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DEVELOPMENT OF A SOLID-LIQUID EXTRACTION METHOD WITH LOW-TEMPERATURE PARTITIONING FOR THE
DETERMINATION OF INSECTICIDES IN OZONIZED MAIZE GRAIN. The objective of this study was to optimize and validate a
solid-liquid extraction method with low-temperature partitioning (SLE/LTP) for the analysis of pesticides. This method was coupled
with gas chromatography (GC/ECD) and used to evaluate the degradation of bifenthrin and pirimiphos-methyl in maize grains on
exposure to ozone. The optimized SLE/LTP-GC/ECD method is simple, effective and consumes low quantities of the solvent. It can
be routinely used for the determination of bifenthrin and pirimiphos-methyl in maize samples. The use of this method of analysis
determined that the levels of the insecticides in maize grains were reduced on exposure of the grains to the ozone gas. The observed

reduction in the levels of insecticide was directly proportional to the increase in the concentration of the ozone gas.
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INTRODUCAO

Os insetos sdo responsdveis por considerdveis perdas, tanto
qualitativas como econdmicas, no setor de armazenamento."? O
principal método de controle adotado € o uso de inseticidas, os quais
constituem a forma mais simples, rdpida e econdmica de conter
infestacGes de insetos em produtos armazenados.® Os compostos
mais utilizados s3o os inseticidas protetores, pertencentes aos grupos
quimicos piretréides e organofosforados, uma vez que apresentam
alta eficdcia no controle de pragas e curta persisténcia no ambien-
te.* No Brasil sdo indicados para o tratamento de graos de milho
armazenados, dentre outros produtos, a bifentrina (Figura 1(A)) e
o pirimifés-metilico® (Figura 1(B)).
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Figura 1. Estruturas quimicas: bifentrina (A) e pirimifos-metilico (B)

A bifentrina é um piretrdide largamente utilizado para o controle
de diversas pragas, em uma ampla gama de culturas, em diversos
paises;*’ e também para o controle de pragas residenciais em dreas
urbanas como os cupins.® O organofosforado pirimifés-metilico é
também amplamente utilizado para o controle de pragas em todo
o mundo. Embora seja comumente utilizado para o tratamento de
sementes, grios e produtos armazenados, € também indicado para
o controle de pragas no campo.’ Alguns estudos tém apontado a
bifentrina como um dos principais contaminantes em amostras
de dgua e sedimentos coletadas no meio urbano,*'*!' bem como
o pirimifés-metilico como o organofosforado mais persistente em
alimentos.’

*e-mail: meliana@ufv.br

A falta de estruturas adequadas a armazenagem dos graos ¢ a
falta de mdo de obra especializada, aliadas a baixa disponibilidade
de técnicas alternativas para o controle das pragas tem gerado o uso
abusivo de inseticidas nas unidades armazenadoras. Esta situagio tem
sido motivo de grande preocupagdo, haja vista que tem se observado
a persisténcia dos principios ativos nos graos e seus subprodutos, na
forma de residuos danosos aos consumidores e ao meio ambiente.'>!
A utilizagdo de 0zOnio como estratégia para remocao de residuos de
agrotdoxicos em alimentos tem sido uma alternativa promissora.'*!
Diante disto, se faz necessario o monitoramento dos niveis de residuos
dos inseticidas presentes em graos de milho ozonizados destinados
a alimenta¢do humana e animal.

