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RESUMO

BATISTA, D. R.; BINATTI, I.; LORDEIRO, R. A. Desenvolvimento de Método
para Identificacdo dos Piretroides Cipermetrina e Deltametrina por GC-MS em

Preparado de Café.

Os piretroides sdo inseticidas bastante utilizados na agricultura e em ambientes
domésticos. Eles atuam principalmente no sistema nervoso, causando knockdown nos
insetos; no entanto, o uso indevido desses inseticidas contra seres humanos pode levar
até a morte, o que torna necessario o desenvolvimento de métodos simples e rapidos
para a sua identificagdo em laboratorio para auxiliar em investigacdes criminais. Nesse
contexto, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de método para
identificacdo dos piretroides cipermetrina e deltametrina por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em amostra de preparado de café. Para tanto,
desenvolveu-se um método utilizando a extracdo liquido-liquido com parti¢do em baixa
temperatura modificada para realizar a extragdo dos piretroides do café, seguindo com
analise no GC-MS e, entdo, substituicido em equagdes, com regressdoes polinomial
cubica e linear, de curvas de calibragdo preparadas com duas misturas de solventes
diferentes nos vials: agua ultrapura e metanol HPLC (1:1) e extrato de café e metanol
HPLC (1:1). Os resultados foram a identificacdo dos piretroides utilizando a técnica de
extracdo liquido-liquido por particdo em baixa temperatura modificada; no entanto,
ambas as misturas de solventes nos vials apresentaram baixa repetibilidade nas analises,
obtendo-se também recuperagdes com grandes variagcdes. Concluiu-se que o método ¢

adequado para identificacdo dos piretroides cipermetrina ¢ deltametrina de maneira

rapida, simples e econdmica; porém, nao ¢ eficaz para quantificagao.

Palavras-chave: piretroides, cipermetrina, deltametrina, gc-ms, método de

determinagao.
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ABSTRACT

BATISTA, D. R.; BINATTI, I.; LORDEIRO, R. A. Development of Method for
Identification of Cypermethrin and Deltamethrin Pyrethroids by GC-MS in
Filtered Coffee Sample.

Pyrethroids are insecticides widely used in agriculture and domestic environments.
They act mainly on the nervous system, knocking insects down; however, the misuse of
these insecticides against humans can lead to death, which makes it necessary to
develop simple and quick methods for their identification in laboratory environment to
aid in criminal investigations. In this context, the objective of this research was the
development of a method for the determination of the pyrethroids cypermethrin (Cy)
and deltamethrin (De) by gas chromatography — mass spectrometry using a coffee
sample. To this end, a method was developed using a modified liquid-liquid extraction
with low-temperature partitioning to perform the extraction of pyrethroids from coffee,
followed by analysis in GC-MS and then substitution in equations, with third degree
polynomial and linear regressions, of calibration curves prepared with two different
solvent mixtures: ultrapure water and methanol HPLC (1:1) and coffee extract and
methanol HPLC (1:1). The results were the identification of pyrethroids using the
modified liquid-liquid extraction with low-temperature partitioning technique; however,
both solvent mixtures in the vials showed low repeatability in the analyses, leading also
to recoveries with large variations. It was concluded that the method is suitable for
identifying the pyrethroids cypermethrin and deltamethrin in a quick, simple and

economical way; however, it is not effective for quantification.

Keywords: pyrethroids, cypermethrin, deltamethrin, gc-ms, method of determination.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Agéncia para o Registro de Substancias Toxicas e Doengas dos
Estados Unidos da América, do inglés Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR), os piretroides compdem uma classe de compostos organicos de
estruturas semelhantes as das piretrinas produzidos para comercializagdo e uso
domiciliar. Eles possuem aplicag¢ao principal como inseticidas, sendo mais toxicos que
as piretrinas e permanecendo por tempos mais longos no meio ambiente (ATSDR,
2003). A descoberta dos piretroides sintéticos ocorreu na década de 1960 através do
trabalho do quimico britanico Michael Elliott, inicialmente com a bioresmetrina em
1967 (KHAMBAY, B. ¢ JEWESS, P., 2005). Atualmente, ha dezenas de compostos
classificados como piretroides, p. ex.: a Permetrina, a Cipermetrina, a Deltametrina, a
Flumetrina, Etofenprox e varios outros (KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005).

Os piretroides foram desenvolvidos principalmente para uso como inseticidas na
agricultura, dado que as piretrinas nao possuiam estabilidade suficiente no meio
ambiente para essa aplicagdo. No final da década de 1970, no entanto, estruturas
fotoestaveis foram introduzidas com os novos compostos sintéticos, levando os
piretroides a rapidamente ocuparem uma grande fatia do mercado, substituindo os
organoclorados, organofosfatos e carbamatos (SODERLUND, 2019). O mecanismo de
acdo dos piretroides em insetos e outros invertebrados se baseia em alterar o
funcionamento normal dos canais de sddio de seu sistema nervoso (SODERLUND et al.,
2002). Em mamiferos, a toxicidade oral ¢ moderada, enquanto que a dérmica ¢ bem
baixa; no entanto, os mecanismos de neurotoxicidade sdo semelhantes aos que ocorrem
com os insetos (SODERLUND et al., 2002).

Os riscos que os piretroides conferem aos seres humanos estdo reportados em
casos de tentativas de suicidio (CHAM et al., 2016), acidentes, como a ingestdo por
criangcas (O’MALLEY, 1997) e ocupacionais (HE et al, 1989). Os piretroides também
podem intoxicar animais de estimacao, como caes e gatos (FERNANDES, 2014). Esses
casos reportados indicam a necessidade de desenvolvimento de metodologias para a
identificacdo e quantificacdo dos piretroides, principalmente para o uso em
investigagdes criminais no contexto brasileiro.

No presente trabalho, objetivou-se, inicialmente, o desenvolvimento de método

para determinacdo dos piretroides cipermetrina (Cy, abreviagdo) e deltametrina (De,



abreviagdo) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, do inglés
Gas Chromatography — Mass Spectrometry (GC-MS) em amostra de preparado de café;
contudo, em funcdo do tempo para a execugdo dos experimentos, este trabalho
delimitou seus objetivos na proposi¢ao de um método para identificacao da cipermetrina

e deltametrina em café coado e avaliagao do modelo de ajuste da curva de calibragao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Definicao de Inseticida

O Glossario de Termos Relacionados aos Pesticidas da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) publicado em 2006, define inseticidas como “pesticidas utilizados para o

controle de insetos” (IUPAC, 2006), enquanto que pesticidas sdo descritos como uma

substancia ou mistura de substincias para prevenc¢do, destruigdo
ou controle de qualquer peste, incluindo vetores de doengas humanas ou de
animais, espécies indesejadas de plantas ou animais que causam danos ou
interfiram com a produgdo, processamento, armazenamento, transporte, ou
comércio de alimentos, commodities agricolas, madeira, produtos de madeira,
ou alimentos de animais, ou que possam ser utilizados em animais para
controle de insetos, acaros/acaros-aranha, ou outras pestes em seus cOrpos

[...]. (IUPAC, p. 2123, 2006).

No Brasil, o termo mais comumente utilizado para pesticidas ¢ “agrotdxico”, que

¢ definido pela lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, art. 2°, inciso I, como

os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa de seres vivos

considerados nocivos [...]. (BRASIL, 1989).

Portanto, os inseticidas sdo substancias capazes de alterar o meio em que sao
aplicadas, ocasionando mudancas fisicas, quimicas ou bioldgicas, porém, sdo voltadas
ao controle de insetos em particular.

Segundo Matsumura (1975), os inseticidas foram desenvolvidos inicialmente
através de métodos empiricos, checando diferentes compostos capazes de matar os
insetos desejados. A necessidade do uso adequado dos inseticidas forgou os
entomologistas a estudarem suas propriedades, levando-se em consideragdo o uso na
agricultura e as questdes de saude publica. Os primeiros inseticidas quimicos utilizados
foram os arsenicais, o0leos de petrdleo e inseticidas botidnicos como a nicotina e as
piretrinas; ja os primeiros inseticidas sintéticos organicos foram os compostos dinitro e
os tiocianatos. Em 1874, descobriu-se o 1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano, o DDT
(que passou a ser utilizado como inseticida a partir de 1939). Imediatamente em seguida,
vieram outros inseticidas de hidrocarbonetos clorados, como o Hexaclorobenzeno
(HCB), o toxafeno, o clordano, aldrin e o dieldrin. Apos, o alemdo Gerhard Schrader

introduziu os organofosfatos (categoria que inclui o parathion, Systox®, malathion,



EPN, diazinon e DDVP®, do inglés (2,2-dichlorovinyl)-dimethyl-phosphate). No final
da década de 40, surgiram os carbamatos, que foram desenvolvidos pela Geigy
Company (1947). O desenvolvimento dos inseticidas entdo ocorreu de maneira

extremamente rapida na segunda metade do século XX (MATSUMURA, 1975).

2.2 Piretroides

Os piretroides sao descritos pela IUPAC como “analogos sintéticos
(frequentemente modificados pela adicdo de halogénios) dos inseticidas naturais
piretrinas, incluindo permetrina, cipermetrina, deltametrina, ¢ varios outros” (IUPAC,
2006). As piretrinas sdo os constituintes do inseticida natural Pyrethrum responsaveis
pelo seu efeito inseticida (SODERLUND, 2019). O Pyrethrum ¢é um extrato das flores
da angiosperma Tanacetum cinerariaefolium (de sindnimos homotipicos:
Chrysanthemum cinerariifolium e Pyrethrum cinerariifolium (SCHOCH, 2020)), que
possuiu 0 Quénia como seu maior produtor durante muitos anos (KHAMBAY, B. e
JEWESS, P., 2005). Na figura 1, adaptada de Soderlund (2019), sdo mostradas as

estruturas das seis piretrinas de ocorréncia natural.

Figura 1 — Estruturas das seis piretrinas de ocorréncia natural
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Fonte: Adaptado de Soderlund, 2019.



Os piretroides sintéticos foram desenvolvidos na década de 1960 através do
trabalho do quimico britdnico Michael Elliot, que, segundo Khambay, B. e Jewess, P.
(2005), teve como chave para o sucesso na pesquisa a escolha da estrutura da piretrina I,
em vez da piretrina II, para iniciar as modificagdes que resultariam nas propriedades
desejadas, ja que a estrutura da I tem atividade inseticida superior a da II, embora essa
ultima tenha melhor Knockdown, que é o efeito de deixar os insetos sem movimento
temporariamente. Além disso, foi muito importante a selecdo da espécie de teste nas
pesquisas que, em vez de utilizar as proprias pestes agricolas, resolveram usar insetos-
modelo (a mosca doméstica Musca domestica e o besouro Phaedon cochleariae)
(KHAMBAT, B. e JEWESS, P., 2005).

Segundo Soderlund (2019), os piretroides foram desenvolvidos tendo em vista a
manuten¢do ou aumento da atividade inseticida das piretrinas enquanto a toxicidade aos
mamiferos era mantida baixa; e, a0 mesmo tempo, era necessario aumentar a
estabilidade do novo inseticida, ja que a fotoestabilidade em particular é necessaria para
0 seu uso em campos agricolas (SODERLUND, 2019, p. 114). De acordo com
Khambay, B. e Jewess, P., (2005), o trabalho do Michael Elliot “culminou na
descoberta da bioresmetrina em 1967, seguido pela permetrina, cipermetrina e
deltametrina (1977)” (KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005, p. 2). Esses ultimos eram
potentes e estaveis o suficiente para o uso agricola (KHAMBAY, B. ¢ JEWESS, P.,
2005). Nas figuras 2 e 3, adaptadas de Soderlund (2019), sdo apresentadas algumas das
estruturas dos piretroides do tipo I e do tipo II respectivamente, sendo que aqueles que
utilizam isoOmeros otimizados ou sdo misturas definidas de isOmeros tém a
esterecoquimica indicada. As estruturas do tipo II apresentam o grupo a-ciano-3-
fenoxibenzil, que aparece escurecido na estrutura da deltametrina (SODERLUND,
2019). Esses dois grupos dos piretroides (tipo I e II) sdo separados por suas respostas
biologicas (KHAMBAY, B. ¢ JEWESS, P., 2005, p. 10), conforme pode ser visualizado
no Quadro 2, pagina 13.



