabilidade da técnica de microextracdo de sor¢do acompanhada pela andlise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo (LC-TOF-MS)
para a determinagdo de 15 pesticidas em amostras de vinho. Foram obtidos limites de
quantificacio que variaram entre 0,1 e 2,2 ng mL", e recuperacdes relativas de 75% a 117%.
Residuos de pesticidas, tais como metalaxyl, fludioxonil, iprovalicarb e cyprodinil, foram

. ~ . -1
encontrados nas amostras analisadas em concentracdes acima de 10 ng mL™, sendo que os
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valores encontrados para os pesticidas presentes nas amostras mostraram-se de acordo com
aqueles obtidos por SPE, confirmando a boa exatiddo do método proposto para andlise de
pesticidas em vinhos. Azoxystrobin, um pesticida em comum a este estudo, foi detectado em
concentragdes que variaram até 27,7 ng mL™.

Além das técnicas de preparo de amostras mencionadas anteriormente, a microextracao
com gota uUnica (SDME) tem se mostrado apropriada e atrativa para a andlise de tracos de
pesticidas em vinhos, devido a sua alta sensibilidade e simplicidade. Um trabalho publicado na
literatura por Garbi et al. (2010), com essa finalidade, apresenta o desenvolvimento de um
método usando SDME/GC-MS para a determinagdo dos pesticidas diazinon, dimethoate,
chlorpyrifos, vinclozolin, fenthion e quinalphos em amostras de vinho. Apds a otimizacdo das
condi¢des experimentais para a microextracdo, foram obtidos limites de deteccdo variando entre
0,0030 e 0,0450 ug L' e limites de quantificagdo na faixa de 0,01 a 0,15 ug L', Apesar de ndo
terem sido encontrados residuos de pesticidas nas amostras analisadas, a combinac¢do entre
SDME e GC-MS mostrou-se adequada para a investigacdo de tragos de pesticidas em vinhos.

Sendo o vinho uma das bebidas mais consumidas mundialmente e diante da
possibilidade de transferéncia de residuos de pesticidas das uvas para o produto final, torna-se
de extrema relevancia a identificacio e quantificacdo destas substincias na bebida, uma vez que
ja sdo conhecidos inimeros maleficios que estes compostos podem acarretar a saide humana

quando ingeridos ou inalados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao dos padroes e reagentes

Os padrdes certificados empregados para andlise dos pesticidas foram carbofuran,
molinate, sulfotep, demeton-O, dimethoate, diazinon, disulfoton, methyl parathion, fenitrothion,
malathion, fenthion, dursban, parathion, endosulfan, ethion, bifentrhin, permethrin e
azoxystrobin, todos adquiridos da AccuStandard.

O tolueno utilizado foi adquirido da Merck; metanol, cicloexano e isooctano (grau
HPLC) foram obtidos da J.T. Baker. Também foi utilizado 4cido cloridrico fumegante (Merck),
acido fosférico (Merck), cloreto de sédio (99,6%) (J.T. Baker) e dgua ultrapura obtida de um
sistema Barnstead.

Foram preparadas solucdes-estoque com concentragdes de 100 mg L' (demeton-O,
diazinon, disulfoton, ethion, malathion, methyl parathion e parathion), 500 mg L' (bifenthrin,
azoxystrobin, dursban e dimethoate), 600 mg L' (carbofuran) e 1000 mg L' (permethrin,
molinate, sulfotep, fenitrothion e fenthion), solubilizados em metanol, com excecdo de
endosulfan (500 mg L") que foi solubilizado em acetato de etila, mantidas sob refrigeracio.

Além dos padrdes e reagentes citados, foram utilizados equipamentos e materiais tais
como placa de agitacdo (IKA; modelo C-MAG HS7), centrifuga (FANEM; modelo 205N),
micropipetas 2-20, 20-200 e 100-1000 puL (Eppendorf), suporte universal, barra magnética para

agitacdo e microsseringa de 10 pL para cromatografia (Hamilton; modelo 701SNR).

3.2 Obtencao e preparacao das amostras

3.2.1 Amostras de agua de coco

Foram adquiridas amostras de dgua de coco industrializadas (provenientes de 3 marcas
diferentes, dentre as quais foram avaliados 5 diferentes lotes) em estabelecimento comercial da
cidade de Salvador-BA. Além destas, 5 amostras de dgua de coco natural foram analisadas,
totalizando 20 amostras utilizadas na avaliacido do método analitico desenvolvido.

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo até o momento das andlises. Antes do
procedimento de extragdo por SDME, aliquotas de 15 mL das amostras foram centrifugadas
(3000 G) durante 5 minutos para eliminar materiais em suspensdo, na bebida, ji que

prejudicavam a estabilidade da microgota na extremidade da agulha da seringa.
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3.2.2 Amostras de vinho branco

Foram adquiridas 9 amostras de vinho branco, em estabelecimentos comerciais da
cidade de Salvador-BA para a avaliacdo do método analitico desenvolvido. Até o momento das
anélises, as amostras foram armazenadas em local seco e arejado.

A Tabela 4 apresenta o tipo de vinho, a graduacdo alcodlica e a procedéncia das

amostras utilizadas neste estudo.

TABELA 4 - Informagdes sobre as amostras de vinho branco analisadas

Amostra Tipo Graduacao Local de producao

alcoolica (%)

1 vinho branco suave de mesa 9,5 Nacional (Rio Grande do Sul)
2 vinho fino branco seco 13 Importado (Argentina)

3 vinho branco de mesa seco 10,4 Nacional (Rio Grande do Sul)
4 vinho branco suave fino 12 Nacional (Pernambuco)

5 vinho branco seco fino 12 Nacional (Pernambuco)

6 vinho branco suave 13,5 Importado (Chile)

7 vinho branco de mesa seco 12,5 Importado (Argentina)

8 vinho branco de mesa fino seco 12,5 Importado (Chile)

9 vinho branco de mesa 10,5 Importado (Portugal)

Nao foi necessdrio nenhum tratamento prévio das amostras de vinho branco para a
realizacdo da SDME, com excecdo das amostras 8 e 9 que, por serem levemente frisantes, foram
submetidas a banho ultrassonico por um periodo de 5 minutos para a remocdo de bolhas que
prejudicariam a estabilidade da microgota e, consequentemente, o procedimento de extragdo dos

pesticidas.

3.3 Microextracao com gota tnica (SDME)

Para a otimizacdo das condi¢des experimentais para SDME foram avaliadas as
seguintes varidveis: solvente (tolueno, cicloexano, isooctano), tempo de extracdo (10; 20; 30 e
40 min.), volume da microgota (0,5; 0,8 e 1,0 uL), volume da solu¢do/amostra (1; 5 e 10 mL),
velocidade de agitagdo (sem agitacdo; 100; 200 e 300 rpm); acidificacdo do meio (H;PO, e HCI)
e efeito “salting out” (sem sal e NaCl 10%), por meio de planejamento de experimentos

univariado.
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Para o procedimento de SDME, uma microsseringa de 10 uL (Hamilton) foi usada para
medir e introduzir a microgota do solvente de extracdo (tolueno) no vial de vidro contendo a
solugdo de extragdo ou amostra, barra magnética e septo de silicone.

Antes de cada extragdo, a seringa foi rincada 6 vezes com metanol seguida de 3 vezes
com tolueno.

O émbolo foi entdo colocado na posicdo zero e 2 pL de tolueno foi puxado para dentro
da seringa. Em seguida, a agulha da microsseringa foi inserida através do septo e imersa
diretamente na solu¢do de extracdo ou amostra (10 mL), sob agitagdo (200 G). O émbolo da
microsseringa foi deprimido até a posicdo de 1 pL (volume da gota) para expor a gota de
tolueno e ocorrer a transferéncia dos analitos da fase aquosa para a gota organica.