Os métodos usados para a determinacdo de residuos de agro-
téxicos em produtos vegetais incluem extragdo em fase sélida,'s!”
microextra¢do em fase sélida,'®!® extragdo com fluido supercritico e
dispersdo de matriz em fase sélida.” Outra técnica, que vem sendo
empregada com sucesso para a extracdo de agrotéxicos em matrizes
solidas, € a extragio sélido-liquido com particdo em baixa temperatura
(SLE/LTP). Esta técnica apresenta algumas vantagens em relacio as
técnicas tradicionais, como praticidade, reduzido nimero de etapas,
pequena quantidade de amostra e de solventes organicos, além de
ser confidvel e seletiva.?' %

A SLE/LTP consiste em acrescentar a amostra sélida um solvente
extrator, miscivel em dgua, menos denso que a dgua e que se man-
tenha liquido a -20 °C. Posteriormente, a mistura € agitada e levada
ao freezer (-20 °C) por um determinado periodo de tempo (= 3 h).
Nesta etapa, a fase aquosa juntamente com a amostra congelam e os
analitos migram para a fase organica, a qual € isolada e posteriormente
analisada. Este método, mostrou-se eficiente na extragao e andlise de
agrotéxicos em tomate? e batata,* entre outras matrizes. No entanto,
nao hd relatos do uso da SLE/LTP para extrac@o de residuos de agro-
toxicos em graos armazenados. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo otimizar e validar o método de extragdo sélido-liquido
com particiio em baixa temperatura e determinag@o por cromatografia
gasosa com deteccdo por captura de elétrons (SLE/LTP-GC/ECD)
para andlise dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em grios
de milho expostos ao 0zo6nio.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucgoes

Os reagentes utilizados foram acetonitrila (99,5% v/v), acetato de
etila (99,5% v/v) e sulfato de sédio anidro (99,0% m/m) adquiridos
da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), padrdes de bifentrina (92,2% m/m)
e pirimifés-metilico (99,5%, m/m) adquiridos da Sigma Aldrich
(Steinheim, Alemanha) e parationa-metilica (99,0% m/m) adquirido
da Chem Service (West Chester, USA) usado como padrao interno.

Solugdes estoque, na concetragdo de 1000 mg L', foram prepara-
das pela solubilizagio dos padrdes da bifentrina, do pirimifés-metilico
e da parationa-metilica em acetonitrila. A partir destas solug¢des
foram preparadas solugdes de trabalho da bifentrina e da parationa-
-metilica, na concentragiio de 10,0 mg L, e do pirimifés-metilico
na concentragio de 400,0 mg L. Estas solu¢des foram armazenadas
em freezer a temperatura de aproximadamente -20 °C.

Determinacio cromatografica

As andlises qualitativas e quantitativas de bifentrina e pirimifds-
-metilico foram realizadas em um cromatégrafo a gds (Shimadzu
GC-17-A, Kyoto, Japao) equipado com detector por captura de
elétrons (GC/ECD). Utilizou-se uma coluna cromatografica capilar
do tipo DB-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase
estaciondria composta de 5% de fenil e 95% de dimetilsiloxano, 30
m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,10 um de es-
pessura de filme. As separag¢des cromatograficas foram monitoradas
pelo software GCsolution (Shimadzu, Kyoto, Japao).

As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 280 e
300 °C, respectivamente. A programagao de temperatura do forno da
coluna inciou-se em 150 °C, sendo esta temperatura mantida por 1,0
min, seguida de rampas de aquecimento de 30 °C min" até 210 °C, 2
°C min até 220 °C e 40 °C min™' até 290 °C. A temperatura de 290 °C
foi mantida por 3,0 min. Utilizou-se como gés de arraste o nitrogénio
(99,999% — Air Products, Sao Paulo, Brasil) com um fluxo de 1,0 mL
min™. As inje¢des foram feitas com divisdo de fluxo (splif) de 1:5. O
volume injetado foi de 1,0 UL e o tempo total de andlise foi 12,8 min.

A bifentrina e o pirimifés-metilico presentes nas amostras de mi-
lho foram identificados pela comparac@o com os tempos de retencao
dos picos de padrdes destes inseticidas em acetonitrila. A quantifica-
¢do foi feita pelo método da padronizacao interna, utilizando curvas
analiticas, preparadas no extrato da matriz isenta dos agrotdxicos
(branco da matriz), nas faixas de concentracdes compreendidas
entre 0,04 e 0,20 mg L' para bifentrina e 2,0 a 10,0 mg L' para o
pirimifés-metilico. Ressalta-se que as curvas construidas no branco
visaram eliminar o efeito de matriz.