Figura 2 — Estruturas dos piretroides do tipo I
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Figura 3 — Estruturas dos piretroides do tipo 11
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Hideo Kaneko (2010), da Companhia Quimica Sumitomo Ltda, explica que ¢
possivel classificar os piretroides também em piretroides de primeira geracao
(desenvolvidos na década de 1960) e de segunda geragdo (desenvolvidos na década de

1970), sendo que

A caracteristica principal dos piretroides de primeira geragdo, que
sdo ésteres dos derivados do acido crisantemico e alcoois tendo um anel
furdnico e grupos de cadeias laterais terminais, ¢ serem altamente sensiveis a
luz, ar e temperatura. Portanto, esses piretroides tém sido usados
principalmente para controle de pestes domésticas. [...] Por outro lado, os
piretroides de segunda geragdo, que normalmente t€m derivados do alcool 3-

fenoxibenzil no grupo alcool, tém excelente atividade inseticida, assim como



estabilidade suficiente para condi¢des externas pela substitui¢do de grupos
fotolabeis por diclorovinil, dibromovinil e anéis aromaticos. Por isso, os
piretroides de segunda geragdo sdo usados mundialmente para o controle de

pestes agricolas. (KANEKO, p. 1635, 2010).

Os piretroides de primeira geracdo sao mais toxicos que o Pyrethrum e incluem
a bioaletrina, a tetrametrina, a resmetrina, a bioresmetrina e outros; ja nos piretroides de
segunda geragdo, incluem-se a permetrina, cipermetrina, deltametrina e varios outros.
Nota-se que a classificagdo em tipo I e tipo II ndo tem relagdo com a geracao dos
piretroides, ja que, por exemplo, a permetrina pertence ao tipo I e a cipermetrina e
deltametrina ao tipo II, mas estdo todas juntas como piretroides de segunda geragao.

Segundo Khambay, B. e Jewess, P. (2005), a cipermetrina ¢ a deltametrina
foram desenvolvidas por Michael Elliott em 1977. Ambos sdo piretroides de segunda
geracdo e do tipo II. No Manual Hayes de Toxicologia de Pesticidas, 3* edig¢do, a
nomenclatura quimica da cipermetrina ¢ dada como (R,S)-a-Ciano-3-fenoxibenzil(1-
RS)-  cis-trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato. Ela ¢
encontrada em quatro formas diferentes: (a-, B-, 0-, &-)cipermetrina — a variante o € uma
mistura racémica dos isomeros ((S)-(1-R)-cis) e ((R)-(1-S)-cis); a p € uma mistura de um
par de enantidmeros na razio de 2:3; a variante 0 ¢ uma mistura dos enantiomeros ((.S)-
(1-R)-trans) e ((R)-(1-S)-trans) a 1:1; e, por Ultimo, a variante £ ¢ uma mistura que
contém ((8)-(1-R,S)-cis-trans) (KANEKO, 2010). Sobre a deltametrina, o Manual
Hayes de Toxicologia de Pesticidas, 3* edi¢do, fornece a sua nomenclatura quimica
como (8)-a-Ciano-3-fenoxibenzil(1-R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato. As propriedades fisicas e quimicas da cipermetrina e da

deltametrina sdo apresentadas no Quadro 1 abaixo.

Quadro 1 — Propriedades fisicas e quimicas da cipermetrina e deltametrina

Cipermetrina Deltametrina
Formula Empirica C22H19012N03 C22H19BI'2NO3
Peso Molecular 416,3 505,2
semissolido viscoso . )
Forma cristal incolor
marrom-amarelado
Gravidade Especifica 1,24 (20 °C) 0,55 (25 °C)
Log Koy ™ 6.6 4,6
Solubilidade (4gua) 0,004 mg L™ (20 °C) <0,0002 mg L™ (25 °C)
E relativamente estével E estavel quando exposto
- exposta a luz em meio ao ar e em condicdes
Comentario L , , . L,
levemente acido, mas € acidas, mas instavel em
instavel em meio alcalino meio alcalino

*logaritmo do coeficiente de particdo agua-octanol




2.3 Toxicidade

Os piretroides foram desenvolvidos a partir das estruturas das piretrinas,
adicionando-se grupos funcionais na cadeia carboOnica basica que aumentavam a sua
acdo inseticida, mas que conservavam a sua forma molecular e suas propriedades fisicas
(SODERLUND, 2019). O nivel de atividade inseticida dos piretroides “¢ determinado
pela penetracdo, metabolismo dentro do inseto, e os requisitos do local de interagdo” da
molécula no sistema nervoso do inseto (KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005, p. 6).
Apesar das piretrinas e piretroides exibirem grande diversidade de atividade inseticida, ¢
possivel realizar uma generalizagio (KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005, p. 6) e, na
figura 4, pode-se observar os elementos essenciais para a relacdo estrutura-atividade

entre a piretrina [ e o etofenprox, piretroide do tipo I.

Figura 4 — Elementos essenciais da rela¢do estrutura-atividade dos piretroides ilustrada

pelas estruturas da piretrina I e do etofenprox
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Fonte: Adaptado de Soderlund, 2019.

O processo de adigdo de novos grupos funcionais na estrutura basica das
piretrinas resultou tanto no aumento no potencial inseticida quanto na fotoestabilidade,

como explica Soderlund (2019):
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Esse processo resultou em novos compostos com atividade
inseticida semelhante a das piretrinas que, por sua vez, serviram para mais
elaboragdo estrutural. A maioria dos esforgos de descoberta iniciais manteve
o grupo do acido crisantemico da piretrina I constante e avaliaram ésteres
desse acido com uma variedade de alcoois, o que levou a resmetrina e a
fenotrina. A substitui¢do dos grupos metil por cloros no grupo acido da
fenotrina levaram a permetrina, o primeiro piretroide fotoestavel. A inclusao
de um substituinte a-Ciano no grupo 3-fenoxibenzil (como na cipermetrina e
deltametrina) aumentou significativamente a atividade inseticida. Os ésteres
do alcool a-Ciano-3-fenoxibenzil sdo considerados como uma classe
estrutural separada dos piretroides (designados Tipo II), enquanto que o
grupo diverso de piretroides que ndo possuem essa estrutura ¢ designado de

piretroides do Tipo I. (SODERLUND, p. 117, 2019).

Além dessas adigdes, outras incluiram o acréscimo do grupo 4cido a-
isopropilfenilacético ao substituir o grupo acido ciclopropanocarboxilato das piretrinas,
que ¢ o caso do fenvalerato (SODERLUND, 2019). O etofenprox surgiu também da
substitui¢ao desse mesmo grupo acido das piretrinas, resultando em um piretroide que
ndo tem a ligacdo de éster central comum em outros piretroides (SODERLUND, 2019).
Nesse sentido, Soderlund (2019) conclui — “Fica claro, a partir da diversidade estrutural
dos inseticidas piretroides, que ndo ha nenhum toxoforo [grupo responsavel pela agao
toxica da molécula] quimico ou entidade reativa que seja necessaria para a atividade do
tipo piretroide” (SODERLUND, p. 118, 2019).

E importante mencionar ainda que a atividade inseticida dos piretroides &
estereoespecifica, sendo que o grupo do 4cido crisdntemico da piretrina I contém dois
centros quirais (SODERLUND, 2019). Na figura 5, é apresentada uma comparagdo

entre as estruturas inseticidas dos grupos do acido crisantemico dos piretroides.
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Figura 5 — Estruturas do 1-R inseticida e do 1-S nao inseticida dos grupos do acido

crisantemico dos piretroides

Ok > ; ; Ok
Inseticida © OR “— OR
isomero 1R,trans isomero 1R,cis
I i
- o k0R k0R
Nao-inseticida
isomero 1S,trans isomero 1S,cis

Fonte: Adaptado de Soderlund, 2019.

Sobre essa estereoespecificidade, Soderlund (2019) afirma que

[...] O grupo acido crisantemico da piretrina I contém dois centros
quirais nos carbonos 1 e 3 do anel ciclopropano, produzindo dois pares de
diastereoisomeros. Somente os isdmeros do acido crisantemico e do acido
relacionado 3-substituido ciclopropanocarboxilico com a configuragdo R no
C-1, ou a configuragdo equivalente em outros grupos acidos quirais, que sao
inseticidas. Em contraposi¢do, a atividade inseticida dos enantiomeros 1S ¢
insignificante. Os enantiomeros no C-3 produzem um par de
diastereoisomeros, que sdo comumente designados trans ou cis de acordo
com a orienta¢do dos substituintes no C-1 e C-3 em relag@o ao plano do anel
de ciclopropano. Um substituinte insaturado no C-3 (trans ou cis) ¢
necessario para uma alta atividade inseticida e para garantir uma
estereoespecificidade profunda para os isomeros 1R. A dependéncia da
atividade inseticida na configuragdo absoluta do carbono contendo o grupo
acido carbonil se estende até os acidos nao-ciclopropanos (e.g. esfenvalerato).
(SODERLUND, p. 118, 2019).

O estereoisomerismo também ocorre com o grupo alcool dos piretroides quando
ha a presenca de um centro quiral, sendo que somente um dos epimeros resultantes tem
alta atividade inseticida (SODERLUND, 2019). A estereoespecificidade da atividade
inseticida dos piretroides implica que a molécula deve se ligar de maneira intacta ao
receptor quiral (SODERLUND, 2019).

Sobre 0 modo de agdo dos piretroides, sabia-se que as piretrinas eram capazes de
causar uma reacdo paralitica rapida (“knockdown”) nos insetos, o que sugeria atuagdo
no sistema nervoso, particularmente nos canais de sédio (SODERLUND, 2019). Nas

piretrinas, estudos eletrofisiologicos demonstraram que essas moléculas causam um
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efeito hiperexcitatorio, “evidenciado por explosdes do potencial de acdo apds um
estimulo, seguido por um bloqueio da conducao do potencial de agao” (SODERLUND,
p. 119, 2019). Segundo Soderlund (2019),

Os analogos do DDT e muitos piretroides do tipo I induziram um
pos-potencial negativo e explosdes repetidas do potencial de agdo apds um
Unico estimulo, mas tiveram pouco ou nenhum efeito no potencial de
repouso da membrana. De outra forma, muitos piretroides do tipo II ndo
causaram atividade repetitiva, mas produziram um bloqueio da condugdo do
nervo dependente do uso junto com a despolarizagdo da membrana. Alguns
compostos de ambas as classes estruturais de piretroides exibiram agdes
intermediarias, produzindo explosdes de acgdo potencial de amplitude
declinante acompanhadas de despolarizagdo dependente do uso e

subsequente bloqueio do nervo. (SODERLUND, p. 119, 2019).

No entanto, esse knockdown nao ¢ o mesmo que matar os insetos. Na verdade, os
insetos costumam se recuperar completamente apos alguns dias, mesmo com doses bem
altas (5 x DLsg); todavia, isso ndo diminui a eficacia dos piretroides, ja que os insetos
acabam morrendo por causas secundarias, como desidratacdo ou pela acdo de
predadores (KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005). Em vertebrados, particularmente
em mamiferos, os canais de sodio sensiveis a diferenca de potencial também sao um dos
principais alvos dos piretroides; porém, os mamiferos tem uma diversidade maior de
receptores para essas moléculas com diferentes sensibilidades, o que leva a um conjunto
maior de sintomas de intoxicagdo € a um risco maior pela exposi¢ao acumulativa a
multiplos piretroides (SODERLUND et al., 2002). Ap6s administra¢do intravenosa ou
intracerebral em roedores, hd produgdo de sindrome de tremor (T) ou de coreoatetose
(movimentos involuntarios) com salivacao (CS) (SODERLUND et al., 2002). O quadro
2, adaptado de KHAMBAY, B. e JEWESS, P., 2005, apresenta a classificagdo historica
dos piretroides em Tipo I e Tipo Il de acordo com suas respostas biologicas, ainda que,

hoje, essa classificagdo seja considerada muito simplificada.



Quadro 2 — Classificagdo dos piretroides
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Resposta/acao

Tipo I

Tipo 11

Sintomas de
envenenamento

1. Inicio rapido dos
sintomas mesmo em niveis
subletais

2. Hiperatividade
ocasionando knockdown
3. Baixa mortalidade e alta
recuperacao

4. Inversamente
relacionado a mudangas na
temperatura

1. Inicio lento dos sintomas
2. Convulsdo seguida de
paralisia

3. Alta mortalidade e baixa
recuperacao

4. Baixo efeito da
temperatura

Resposta eletrofisiologica
no sistema nervoso

1. Descargas repetidas nos
axonios

1. Bloqueio da condugao
nas sinapses

Ac¢a0 no funcionamento do
canal de soédio

1. Decaimento rapido e
monofasico das correntes
de cauda

2. Liga-se
preferencialmente a canais
fechados

1. Decaimento muito lento
e bifasico das correntes de
cauda

2. Liga-se
preferencialmente a canais
abertos

Nivel de resisténcia devido

. 1
ao mecanismo super-kdr
das moscas domésticas

1. Abaixo de 100 vezes

1. Acima de 200 vezes

"Mutagio no gene do canal de sodio que confere resisténcia ao knockdown dos piretroides JAMROZ et

al., 1998).