Ap6s o tempo de extragdo (30 min.), a gota foi puxada para dentro da microsseringa,
removendo-se a agulha para fora do vial de vidro e imediatamente injetada em um sistema de
cromatografia a gas acoplado a um espectrdmetro de massas (GC-MS) para posterior andlise.

A Figura 9 apresenta um esquema com as etapas utilizadas no procedimento para

SDME.

FIGURA 9 - Esquema das etapas utilizadas no procedimento para SDME

O mesmo procedimento para SDME foi aplicado para os padrdes e para as amostras de

dgua de coco e vinho branco, sendo realizados em triplicata.

3.4 Analises cromatograficas

As andlises cromatograficas dos pesticidas foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
e Desenvolvimento em Quimica (LPQ), situado no Instituto de Quimica da UFBA.

As anadlises dos pesticidas foram feitas utilizando um cromatégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas Shimadzu (GCMS-2010 Plus), equipado com um injetor split/splitless
operando no modo splitless a uma temperatura de 300°C durante a andlise cromatogréfica, com

tempo de purga de 0,75 min.
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As separacdes dos pesticidas foram realizadas empregando-se uma coluna capilar
Restek Rtx®-1MS (30 m x 0,25 mm ID; 0,25 um de espessura de filme), com fase estacionaria
composta por 100% dimetilpolisiloxano. Como gés de arraste foi utilizado hélio UP (pureza de
99,999%) sob um fluxo de 1,0 mL min'. A programacio de temperatura do forno foi 60°C (1,0
min.); 200°C a 25°C min’l; 280°C a 10°C min’l; 300°C a 5°C min”' e finalizando a 300°C por
1,40 min., com tempo total de corrida de 20 min., de acordo com método adotado pelo
Laboratdrio de Pesquisa e Desenvolvimento em Quimica — LPQ para a andlise de pesticidas.

Para o detector de massas foram utilizadas as temperaturas da linha de transferéncia e
fonte de fons a 300°C, e modo de ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV.

A otimizagdo dos tempos de retencdo foi feita no modo SCAN, utilizando a faixa entre
40 e 500 m/z, utilizando uma solugdo padrio dos pesticidas em uma concentragio de 10 mg L™

A identifica¢do e quantificacdo dos pesticidas em amostras reais de dgua de coco e
vinho branco foram realizadas no modo de monitoramento do fon seletivo (SIM - Selected Ion
Monitoring), sendo escolhidos dois fons especificos para cada analito, os quais um fon para a
quantificacdo e o outro para confirmagcdo do composto (Tabela 5), além da comparagdo do
tempo de reten¢do das amostras em relacdo aos padrdes. Para o pesticida permethrin, o qual
apresenta estereoisomerismo, foram detectados dois picos, correspondendo aos isdmeros cis e

trans.
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TABELA 5 - Pardmetros experimentais selecionados para anélise dos pesticidas por GC-MS

Segmento Analito fon de fon de tg (min.)
(min.) quantificacao confirmaciao
(m/z) (m/z)

0,00 - 6,00 carbofuran 164 149 5,73
6,01 — 8,20 molinate 126 55 6,97
sulfotep 322 97 7,66
dimethoate 87 125 7,66
demeton-O 88 60 7,94
8,21 - 8,70 diazinon 137 304 8,35
disulfoton 88 60 8,45
methyl parathion 109 125 8,45
8,71 - 10,00 fenitrothion 109 125 8,97
malathion 93 125 9,37
fenthion 278 125 9,53
dursban 97 197 9,59
parathion 291 109 9,59
10,01 - 11,20 endosulfan 241 339 10,73
11,21 - 12,00 ethion 231 384 11,57
12,01 - 14,00 bifenthrin 181 105 13,02
14,01 - 15,50 permethrin | 183 163 14,55
permethrin 11 183 163 14,66
15,51 - 20,00 azoxystrobin 344 388 17,21

Na Figura 10 é mostrado o perfil cromatografico da solucdo padrdo de pesticidas na

concentragio de 10 pg L™, com a identificagdo dos respectivos picos dos compostos analisados.
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Figura 10 — Cromatograma obtido por GC-MS (modo TIC) da solucio padrio de pesticidas (10
ug L") apés otimizagio dos pardmetros de extracio por SDME. Identificagdo dos picos: 1 -
carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — dimethoate; 5 - demeton-O; 6 - diazinon; 7 -
disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13
- parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II;

19 — azoxystrobin.

O método utilizado para a quantificagdo dos compostos foi o da padronizagio externa.
Foi preparada uma solucdo intermedidria, em metanol, contendo uma mistura de todos os
padrdes de pesticidas na mesma concentracio (1,0 mg L) a partir das solugdes-estoque
previamente preparadas. Para a construcdo das curvas analiticas, foram realizadas dilui¢des da
solugcdo intermedidria, em dgua ultrapura. As curvas analiticas foram obtidas por regressdo

linear, considerando o coeficiente de determinagdo (R*) maior que 0,9900.

3.4.1 Figuras de mérito

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados procedimentos para
validacdo do método, sendo avaliados os seguintes pardmetros: seletividade, linearidade,

precisdo, limite de detec¢do, limite de quantificacdo e exatidao.

A) Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de avaliar, de
maneira inequivoca, as substincias em exame na presenca de componentes que podem interferir
na sua determinagdo em uma amostra complexa. Esse procedimento permite distinguir o analito

de todo o resto que possa estar presente na amostra. A seletividade pode ser obtida de varias
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maneiras: comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com essa
substincia (padrao); comparando o espectro do pico obtido na separacdo com o de um padrio,
por meio da utilizagdo de detectores modernos; por meio do método de adigdo padrio; coletando
o composto de interesse e realizando nova andlise por outro método ou técnica que sdo
especificos para a estrutura da substancia de interesse (Ribani et al., 2004; Harris, 2008).

Para a avaliacdo da seletividade do método proposto, foi realizado o procedimento de
comparacdo da matriz isenta das substancias de interesse (pesticidas) e a matriz adicionada com

os padrdes dos analitos.

B) Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicacg@o.

A relagdo matematica entre o sinal e a concentracdo das espécies de interesse foi
expressa por meio da equacdo da reta (curva analitica) e os respectivos coeficientes de
determinagdo (R*). Como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressio,
considera-se um coeficiente de correlacdo maior que 0,9900, apesar de que para alguns 6rgaos
regulamentadores, tais como o INMETRO, sdo aceitos valores maiores ou iguais a 0,90

(INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004; Azevédo, 2007; Harris, 2008).

C) Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas. Pode ser avaliada
por meio do desvio-padrdo absoluto (o) ou pela estimativa do desvio-padrdo absoluto (s),
quando o nimero de determinacdes € pequeno, pelo intervalo de confianga médio, ou mesmo
pela estimativa do desvio-padrdo relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de
variagdo (CV).

Neste estudo, para estimativas da precisio do método, foram determinados os
coeficientes de variagdo (CV) de uma série de medidas, por meio da utilizacdo da seguinte

equagdo matematica:

5
CVi{%) = — x 100
resp

em que, s = estimativa do desvio-padrdo; resp = resposta do equipamento de andlise (4rea).

Segundo Ribani et al.(2004), em métodos de andlise de tracos ou impurezas, sdo aceitos CV de
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até 20%, dependendo da complexidade da amostra, atestando, assim, a precisdo do método
analitico proposto.

A precisdo, em validacio de métodos, é considerada em tr€s niveis diferentes:
repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade.

A repetitividade envolve varias medi¢cdes da mesma amostra, em diferentes preparacdes
e ¢é, algumas vezes, denominada precisdo intraensaio ou intracorrida. Para a avaliacdo da
repetitividade do método, foi realizada a andlise de solucdes-padrdo, correspondentes a trés
niveis de concentracdo, submetidas a cinco diferentes preparacdes, sendo, entdo, estimado o CV
correspondente para cada nivel de concentrag@o.