Obtenciao e quantificacio do ozénio

O ozonio foi obtido por meio de um gerador O&L3.ORM (Ozone
& Life, Sao José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gds
oxigénio isento de umidade. O oxigénio foi retirado do ar atmosférico
com o auxilio de um concentrador de oxigénio OxxiSul, Mark 5 Plus
(Ozonebras, Curitiba, Brasil). A maior ou menor concentragdo do
ozonio produzido foi controlada pelo botdo dosador do equipamento
e pelo fluxo de oxigénio. A concentrag¢@o do o0zonio foi determinada
pelo método iodométrico, por titulag@o indireta, conforme recomen-
dado pela International Ozone Association.?

Preparo das amostras de milho

Para otimizagdo e valida¢do do método SLE/LTP-GC/ECD foram
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utilizados graos de milho (Zea mays L.) com teor de dgua de 12%
base dmida (b.u.), isentos de inseticidas. A auséncia dos inseticidas
nas amostras de milho foi confirmada por meio da comparacio
entre os cromatogramas do branco e de solugdo-padrio contendo os
inseticidas. Tanto o branco como a solug¢@o-padriao foram prepara-
dos em acetonitrila. Os graos foram triturados em moinho de facas
(Fritsch Pulverisette 14, Oberstein, Alemanha) até a obtengdo de
um produto com consisténcia de farinha, tendo as particulas cerca
de 40 um de tamanho. Esta farinha foi armazenada em saco plastico
estéril e mantida sob refrigeragdo (4 °C) até o momento da execucio
dos experimentos.

Otimizacao do método SLE/LTP

Extragdo de bifentrina

A otimizacdo do método SLE/LTP para determinagdo de bi-
fentrina em amostras de milho foi adapatada do método utilizado
para extracdo de residuos de agrotéxicos em frutos de tomate.?
Para fortificagdo das amostras utilizou-se uma solugdo de trabalho
contendo bifentrina na concentragio de 10,0 mg L!. Amostras de
2,0000 g do milho triturado, pesadas em balanga analitica com
precisdo de 0,0001 g (Sartorius BP 221 S, Goettingen, Alemanha),
foram acondicionadas em frascos de vidro transparentes com
capacidade para 22,0 mL, fortificadas com 80,0 uL da solugdo de
trabalho e deixadas em repouso por 3 h. Durante este periodo os
frascos foram mantidos abertos, para que houvesse maior intera¢ao
do inseticida com a amostra e ocorresse a evaporagdo do solvente.
Em seguida, acrescentou-se a cada amostra 4,0 mL de dgua destilada
e realizaram-se os procedimentos de extracdo. Todos os testes foram
conduzidos em triplicatas.

Adotou-se o método da otimizagdo univariada, em que um tnico
fator € alterado e analisado separadamente em cada experimento en-
quanto os demais permanecem constantes. No processo de otimizagao
deste método foram estabelecidas algumas varidveis importantes a
serem avaliadas, a fim de se obter os melhores rendimentos com menor
tempo de andlise. As varidveis avaliadas foram: solvente extrator,
modo de agitagdo, tempo de agitacio e tempo de congelamento, as
quais se encontram especificadas na Tabela 1.

Ap0s a separacdo das fases pelo congelamento da fase aquosa
com o milho, o extrato organico contendo os principios ativos foi re-
cuperado. Este extrato foi passado através de papel de filtro contendo
2,0 g de sulfato de sdédio anidro (99,0% m/m — Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), para eliminar a possivel presenca de dgua. Ressalta-se que
o volume do extrato coletado apds a filtragdo em todas as etapas foi
de aproximadamente 6,0 mL. Deste volume foram retirados 1,5 mL,
os quais foram colocados em um frasco de vidro transparente com
capacidade para 1,8 mL, onde foi acrescentado 15,0 UL do padrdao
interno. Estas amostras foram mantidas sob refrigeracio (4 °C) até
o momento das determinagdes cromatograficas.