Fonte: Adaptado de KHAMBAY, B. ¢ JEWESS, P., 2005.

O quadro 3 abaixo apresenta a toxicidade dos piretroides para ratos apos
administracdo dos compostos por 6leos vegetais (DLsy para machos e fémeas). Os
valores de DLsy entre 50 e 500 mg/kg sdo considerados moderadamente toxicos

(SODERLUND et al., 2002).
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Quadro 3 — Toxicidades orais agudas de piretroides para ratos

DL5, Oral
(mg/kg)
n Classe Sindrome de
Composto Machos Fémeas Estrutural Intoxicacio
S-Bioaletrina 370 320 Tipo | T!
Bifentrina 70 54 Tipo | T
Ciflutrina 155 160 Tipo 11 CS?
A-Cialotrina 79 56 Tipo II CS
Cipermetrina 297 372 Tipo 11 CS
Deltametrina 95 87 Tipo II CS
Esfenvalerato 87 87 Tipo 11 CS
Fenpropatrina 71 67 Tipo II T/CS?
Permetrina 1200 1200 Tipo | T
Piretrinas 710 320 Tipo I T
Resmetrina 1695 1640 Tipo | T
Teflutrina 22 35 Tipo | T

! Sindrome de Tremor
2 Coreoatetose com Salivacdo
3 Presenga de ambos os sintomas

Fonte: Adaptado de Soderlund, 2019.

Por ultimo, a toxicidade dos piretroides depende bastante da rota de
administracdo e do meio usado para a dosagem, sendo que a exposi¢do dérmica possui
baixissima toxicidade devido a ma absorcao pela pele dos compostos (SODERLUND,
2019). Da mesma forma, a administragdo oral por meio de Oleos vegetais ¢ mais
eficiente do que por meio aquoso gragas a baixa solubilidade aquosa dos piretroides, o
que limita sua biodisponibilidade (SODERLUND, 2019). A administragdo intravenosa
ou intracerebral ¢ altamente eficiente, reduzindo os valores da DLsy para os compostos

mais toxicos para a faixa de 1-10 mg/kg (SODERLUND, 2019).

2.4 Uso Indevido

Segundo Michael O’Malley, em seu artigo “Clinical evaluation of pesticide
exposure and poisonings”, publicado na revista The Lancet em 1997, o proprio
Pyrethrum, devido ao fato de ser um extrato apenas parcialmente refinado, podia conter,
além das piretrinas, lactonas sesquiterpénicas que podem causar rinite alérgica e
dermatite de contato (O’MALLEY, 1997). As formulagdes modernas, no entanto,

contém as piretrinas purificadas, mas ainda assim, ha ocorréncias de rinite alérgica em




15

residéncias onde o inseticida foi aplicado (O’MALLEY, 1997). De qualquer forma, os

piretroides sdo mais toxicos do que as piretrinas e, em seres humanos adultos, doses

orais de 10 mg/kg sdo capazes de causar convulsdes (O’MALLEY, 1997). O’Malley

(1997) traz ainda um relato de uso acidental dos piretroides:

Uma garota de 4 anos anteriormente saudavel foi encontrada
inconsciente 20 minutos apds sair para brincar. Meio bastdo de giz inseticida
aparentemente tinha sido consumido. A etiqueta do pacote indicava que esse
produto ilegalmente importado continha deltametrina, o que foi confirmado
por uma analise de laboratério (98% deltametrina; dose estimada de 34 mg
ou 2 mg/kg). Quando os paramédicos chegaram, a paciente estava acordada,
mas estava letargica e tinha dificuldade em ficar em pé. Ela foi levada ao
hospital. Durante o exame inicial, ela estava em estado de semi-torpor, mas
conseguia conversar. O exame fisico foi normal. Por conselho do controle de
venenos, um tubo nasogastrico foi inserido e 20 g de carvao vegetal ativado
foram administrados. Ela ficou em observagdo e a recuperagdo ocorreu

normalmente. (O’MALLEY, p. 1163, 1997).

Esther Cham et al. (2016), escrevendo para o Hong Kong Journal of Emergency

Medicine, reportam o caso de um fazendeiro aposentado de 89 anos de idade que tentou

suicidio por ingestao de piretroides:

Um fazendeiro de 89 anos de idade foi trazido para o
departamento de emergéncia (DE) por tentativa de suicidio por ingestdo de
uma quantidade desconhecida de inseticida em julho de 2014. Ele tinha
histérico de doenga pulmonar obstrutiva cronica e hipertenséo. [...] Ndo era
possivel identificar nem o agente causador nem seu recipiente original. A
unica informag@o disponivel era de que se tratava de um inseticida comprado
localmente. [...] Ele apresentava lacrimagao e hipersalivagdo. [...] Realizou-
se a descontaminagdo superficial removendo-se as roupas e limpando a pele
do paciente com agua e sab3o. [...] Administrou-se atropina (1,2 mg) devido
a presenca de sintomas colinérgicos que sugeriam o envenenamento por
organofosfatos. Administrou-se também uma dose unica de carvdo vegetal
ativado (50 g). [...] Trés horas ap6s dar entrada no hospital (6 horas apos a
ingestdo), ele desenvolveu bradicardia com hipotensdo. [...] Ele foi extubado
no quarto dia. No sétimo dia, ele se apresentava confuso e desenvolveu
bradicardia novamente. [...] O paciente recebeu alta 12 dias apds a

hospitalizagdo. (CHAM et al., pp. 48-49, 2016).

Embora houvesse indicagdo da presenca de organofosfatos, o diagnostico de

intoxicacdo com piretroides foi realizado através da deteccdo por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) dos metabolitos dos piretroides

sintéticos acido 3-fenoxibenzoico e 3-fenoxibenzaldeido. A analise para pesticidas

especificos descartou os organofosfatos (CHAM et al., 2016).

Cha et al. (2014), no artigo “Pyrethroid poisoning: features and predictors of

atypical presentations” publicado no Emergency Medicine Journal, revisaram 59 casos

de envenenamento por piretroides que foram diagnosticados e tratados no departamento
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de emergéncia do Wonju Severance Christian Hospital localizado na Coreia do Sul, e
identificaram condig¢des atipicas em 39,3% dos pacientes, incluindo condig¢des graves
como insuficiéncia respiratdria, hipotensdo, insuficiéncia renal aguda, convulsdes e
morte (2 casos) (CHA et al., 2014). Bem antes de Cha et al. (2014), Fengsheng He et al.
(1989) ja haviam realizado uma revisdao de 573 casos de envenenamento agudo com
piretroides reportados na literatura chinesa entre 1983 e 1988. Desse niimero de casos,
325 eram envenenamentos agudos com deltametrina (158 ocupacionais e 167 acidentais)
e 45 casos com cipermetrina (6 ocupacionais ¢ 39 acidentais), além de varios outros
(HE et al., 1989). Os casos ocupacionais estdo relacionados principalmente com a
auséncia de Equipamentos de Prote¢do Individual (EPIs) e descuido ao realizar o
spraying dos inseticidas; os casos acidentais se relacionam com ingestdo de piretroides,
tanto por criangas quanto por adultos (através de situagdes como deixar espirrar no rosto,

comer com maos sujas etc.) (HE et al., 1989). He et al. (1989) ainda reportam que

Um paciente diagnosticado erroneamente com envenenamento
agudo por organofosfatos morreu por intoxicagdo com atropina com uma
dose total de 510 mg [..]. Um paciente agudamente intoxicado com
fenvalerato-dimetoato ndo pdde ser revivido apds injecdo de atropina com
dose total de 170 mg [...]. [...] Além das duas mortes mencionadas, dois
casos de envenenamento agudo ocupacional com deltametrina ¢ dois casos
de envenenamento agudo por ingestdo de fenvalerato resultaram em mortes
por convulsdes e um outro por edema pulmonar [...]. (HE et al., pp. 55-56,

1989).

Por fim, Daniela Fernandes (2014), em sua dissertacdo de mestrado intitulada
“Intoxicagdes em animais de companhia por inseticidas e rodenticidas”, apresentada na
Universidade da Beira Interior (Covilha, Portugal), discute, além de outras, as
intoxicagdes em animais de estimagao por piretroides. Segundo Fernandes (2014), o uso
dos piretroides em animais de estimagdo se deve a sua elevada eficacia contra
artropodes, sendo, portanto, os cdes € gatos os mais afetados por intoxicagdes nesse tipo
de uso (FERNANDES, 2014). Todavia, os gatos sdo mais afetados por tais intoxicacdes.
Fernandes (2014) explica que

As causas de intoxicagdo mais comuns sdo a utilizagdo
inapropriada, nomeadamente quando da aplicagdo de um desparasitante
externo contendo permetrina em gatos, a ingestdo acidental e a exposigdo de
felinos a estes produtos, nomeadamente em contato com cdes aos quais
foram administrados produtos com esta substancia [...]. (FERNANDES, p. 6,
2014).

Fernandes (2014) ainda completa que “a principal via de exposi¢do € a topica,

mas nao se podem excluir outras vias como a oral e a inalatoria” (FERNANDES, 2014).
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Em relacdo aos sinais clinicos de intoxicagdo por piretroides pelos animais de estimagao,

Fernandes (2014) afirma que:

Os sinais clinicos apresentados em intoxicagdo com piretroides
em animais de companhia sdo semelhantes para ambas as espécies acima
referidas, ocorrendo tremores, hiperestesia, ataxia, midriase, pirexia,
desordens gastrointestinais, hipersalivagdo, vomitos, hiperexcitabilidade,
prostragéo, convulsdes e, em casos extremos, pode mesmo ocorrer a morte
do animal [...].Dependendo da via de administra¢do, os sinais clinicos podem
comegar entre minutos a horas (24-72h) apos a exposicdo [...].E de realcar
que a severidade dos sinais clinicos ndo esta diretamente relacionada com a

dose [...]. (FERNANDES, p. 7, 2014).

2.5 Métodos de Analise de Piretroides

No caso de contaminacdo de animais, como o exposto por Fernandes (2014)
acima, ndo costuma haver necessidade de determinagdo por analise quimica para

diagnosticar a intoxicag¢do, como ela afirma:

Atualmente ndo ¢ comum recorrer a testes praticos de diagndstico
para confirmar a intoxica¢@o por permetrina [...], sendo que o diagnostico da
intoxicagdo por piretroides ¢ efetuado com base no historial de exposicdo a
esta substancia e no desenvolvimento de sinais clinicos [...]. (FERNANDES,

p.7,2014).

Porém, em varios dos outros casos apresentados aqui, a técnica de determinagao
do agente de intoxicagdo foi a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. No caso exposto por Cham et al. (2016), o diagnostico de intoxicagdo por
piretroides somente foi concluido pela analise da urina do paciente, que continha
naftaleno, adcido 3-fenoxibenzoico e 3-fenoxibenzaldeido — todos detectados por GC-MS
(CHAM et al., 2016). Em He et al. (1989), de 4 casos ilustrativos expostos, apenas em
um ¢ descrita a determinagdo por analise quimica, que foi realizada na urina do paciente
por cromatografia gasosa resultando em 1,07 pg L' de deltametrina. No artigo
intitulado “Development and validation of a method for the analysis of pyrethroid
residues in fish using GC-MS”, de Oliveira et al. (2019), publicado na revista Food
Chemistry, o GC-MS ¢ utilizado na determinag¢do de 18 piretroides diferentes em
amostras de peixes. Zhu et al. (2021) reportam a determinacao de 18 tipos de piretroides
e 9 tipos de organoclorados em cha oolong por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas com ioniza¢do quimica negativa no artigo “ {73 i 71 11 %
TR- 0T 12 12 0 GE 5 T8 5% 7 U 5 2 5 B DL 58 AK 29 2 %% B7”(Determinagdo de

pesticidas organoclorados e piretroides em cha oolong por cromatografia gasosa
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acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo quimica negativa), publicado na */7
[ & 74 #%.% (Revista Chinesa de Higiene Alimentar). Da mesma forma, Kim et al.
(2022), em seu artigo “Simultaneous Determination of Pyrethroid Insecticides in Foods
of Animal Origins Using the Modified QuEChERS Method and Gas Chromatography-
Mass Spectrometry”, publicado na revista Foods da MDPI (Multidisciplinary Digital
Publishing Institute), utilizam o GC-MS para a determinagcdo de 17 piretroides
diferentes em alimentos de origem animal. Além deles, Hladik et al. (2009), escrevendo
para o livro de Técnicas e Métodos do US Geological Survey (USGS), descrevem um
método para a determinacao de 14 piretroides em aguas ambientais e amostras de
sedimentos também utilizando GC-MS.