A precisdo intermedidria indica o efeito das variacdes dentro do laboratério em razdo de
eventos, como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma
combinacdo desses fatores. O objetivo da validac¢do da precisdo intermedidria € verificar que, no
mesmo laboratério, o método fornecerd os mesmos resultados. Pelo fato de utilizar apenas uma
vez uma solucdo-padrio previamente preparada para o procedimento de SDME, ja que se estima
que parte dos analitos em solucdo tenham sido extraidos, este pardmetro ndo foi considerado no
processo de validagdo do método.

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de uma
mesma amostra sob condi¢des variadas (mudanga de operador, local, equipamento, etc.). Deve
ser considerada em situagdes como a padronizacdo de procedimentos analiticos a serem
incluidos, por exemplo, em farmacopeias, procedimentos do Codex, etc., e, por isso, ndo foi

considerada neste estudo (Ribani et al., 2004; Azevédo, 2007; Harris, 2008).

D) Limite de detecciao

O limite de detec¢do (LD) representa a menor concentracdo da substincia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental.

O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método da relacdo
sinal-ruido e método baseado nos pardmetros da curva analitica.

Para a determinacdo do LD, foram considerados os parametros relativos a cada curva

analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matemaética:

LD =3% >
= XS

em que s € a estimativa do desvio-padrio da equacdo da linha de regress@o e S € o coeficiente

angular da curva analitica (Ribani et al., 2004; Harris, 2008).
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E) Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental.

Os mesmos critérios adotados para a determinagdo do LD podem ser adotados para o
LQ, porém, utiliza-se a relag@o 10:1 (sinal:ruido).

Para a determinacdo do LQ, foram considerados os parametros relativos a cada curva

analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matemaética:

5

LQ =10
Q X

em que s é a estimativa do desvio-padrio da equacdo da linha de regress@o e S € o coeficiente

angular da curva analitica (Ribani et al., 2004; Harris, 2008).

F) Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro, ou seja, define a
“proximidade do valor verdadeiro”.

Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatidio de um método sdo:
comparagdo com materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacio e
adicdo padrao.

O ndmero de ensaios varia de acordo com a legislagdo, diretriz adotada e, também, com
as caracteristicas da pesquisa; alguns 6rgdos estabelecem um minimo de nove determinagdes
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentragdo (Ribani et al., 2004; Harris,
2008).

Com isso, a exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperagdo utilizando uma
das amostras de dgua de coco e uma de vinho branco, escolhidas aleatoriamente, sendo essas
fortificadas com padrdes dos analitos em 3 niveis de concentracdes diferentes. A recuperagdo
foi determinada considerando os resultados obtidos para cada analito estudado, utilizando a

seguinte equagdo matematica:

. concentracdo medida
% Recuperacdo = — x 100
concentracio esperada
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Os valores aceitaveis de recuperagdo para andlise de residuos geralmente estdo entre 70
e 120%, com precisdo de até + 20%; porém, dependendo da complexidade analitica e da

amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (Ribani et al., 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condicoes experimentais para SDME

Em trabalhos anteriores (Pinheiro & De Andrade, 2009; Pinheiro et al., 2011), foi
aplicado delineamento experimental multivariado para a otimizacdo das condic¢des
experimentais para SDME na andlise de pesticidas organofosforados e piretréides em &dgua
avaliando, entre outras, as seguintes varidveis: solvente, tempo de extracdo e volume da gota.
Com base nos resultados obtidos anteriormente, foi possivel usar delineamento univariado,
neste estudo, para avaliar: solvente (tolueno, cicloexano, isooctano), tempo de extragdo (10; 20;
30 e 40 min.) e volume da gota (0,5; 0,8 e 1,0 uL).

A escolha de um solvente adequado é muito importante para a obtencdo de uma boa
seletividade e uma melhor eficiéncia de extracdo dos analitos utilizando SDME. Assim, o
solvente escolhido deve apresentar baixa solubilidade em 4gua, baixa toxicidade, boa
estabilidade da gota formada e, acima de tudo, ser capaz de extrair eficazmente os analitos (Kin
& Huat, 2009).

Na Figura 11, pode-se observar que todos os solventes estudados apresentaram boa

eficiéncia na extragdo dos pesticidas. Assim, o tolueno foi selecionado devido a sua melhor

compatibilidade com a andlise de pesticidas por cromatografia a gés.
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FIGURA 11 - Areas obtidas para a otimizagdo do solvente (tempo de extracio: 30 min.; volume
da gota: 1,0 uL). Solucdo padrio (50 pg L™): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 —
demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion;
10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 — azoxystrobin.
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Normalmente, quando se utiliza SDME, a eficiéncia de extracdo aumenta com o tempo.
Por outro lado, o tempo selecionado deve ser suficiente para permitir que a microgota extraia
adequadamente os analitos alvo, ndo devendo ser muito longo para evitar a dissolugdo da
microgota (Kin & Huat, 2009). Na Figura 12, pode ser observado que os resultados sugerem
que o equilibrio da extragdo foi alcancado préximo a 30 min.. Apds este tempo, foi observada a
dissolugdo de parte da microgota, dificultando o controle do tamanho da mesma. Assim, o

tempo de extragao escolhido foi de 30 min..
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FIGURA 12 - Areas obtidas para a otimizacio do tempo de extracdo (solvente: tolueno; volume
da gota: 1,0 uL). Solugdo padrio (50 pg L™"): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 —
demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion;
10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 — azoxystrobin.

Em geral, o uso de um maior volume da gota resulta em um aumento da resposta do
instrumento analitico. No entanto, gotas muito volumosas podem ser de dificil manipulacédo e
menos confidveis. Além disso, pode haver um comprometimento no processo de difusdo dos
analitos pelo aumento do volume da gota, havendo necessidade de um tempo maior para
alcancgar o equilibrio (Kin & Huat 2009). Portanto, o volume da microgota escolhido foi de 1,0
pL por ter apresentado boa estabilidade da gota, bem como uma melhor eficiéncia de extragdo
dos pesticidas, de modo a assegurar boa reprodutibilidade e permitir a utilizacdo de agitagdo

rapida (Figura 13).
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FIGURA 13 - Areas obtidas para a otimizagio do volume da gota (solvente: tolueno; tempo de
extracdo: 30 min.). Solugdo padrdo (50 ug L): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 —
demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion;
10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 — azoxystrobin.

Foram realizados testes adicionais, a fim de obter uma melhor resposta para cada
pesticida analisado. Deste modo, avaliou-se também o volume da solugio (1, 5 e 10 mL), a
velocidade de agitagcdo (sem agitacdo, 100, 200 e 300 rpm), a acidificagdo do meio de extragdo
(sem adi¢@o de acido, com H;PO4 e com HCI) e o efeito salting-out (sem adi¢do de sal e com
10% de NaCl).

Para os testes realizados com diferentes volumes de solugdo, embora as dreas obtidas
fossem muito préximas para os volumes de 5 e 10 mL (Figura 14), foi escolhido o volume de 10
mL de solu¢do uma vez que, com este, conseguiu-se um melhor controle e estabilidade da gota
na extremidade da agulha da microsseringa quando foi realizada agitacio com uma barra

magnética submersa na solucio.
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FIGURA 14 - Areas obtidas para a otimizacdo do volume de solugdo. Solugdo padrio (25 pug L
: 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 -
disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13
- parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II;

19 — azoxystrobin.