Extragdo de pirimifés-metilico

A extragdo do pirimifés-metilico foi realizada utilizando-se o
método SLE/LTP otimizado para extracdo de bifentrina. Para forti-
ficacdo das amostras utilizou-se uma solugéo de trabalho contendo o
pirimifés-metilico na concentragio de 400,0 mg L™!. O procedimento
consistiu em pesar uma massa de 2,0000 g de milho triturado e
fortificar com 80 pL da soluc@o de trabalho a 10 mg L', no interior
de frascos de vidro transparente com capacidade para 22,0 mL. Em
seguida acrescentou-se 4,0 mL de dgua destilada e 8,0 mL de ace-
tonitrila. A mistura obtida foi agitada em vortex (Certomate® MYV,
Sdo Paulo, Brasil) durante 1,0 min e mantida em freezer (-20 °C)
por cerca de 3 h. Decorrido este periodo, a fase aquosa foi coletada
e passada através de papel filtro contendo 2,0 g de sulfato de sédio
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Tabela 1. Arranjos experimentais utilizados no processo de otimizacado da técnica SLE/LTP para determinac@o de bifentrina em graos de milho
FE. Varidveis Fatores Fixados
S.E. M.A. T.A. (min) T.C. (h)@
S.E. ACN FE. Mesa agitadora® 10 3
ACN: AE EE. Mesa agitadora® 10 3
M.A. Mesa agitadora® ACN EE. 10 3
Banho ultrassonico® ACN FE. 10 3
Vortex® ACN FE. 1 3
T.A. (min) 1,2e3 ACN Vortex© FE. 3
T.C. (h)@® 3,6e12 ACN Vortex® 1 FE.

F.E = fator estudado, S.E. = solvente extrator, M.A. = modo de agitacdo, T.A. = tempo de agitacdo, T.C. = tempo de congelamento, ACN = acetonitrila — 8,0
mL, ACN: AE = acetonitrila: acetato de etila—6,5: 1,5 mL (v/v), (a) = 25 °C e 200 oscilagdes por minuto (Tecnal TE 420, Piracicaba, Brasil), (b) = 170 W e 60
kHz (Kondortec CD-4820, Sao Carlos, Brasil), (c) = velocidade 7 (Certomate® MV, S@o Paulo, Brasil), (d) = freezer a -20 °C (Consul 280, Sdo Paulo, Brasil).

anidro, para eliminar a presenga de dgua no extrato. Apds a filtragem,
recolheu-se uma aliquota de 1,5 mL do extrato obtido, transferiu-se
para um frasco de vidro transparente com capacidade para 1,8 mL e
acrescentou-se 15,0 uL do padrao interno.

Valida¢io do método SLE/LTP

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacio dos cro-
matogramas dos extratos das amostras de milho isentas de bifentrina
e pirimifés-metilico (branco) com os cromatogramas dos extratos das
amostras de milho fortificadas com cada inseticida. Para obteng@o dos
extratos as amostras foram submetidas ao método de extragdo SLE/
LTP otimizado. Os cromatogramas foram comparados, verificando
a existéncia ou ndo de superposicéo de picos nos tempos de retencio
correspondentes aos inseticidas.

Linearidade de resposta do método

A linearidade foi avaliada pelas curvas analiticas obtidas pela
andlise dos extratos de amostras de milho fortificadas com bifentrina
em concentragdes que variaram de 0,30 a 1,20 mg kg™ (sete pontos em
triplicata), e pirimifés-metilico em concentragdes variando de 10,0 a
20,0 mg kg (cinco pontos em triplicata). Os dados foram utilizados
para construcio de curvas analiticas, relacionando as razoes das dreas
do analito pelo padrdo interno com as concentra¢cdes mencionadas.
A linearidade foi determinada com base no coeficiente de correlagio
(r) da curva.”