No entanto, apesar da abundancia de artigos e livros que utilizam a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas na determinacdo de
piretroides, hd também artigos que descrevem o uso de cromatografia liquida, do inglés
Liquid Chromatography (LC) e de cromatografia liquida de alto desempenho, do inglés
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). No primeiro caso, Monteiro et al.
(2011), em seu artigo intitulado “A4 liquid chromatography method for determination of
pyrethroids insecticides residues in beans”, publicado na revista Eclética Quimica,
descrevem um método de cromatografia liquida rapida para a determinagdo simultanea
de 7 piretroides em feijoes usando espectrofotometria de absor¢cdo molecular para
deteccdo. No segundo caso, Galera et al. (2006), no artigo “Determination of nine
pyrethroid insecticides by high-performance liquid chromatography with post-column
photoderivatization and detection based on acetonitrile chemiluminescence”, publicado
na revista Journal of Chromatography A, apresentam um método para determinagao de
piretroides acoplando o HPLC com irradiacdo pds-coluna com luz UV e detec¢do por
quimioluminescéncia dos fotoprodutos resultantes. No presente trabalho, no entanto,
focou-se na utilizagdo do GC-MS pela disponibilidade do aparelho no laboratério de
pesquisa, ainda que, durante o curso inicial do estudo, tenha se tentado utilizar a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, do inglés Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry (LC-MS) com ionizac¢do por eletrospray (ESI,
sigla em inglés), porém sem sucesso devido a ndo ionizagdo do analito.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ¢ uma técnica

instrumental de andlise quimica que une a cromatografia gasosa como método de
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separacao e a espectrometria de massas como método de detec¢ao. De maneira sucinta,

Skoog et al. (2018) explica que:

Na cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra
vaporizada sdo separados como resultado de uma distribui¢do diferencial
entre uma fase movel gasosa e uma fase estacionaria solida ou liquida dentro
de uma coluna. Ao realizar-se uma separa¢do por cromatografia gasosa, a
amostra ¢ vaporizada e injetada na cabeca de uma coluna cromatografica. A
elui¢do entdo ocorre devido ao fluxo de uma fase movel gasosa inerte. Em
contraste com outros tipos de cromatografia, a fase mével ndo interage com
as moléculas do analito; sua inica fungao € o transporte do analito através da

coluna. (SKOOG et al., p. 720, 2018).

Quanto a espectrometria de massas, ele elucida que:

Uma analise de espectrometria de massa atomica contém as
seguintes etapas: (1) atomizagdo, (2) conversdo de uma fragdo substancial
dos atomos formados na etapa 1 em uma corrente de ions (geralmente, ions
com cargas positivas unitarias), (3) separa¢do dos ions formados na etapa 2
na base de sua razao massa-por-carga (m/z), em que m ¢ o nimero de massa
do ion e z ¢ o numero de cargas fundamentais que ele possui, e (4) contar o
namero de ions de cada tipo ou medir a corrente de ions produzida quando os
ions formados a partir da amostra atingem um transdutor adequado. Como a
maior parte dos ions formados na etapa 2 tem carga unitaria (z = +1), m/z ¢
normalmente apenas o nimero de massa do ion. (SKOOG et al., p. 253,

2018).

Para a melhor compreensdo, na figura 6 abaixo, apresenta-se um diagrama

esquematico de um cromatdgrafo gasoso.

Figura 6 — Diagrama esquematico de um cromatoégrafo gasoso
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Fonte: Adaptado de Harris, 2010.
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O funcionamento do cromatdgrafo gasoso acima ¢ da seguinte maneira: a

amostra, em estado gasoso ou um liquido de natureza volatil, é injetada através de um
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septo na porta do injetor, onde ocorre sua vaporizagdo na temperatura do forno do
injetor (HARRIS, 2010). O vapor formado ¢ entdo empurrado pela coluna
cromatografica por um gas de arraste (geralmente He, N, ou H;) e os analitos,
separando-se ao decorrer da coluna, fluem para o detector, que tem sua resposta
mostrada no monitor de um computador (HARRIS, 2010).

Quando o espectrometro de massas ¢ o detector, o fluxo da coluna ¢ geralmente
injetado diretamente na cAmara de ionizacdo do espectrometro (SKOOG et al., 2014). A

figura 7 mostra um esquema de um GC-MS tipico.

Figura 7 — Esquema de um instrumento de GC-MS tipico

ﬁ Porta de injecdo
/*ﬁ[ SI!,{?a fﬁundlAda ) Regido da Regido do
Bty { fonte de analisador de Multiplicador de
do gas de { V f | | ions massas elétrons
arraste ‘. !. ‘ " " \
I\ | ‘r“ ‘,\‘ | LI;’] v
VACATAVAY [ ——— I:l‘ Sistema
Coluna do GC [ de dados
Forno do cromatdgrafo \
gasoso \
Linha de Lentes de
transferéncia focagem

Fonte: Adaptado de Skoog et al., 2014.

Como o cromatdgrafo gasoso ja foi explicado, pode-se comegar, agora, a partir
da linha de transferéncia para o espectrometro de massas: na regido da fonte de ions, ha
algum método de ionizacdo para o fluxo da coluna, que frequentemente ¢ uma fonte por
impacto de elétrons, do inglés electron impact (EI) — ou seja, as moléculas sdo
bombardeadas com um feixe de alta energia de elétrons (SKOOG et al., 2014); ap0s, as
lentes de focagem, contendo um campo eletrostatico, servem para focar um feixe de
elétrons com uma faixa estreita de energias cinéticas para dentro de uma fenda que leva
a regido do analisador de massas; nessa regido, pode haver um campo magnético que
muda lentamente para levar os ions com diferentes razdes de m/z a um detector ou
outros analisadores de massa, como os quadrupolos (SKOOG et al., 2014). O

multiplicador de elétrons é um dos transdutores de ions mais comuns na espectrometria
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de massas e serve para multiplicar o sinal através da emissao de elétrons secundarios
(SKOOG et al., 2014). O resultado de uma anélise no GC-MS ¢ um cromatograma

como o da figura 8§ abaixo.

Figura 8 — Cromatograma da analise de um vial contendo os piretroides cipermetrina e
deltametrina em uma mistura de solventes de extrato de café e metano HPLC (1:1)

(x1,000,000) Max Intensity : 1,518,839
IC (1.00) Time 14.096 Scan# 1,970 Inten. 34,951 Oven Temp300.00] .
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No eixo das abscissas, sdo expostos os tempos de retencao de cada um dos picos
do cromatograma (que representam os analitos detectados e os tempos que levaram para
percorrer a coluna cromatografica); no eixo das ordenadas, ¢ exibida a resposta do
detector (a magnitude do sinal). A area de cada pico representa a medida quantitativa do
analito, que pode ser determinado de varios modos, incluindo com uma curva de
calibragdo ou com um padrio interno (HARRIS, 2010). O GC-MS permite o
monitoramento de ions selecionados, o que facilita para acompanhar um ion especifico
em um cromatograma complexo (HARRIS, 2010). Na figura 9, exemplifica-se, para
comparagdo, 0 monitoramento de ions selecionados, do inglés selected ion monitoring
(SIM); no cromatograma da figura 8, apresentou-se um cromatograma com a totalidade
de ions, do inglés fotal ion chromatogram (TIC), com diversos espectros de substancias

eluidas entre 4 ¢ 10 minutos.
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Figura 9 — Modo SIM em GC-MS
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Na figura 9, é exibido um cromatograma em que se mantiveram fixos os ions de

razao m/z 163.00 e 181.00 na analise de um vial contendo os piretroides cipermetrina e
deltametrina em mistura de solventes de agua ultrapura e metanol HPLC (1:1). “Ao
medir-se apenas esse ion [ions especificos], a razdo sinal/ruido aumenta e o
cromatograma ¢ simplificado” (HARRIS, p. 583, 2010). E importante salientar que o
modo SIM “reduz o limite de detec¢do por um fator de 10° — 10° comparado com a
varredura de m/z, porque mais tempo ¢ gasto apenas coletando os ions de interesse”
(HARRIS, p. 582, 2010). Por fim, deve-se acrescentar que, no modo SIM, ha dois tipos
de ions a serem selecionados: um quantificador e outro(s) qualificador(es) (ou
confirmatorio(s)) — o ion quantificador “determina a resposta do analito através do
calculo da érea ou da altura do pico apos a integragdo do cromatograma do ion extraido,
do inglés extracted ion chromatogram (EIC)” (AGILENT, 2023); e o(s) ion(s)
qualificador(es) (ou confirmatério(s)) “sdo usados para ajudar a identificar o analito, e

ter certeza de que o pico medido ¢ o analito, € ndo a matriz nem qualquer outra coisa”

(AGILENT, 2023).

2.6 Métodos de Extracao

Existem inimeros métodos para se medir piretroides, sendo que a varidvel mais
importante a ser considerada ¢ a matriz. Nos casos de envenenamento descritos na se¢ao
2.3 sobre uso indevido, a matriz era composta de material bioldgico de origem urinaria;
No artigo de Oliveira et al. (2019), a determinagdo dos piretroides foi realizada em

peixes; Hladik et al. (2009) descrevem uma série de métodos para a extracdo dos
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piretroides do meio ambiente, particularmente em amostras de agua e sedimentos. De
modo geral, o método Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) ¢
bastante aplicado, principalmente pela sua versatilidade, requerendo apenas algumas
modificagdes de acordo com especificidades da matriz e da pesquisa (OLIVEIRA et al.,
2019). O método QuUEChERS, no entanto, requer um procedimento de clean-up, que
costuma ser lento e, dependendo dos materiais envolvidos, um tanto custoso, mas
necessario para a remog¢ao de grande parte da matriz. Oliveira et al. (2019) utilizam o
método QUEChERS modificado seguido de um procedimento de clean-up baseado no
congelamento das amostras durante uma noite e, apos, uma extracdo em fase solida
dispersiva para determinar 18 piretroides em amostras de peixes. Para as amostras de
agua, Hladik et al. (2009) afirmam que € possivel utilizar extracdo liquido-liquido para
medir os piretroides em agua ndo filtrada, ou medir em agua filtrada usando extracdo
em fase solida, do inglés Solid Phase Extraction (SPE), com cartuchos; no entanto, eles

acrescentam que:
[...] como os piretroides tendem a se associar levemente com as
paredes do recipiente contendo a amostra de agua, especialmente quando
uma amostra ¢ bombeada lentamente pelo cartucho de SPE, ¢ necessario

incluir uma lavagem do recipiente com solvente organico na etapa de

extragdo. (HLADIK et al., p. 2, 2009).

Contudo, visando uma técnica mais simplificada, rapida e com menos gastos
materiais, alguns autores tém utilizado a técnica de extracdo liquido-liquido com
particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) (VIEIRA et al., 2007). Vieira et al. (2007)
afirmam que a ELL-PBT foi desenvolvida para a andlise de 4 piretroides em agua por
cromatografia gasosa. Eles explicam a aplicacdo da técnica para extracdo de piretroides

em leite:

A técnica aplicada em amostras de leite consistiu na adigdo de
acetonitrila a amostra em uma propor¢do de 2:1 (v/v). Com a adi¢do da
acetonitrila é formada uma fase tnica liquida contendo agua e solvente. A
mistura formada pela fase liquida e o material sélido do leite ¢ resfriada a -
20 °C. Com o abaixamento da temperatura, o material solido é precipitado e
aprisionado na fase aquosa congelada. A acetonitrila, de temperatura de
congelamento igual a -46 °C, fica liquida e ¢ retirada facilmente. As taxas de
recuperagdo dos piretroides ficaram proximas de 90%, néo sendo necessarios

outros processos de purificagdo. (VIEIRA et al., p. 535, 2007).