Observou-se também que a agitacdo foi um fator que determinou um aumento
significativo na drea dos picos dos pesticidas analisados. A melhor eficiéncia de extragcdo é
obtida quando se utiliza agita¢do rapida devido ao fato de que a agitagdo permite uma exposi¢ao
continua entre a superficie de extra¢do e a amostra (Kin & Huat, 2009). Foi possivel observar
uma melhor extracdo dos pesticidas para as velocidades de 200 e 300 rpm (Figura 15). No
entanto, foi escolhida a velocidade de 200 rpm uma vez que, nesta velocidade, poderia ocorrer
uma menor perturbacdo da solugdo, quando comparada a 300 rpm, e, consequentemente, uma
maior estabilidade da microgota na ponta da agulha da microsseringa. Para velocidades maiores
que 300 rpm, verificou-se que havia desprendimento da gota com muita facilidade, impedindo o

recolhimento da mesma para que fosse posteriormente injetada no sistema cromatografico.
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FIGURA 15 - Areas obtidas para a otimizagdo da velocidade de agitacdo. Solugdo padrio (25
ug L"): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7
- disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban;
13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin

IT; 19 — azoxystrobin.

Ito et al . (1988) sugerem que as moléculas de certos pesticidas sdo muitas vezes mais
estdveis em meio aquoso 4cido, quando comparado a um meio bdsico, como no caso do
fenitrothion. Deste modo, o efeito da acidificagdo do meio na eficiéncia de extragdo dos
pesticidas foi estudado utilizando dois 4cidos ndo oxidantes: dcido cloridrico e 4cido fosférico.

A Figura 16 mostra que, utilizando ambos os 4cidos, foi obtida uma correlagdo linear
positiva significativa entre os dados obtidos para a extragdo sem o uso de acido e acidificando o
meio de extragcdo . Coeficientes de correlacdo (R) de 0,9924 foram obtidos para a utilizagdo de
cido cloridrico e 0,9593 para o uso de 4cido fosférico, revelando que a acidificagdo do meio é
um fator importante para a extragdo de pesticidas utilizando SDME. Além disso, observou-se
que a inclinag@o da reta obtida para a correlacdo utilizando o 4cido cloridrico (1,6023) foi mais
elevada, em comparacdo com a obtida por meio da utilizacdo de dcido fosférico (0,8216),
demonstrando um aumento mais acentuado da eficiéncia da extracdo quando foi utilizado acido
cloridrico. Neste contexto, a acidificacdo do meio foi adotada para a extracdo dos pesticidas, e o
dcido cloridrico foi escolhido devido a sua melhor resposta a andlise dos analitos, apds o
processo de extracdo, especialmente para pesticidas organofosforados tais como disulfoton,

fenitrothion, fenthion e dursban.
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FIGURA 16 — Correlagdo entre as respostas obtidas para a extracdo dos pesticidas sem
utilizacdo de 4acido e acidificando o meio com dacido fosférico e &cido cloridrico,
respectivamente. Solucio padrio (25 ug L'): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 —
demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion;
10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 — azoxystrobin.

O efeito salting-out esta relacionado com a interacdo entre a dgua e o sal, reduzindo
assim a solvatacdo de moléculas em solucdo aquosa (Leschev & Zayats, 2012). Neste sentido,
sais como o cloreto de sédio melhoram a estruturacdo da fase aquosa e, consequentemente a
energia de coesdo da 4gua devido as suas fortes interacdes com os dipolos da mesma,
promovendo uma mudanga no equilibrio de parti¢do de solutos organicos neutros em dire¢do a
fases ndo aquosas, facilitando a extracdo de analitos contidos em fases aquosas (Endo et al.,
2012). Por outro lado, Kin e Huat (2009) mostraram que a adi¢cdo de sal provocou uma ligeira
reducdo da eficiéncia de extracdo para a maioria dos pesticidas estudados, sendo mais
pronunciada para os compostos menos polares. No entanto, no presente estudo, ndo foi
observada nenhuma influéncia significativa para a extracdo de pesticidas quando o sal foi
adicionado a solugdo padrdo, uma vez que as areas entre as solu¢des obtidas com e sem a adicdo
de sal foram muito préximas (Figura 17). Assim, optou-se por ndo adicionar sal a solucdo para a

extracdo de pesticidas.
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FIGURA 17 — Efeito salting-out na eficiéncia de extracdo de pesticidas por SDME. Solugéo
padrao (25 pug L™"): 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 -
diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12
- dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 -

permethrin II; 19 — azoxystrobin.

Apés a execugdo dos experimentos, constatou-se que os melhores pardmetros obtidos
para a andlise dos pesticidas utilizando o método de extragdo proposto foram: solvente
(tolueno); tempo de extragdo (30 min.); volume da gota (1,0 uL); volume da solugdo (10 mL);
velocidade de agitacdo (200 rpm); com acidificacdo do meio com HCI e sem adicdo de sal, ja

que possibilitou melhor extracdo dos analitos do meio aquoso.

4.1.1 Influéncia da graduacio alcodlica do vinho na extracao dos pesticidas por SDME
Para avaliar a influéncia da graduacio alcodlica na eficiéncia de extracdo dos pesticidas,

procedeu-se com a técnica de SDME utilizando solu¢des padrdo de pesticidas preparadas em

solugdes aquosa e alcodlica com concentragdes de etanol variando de 0% a 40% (v/v), conforme

mostrado na Figura 18.
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FIGURA 18 - Influéncia da graduag@o alcodlica na extragdo dos pesticidas, usando SDME, em
solugdo padrdo (10 ug L™). Pesticidas: 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O;
5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 -
malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 — azoxystrobin.

Por meio dos resultados obtidos para a efici€ncia de extragdo dos pesticidas, verificou-
se que até 15% de élcool etilico ndo houve diferenca significativa na extragdo dos analitos,
observado pela correlacio entre os resultados referentes a solucio padrdo aquosa (0% de etanol)
e a solugd@o padrao alcodlica com concentracdo de 15% de etanol, sendo obtido um coeficiente
de correlacgdo (R) de 0,9860 e inclinacdo da reta de correlagcdo muito préxima a unidade (1, 071)

(Figura 19).
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FIGURA 19 - Correlagdo entre as respostas obtidas para a eficiéncia de extracdo dos pesticidas
em solugdo padrdo aquosa (etanol 0%) e em solugdo padrio alcodlica (etanol 15%). Pesticidas:
1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 -
disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13
- parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II;

19 — azoxystrobin.

Desta maneira, ndo houve necessidade de preparacdo e otimizacdo do procedimento de
extracdo utilizando solugdes padrio alcodlicas para simular a matriz alcodlica a ser estudada
(vinho branco) visto que a graduagao alcodlica das amostras analisadas variou de 9,5% a 13,5%.
Assim, o método de extragdo proposto mostrou-se eficiente para a extracdo de pesticidas tanto
de solugdes aquosas quanto de solugdes alcodlicas com uma concentragéo de etanol de até 15%.
Acima de 15% de etanol foi constatada uma redugdo significativa na eficiéncia de extracdo da
maioria dos pesticidas, devendo-se realizar todos os testes de otimizacdo e validagdo do método
analitico em solucdes padrdo de pesticidas preparadas em etanol, de acordo com a graduacio
alcodlica da bebida a que o método serd aplicado. Além disso, para a solucdo alcodlica de 40%
de etanol, verificou-se uma significativa perda da microgota durante o procedimento de extragao
havendo solubilizacdo de parte do solvente de extracdo e, consequentemente, diminuicdo do
tamanho e volume da gota.

Diante disso, o método mostrou-se robusto e abrangente para ser aplicado a diferentes

tipos de matrizes, tais como agua de coco e vinho branco.

4.2 Validacao do método analitico

Os pardmetros avaliados na validagdo do método proposto foram seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limites de detec¢do e quantificagdo.
Nas condi¢gdes cromatograficas empregadas, constatou-se que as amostras nio

apresentaram substancias interferentes nos tempos de retencdo dos pesticidas analisados, os
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quais podem ser observados por meio do cromatograma de uma amostra de dgua de coco e de

vinho branco, respectivamente, isentas da adi¢cdo dos compostos analisados e dessas mesmas
e ~ . ~ -1

amostras fortificadas com os padrdes dos analitos, numa concentragdo de 10 ug L™ para cada

composto (Figura 20 e Figura 21), atestando, assim, a seletividade do método analitico.
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FIGURA 20 — Cromatogramas obtidos por GC-MS (modo TIC) de uma das amostras de dgua
de coco (A) e da mesma amostra adicionando-se os padrdes de pesticidas numa concentragdo de
10 ug L' (B), para a certificacdo da seletividade. Identificacio dos picos: 1 - carbofuran; 2 -
molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl
parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 -
endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 —

azoxystrobin.