Limite de detec¢do e limite de quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacio (LQ) foram calcu-
lados pela relagdo entre a estimativa do desvio padrdo do coeficiente
linear e a inclinagdo da curva analitica. O valor resultante foi multi-
plicado por 3,3 para se obter o LD e por 10 para se obter o LQ.?® Os
parametros da curva foram obtidos utilizando-se a fun¢@o Proj.lin do
software Microsoft Office Excel®.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperacdo. Nestes ensaios
foram analisadas amostras de milho fortificadas com bifentrina nas
concentragdes 0,3; 0,6 e 0,9 mg kg (equivalentes a aproximadamente
1, 2 e 3 vezes o limite de quantificagdo do método). Também foram
analisadas amostras de milho fortificadas com pirimifés-metilico
em concentragdes iguais a 10,0 e 15,0 mg kg! (equivalentes a 1 e
1,5 vezes o limite mdximo de residuo estabelecido pela ANVISA).”
Em cada concentracdo analisada, tanto para bifentrina como para

pirimifés-metilico, utilizaram-se seis repeti¢des. Os resultados foram
expressos em porcentagem de recuperagao.

Precisdo

A precisdo foi determinada pelo estudo de repetitividade.?
Amostras de milho fortificadas com cada um dos inseticidas fo-
ram submetidas ao processo de extragdo e andlise no mesmo dia.
Utilizou-se neste ensaio sete amostras fortificadas com bifentrina
na concentragdo de 0,6 mg kg e sete amostras fortificadas com
pirimifés-metilico na concentracdo de 10,0 mg kg'. Os resultados
foram expressos pelo coeficiente de variagao.

Aplicacido da SLE/LTP para analise da degradacio dos
inseticidas em graos de milho expostos ao 0zonio

O método desenvolvido foi utilizado para avaliar a taxa de de-
gradagdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em grios
de milho expostos ao ozdnio em diferentes concentragdes. Graos de
milho com teor de dgua de 12% b.u. foram pulverizados com uma
calda inseticida contendo bifentrina na concentracdo de 0,4 mg kg™'.
Outra amostra destes graos foi pulverizada com uma calda contendo
pirimifés-metilico na concentracdo de 12 mg kg™'. As caldas foram
preparadas a partir da dilui¢cao dos produtos comerciais, Prostore 25
CE® (bifentrina) na dose recomendada pelo fabricante (16 mL t') e
Actellic 500 CE® (pirimifds-metilico) na dose de 1,5 vezes a dose
recomendada pelo fabricante (24 mL t'), em 1,0 L de dgua. A adocao
de uma dose maior que a recomendada comercialmente para o Actellic
500 CE se deu em fungdo da concentracdo de pirimifés-metilico (8,0
mg kg!) proporcionada por esta dose estar muito préxima ao MRL
estabelecido pelo Codex Alimentarius (7,0 mg kg ") e abaixo do MRL
estabelecido pela ANVISA (10,0 mg kg™).

A calda foi aplicada nos grdos espalhados sobre lona pléstica
utilizando-se um pulverizador manual. Em seguida, os graos foram
homogeneizados com auxilio de um rodo e deixados em repouso por
cercade 3 h. Apés esse periodo os graos foram divididos em amostras
de 1,0 kg, as quais foram acondicionadas em sacos plasticos e manti-
das sob refrigeragdo até o momento da ozonizagdo. Os graos tratados
com bifentrina foram fumigados com o0 0z6nio nas concentragdes de
0,0; 1,1; 2,1; 3,2 e 4,3 mg L'". Os grios contendo pirimifés-metilico
foram ozonizados nas concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4;0,6 ¢ 0,9 mg L.
O gis foi aplicado em fluxo continuo de 1,0 L min!, durante 1 h. A
fumigac@o dos gréos foi feita no interior de recipientes cilindricos de
PVC (0,20 x 0,25 m) dotados de conexdes na parte inferior e superior
para entrada e saida do ozdnio, respectivamente. Em cada camara foi
instalada uma tela metdlica, a 10 cm do fundo, para sustentacdo dos
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grios e formagao de um plenum, para melhor distribui¢cao do gés. Os
ensaios foram conduzidos com temperatura controlada de 25+2 °C.