Essa técnica ¢ de grande valor justamente pelo baixo consumo de solventes,
curto tempo de preparo, facil aplicacdo e alta taxa de recuperagdo dos piretroides. Na

figura 10 abaixo, ¢ apresentado um esquema de seu funcionamento:



24

Figura 10 — Esquema da técnica ELL-PBT
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Na figura 10, a técnica de extra¢do liquido-liquido com partigdo em baixa
temperatura ¢€ representada da seguinte forma: em um tubo Falcon, ¢ colocada a amostra
liquida com o solvente extrator (geralmente, acetonitrila) que possui o ponto de fusdo
abaixo da agua; essa mistura ¢ agitada e, entdo, levada para um refrigerador com a
temperatura acima da temperatura de solidificagdo do solvente extrator, mas capaz de
congelar a dgua; apds um periodo de tempo suficiente para que ocorra o congelamento
da agua, o tubo Falcon pode ser retirado do refrigerador e a fase liquida (solvente

extrator) deve ser transferida para analise no cromatografo gasoso.
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3 METODOLOGIA

3.1 Procedimento Experimental

A amostra utilizada neste trabalho foi uma amostra de café preparado sem
agucar adquirida da cozinha do laboratorio sem conhecimento prévio sobre a marca nem
local de comercializagdo. Um volume desse café foi transferido para um tubo Falcon
onde ocorreu a extragdo liquido-liquido por parti¢do em baixa temperatura. O extrato do
café¢ foi mantido no refrigerador e usado posteriormente na preparagdo de uma das
misturas de solventes. Preparou-se uma solucdo estoque com ambos os piretroides
Cipermetrina e Deltametrina a 100 pg mL™ em metanol HPLC com volume total de 50
mL, sendo que as massas pesadas para a Cipermetrina e Deltametrina foram,
respectivamente: 0,00442 g e 0,00435 g. Preparou-se um teste de solventes para os
piretroides a 20 pg mL™" com: (1) agua ultrapura; (2) acetonitrila; (3) metanol HPLC.
Com o resultado do teste, prepararam-se nove vials para cada uma das misturas de
solventes — agua ultrapura e metanol HPLC (1:1) e extrato de café e metanol HPLC
(1:1), totalizando-se dezoito vials. As concentracdes de piretroides nos vials foram 0,1
ug mL™, 0,5 ug mL™", 1 ug mL™", 5 ug mL™", 10 ug mL™", 30 ug mL™, 50 ug mL™", 70 ug
mL" e 100 ug mL™". Os vials foram entdo analisados no GC-MS no modo SIM com os
ions caracteristicos da Cipermetrina ¢ Deltametrina. Com os dados, construiram-se as
curvas de calibragdo. Por ultimo, realizou-se a recuperagao com um extrato de um
preparado de café (sem agucar), anteriormente fortificado com a solucao estoque de

piretroides, em trés concentragdes: 50 pg mL”, 25 uygmL™" € 6,25 ug mL™.

3.2 Reagentes e Equipamentos

O padrao de Cipermetrina utilizado foi o padrio analitico Pestanal® a-
Cypermethrin (45806-100MG) com lote: SZBA068XV da Sigma-Aldrich com 99,70%
de pureza, MW: 416,3 g/mol, 607-422-00-X CAS: 67375-30-8. O padrio de
Deltametrina utilizado foi o padrdo analitico Pestanal® Deltamethrin (45423-250MQG)
com lote: SZB8297XV da Sigma-Aldrich com 99,70% de pureza, 607-319-00-X CAS:
52918-63-5. Ambas da Fluka Analytical™. O metanol (alcool metilico) HPLC foi
adquirido da J.T. Baker® através da empresa Avantor do México com o lote: 845W31,
PM 32.04, 9093-03, 99,9% de pureza, CAS: 67-56-1. A acetonitrila P.A.-A.C.S. foi
adquirida da Synth, A1018.BJ, PM 41.05, com lote: 145240. A agua utilizada nos



26

experimentos foi recolhida de um aparelho PURELAB flex da ELGA de agua ultrapura
como numero de série FLC00010701, Model PF3XXXXMI.

O GC-MS utilizado foi o GC-MS-QP2010 Ultra da Shimadzu com ntimero de
série 0205251 SHIMADZU CORP. 01677, sendo o cromatégrafo gasoso GC-2010
Plus com Auto Sampler AOC-5000 Plus. A coluna utilizada foi uma HP-5MS da Agilent
J&W GC Columns com Part Number 19091S-433, length (m): 30, diam. (mm): 0.250
Narrowbore, Film (um): 0.25, Temperature Limits: From -60 °C to 325 °C (350 °C),
Serial Number: UST539764H. O gas hélio foi adquirido da White Martins, com os
dados: Produto conforme AWS AS5.32 (ISSO 14175) — 12 — He, ONU 1046. A balanga
analitica utilizada foi adquirida da SHIMADZU (UniBloc Analytical Balances — AUW-
D series dual-range semi-micro balances com Scale interval (d) igual a 0,0001/0,00001

g e Verification scale interval (e) igual a 0,001 g).

3.3 Extracio Liquido-Liquido por Particio em Baixa Temperatura

A extracao liquido-liquido por particio em baixa temperatura (ELL-PBT) foi
realizada em dois momentos diferentes: primeiro, para adquirir o extrato de café¢ que foi
utilizado na mistura de solventes do tipo extrato de café — metanol (1:1). O
procedimento que foi realizado na obtencdo do extrato de café da mistura de solventes
utilizou a mesma propor¢do 2:1 de acetonitrila de Vieira et al. (2007).

No segundo momento, no entanto, foram realizadas algumas modificacdes nos
volumes de acetonitrila da ELL-PBT visando reduzir ainda mais o seu gasto. Nesse
segundo caso, portanto, a ELL-PBT foi utilizada para adquirir o extrato de café para a
recuperagdo — o procedimento final que envolveu a fortificagdo do café com a solugao
de 100 pg mL™" dos piretroides e sua posterior extracio (pela ELL-PBT) e analise no
GC-MS com o método desenvolvido. Os detalhes dos volumes utilizados na

recuperagdo estdo descritos na tabela 3 abaixo.
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Tabela 1 — Volumes da solugdo de piretroides, café e acetonitrila utilizados na

recuperacao

Sol. Piretroides 100 ppm Café Concentraciao* Acetonitrila
+5 mL +5mL = 50 pugmL’ +10 mL
+2,5mL +7,5mL=25ugmL"’ +10 mL
+0,5 mL +7,5mL= 6,25 ugmL" +8 mL

*Concentragdo resultante de piretroides no café.

Como ¢ possivel perceber pela tabela 1, a propor¢do 2:1 de acetonitrila baseada
no trabalho de Vieira ef al. (2007) foi substituida com a intencdo de se utilizar uma

propor¢ao 1:1 mais econdmica.

3.4 Curva de Calibracao

Duas curvas de calibra¢do foram produzidas: uma curva com os pontos 0,1 ppm,
0,5 pg mL™", 1 ug mL™", 5 ug mL™", 10 nug mL", 30 ng mL™", 50 ug mL™, 70 ng mL"' e
100 pg mL™" (concentracdes de piretroides) utilizando como solvente uma mistura 1:1
de metanol HPLC e agua ultrapura; e outra curva utilizando os mesmos pontos, porém,
com um solvente formado pela mistura 1:1 do extrato de café¢ adquirido pelo
procedimento do fluxograma da figura 11 e metanol HPLC. Todos os pontos foram
preparados a partir da solugdo estoque de piretroides de 100 pg mL". Uma vez
preparados, os 18 vials resultantes contendo as concentragdes indicadas foram
analisados no GC-MS em (pseudo)triplicata — os mesmos vials foram analisados trés

vezes no equipamento.

3.5 Parametros do GC-MS

Para o processo de cromatografia gasosa e espectrometria de massas,
programou-se tanto o cromatdgrafo gasoso, do inglés gas chromatography (GC), quanto
o espectrometro de massas, do inglés mass spectrometry (MS), desenvolvendo-se um
método no modo SIM para os ions caracteristicos da cipermetrina (fon quantificador
(m/z): 163; fons confirmatoérios (m/z): 181/ 208) e da deltametrina (fon quantificador
(m/z): 181; fons confirmatoérios (m/z): 253/ 251). Os detalhes do método para o GC sdo

apresentados na tabela 2.
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GC

Inj. Port: SPL1
Column Oven Temp.:
Injection Temp.:
Injection Mode:
Sampling Time:
Carrier Gas:

Prim. Press.:

Row Control Mode:
Pressure:

Total Flow:
Column Flow:
Linear Velocity:
Purge Flow:

Split Ratio:

Inj. Heat Port: INJI
100 °C

270 °C
Splitless

1 min.

He

500-900
Linear Velocity

71.2 kPa

7.6 mL/min
0.98 mL/min
36.8 cm/sec

4.0 mL/min

-1

A rampa de temperatura iniciava em 100 °C e se mantinha constante por 1 min.,

para, em seguida, subir a 300 °C com taxa de 40 °C min” e se manter constante por 10

minutos. O tempo total programado para o método foi de 16 minutos.

Na tabela 3 abaixo, sdo mostrados os detalhes da programacao do espectrometro

de massas.
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Tabela 3 — Parametros do MS

MS

GCMS-QP Series

Ion Source Temp.: 230 °C
Interface Temp.: 300 °C
Solvent Cut Time: 3.75 min
Micro Scan Width: Op
Detector Voltage: 0kV
Threshold: 250

O espectrometro de massas foi programado com dois eventos: a partir do tempo
4,25 min. e terminando em 16 min., adquiriram-se scans com Event Time (sec): 0,30 e
Scan Speed: 2000, iniciando-se em 40,00 m/z e terminando em 600,00 m/z; o segundo
evento também se iniciava em 4,25 min. e terminava em 16 min., porém, no modo SIM

(também com Event Time (sec): 0,30), e com os seguintes ions selecionados: (163,00;

181,00; 208,00 “Cy” e 181,00; 253,00; 251,00 “De”) m/z.

3.6 Calculo do Limite de Quantificacdo (LOQ) e do Limite de Deteccao (LOD)

No presente trabalho, o LOD foi calculado, para a cipermetrina, como a area do
pico atribuido a ela no modo SIM pelo sofiware do GC-MS de dois brancos — um
contendo a mistura de solventes dgua ultrapura e metanol HPLC (1:1) e outro com
extrato de café e metanol HPLC (1:1). Para a deltametrina, utilizou-se uma integragdo
manual da area da média dos tempos de retencdo de seus picos com os mesmos dois
brancos. Os brancos correram no método desenvolvido para a pesquisa no GC-MS em
(pseudo)triplicata, ou seja, os mesmos vials correram trés vezes no equipamento. Com
os resultados, realizou-se o calculo do desvio padrao e aplicou-se a teoria proposta por
Harris (2010). Portanto, para os céalculos do LOD e LOQ, utilizaram-se as equacdes
abaixo. Para o limite de detec¢ao:

Limite de detec¢ao = 3 - Desvio padrao (1)

E para o limite de quantificagao:

Limite de quantifica¢ao = 10 - Desvio padrao (2)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Solucio Estoque de Piretroides

Para preparar a solucdo estoque de piretroides a 100 pg mL™ foram medidas as
massas para a cipermetrina e para a deltametrina em uma balanga analitica semi-micro,
resultando em (0,00442+0,00001) g para a Cipermetrina e (0,00435+0,00001) g para a
Deltametrina. Como informado na secdo 3.2 Reagentes e Equipamentos, o Scale
interval (d) da balanga era igual a 0,0001/0,00001 g. Com essas massas ¢ considerando
que o volume final da solugdo seria 50,00 mL, ¢ possivel calcular a concentragdo
verdadeira da solug¢do. Primeiro, para a Cipermetrina:

10%ug 0,00442 g
1lg 50,00 mL

= 88,40 ug mL™! - 0,9970 = 88,13 ug mL™* (3)

O fator 0,997 é a pureza tanto da cipermetrina quanto da deltametrina e,
levando-se em consideracdo o scale interval da balanga, essa massa fica em (88,1+0,2)
pg mL™. Para a deltametrina, tem-se:

10%ug 0,00435 g
1lg 50,00 mL

= 87,00 ug mL™! - 0,9970 = 86,74 ug mL™* (4)

Da mesma forma, levando-se em considerag¢do o scale interval da balanca, tem-
se o valor de (86,7+0,2) pg mL™. A justificativa para os valores terem se afastado tanto
do desejado de 100 pg mL™ foi a dificuldade em se medir massas tio baixas na balanga,
levando a muitos erros sistematicos pessoais. Outro fator importante ¢ de que, como
informado no quadro 3 de toxicidades orais agudas para ratos, o valor teorico de 100 pg
mL" da solucdo estoque de deltametrina é superior a DLsy (95 ¢ 87 ug mL™") para
machos e fémeas, respectivamente; ja no caso da cipermetrina, a solugdo estoque esta
abaixo da DLs, (297 e 372 ug mL™) para machos e fémeas, respectivamente. A sele¢io
dos piretroides cipermetrina e deltametrina foi devido a disponibilidade no laboratério

dos padrdes necessarios.
4.2 Teste de Solventes
Os resultados para o teste de solventes sdo expostos na tabela 4 e a comparagao

de cromatogramas na figura 11. O teste foi realizado em (pseudo)triplicata, porém,

apenas os resultados da primeira replicata sdo mostrados, ja que o teste serviu apenas
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como indicacdo inicial para estabelecer um caminho a ser seguido nas analises, tendo
sido entdo restringido pelo tempo de experimentagdo no laboratorio. Esse teste foi

realizado usando o modo TIC, o que justifica as enormes areas calculadas para os picos.