53



{1,000 000)

610 A

510

T
75 10.0 125 15.0 175

Tempo (minutos)

{51 01030 000

50 11 B
an 3/4 12/13
18 /
5

307 10
2.0+ 2 9 \

1 14 ’
1.0 / 15 17 /

L \ l 16 \ 19
PO ~—r'-||“|'~—--l SR | W S —

T T T
75 0.0 125 150 175

Tempo (minutos)

FIGURA 21 - Cromatogramas obtido por GC-MS (modo TIC) de uma das amostras de vinho
branco (A) e da mesma amostra adicionando-se os padrdes de pesticidas numa concentragio de
10 ug L' (B), para a certificacdo da seletividade. Identificacio dos picos: 1 - carbofuran; 2 -
molinate; 3 - sulfotep; 4 — demeton-O; 5 - dimethoate; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl
parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 -
endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 —

azoxystrobin.

Por meio da construgdo das curvas analiticas, foi possivel avaliar a linearidade do
método pela estimativa dos coeficientes de determinagdo referentes as equagdes das curvas,
obtidas por regressdo linear. Foram obtidos coeficientes de determinagdo variando de 0,9254 a
0,9997, mostrando a alta correlag@o linear entre a concentracdo dos compostos analisados e as
areas dos picos, com valores acima de 0,90 para o coeficiente de correlacdo, conforme
recomendado por alguns o6rgdos de regulamentacio de métodos analiticos tais como o

INMETRO (INMETRO, 2003) (Tabela 6).
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TABELA 6 — Pardmetros das curvas analiticas e os respectivos coeficientes de determinag@o

(R

Pesticidas Faixa linear (ug L™) b a R’
carbofuran 1,0-25,0 9495,488 -17203,36 0,9911
molinate 0,5-15,0 149495,7 -37147,36 0,9997
sulfotep 0,5-15,0 24707,92 -17114,490 0,9922
dimethoate 0,25-15,0 10282,4171 -5679,89441 0,9927
demeton-O 0,5-15,0 71243,12 -55097,82 0,9955
diazinon 0,5-15,0 112633,1 -74160,0 0,9957
disulfoton 0,5-15,0 376080,1 -165021,800 0,9974
methyl parathion 0,5-15,0 18324,43434 -11290,536 0,9914
fenitrothion 0,5-15,0 1304477 -117456,9 0,9922
malathion 1,0 - 25,0 53134,83 -154773,5 0,9254
fenthion 0,5-15,0 178161,3 -121100,2 0,9951
dursban 0,5-15,0 192285,1 -85342,62 0,9968
parathion 0,5-15,0 11997,34522 -7902,1749 0,9913
endosulfan 0,25 -10,0 14177,61 -2007,778 0,9984
ethion 0,5-15,0 72700,97 -30318,930 0,9996
bifenthrin 0,5-25,0 10591,150 8873,822 0,9885
permethrin I 0,5-15,0 7653,241 1342,283 0,9916
permethrin 1T 0,5-25,0 24753,270 -8820,058 0,9981
azoxystrobin 0,5-15,0 24983,1 -13274,01 0,9925

*Regressdo linear: y=bx + a

A precisdo do método analitico foi avaliada em relacdo aos niveis de repetitividade,
estimando o coeficiente de variacdo (CV) para cada composto analisado a partir de sucessivas
medi¢des. Foram avaliadas as dreas dos picos obtidos a partir da injecdo de solu¢des padrio dos
pesticidas em 3 niveis de concentracio (1; 5 ¢ 10 ug L) . Entretanto, para os compostos
dimethoate e endosulfan foi avaliada também a concentracio de 0,5 ug L, ji que esta foi a
menor concentracio relativa as respectivas curvas analiticas.

Pelos resultados obtidos mediante os testes, obtiveram-se os CV, que variaram de
10,3% (dimethoate) a 14,5% (endosulfan), na concentragdo de 0,5 pg L', de 3,09% (disulfoton)
a 16,3% (demeton-O), na concentracdo de 1 pug L’l, de 8,28% (endosulfan) a 25,0%
(carbofuran), na concentragido de 5 ug L', e de 4,99% (disulfoton) a 21,4% (azoxystrobin), na

concentragdo de 10 ug L™ (Tabela 7).
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TABELA 7 - Médias das dreas dos picos (n = 5) e coeficientes de variagcdo (CV) obtidos para cada pesticida na avaliagdo da precisdo do método

Composto 0,5ugL?’ 1pgL?! 5ugL’ 10 pg !
Area CV (%) Area CV (%) Area CV (%) Area CV (%)

carbofuran - - - - 4340,0 25,0 14975,6 13,3
molinate - - 31566,6 11,3 196889,2 12,6 378529,0 6,10
sulfotep - - 8016,2 7,95 43669,6 16,7 76874,0 14,5
dimethoate 833,0 10,3 3311,3 4,32 24165,2 9,61 35506,6 7,11
demeton-O - - 15714,6 16,3 122354,5 12,3 211692,8 14,5
diazinon - - 36523,8 10,5 207875,6 18,2 324939,2 13,2
disulfoton - - 99546,5 3,09 817022,3 37,9 1179516,8 4,99
methyl parathion - - 3765,3 5,89 32950,8 19,1 52343,8 8,68
fenitrothion - - - - 104945,0 21,1 384215,0 10,4
malathion - - 23396,8 15,6 35880,75 13,6 91883,4 18,5
fenthion - - 65840,5 9,91 244304,2 13,5 724325,8 12,2
dursban - - 61876,7 9,70 257517,2 9,56 737409,2 11,4
parathion - - 3193,2 9,87 13300,2 17,2 38411,4 8,63
endosulfan 1261,6 14,5 6586,7 7,46 251214 8,28 69107,6 10,1
ethion - - 31874,5 7,71 90983,6 14,6 292495,2 154
bifenthrin - - 10324,3 7,16 23774,7 17,9 47672,6 7,53
permethrin I - - 3476,3 6,78 8942,8 16,9 21943.8 12,5
permethrin II - - 8677,0 3,95 23752,5 19,3 62438,8 14,0
azoxystrobin - - 8775,8 12,3 16148,4 19,9 39810,2 21,4




O método apresentou precisdo satisfatéria para a maioria dos pesticidas analisados em
dgua de coco e vinho branco, sendo obtidos CV abaixo de 20% conforme recomendado por
Ribani et al. (2004), considerando a complexidade do tipo de extrag@o dos analitos empregada
neste trabalho e as baixas concentra¢des dos pesticidas analisados. Para os compostos
carbofuran e fenitrothion ndo foram obtidos valores de repetitividade considerdveis para os
menores niveis de concentragfo e, por isso, ndo foram apresentados.

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para o método analitico estdo

apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 — Limites de deteccdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) para os pesticidas

analisados
Pesticidas LD (ugL?) LQ (ngL™h
carbofuran 0,88 2,94
molinate 0,38 1,28
sulfotep 0,10 2,51
dimethoate 0,25 6,11
demeton-O 0,25 3,26
diazinon 0,10 2,53
disulfoton 0,10 2,37
methyl parathion 0,50 6,65
fenitrothion 0,50 3,47
malathion 0,73 2,42
fenthion 0,10 2,96
dursban 0,25 2,48
parathion 0,25 6,69
endosulfan 0,10 1,99
ethion 0,10 2,73
bifenthrin 0,36 1,21
permethrin I 0,25 1,81
permethrin 11 0,10 2,42
azoxystrobin 0,25 2,67
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Pode-se observar que os limites de detec¢do e quantificacdo encontrados para os

pesticidas variaram de 0,1 a 0,88 ug L' e 1,21 a 6,69 ug L', respectivamente. Os valores

obtidos apresentaram-se abaixo aqueles encontrados por Santos et al. (2012), para a andlise de

pesticidas em dgua de coco e ligeiramente acima aqueles obtidos por Garbi et al. (2010) para a

andlise em vinhos, o que demonstra a boa sensibilidade do método para a andlise residuos de

pesticidas nas respectivas matrizes. Diferencas nesses parametros podem ser provenientes de

alteracdes nas condicdes cromatograficas empregadas, como na aparelhagem e/ou métodos de

preparo de amostras adotados para a quantificacdo dos compostos (Ribani et al., 2004).