Apds a exposicdo ao 0zOnio as amostras de milho foram ho-
mogeneizadas, separadamente, em homogeneizador tipo Boerner.
Em seguida, foram trituradas e submetidas a extra¢do do analito,
utilizando-se o método SLE/LTP otimizado e validado, sendo os
extratos analisados por GC/ECD. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com trés repeti¢des para cada concentra-
¢d0 do ozonio.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. Os
valores médios dos parametros otimizados foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software SAS (SAS
Institute, Cary). Os resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo das
taxas de degradagdo dos inseticidas, nos graos de milho, pelo 0zonio
foram submetidos a ajustes de regressdo utilizando o software Sigma
Plot (SPSS, Chicago).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimiza¢do do método SLE/LTP

Extragdo de bifentrina

As porcentagens de recuperagio do inseticida bifentrina ndo varia-
ram significativamente entre os tipos de solventes extratores (F, ,=0,29
e P=0,64), sendo 48+3% para a acetonitrila e 46+3% para a mistura
acetonitrila: acetato de etila (Tabela 2). Na escolha do solvente que
melhor se adequa ao método SLE/LTP alguns aspectos devem ser
considerados, tais como eficiéncia de extragdo e compatibilidade com
a técnica cromatografica. A adicdo de acetato de etila a acetonitrila
¢ feita com o intuito de reduzir a polaridade da solucdo extratora, e
assim, favorecer a extracdo de compostos menos polares ou hidrofo-
bicos como os piretréides.”*! No entanto, esta mistura ndo favoreceu
aextracao de bifentrina nas amostras de milho. Desta forma, optou-se
por desenvolver o método com a acetonitrila, uma vez que descarta a
necessidade da mistura de solventes e, consequentemente, simplifica
o procedimento de extracdo. Aliado a isto, a acetonitrila € miscivel
em dgua e apresenta baixo ponto de fusio (-45 °C),*>* propriedades
essenciais ao desenvolvimento do método SLE/LTP.

No que diz respeito ao modo de agitacdo, verificou-se que as

Tabela 2. Porcentagens de recuperacio de bifentrina para os fatores estudados
no processo de otimizagdo da técnica SLE/LTP para andlise de 0,4 mg kg!
do inseticida em graos de milho

Fator estudado Varidveis Recuperagio (%)*
Acetonitrila 48+3a
Solvente extrator o .
Acetonitrila: acetato de etila 46+3a
Mesa agitadora 52+5Db
Modo de agitagdo Banho ultrassonico 46+2b
Vortex 70+1a
1 min 87+13a
Tempo de agitacio 2 min 79+13a
3 min 76+9a
3h 104+ 13 a
Tempo de congela-
6h 76 + 4 ab
mento
12h 57+2b

*Média de trés repeti¢des + erro padrdo médio. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna, em cada fator estudado, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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porcentagens de recuperacdo variaram significativamente entre
os procedimentos testados (F,,=17,21 e P=0,02). Nesta etapa da
otimizagd@o constatou-se que a porcentagem de recuperacdo obtida
com a agitacdo em vortex (70+1%) foi significativamente maior que
as porcentagens de recuperaciio obtidas com a agitagdo em mesa
agitadora (52+5%) e banho ultrassonico (46+2%) (Tabela 2). A etapa
de agitacdo das amostras ou homogeneizacdo ¢ um dos fatores mais
relevantes no processo de otimizagdo de uma técnica, uma vez que é
nesta etapa que ocorre maior intera¢do entre os solventes extratores
e os analitos que estdo sendo extraidos. O modo de agita¢do ideal
é aquele que proporciona melhor precisdo, altos rendimentos de
extracdo, melhor frequéncia analitica e praticidade.®® A agitagdo em
vortex atendeu a estes requisitos, sendo eleito o modo de agitacio
que melhor se adequa ao desenvolvimento da técnica SLE/LTP para
extragdo de bifentrina em amostras de milho.