Tabela 4 — Resultados do teste de solventes

Solventes Cyl Cy2 De1 De 2

TR* Area** TR Area TR Area TR Area

AguaUl. 8,874 1.209.547 8,998 1.369.507 10,125 396.844 10,336 389.445

ACN 8,700  563.314 8,850  571.157 9,950 208.764 10,150 226.038
MeOH 8,850  433.379 9,000 720.062 10,150 219.196 10,350 281.517

* Tempo de retencdo (a unidade, neste trabalho, ¢ sempre em minutos).

** As unidades das areas dos picos sdo arbitrarias.

Na tabela 4, a cipermetrina ¢ denotada “Cy” e a deltametrina “De”. Os nimeros
1 e 2 para o Cy e De representam os dois picos identificados como pertencendo aos
isotopos da cipermetrina e da deltametrina. Isso se explica devido a presenca dos
atomos de cloro na cipermetrina e de bromo na deltametrina (moléculas disponiveis na
Fig. 3). Os isétopos mais comuns do cloro sdo *>Cl e *’Cl (na razdo respectiva de 3:1);
enquanto que, para o bromo, os isétopos " Br e *'Br (aproximadamente na propor¢do de
1:1) sdo os mais abundantes (BENEDICT et al., 1981). Para cada um desses piretroides,
¢ mostrado o tempo de retengdo e a area do pico resultantes dos cromatogramas. A

concentragdo dos piretroides para o teste foi de 20 pg mL™.

Figura 11 — Comparacao dos cromatogramas do teste de solventes
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No grafico 1 abaixo, ¢ possivel ver a comparacao entre os resultados de cada um
dos solventes. Apesar de ambas a cipermetrina ¢ a deltametrina estarem presentes na
mesma concentracdo, a cipermetrina apresentou uma 4drea muito maior no
cromatograma, tanto para a Cy 1 quanto para a Cy 2. A cipermetrina apresenta uma
maior gravidade especifica e uma maior solubilidade em agua, ou seja, ¢ uma molécula
mais polar. Tal caracteristica parece favorecer a quebra da molécula, resultando em uma
maior area do pico quando os seus picos sdo comparados aos da deltametrina. Ao
observar as areas de todos os isotopos, verifica-se que a polaridade do solvente parece
favorecer a volatiliza¢do, o que justificaria as maiores areas quando se usa a 4gua como

solvente, seguido do metanol e da acetonitrila.

Grafico 1 — Resultados do teste de solventes
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Pelo grafico 1, fica claro que a agua ultrapura foi o melhor solvente. No entanto,
nas outras duas (pseudo)replicatas, ndo houve repetibilidade. A auséncia de
repetibilidade foi um fator muito recorrente durante todos os experimentos com esses
piretroides. Além disso, a degradacdo deles no laboratério ocorreu em um tempo
relativamente curto (menos de uma semana) — isto €, se uma replicata era realizada em
um determinado dia e a segunda replicata fosse realizada ~3-4 dias depois, praticamente
ndo se detectava mais a cipermetrina e a deltametrina. Apesar dos problemas citados, e

principalmente devido a restricdo de tempo para a conclusdo da pesquisa, com base nos



33

resultados do grafico 1, resolveu-se tentar analisar os piretroides em uma amostra de
extrato de café e metanol (1:1) e verificar o efeito da matriz utilizando agua ultrapura e
metanol (1:1), o que seria apenas uma tentativa inicial, mas acabou tornando-se
definitiva pela questdo do tempo. E tendo em vista que os analitos também
apresentavam areas para o solvente ACN proximas do MeOH, esse primeiro poderia ser
utilizado no processo de extracdo com a técnica ELL-PBT. Os principios da quimica
verde orientaram a escolha dos métodos de extracdo e dos solventes dentro do possivel,
levando-se em consideragdo a realidade de um laboratério de quimica de investigagao
criminal e um relativamente curto tempo necessario para que a extragao ocorresse.

Ap6s a analise do TCC pela banca, decidiu-se verificar a hipotese levantada por
um de seus membros de que a auséncia de repetibilidade se dava pelo uso de solventes
mais polares, tendo em vista a insolubilidade dos analitos nestes. Para testar essa
hipotese, utilizou-se acetona como solvente no vial contendo os piretroides na

concentragio de 20 pg mL™'. Os cromatogramas resultantes sdo expostos na figura 12.

Figura 12 — Comparacao dos cromatogramas do teste de solventes utilizando acetona
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Na tabela 5 abaixo, sdo apresentados os resultados dos tempos de retengdo e das

areas calculadas para a comparacdo dos cromatogramas. O teste foi realizado em

(pseudo)triplicata.
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Tabela 5 — Resultados do teste de solventes com acetona

Teste de Solventes

Solvente: Acetona

Piretroide: Cy 1 Cy2 De 1 De 2
TR Area TR Area TR Area TR Area
Rep. 1 8,540 262 8,927 15995 10,200 4898 10,200 6179
Rep. 2 8,925 18723 8,925 21028 9,680 1318 10,199 8983
Rep. 3 8,920 18908 8,920 21958 9,493 1343 10,200 10796

Pela tabela 5, ¢ possivel notar o aumento da repetibilidade a partir da segunda
replicata, o que indica que, de fato, a redu¢do da polaridade do solvente no via/ aumenta
a repetibilidade. Isso provavelmente ocorre porque os piretroides sdo mais apolares e
formam uma emulsdao no vial com as misturas de solventes utilizadas (principalmente
com a agua ultrapura e metanol HPLC), podendo permanecer, na forma de residuos, na
seringa do injetor; uma vez que o solvente seja menos polar, a remog¢ao desses residuos
¢ mais eficaz, ja que sdo soluveis em meio apolar como na acetona, que € um solvente
apolar. Como mencionado, esse teste foi realizado apds a analise do TCC pela banca
para elucidar a auséncia de repetibilidade, que foi responsavel pela impossibilidade do
método desenvolvido de quantificar os piretroides. No presente trabalho, os solventes
menos polares foram evitados desde o inicio devido a busca de uma opg¢do mais

amigavel ao meio ambiente.

4.3 Limite de Detec¢cao (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ)

O limite de deteccao (LOD) ¢ definido pelo Harris (2010) como “a menor
quantidade de analito que ¢ ‘significantemente diferente’ do branco” (HARRIS, p. 105,
2010). Harris (2010) ainda afirma que, em uma amostra de baixa concentracio, “o
desvio padrao serve como uma medida de ruido (variagdo aleatéria) em um branco ou
em um sinal baixo” (HARRIS, p. 105, 2010). Ele entdo define que um sinal que ¢ 3
vezes maior que o ruido, ¢ detectdvel, mas ainda ¢ muito baixo para quantificacao.
Nesse ponto, define-se o limite de quantificagdo: “um sinal que ¢ 10 vezes maior que o
ruido” (HARRIS, p. 105, 2010).

Para apresentar o célculo do LOD e do LOQ, os dados sdo expostos nas tabelas

6 ¢ 7. Na primeira tabela, sdo expostos os dados para os calculos do LOD e LOQ da

mistura de solventes contendo extrato de café e metanol HPLC (1:1). Nos dois casos, os
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analitos (os piretroides) ndo estavam presentes — ou seja, sdo brancos contendo apenas

as misturas de solventes.

Tabela 6 — LOD e LOQ para a mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC

(1:1)
Replicata
TR . TR . TR ) TR )
Area Area Area Area
Médio Médio Médio Médio
Cyl Cy2 De 1 De 2
1 8,551 194 8,758 223 9,837 591 10,061 556
2 8,625 178 8,736 372 9,798 298 10,005 331

3 8,633 164 8717 212 9,812 380 10,015 842
Dp* 15,0 DP 89,4 DP 151,2 DP 256,1

*Desvio padrao.

Na tabela 7 abaixo, s3o expostos os dados para os calculos do LOD e do LOQ

para a mistura de solventes contendo dgua ultrapura e metanol HPLC (1:1).

Tabela 7 — LOD e LOQ para a mistura de solventes de dgua ultrapura e metanol HPLC

(1:1)
Replicata
TR . TR i TR i TR i
Area Area Area Area
Médio Médio Médio Médio
Cyl Cy2 De 1 De 2
1 8,562 147 8,723 147 9,852 169 9,998 335
2 8,598 236 8,767 396 9,74 433 9,949 102

3 8,628 275 8743 404 9,8 680 10,012 739
DP 65,6 DP 146,1 DP 7555 DP 37273

Ambas as tabelas foram construidas a partir de uma (pseudo)triplicata com o
branco contendo as misturas de solventes. Para saber o tempo de retengdo dos picos,
utilizou-se a média dos tempos de retencdo das curvas de calibragdo (proxima secao).

Os desvios padrao (DP) das areas encontradas nesses tempos de retencdo também sao

apresentados nas tabelas.
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Assim sendo, para a mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC
(1:1), o LOD foi determinado como (45,0), (268,1), (453,5) e (768,3) — sendo as
unidades das areas arbitrarias — para Cy 1, Cy 2, De 1 e De 2, respectivamente. Da
mesma forma, o LOQ foi (150,1), (893,7), (1511,6) e (2561,1) para, novamente, Cy 1,
Cy 2, De 1 e De 2, respectivamente. Nota-se que foram utilizadas as areas resultantes
em vez de concentragdes, pois as areas serviram diretamente para a analise das tabelas 8
e 9, nas quais os valores abaixo dos limites de detec¢do foram descartados no calculo
das curvas de calibragdo. No caso da mistura de agua ultrapura com metanol HPLC
(1:1), os resultados foram, para o LOD: (196,8), (438,4), (766,6) ¢ (966,9) para Cy 1,
Cy 2, De 1 e De 2, respectivamente; para o LOQ, (656,1), (1461,2), (2555,5) e (3223,0)
para Cy 1, Cy 2, De 1 e De 2, respectivamente. Nota-se que, em ambos 0s casos, 0s
valores foram maiores para a deltametrina: isso ocorreu porque, no branco, utilizando o
método SIM, nao foram identificados picos nos tempos de retencao da deltametrina e a

integracdo teve que ser realizada manualmente, tornando os valores uma aproximagao.

4.4 Curvas de Calibracao

Embora tenha se observado a auséncia de repetibilidade no teste dos solventes,
para efeito de aprendizado, optou-se por realizar o estudo das curvas de calibragdo e
aplicar o estudo da regressdo linear e polinomial. Assim sendo, as curvas de calibracdo
foram preparadas utilizando as misturas de solventes de extrato de café e metanol HPLC
(1:1) e 4gua ultrapura e metanol HPLC (1:1). Para cada uma dessas misturas de
solventes, foram acrescentados os piretroides (da solugio estoque de 100 pg mL™) nas
concentragdes de 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 30, 50, 70 e 100 pg mL",

Os tempos de retengdao e as areas dos picos correspondentes aos piretroides
cipermetrina (Cy 1 e Cy 2) e deltametrina (De 1 e De 2) para a mistura de solventes
agua ultrapura e metanol HPLC (1:1) sd3o mostrados na tabela 8. Utilizou-se o método
desenvolvido para a pesquisa no modo SIM e os vials de cada concentracdo foram

analisados trés vezes no GC-MS ((pseudo)triplicata).
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Tabela 8 — Tempos de retengdo e areas dos picos dos cromatogramas da

(pseudo)triplicata com a mistura de solventes dgua ultrapura e metanol HPLC (1:1)

Replicata 1

Conc. (ug
N TR Area TR Area TR Area TR Area
mL™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,607 10135 8,721 20980 9,818 4360 10,020 2162
70 8,506 2781 8,624 7322 9,735 1519 9,948 1374
50 8,603 1613 8,719 1564 - - - -
30 8,614 1012 8,734 1166 - - - -
10 8,792 595 8,792 760 - - - -
5 8,359 464 8,499 322 - - - -
1 8,600 373 8,760 276 - - - -
0,5 8,400 599 8,895 511 9915 52 10,010 593
0,1 8,580 138 8,761 273 9,940 376 10,013 163
Replicata 2
Conc. (ug
- TR Area TR Area TR Area TR Area
mL™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,519 12652 8,636 41824 9,740 4399 9,949 10742
70 8,027 6674 8,744 9131 - - - -
50 8,027 1929 8,744 2321 - - - -
30 8,632 2517 8,752 829 - - - -
10 - - - - - - - -
5 8,600 431 8,680 217 - - - -
1 8,518 677 8,765 465 - - - -
0,5 8,740 206 8,975 230 - - - -
0,1 8,520 160 8,840 407 - - - -
Replicata 3
Conc. (pg
1 TR Area TR Area TR Area TR Area
mL™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,595 7913 8,711 8568 9,800 2652 10,012 3899
70 8,499 7040 8,017 3686 - - - -
50 8,623 1806 8,740 1168 - - - -
30 8,004 1942 8,727 1218 - - - -
10 8,600 1145 8,750 929 - - - -
5 8,660 451 8,801 1606 - - - -
1 8,597 705 8,656 1631 - - - -
0,5 8,860 238 8,938 240 - - - -
0,1 8,610 320 8,748 401 - - - -

O trago “-“ significa dado ndo adquirido.