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de recuperagdo, em que

a concentracdo dos pesticidas foi calculada pelo aumento das areas dos picos, obtida apds a

adi¢@o de uma quantidade conhecida dos padrdes a amostras de d4gua de coco (Tabela 9) e vinho

branco (Tabela 10) escolhidas aleatoriamente.

TABELA 9 - Recuperagio dos pesticidas em amostra de dgua de coco®

% Recuperagio

Concentragdo adicionada (ug L™)

Pesticidas Concentragdo na amostra 0,5 1 5 10
(ngLh

carbofuran ND NQ 110 99,3
molinate ND 37,1 78,2 72,6
sulfotep ND 133 90,5 104
dimethoate ND 160 93,4 106
demeton-O <LD 80,0 117 92,2
diazinon ND 142 119 102
disulfoton <LQ 55,3 75,7 83,2
methyl parathion ND 114 128 102
fenitrothion 5,51 72,6 133 110
malathion 3,57 95,4 86,4 95,9
fenthion ND 121 89,2 102
dursban ND 110 55,9 77,4
parathion ND 118 82,6 84,2
endosulfan ND 28,3 28,3 30,4

Continua...
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Tabela 9, continuacio

ethion ND 88,3 527 57,0
bifenthrin ND NQ 65,6 82,1
permethrin I ND 27,9 40,7 49.6
permethrin 11 ND 54,0 40,5 40,6
azoxystrobin ND 160 143 100

*ND = ndo detectado; NQ = ndo quantificado; <LD = menor que o limite de detec¢io; <LQ = menor que

o limite de quantificacdo.

Para os resultados apresentados em agua de coco, foram obtidos baixos valores de
recuperagdo para alguns compostos tais como permethrin I e permethrin II (variando de 27,9% a
54,0%), ja que sdo compostos que apresentam coeficientes de particdo relativamente baixos
(Tabela 9), devendo apresentar assim maior afinidade pela fase aquosa. Com isso, pode-se
constatar uma maior dificuldade da migracdo destes analitos da fase aquosa (amostra) para a
fase organica (gota).

Para o composto endosulfan, apesar de apresentar um coeficiente de particdo
relativamente alto, comparado aos demais analitos, observou-se uma anormalidade no
comportamento deste durante o processo de extracdo ja que foi obtido um valor baixo de
recuperacdo média (29,0%), devendo-se este apresentar uma maior afinidade pela fase organica
e, consequentemente, melhor extracdo. Possivelmente, a dificuldade de extrag@o deste composto
esteja relacionada a sua interagdo com outras substincias presentes na dgua de coco. Este fato
pode ser explicado pela maior polaridade das moléculas dos compostos organoclorados
comparadas a outras classes de compostos, tais como os organofosforados, o que promove uma
maior afinidade por fases aquosas do que em fases organicas, dificultando, assim, a extracdo de

substancias desta natureza.
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TABELA 10 - Recuperagio dos pesticidas em amostra de vinho branco®

% Recuperacgdo

Concentragio adicionada (ug L)

Pesticidas Concentracdo na 0,5 1 5 10

amostra (ug L)

carbofuran 9,67 81,1 75,0 94,9
molinate ND 130 56,9 76,6
sulfotep ND 114 79,7 86,8

dimethoate ND NQ 103 99.0

demeton-O ND 171 132 112
diazinon ND 125 91,5 89,3
disulfoton ND 83,8 67,8 74,5

methyl parathion ND 168 100 99,1

fenitrothion ND 142 109 101
malathion ND NQ 161 124
fenthion ND 119 86,2 88,5
dursban 8,79 13,2 34,1 52,4
parathion ND 120 100 112

endosulfan ND 84,9 58,4 66,2

ethion ND 120 103 105
bifenthrin ND 144 176 191
permethrin I ND 152 114 145
permethrin 11 ND 161 104 136
azoxystrobin <LQ 99,2 104 98,6

* ND = ndo detectado; NQ = ndo quantificado; <LQ = menor que o limite de quantificacao.

Para o vinho branco, vale ressaltar que foi observada baixa recuperagio para o pesticida
dursban, cujos valores variaram de 13,2% a 52,4% (Tabela 10). Possivelmente, a dificuldade de
extracdo deste composto esteja relacionada a sua interacdo com outras substancias presentes no
vinho branco.

Pode-se constatar que os valores de recuperag@o obtidos em vinho branco apresentaram-
se mais proximos dos limites aceitdveis quando comparados aqueles encontrados em dgua de
coco. Entretanto, de maneira geral, o método apresentou boa recuperagdo para a determinagio

de pesticidas em 4dgua de coco e vinho branco cujos valores médios se incluiam nos limites
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considerados aceitdveis (entre 50% e 120%, devido a complexidade da extracdo dos analitos
utilizando a SDME como técnica de extragdo/pré-concentragdo e o nimero de compostos
analisados).

4.3 Aplicacao do método analitico em amostras reais

4.3.1 Agua de coco

A Figura 22 mostra o perfil cromatografico obtido para uma das amostras de dgua de

coco analisadas.
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FIGURA 22 — Cromatograma obtido por GC-MS (modo TIC) de uma das amostras de dgua de
coco industrializada. Identificacdo dos picos: 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 -
dimethoate; 5 - demeton-O; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion;
10 - malathion; 11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 -

bifenthrin; 17 - permethrin I; 18 - permethrin II; 19 - azoxystrobin.

Os resultados obtidos para a quantificagdo dos 19 pesticidas em amostras reais de dgua

de coco est@o apresentados na Tabela 11.
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TABELA 11 - Concentracio dos pesticidas (ug L) encontrados nas amostras de dgua de coco

Concentracio (ug L™)*

Agua de coco industrializada

Agua de coco natural

Pesticidas Marca 1 Marca 2 Marca 3
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote5 Lotel Lote 2 Lote3 Loted4 LoteS5 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote4 Lote5S 1 2 3 4 5
carbofuran ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
molinate ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
sulfotep ND ND ND ND ND ND ND <LQ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
dimethoate <LQ ND ND 12,147,48 ND ND <LQ ND ND ND ND <LQ ND ND ND ND ND ND ND ND
demeton-O <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ ND <LQ ND ND ND ND ND
diazinon ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
disulfoton ND ND ND ND <LQ ND <LQ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
methyl ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
parathion
fenitrothion <LQ <LQ <LQ <LQ 551137  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ ND <LQ ND ND <LQ <LQ <LQ
malathion 3,41+0,27 4,23+0,82 3,28+0,06 3,70+0,58 3,57+0,70 ND 3,31+0,18 3,52+0,90 ND ND 5,57+2,43 5,11+0,24 3,65+0,80 ND ND ND ND 3,14+0,13 ND 3,33+0,30
fenthion ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
dursban ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
parathion ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
endosulfan ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ethion ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
bifenthrin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
permethrin I ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
permethrin IT ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
azoxystrobin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

9

* Média + desvio padrdo(n = 3); ND = ndo detectado; <LQ = menor que o limite de quantificagfo.