As porcentagens de recuperag¢do de bifentrina, também, ndo
variaram significativamente entre os tempos de agitacio avaliados
(F,,=0,60 e P=0,57). As porcentagens de recuperagao para os tempos
de 1, 2 e 3 min de agitagdo foram 87+13; 79+13 e 76+9%, respecti-
vamente (Tabela 2). Estes resultados sugerem que no tempo minimo
de agitacdo em vortex (1 min) j4 tenha ocorrido a maxima interacio
entre o analito (bifentrina) e o solvente extrator (acetonitrila). Com
isto, 0 aumento no tempo de agita¢do nao contribui para o aumento na
porcentagem de recuperacio do método proposto. Tal fato motivou a
escolha do tempo de agitacdo de 1 min para compor o método SLE/
LTP. Aliado a isto, a adog¢@o do menor tempo de agitacéo contribuiu
para a reducio no tempo de preparo das amostras.

Com relacdo ao tempo de congelamento, observou-se que as por-
centagens de recuperag@o de bifentrina variaram significativamente
entre os tempos testados (F,,=687 e P=0,02). A porcentagem média
de recuperagdo obtida no tempo de congelamento de 3 h (104+13%)
foi superior as porcentagens de recuperagao nos tempos de 6 (76+4%)
e 12 h (57£2%) (Tabela 2). Observou-se que nos tempos de 6 e 12 h
houve a formacdo de pequenos cristais do solvente organico junta-
mente com a fase aquosa. Com isto, parte do analito pode ter ficado
retido na interface, explicando as menores porcentages de recupera-
¢do. Desta forma, escolheu-se o tempo de congelamento de 3 h para
o desenvolvimento do método SLE/LTP. A escolha deste tempo de
congelamento € vantojosa porque, além de promover elevada porcen-
tagem de recuperagio, contribui para a reduc@o no tempo de preparo
das amostras e extracio do analito.

Método SLE/LTP otimizado

O método otimizado consiste em acrescentar a uma amostra de
2,0000 g de milho, fortificada com a bifentrina, um volume de 4,0
mL de dgua e 8,0 mL de acetonitrila. Essa mistura € homogeneizada
em vortex durante 1 min, e levada ao freezer (-20 °C) por 3 h. Passado
este periodo, o extrato ¢é filtrado em papel de filtro contendo 2,0 g de
sulfato de sédio anidro. O volume recuperado € coletado e analisa-
do por GC/ECD. A porcentagem de recuperacio obtida ao final do
processo foi de 104%.

Extracdo de pirimifos-metilico

O método desenvolvido para bifentrina foi empregado para ex-
trac@o e andlise de pirimifés-metilico por GC/ECD obtendo porcen-
tagens de recuperagdo na faixa de 98 a 106%, ndo sendo necessaria
a otimizagao do método para extrac@o e andlise deste inseticida. Vale
destacar que o método SLE/LTP-GC/ECD € simples, eficaz e com
baixo consumo de solvente. Além disso ndo necessita de etapas de
evaporacao e troca de solvente, o que consequentemente reduz os
riscos de contaminagdo, perdas de amostras e custos. Com isto, o
método pode ser aplicado em andlises de rotina para determinacio
de bifentrina e pirimifés-metilico em amostras de milho.
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Figura 2. Cromatogramas de extrato de milho isento de bifentrina e pirimifos-
-metilico (branco) (A); e extrato de milho contendo os inseticidas fortificados
nas concentragdes: bifentrina = 0,3 mg kg™ e pirimifés-metilico = 10 mg kg™!
(B). (1) padrdo interno: t, = 5,2 min; (2) pirimifos-metilico: t, = 5,7 min e
(3) bifentrina: t, = 10,1 min

Validacao do método SLE/LTP

Seletividade

Auvaliar a seletividade consiste em avaliar a capacidade do método
em separar o analito de outros componentes presentes na amostra.?s3*
Nota-se que os extratos das amostras de milho nio apresentaram
interferentes no mesmo tempo de reten¢io dos compostos analisados
(Figura 2). Desta forma, o método otimizado € seletivo tanto para a
bifentrina como para o pirimifés-metilico.