A linha no meio de alguns valores (como em “438”) indica que eles ficaram abaixo do LOD.
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Os valores que ficaram abaixo do limite de detec¢do foram removidos das
regressoes (tais valores aparecem com uma linha no meio na tabela). Assim, resultou
que, para a deltametrina, nessa mistura de solventes, ndo houve valores suficientes para
a realizagdo das regressdes. Com os demais valores, no entanto, realizaram-se as
regressoes linear e ndo-linear para a cipermetrina 1 ¢ 2. O grafico 2 apresenta o0s

resultados para as regressdes da Cy 1.

Grafico 2 — Regressoes linear e polinomial das médias das areas da cipermetrina 1 (Cy

1) da mistura de solventes de 4gua ultrapura e metanol HPLC (1:1)
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As equagdes resultantes das regressdes para a cipermetrina 1 foram: a regressao
linear resultou na equacao 5:
y=Ax + B (5)
Em que A ¢ igual a (86,883%11,742); e B, (-139,094+531,313). Para essa
regressao, o coeficiente de determinagao R? foi igual a 0,8866.
A regressao ndo-linear (polinomial cubica) resultou na seguinte equagao:

y=apg+a;-x+ay x?+az-x3(6)
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Sendo que o ap foi igual a (450,940+304,050); o a;, (16,687+49,235); o ay,
(0,322+1,328); ¢ 0 a3, (0,005+0,009). O R? foi de 0,9830.
No grafico 3, sdo apresentados os resultados das regressdes linear e polinomial

das médias das areas da cipermetrina 2 (Cy 2).

Grafico 3 - Regressdes linear e polinomial das médias das areas da cipermetrina 2 (Cy

2) da mistura de solventes de agua ultrapura e metanol HPLC (1:1)
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Da mesma forma, as equacdes 5 e 6 se aplicam para as regressdes linear e ndo-
linear. Nesse caso, no entanto, A foi igual a (185,169+46,682) ¢ B, (-1622,3+2240,3). O
coeficiente de determinacao, Rz, foi de 0,7239. Para a regressao nao-linear, obteve-se:
ap igual a (679,89+175,36); o a;, (40,511+25,550); o ay, (-2,4352+0,6728); e o as,
(0,0434+0,0044). O R? foi de 0,9994. Como é notavel nos graficos 2 e 3, as regressdes
ndo-lineares (polinomiais cubicas) apresentam coeficientes de determinagdo, R* mais
proximos da unidade do que as regressdes lineares. Em outras palavras, os dados

apresentam um ajuste melhor ao modelo polinomial ctbico.
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Na tabela 9 abaixo, sdo apresentados os tempos de retengdo e as areas dos picos
dos cromatogramas da (pseudo)triplicata com a mistura de solventes de extrato de café e

metanol HPLC (1:1) utilizando o método desenvolvido para a pesquisa no modo SIM.

Tabela 9 — Tempos de retencdo e areas dos picos dos cromatogramas da

(pseudo)triplicata com a mistura de solventes extrato de café e metanol HPLC (1:1)

Replicata 1

Conc. (ug
1 TR Area TR Area TR Area TR Area
mL™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,012 10471 8,728 25247 9,822 2739 10,024 4123
70 8,606 7552 8,720 11130 9,820 1783 10,022 6172
50 8,504 5276 8,021 9544 9,742 2842 9,940 7010
30 8,600 1599 8,717 2596 - - - -
10 8,623 963 8,734 1512 - - - -
5 8,675 560 8,760 537 - - - -
1 8,423 483 8,880 789 10,22 163 10,260 152
0,5 8,580 165 8,722 599 9,760 753 10,062 461
0,1 8,340 358 8,940 366 9,659 562 10,060 689
Replicata 2
Conc. (ug
B TR Area TR Area TR Area TR Area
mL"™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,514 14019 8,631 47683 9,738 6624 9,944 10120
70 8,622 5049 8,737 38850 9,828 3494 10,040 6025
50 8,620 3570 8,733 27013 9,829 3449 10,031 7352
30 8,640 2231 8,754 4732 - - - -
10 8,018 4794 8,733 2131 - - - -
5 8,662 1262 8,772 2426 - - - -
1 8,747 856 8,791 621 - - - -
0,5 8,577 626 8,780 333 - - - -
0,1 8,021 464 8,696 472 - - - -
Replicata 3
Conc. (ug
1 TR Area TR Area TR Area TR Area
mL™)
Cyl Cy2 De 1 De 2
100 8,59 19718 8,706 20097 9,798 6934 10,001 6976
70 8,605 5356 8,72 22292 9,816 3327 10,016 6812
50 8,619 4905 8,732 23086 9,815 2556 10,022 7570
30 8,017 1658 8,729 10742 9,819 707 10,022 4561

Continua
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Continuagao
Tabela 9 — Tempos de retencdo e areas dos picos dos cromatogramas da

(pseudo)triplicata com a mistura de solventes extrato de café e metanol HPLC (1:1)

Replicata 3

10 8,63 904 8,74 4194 - - - -
5 8,525 1004 8,642 1764 - - - -
1 8,755 1516 8,608 1119 - - - -
0,5 8,709 203 8,9 355 - - - -
0,1 8,645 319 8,675 319 - - - -

Novamente, os dados que ficaram abaixo do limite de detec¢@o para essa mistura
de solventes foram removidos das regressdes. No grafico 4, sdo apresentadas as
regressoes linear e polinomial cubica das médias das areas da cipermetrina 1 (Cy 1)

realizadas com os dados da tabela 9.

Grafico 4 — Regressoes linear e polinomial das médias das areas da cipermetrina 1 (Cy

1) da mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC (1:1)
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Utilizando as equagdes 5 e 6 novamente, para a regressao linear, os valores de A
(inclinagdo da curva) e B (intersecdo com o eixo y) foram, respectivamente:

(119,482+16,682) e (11,911+754,812) com R? igual a 0,8799; para a regressdo
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polinomial cubica, os valores de ag, a;, a; e a3 foram, respectivamente: (559,73+351,30),
(113,68+56,89), (-2,1759+1,5348) e (0,0245+0,0102). O R? foi igual a 0,9881.
No grafico 5, sdo apresentados os resultados para as regressdes linear e

polinomial das médias das areas da cipermetrina 2 (Cy 2) da tabela 9.

Grafico 5 — Regressoes linear e polinomial das médias das areas da cipermetrina 2 (Cy

2) da mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC (1:1)
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Da mesma maneira, tendo as equagdes 5 e 6 como referéncia, os valores A ¢ B
para a regressdo linear foram, respectivamente: (325,24+20,82) e (15,715+£942,301). O
R? foi de 0,9721. Para a regressao polinomial cubica, os valores de ay, a;, a; e a; foram,
respectivamente: (665,51+£972,87), (46,695+157,538), (8,74754+4,2503) ¢ (0,062+0,028).
O valor do R* foi de 0,9864. Para a cipermetrina 2, os resultados da regressio linear
obtiveram um ajuste quase tdo bom quanto o da regressdo polinomial cubica.

No grafico 6 abaixo, sdo apresentados os resultados das regressdes linear e

polinomial cubica das médias das areas da deltametrina 1 (De 1) da tabela 10.



43

Grafico 6 — Regressoes linear e polinomial das médias das areas da deltametrina 1 (De

1) da mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC (1:1)
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Utilizando as equagdes 5 e 6 como referéncia, os valores A e B para a regressao
linear foram, respectivamente: (45,801+0,004) e (298,92+0,23). O R? foi de 0,8902.
Para a regressdo polinomial cubica, os valores de a, a;, a, e a3 foram, respectivamente:
(617,52+0,35), (2,0021+0,0486), (0,8015+0,0013) e (-0,0031+£8,8179). O valor do R*
foi de 0,9373. O nimero de dados disponiveis para as regressoes da deltametrina 1
foram reduzidos em relacdo a Cy 1 e 2 (apenas 6 dados em comparagdo com os 9 dados
de cada uma das outras cipermetrinas).

No grafico 7, sdo apresentadas as regressoes linear e polinomial das médias das

areas da deltametrina 2 (De 2) da tabela 10.
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Grafico 7 — Regressoes linear e polinomial das médias das areas da deltametrina 2 (De

2) da mistura de solventes de extrato de café e metanol HPLC (1:1)
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Mais uma vez, utilizando as equacdes 5 e 6, os valores A e B para a regressao
linear foram, respectivamente: (27,344+22,230) e (4611,3+1503,6). O R? foi de 0,4308.
Para a regressao polinomial cubica, os valores de ag, a;, a, e a; foram, respectivamente:
(-15727), (1130,7), (-17,77) e (0,0874). O valor do R? foi de 1. O numero de dados
adquiridos para as regressdes da deltametrina 2 foram bem reduzidos (apenas 4).

Todos os coeficientes de determinacdo para a regressao polinomial cubica
mostraram melhores ajustes (mais proximos de 1) que os coeficientes de determinagao
das regressoes lineares. Oliveira et al. (2019), analisando residuos de piretroides em
peixes usando o método QUEChERS modificado no GC-MS, obtiveram resultados que
os fizeram abandonar o modelo linear (devido ao baixo coeficiente de determinacao) e
utilizar, para alguns residuos de piretroides, o modelo quadratico e, para outros, o
modelo cubico. Zhu et al. (2021), analisando piretroides em cha oolong por
cromatografia gasosa com ionizacdo quimica negativa acoplada a espectrometria de
massas, conseguiu coeficientes de determinagdo acima de 0,996 para as regressoes
lineares para concentra¢des entre 0,006-1,00 pg mL™'. Em Oliveira et al. (2019) e neste

trabalho, a técnica de ionizacdo utilizada (disponivel no GCMS-QP2010 da Shimadzu)
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foi o impacto de elétrons. Segundo Corcellas et al (2013), a analise de piretroides
utilizando a técnica de ionizacdo quimica negativa, do inglés negative chemical
ionization (NCI), no GC-MS ¢ preferivel em relagdo a técnica de impacto de elétrons
devido as condi¢des mais leves de fragmentacao na NCI. Utilizando a técnica EI, hd a
producao de “ions de baixa massa com as mesmas razoes m/z para diferentes piretroides
[...]. Isso leva a uma perda de seletividade e a necessidade de uma separagdo
cromatografica melhorada” (CORCELLAS et al., 2013, p. 222).

Por ultimo, ¢ importante notar que a mistura de solventes de extrato de café e
metanol HPLC (1:1) obteve mais resultados que a mistura de dgua ultrapura e metanol
HPLC (1:1). Como mencionado no teste de solventes, isso provavelmente ocorreu pela
presenga de substancias apolares no extrato de café que foram capazes de solubilizar os
piretroides melhor que na mistura de agua ultrapura e metanol HPLC (1:1), na qual

provavelmente ocorreu uma emulsdo que prejudicou a repetibilidade de maneira mais

acentuada.