De acordo com os resultados obtidos, foi possivel constatar que os pesticidas
encontrados nas amostras de dgua de coco foram sulfotep, demeton-O, dimethoate, disulfoton,
fenitrothion e malathion. Entre os analitos presentes nas amostras analisadas, foram observadas
concentragdes que variaram de <LQ a 12,1 pg L' (dimethoate). Vale ressaltar que, entre os
compostos encontrados, os inseticidas e acaricidas comumente usados para controlar a agdo de
pragas nas culturas de coqueiros sdo dimethoate e malathion (Embrapa, 2002), os quais
apresentaram as maiores concentracdes nas amostras de dgua de coco, especialmente nas
amostras de origem industrial.

Estudos realizados por Deme et al. (2012) utilizando extracdo em fase sélida (SPE)
seguido pela andlise por LC-MS/MS mostraram que, dentre os pesticidas analisados em dgua de
coco, apenas malathion foi encontrado em 23% das amostras, em concentragdes variando de 24
a 45 ng L. Os autores comentam que a deteccio deste analito nas amostras foi possivel apenas
apos a execugdo de diferentes etapas de pré-concentracdo das amostras. Neste sentido, 0 método
proposto neste estudo apresenta como vantagem maior simplicidade e a execugdo de apenas
uma etapa para extra¢ao e pré-concentracio das amostras.

Outros trabalhos reportados na literatura utilizando diferentes métodos instrumentais e
técnicas de extragdo/pré-concentracdo foram aplicados na andlise de pesticidas em dgua de
coco. Técnicas como a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) seguida pela andlise por
cromatografia liquida com detec¢do ultravioleta ou cromatografia a gis acoplada a
espectrometria de massas nao detectaram residuos de pesticidas em amostras de dgua de coco,
possivelmente por ndo terem atingido niveis de deteccdo compativeis para este tipo de analise
(Silva et al., 2008; Santos et al., 2012).

Pelo fato de ndo haver uma legislacdo especifica para a presenca de pesticidas em dgua
de coco comparou-se os resultados obtidos neste estudo com os padrdes de potabilidade da dgua
para substancias quimicas que representam risco a saide. A legislacdo brasileira estabelece
limites maximos para dois pesticidas utilizados neste trabalho, endosulfan (20 pg L) e
permethrin (20 ug L) (Brasil, 2006). A legislacdo internacional estabelece um limite maximo
permitido de 40 mg L™ para o pesticida carbofuran em dgua potdvel (EPA, 2013). Assim, os
resultados obtidos para estes pesticidas em dgua de coco apresentaram-se abaixo dos limites
estabelecidos em relacdo a legislacdo brasileira e internacional para dgua potavel, ja que estes
ndo foram detectados nas amostras analisadas.

Com o intuito de verificar se houve diferenca significativa entre as amostras de dgua de
coco industrial e natural, realizou-se a andlise por componentes principais (PCA) com as

concentracdes médias dos pesticidas para as amostras analisadas, apesar do nimero reduzido de
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amostras para este tipo de avaliagdo estatistica. O modelo ajustado apresentou dois fatores que
representam 83,2% da varidncia no conjunto de dados iniciais. O fator 1 representa 50,4% da
varidncia no conjunto de dados iniciais e possui pesos elevados para demeton-O (-0,81) e
malathion (-0,82). Esses analitos provocaram uma separacdo entre as amostras de origem
natural e industrial de 4gua de coco (Figura 23), apresentando-se em maiores concentragdes para
as amostras de origem industrial. O fator 2 apresentou pesos elevados para o dimethoate (0,67),
apesar de ndo ter provocado separagdes efetivas nos grupos de amostras. Pelo fato das respostas
obtidas terem sido explicadas pelos fatores 1 e 2, ndo houve a necessidade de avaliar a

influéncia de outros fatores na comparacio dos dados obtidos.
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FIGURA 23 - Grifico de PCA loadings para as concentra¢des de pesticidas em amostras de
dgua de coco industrial e artesanal; I = amostras de dgua de coco industrial e N = amostras de

dgua de coco natural

A diferenca entre amostras de dgua de coco naturais e industriais ficou mais aparente
por meio da andlise por agrupamento hierdrquico (HCA) devido a formagao de dois grupos, um
formado exclusivamente por amostras industriais e outro com predomindncia de amostras
naturais (Figura 24). Apesar disso, a distancia entre os grupos ndo foi significativamente grande,

demonstrando um pequeno grau de dissimilaridade entre as amostras analisadas.
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FIGURA 24 — Dendograma para as amostras de dgua de coco industrial e artesanal em relagdo
as concentracdes de pesticidas; I = amostras de dgua de coco industrial e N = amostras de dgua

de coco natural.

O fato de que foram observadas as maiores concentracdes de residuos de pesticidas nas
amostras provenientes de processo industrial pode ser explicada pelas grandes areas plantadas
pela inddstria, fazendo com que a aplicag@o dessas substancias possibilite um melhor controle
sobre a acdo de pragas nas lavouras a fim de néo prejudicar a producdo de grandes volumes da

bebida.

4.3.2 Vinho branco

Na Figura 25 sdo mostrados os cromatogramas obtidos para duas das amostras de vinho

branco analisadas.
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FIGURA 25 - Cromatogramas obtidos por GC-MS (modo TIC) de duas amostras de vinho

branco. Identificagdo dos picos: 1 - carbofuran; 2 - molinate; 3 - sulfotep; 4 - dimethoate; 5 -

demeton-O; 6 - diazinon; 7 - disulfoton; 8 - methyl parathion; 9 - fenitrothion; 10 - malathion;

11 - fenthion; 12 - dursban; 13 - parathion; 14 - endosulfan; 15 - ethion; 16 - bifenthrin; 17 -

permethrin I; 18 - permethrin II; 19 - azoxystrobin.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para a andlise de 19 pesticidas em amostras

reais de vinho branco.
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TABELA 12 — Concentragio dos pesticidas (ug L™') encontrados nas amostras de vinho branco®

Pesticidas Amostras (ug LY MRL (mg kg'l)b
1 2 3 4 5 6 7 8 9
carbofuran 16,5+2,39 31,7258 9,67+0,82 ND 537+£0,15 956+0,19 11,3+£1,43 9,08+ 1,43 15,1 £0,35 0,01
molinate ND <LQ ND ND ND <LQ <LQ <LQ ND 0,05
sulfotep ND ND ND ND ND ND ND ND ND ndo mencionado
dimethoate ND 9,68 £ 1,57 ND ND <LQ ND ND ND ND 0,02
demeton-O ND ND ND ND <LQ ND ND ND ND 0,01
diazinon ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,01
disulfoton ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,01
methyl parathion ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,01
fenitrothion ND ND ND ND ND ND ND <LQ ND 0,01
malathion 391+£0,17 ND ND ND 341+£0,19 3,25+0,05 ND ND ND 0,02
fenthion ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,01
dursban ND ND 877+1,12 ND ND ND ND ND ND 0,5
parathion ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,05
endosulfan ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,05
ethion ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,01
bifenthrin ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,2
permethrin I ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,05°
permethrin 1T ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,05°
azoxystrobin 6,53 +0,61 ND <LQ ND ND ND ND ND <LQ 2,0

L9

¥ Média + desvio padrio (n = 3); ND = nio detectado; <LQ = menor que o limite de quantificacdo; ® Niveis Maximos de Residuos (Maximum Residue Levels) para uvas e uvas para vinhos (European Union,
2013); © Permethrin: MRL para soma dos isdmeros.



Por meio dos resultados obtidos pode-se constatar que as concentragdes de pesticidas
nas amostras analisadas variaram de <LD a 31,7 ug L. Foi possivel detectar a presenca dos
pesticidas carbofuran, molinate, dimethoate, demeton-O, fenitrothion, malathion, dursban e
azoxystrobin, com destaque para o carbofuran que apresentou as maiores concentragdes nas
amostras de vinho branco, além de estar presente em um maior nimero de amostras analisadas.