4.5 Recuperacio

Embora a auséncia de repetibilidade nos experimentos tenham prejudicado as
curvas de calibracdo e, portanto, efetivamente impediriam a avaliagdo da recuperacao
per se, ainda assim optou-se por realizd-la para estimarem-se € compararem-se 0S
efeitos dos diferentes modelos de regressdo em seus resultados. A recuperacdo foi
realizada com trés volumes de preparado de café sem acucar contaminados em trés
concentragdes diferentes com os piretroides. Os detalhes dos volumes e concentragdes
resultantes sdo expostos na tabela 1 na parte metodoldgica. A ELL-PBT foi utilizada no
processo de extragdo, porém com modificagdes nos volumes de acetonitrila. O
procedimento foi muito rapido e simples. Apos a extragdo, os 3 vials resultantes com as
diferentes concentragdes foram analisados no GC-MS (em (pseudo)triplicata) utilizando
o método desenvolvido no modo SIM. Os resultados da anélise sdo mostrados na tabela

10 abaixo.
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Tabela 10 — Resultados da recuperagio para as concentracdes de 50, 25 ¢ 6,25 pg mL™

em (pseudo)triplicata

Replicata 1

C?;li-_l()u g TR Area TR Area TR Area TR Area
Cyl Cy2 De l De 2

50 8,520 628 8,819 216 9,957 386 10,100 386

25 8,516 1671 8,631 3917 9,944 857 10,106 460

6,25 8,640 753 8,760 1633 9,800 312 10,039 716
Replicata 2

C(;EIC;'I()H g TR Area TR Area TR Area TR Area
Cyl Cy2 De 1 De 2

50 8,652 1475 8,764 2705 9,982 521 10,060 761

25 8,654 2739 8,770 7493 9,860 1475 10,057 2966

6,25 8,661 845 8,773 4019 9,860 599 10,061 3246
Replicata 3

C(;;li'-l()“ g TR Area TR Area TR Area TR Area
Cyl Cy2 De 1 De 2

50 8,490 266 8,760 4470 9,842 1747 10,043 2414

25 8,601 1191 8,780 2726 9,715 338 10,057 1083

6,25 8,760 1390 8,767 1722 9,849 547 10,150 339

Os valores adquiridos para a Cy 1, Cy 2, De 1 e De 2 expostos na tabela 10
foram substituidos nas equacdes das regressoes polinomiais ctbicas e lineares da Cy 1 e
Cy 2 da mistura de solventes de dgua ultrapura e metanol HPLC (1:1) e nas equagdes
das regressdes polinomiais cubicas ¢ lineares da Cy 1, Cy 2, De 1 e De 2 da mistura de
solventes de extrato de café¢ e metanol HPLC (1:1). Como, na tabela 11, ¢ apresentada
uma triplicata dos valores, os resultados obtidos das equag¢des também foram em
triplicata. Com esses resultados e utilizando a equagdo (7) abaixo, realizou-se o calculo
da média das recuperagdes para cada concentragio (6,25 ug mL”, 25 pg mL™ e 50 pg
mL™") com intervalo de confianca de 95%.

ta,n—ls
Vn

Na equacdo 7, X representa a média amostral (embora seja uma

x + (7)
(pseudo)triplicata), t, ,_, representa o valor t de Student, a ¢ o grau de probabilidade, s
¢ o desvio padrdao amostral e n ¢ o nimero de replicatas. Na tabela 11 abaixo, sdo

exibidos os resultados das concentragdes da recuperacdo utilizando as equagdes das

regressoes polinomiais cubicas das curvas de calibragao.
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Tabela 11 — Resultados das concentracdes da recuperacao utilizando as equacdes das

regressdes polinomiais cubicas das curvas de calibragao

Replicata 1

Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25
Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25
Replicata 2
Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25
Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25
Replicata 3
Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25
Solvente:
Conc. Teorica

50
25
6,25

AUM*
CR**
Cyl
8,878
35,462
13,703
CR
Cyl
0,607
12,252
1,758

AUM
CR
Cyl
31,928
50,265
16,77
ECM
CR
Cyl
9,636
31,331
2,639

AUM
CR
Cyl
14,073
26,01
30,269
ECM
CR
Cyl
2464
6,248
8,575

CR
Cy2
F556% k%
60,896
46,195

CR
Cy2
H6:565
17,795
8,371

CR
Cy2
54,653
72,867
61,341

CR
Cy2
13,369
28,059
18,134

CR
Cy2
63,203
54,781
47,116

CR
Cy2
19,586
13,453
8,856

CR
Del

CR
De 1l

19,373
257527

CR
De 1l

CR
De 1l

36,805

CR
De 1l

CR
De 1l
42,598

256375

CR
De2

CR
De 2
19,825
19,965
20,458

CR
De 2

CR
De 2
20,546
25,414
26,134

CR
De 2

CR
De 2
24,074
21,186
19,736

*Agua Ultrapura e Metanol HPLC (1:1)

**Concentragdo Resultante

***Extrato de Café e Metanol HPLC (1:1)

****Valores negativos ou demasiadamente altos foram rejeitados.
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Na tabela 11, alguns valores foram rejeitados devido ao fato das raizes das
equacdes polinomiais cubicas serem valores negativos ou absurdamente altos. Com os

resultados da tabela 11, calcularam-se as médias das recuperagdes com intervalo de

confiancga de 95% (expostos na tabela 12).

Tabela 12 — Médias das recuperacdes com intervalo de confianga de 95% utilizando as

equacdes das regressdes polinomiais cubicas

AUM
Conc. Teorica Média das CRs Média das CRs M¢édia das CRs Média das CRs
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 20,403+5,946  58,928+2,205 - -
Recup. (%) 40,81+11,89 117,86+4,41 - -
25 37,256+3,654  62,848+3,356 - -
Recup. (%) 149,02+14,62  251,39+13,42 - -
6,25 20,247+£2,634  51,551£3,098 - -
Recup. (%) 323,95+42,14  824,82+49,57 - -
ECM
Conc. Teorica Média das CRs Média das CRs Média das CRs Média das CRs
Cyl Cy?2 De 1 De 2
50 5,122+2,329 16,478+1,604 42,598 21,482+0,680
Recup. (%) 10,24+4,66 32,96+3,21 85,2 42.96+1,36
25 16,61+3,91 19,769+2,242  28,089+4,497  22,188+0,855
Recup. (%) 66,44+15,64 79,08+8,97 112,36+17,99 88,75+3.,42
6,25 4,324+1,108 11,787+1,644 - 22,109+1,047
Recup. (%) 69,18+17,73 188,59+26,30 - 353,74+16,75

Pela tabela 12, utilizando as equagdes das regressdes polinomiais cubicas, 0s
valores da recuperacdo, portanto, ficaram entre (10,24+4,66)% e (824,82+49,57)%. Para
realizar uma comparacdo dos modelos de regressdo, na tabela 13, sdo expostos os
resultados das concentracdes da recuperacdo utilizando as equacdes das regressdes

lineares.
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Tabela 13 — Resultados das concentracdes da recuperacao utilizando as equacdes das

regressoes lineares das curvas de calibragao

Replicata 1

Solvente: AUM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 8,831 9,928 - -
25 20,836 29,915 - -
6,25 10,27 17,58 - -
Solvente: ECM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 5,156 0,77 1,901 154,524
25 13,886 11,995 12,185 155818
6,25 6,203 4,973 0,286 2 d5s
Replicata 2
Solvente: AUM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 18,58 23,369 - -
25 33,128 49,227 - -
6,25 11,329 30,466 - -
Solvente: ECM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 12,245 8,269 4,849 809
25 22,825 22,99 25,678 -60,17
6,25 6,973 12,309 6,552 -49.931
Replicata 3
Solvente: AUM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 4,63 32,901 - -
25 15,311 23,483 - -
6,25 17,602 18,061 - -
Solvente: ECM
Conc. Teorica CR CR CR CR
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 2,127 13,695 31,617 -80.358
25 9,869 8,333 0,853 -129.034
6,25 11,534 5,246 5,416 156243

Os valores rejeitados na tabela 13 foram resultantes da equacdo de regressao
linear para a deltametrina 2 com o coeficiente de determinagio R* igual a 0,4308.
Portanto, pela regressdo linear, a recuperagdo da deltametrina 2 ndo pode ser
determinada. Na tabela 14, sdo apresentadas as médias das recuperacdes da tabela 13

com o intervalo de confian¢a de 95%.
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Tabela 14 — Médias das recuperagdes com intervalo de confianca de 95% utilizando as

equacdes das regressdes lineares

AUM

Conc. Teorica Média das CRs Média das CRs M¢édia das CRs Média das CRs
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 10,680+2,139  22,066+3,450 - -
Recup. (%) 21,36+4,28 44,13+6,90 - -
25 23,092+2,726  34,208+4,004 - -
Recup. (%) 92,37+10,90 136,83+16,02 - -
6,25 13,067£1,184  22,036+2,183 - -
Recup. (%) 209,70+18,94  352,58+34,93 - -
ECM
Conc. Teorica Média das CRs M¢édia das CRs Média das CRs Média das CRs
Cyl Cy2 De 1 De 2
50 6,509+1,552 7,578+1,940 12,789+4,893 -
Recup. (%) 13,02+3,10 15,16+3,88 25,5849,79 -
25 15,527+1,982 14,439+2,280 12,905+3,714 -
Recup. (%) 62,11+£7,93 57,76£9,12 51,62+14,86 -
6,25 8,237+0,861 7,509+1,243 4,085+0,998 -
Recup. (%) 131,79+13,78 120,14+19,89 65,36=15,97 -

Pela tabela 14, os valores da recuperacao, utilizando as equagdes das regressoes
lineares, ficaram entre (13,02+3,10)% e (352,58+34,93)%. E possivel notar, tanto na
tabela 14 quanto na tabela 12, que a recuperagio para o vial de 50 pg mL™" obteve os
piores resultados. Isso se deve, provavelmente, ao fato de suas (pseudo)replicatas terem
sido realizadas seis dias apos as replicatas dos vials de 25 pug mL” e 6,25 pg mL™"
devido a ocorréncia de manutencdo do GC-MS no periodo referido.

Por fim, através dos resultados da recuperagdo, descobriu-se que, no caso do
café como amostra, ¢ possivel utilizar volumes menores de acetonitrila na técnica de
extracdo ELL-PBT, uma vez que os volumes menores foram capazes de extrair os
piretroides do café coado em quantidade suficiente para realizar a detec¢dao. No entanto,
¢ importante afirmar que, até mesmo pela auséncia de repetibilidade na constru¢do das
curvas de calibracdo, ndo foram realizados testes de comparagdo com a técnica descrita
originalmente por Vieira et al. (2007), sendo, portanto, apenas uma observagdao da

possibilidade de detec¢do utilizando os volumes menores de acetonitrila.
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5 CONCLUSAO

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de um método para
identificacao dos piretroides cipermetrina (Cy) e deltametrina (De) por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas em amostra de café¢ coado. O método
desenvolvido resultou na deteccdo dos piretroides de forma satisfatoria, embora a
quantificagdo tenha sido impedida pelo fato das recuperacdes terem ficado com médias
e intervalo de confianca de 95% entre (10,24+4,66)% e (824,824+49,57)% para o modelo
com regressoes polinomiais cubicas e com médias e intervalo de confianga de 95%
entre (13,02+3,10)% e (352,58434,93)% para o modelo com regressdes lineares. A
variagdo desses valores indica que, para quantificagdo, o método desenvolvido ndo ¢
eficaz; porém, para deteccdo, o método apresentou eficacia na identificacdo dos
piretroides cipermetrina e deltametrina. A mistura de solventes de 4gua ultrapura e
metanol HPLC (1:1) apresentou os valores mais baixos das areas dos picos nas curvas
de calibragdo, assim como muitos valores acima de 100% na recuperacdo, tendo,
portanto, um desempenho pior do que a mistura de solventes de extrato de café e
metanol HPLC (1:1), ao contrario do que o teste de solventes esperava, o que pode
indicar que as substancias presentes no extrato de café podem saturar o meio e favorecer
a recuperacao dos analitos (efeito de matriz). Além disso, o uso das regressoes
polinomiais cubicas (que obtiveram os melhores coeficientes de determinagdo) levou a
valores de recuperagdo mais altos do que as regressoes lineares devido, principalmente,
ao fato das equacdes polinomiais cubicas possuirem raizes as vezes negativas ou as
vezes com valores muito altos.

No periodo apds as corregdes pela banca, realizou-se um rapido teste de
solventes para os vials com acetona e notou-se um aumento na repetibilidade das
analises. Assim, descobriu-se que o principal problema do trabalho foi o uso de
solventes mais polares, que prejudicaram a repetibilidade devido a provavel retencdo
dos piretroides no equipamento durante a inje¢ao ou no proprio vial.

De maneira geral, neste trabalho, tentou-se utilizar os principios da quimica
verde como guia no planejamento dos experimentos. O resultado principal disso foi a
modifica¢do realizada na ELL-PBT, reduzindo o volume de acetonitrila utilizado sem
causar nenhum detrimento para os valores da recuperagdo. Para mais, a realizagdo de
(pseudo)triplicatas reduziu os gastos com reagentes e vials no laboratorio, embora,

nesse caso, os dados adquiridos se tornem menos confiaveis.
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Por tultimo, para melhorar o método desenvolvido no presente trabalho, seriam
interessantes outras pesquisas que utilizassem outros solventes que oferecessem maior
estabilidade para os piretroides durante o processo de andlise no GC-MS. Além disso, a
utilizacdo de concentra¢des acima de 100 ug mL™" ndo seriam um problema, ja que, em
caso de envenenamento, a concentracdo da cipermetrina deveria ser pelo menos por
volta de 300 ug mL™" (devido & sua DLsg), o que provavelmente permitiria a produgio
de curvas de calibracdo melhores e talvez a quantificacdo dos piretroides de maneira

mais eficaz. Por fim, triplicatas verdadeiras seriam uma boa adigao.
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