Por meio da andlise de carbamatos em uvas, Ferndndez et al. (2000) destacaram a
presenca de carbofuran em concentracdes que variaram de 0,3 a 0,5 mg kg' nas amostras
analisadas. Diante dos resultados obtidos por estes autores pode-se observar que este pesticida
tem sido utilizado nas plantagdes de uvas, representando um risco de contaminacdo de vinhos
caso as uvas sejam utilizadas na produgdo desta bebida, uma vez que esta substincia foi
encontrada em maiores concentracdes nas amostras de vinho branco analisadas neste estudo.

Em um estudo sobre residuos de pesticidas em amostras de vinhos italianos de
procedéncia conhecida, foi constatada a presenca dos seguintes pesticidas com as respectivas
faixas de concentragdo: benomyl (0,05 mg L’l), dimethoate (0,02-0,06 mg L'l), iprodione
(0,02-0,07 mg L"), metalaxyl (0,04-0,14 mg L") e vinclozolin (0,02 mg L") (Cus et al.,
2010a). Estes mesmos autores ainda citam que apds a fermentacdo, a quantidade de residuos de
pesticidas no vinho apresenta-se menor que aquela encontrada em uvas e no mosto, com
excec¢do de pesticidas como azoxystrobin, dimethoate e pyrimethanil que ndo tem preferéncia de
particdo entre as fases liquida e sélida. Assim, os residuos dessas substincias podem estar
presentes no vinho nas mesmas concentra¢cdes ou menor que nas uvas (Cabras et al., 1995;
Cabras & Angioni, 2000).

Garbi et al. (2010) desenvolveram um trabalho similar a este estudo por meio da analise
de seis pesticidas (diazinon, dimethoate, chlorpyrifos, vinclozolin, fenthion e quinalphos) em
amostras de vinho usando SDME/GC-MS, os quais ndo foram detectados nas amostras
analisadas. Vale ressaltar a maior robustez do método proposto neste estudo, comparado aos
mencionados na literatura, uma vez que engloba um maior nimero de pesticidas analisados
simultaneamente em amostras de vinho utilizando SDME, com valores satisfatérios para as
figuras de mérito obtidos nos procedimentos de validagdo. Dos pesticidas analisados pelos
autores citados, constatou-se a presenca de dimethoate e chlorpyriphos (dursban) nas amostras
analisadas neste estudo, com concentragdes mdximas de 9,68 pg L' e 877 ug L',
respectivamente.

Apesar de n3o haver uma legislacdo especifica que estabeleca limites para as
concentracdes de pesticidas em vinhos, a legislagdo europeia recomenda alguns limites para a

presenca de pesticidas em uvas para a produgdo de vinhos (European Union, 2013). Conforme
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mencionado por Martins et al. (2011), a concentracdo de pesticidas em vinhos normalmente
deve apresentar-se mais baixa que em uvas, o que indica que as concentragdes dos pesticidas
presentes na bebida devem estar abaixo dos limites estabelecidos pela legislagdo para uvas, ja
que ndo hé legislacdo vigente para a presenga destas substincias em vinhos. Deste modo,
observou-se que nenhum dos pesticidas encontrados nas amostras analisadas, neste trabalho,
apresentou-se acima dos limites estabelecidos para uvas, considerando suas proporgdes em
massa.

Com relacdo aos aspectos toxicolégicos dos pesticidas encontrados nas amostras de
vinho branco, pode-se observar na Tabela 13 que a quantidade em massa de pesticidas
consumida em uma taca de vinho é inferior aquelas consideradas como limite maximo
regulamentado pela legislacdo para uvas e como DLsy (European Union, 2013; TUPAC, 2013).
Apesar disso, vale salientar a propriedade de bioacumulagdo destas substancias (Alavanja &
Bonner, 2012; Guimarides et al., 2013; Hernandez et al., 2013), o que pode ser prejudicial a
saide a longo prazo, considerando um consumo frequente da bebida. Assim, torna-se de
extrema importidncia o incentivo ao desenvolvimento de estudos toxicoldgicos mais

aprofundados sobre a presencga dessas substancias no vinho branco.

TABELA 13 — Quantidade de pesticida ingerida (ug) por taca de vinho (150 mL) consumida

Pesticidas Concentracao ug pesticida/150 DL, MRL"
o amtras g1 Moo (R ek
carbofuran 31,7 4,75 0,1 0,01
molinate <1,28 <0,19 1,0 0,05
dimethoate 9,68 1,45 0,18 0,02
demeton-O <3,26 <0,49 ndo especificado 0,01
fenitrothion <347 <0,52 ndo especificado 0,01
malathion 391 0,59 ndo especificado 0,02
dursban 8,77 1,31 1,0 0,5
azoxystrobin 6,53 0,98 10 2,0

* Ingestdo a curto prazo (IUPAC, 2013); ® Niveis Maximos de Residuos (Maximum Residue Levels) para uvas e uvas para vinhos

(European Union, 2013).
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5 CONCLUSOES

Ap0s realizacdo dos procedimentos de otimizacdo dos parametros para SDME,
constatou-se que a melhor eficiéncia de extracdo dos pesticidas foi obtida para os seguintes
parametros: tolueno (solvente de extrag¢do), 30 minutos (tempo de extracdo), 1,0 uL (volume da
gota), 10 mL (volume de solugdo), 200 rpm (velocidade de agitagdo), acidificacdo do meio com
HCI e sem adicéo de sal.

A avaliacdo da influéncia da graduagdo alcodlica possibilitou verificar que para bebidas
com teor alcodlico até 15% (v/v) ndo hé influéncia significativa na extragdo dos pesticidas.
Acima deste valor, houve uma diminui¢do na eficiéncia de extracdo dos compostos. Deste
modo, o método mostrou-se apto para ser aplicado em matrizes aquosas ou alcodlicas, com
graduac@o alcodlica até 15% (v/v).

O método proposto foi validado com éxito, obtendo-se bons valores para as figuras de
mérito, para a determinacdo de pesticidas em amostras de d4gua de coco e vinho branco.

O método mostrou-se rapido, robusto, abrangente e eficiente para a identificacdo e
quantificacdo simultdnea de 19 pesticidas (carbofuran, molinate, sulfotep, demeton-O,
dimethoate, diazinon, disulfoton, methyl parathion, fenitrothion, malathion, fenthion, dursban,
parathion, endosulfan, ethion, bifentrhin, permethrin e azoxystrobin) de diferentes classes
quimicas (organofosforado, organoclorado, piretréide, carbamato, tiocarbamato e estrobilurina)
em amostras reais de d4gua de coco e vinho branco.

Ap6s aplicacdo do método na andlise de amostras reais de d4gua de coco industrializada
e natural constatou-se a presenca dos pesticidas sulfotep, demeton-O, dimethoate, disulfoton,
fenitrothion e malathion em concentragdes que variaram de <LQ a 12,1 ug L (dimethoate). As
maiores concentragdes de pesticidas foram encontradas para as amostras de dgua de coco
industrializadas uma vez que ha uma grande aplicac@o destas substancias pela industria, a qual
apresenta grandes areas de plantagdes de coqueiros, para garantir bom desempenho na producio
diante do mercado competitivo.

De um total de 19 pesticidas estudados, oito (carbofuran, molinate, dimethoate,
demeton-O, fenitrothion, malathion, dursban e azoxystrobin) foram identificados e
quantificados em amostras reais de vinho branco, com concentracdes abaixo de 31,7 pg L™,

destacando-se a presenca de carbofuran na maioria das amostras analisadas.
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6 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar o método desenvolvido em outros tipos de matrizes e de diferentes naturezas
(aquosa e/ou alcodlica).

Desenvolver um método para a determinacdo de pesticidas por HS-SDME para ser
aplicado em matrizes onde ha dificuldade em visualizar a microgota devido a coloragdo do meio
como, por exemplo, vinho tinto.

Realizar um monitoramento da concentracdo de pesticidas em diferentes estidgios do

processo de produgdo do vinho (desde a uva até o produto final).
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