Linearidade de resposta do método

As equagdes ajustadas para bifentrina (¥ = 0,17 + 1,22x) e piri-
mifés metilico (¥ =-1,08 + 0,12x) geraram coeficiente de correlacio
(r) com valor igual a 0,99. As recomendagdes da ANVISA? determi-
nam que o valor minimo de r seja 0,99. No entanto, o INMETRO?
determina que valores de r acima de 0,90 indicam a linearidade do
método. Desta forma, o valor de r obtido para a extracao de bifentrina
e pirimifés-metilico assegura que o método desenvolvido € linear para
ambos os inseticidas, dentro das faixas de concentra¢des estudadas.
Essas curvas foram empregadas para derminar os limites de detec¢io
e quantificagdo do método, os quais foram incluidos nas curvas de
trabalho utilizadas para quantificacdo dos agrotoxicos.

Limite de detec¢do e limite de quantificagdo

Os limites de detecc¢io (LD) e quantificagdo (LQ) obtidos para a
bifentrina foram 0,09 e 0,29 mg kg™', respectivamente. Esses valores
estdao acima do MRL que € de 0,05 mg kg™! para a bifentrina segundo
o Codex Alimentarius. Portanto, serd possivel detectar se ocorreu a
degradacdo da bifentrina no milho ozonizado até valores proximos
ao MRL. Para o pirimifés-metilico os LD e LQ foram 1,05 e 3,19
mg kg, respectivamente. Esses valores estio abaixo do MRL, que é
de 7 mg kg, segundo o Codex Alimentarius, o que permitird avaliar
a degradagdo desse principio ativo até valores inferiores ao MRL.

Exatidado

As porcentagens médias de recuperagio para bifentrina e
pirimifés-metilico foram iguais a 100 e 102%, respectivamente.
As concentragdes obtidas pela andlise dos extratos variaram de
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0,22 a 0,94 mg kg' para bifentrina e de 9,58 a 16,66 mg kg para
o pirimifés-metilico. Os coeficientes de variagdo obtidos foram 4%
para bifentrina e 3% para pirimifés-metilico. Para andlise de residuos
de agrotdxicos o procedimento analitico aplicado deve ser capaz de
recuperar, em cada nivel de fortificacdo, de 70 a 120% do principio
ativo analisado.® Uma vez que os valores obtidos atendem a este
requisito, pode-se afirmar que o método desenvolvido € exato para
extra¢do e andlise de bifentrina e pirimifés-metilico em amostras
de milho.

Precisdo

As concentracdes obtidas apds a analise dos extratos fortificados
com bifentrina na concentracdo de 0,6 mg kg™!' variaram de 0,7 a 0,8
mg kg, apresentando coeficiente de variagdo igual a 9%. Nao obs-
tante, as concentra¢des obtidas ap6s a andlise dos extratos fortificados
com pirimifés-metilico na concentragio de 10,0 mg kg™! variaram de
9,6 a 10,2 mg kg''. Esta variacdo fornece um coeficiente de variacdo
igual a 2%. A precisdo € usada para avaliar a dispersdo de resultados
entre ensaios independentes, retidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas.”® Em métodos de
andlise de tragos ou impurezas sio aceitos coeficientes de variacdo
de até 20%.%°% Desta forma, a técnica SLE/LTP € considerada pre-
cisa, sendo adequada a andlise de bifentrina e pirimifés-metilico em
amostras de milho.

Outros métodos descritos na literatura para determinagdo de
bifentrina®® e pirimifés-metilico’” em milho apresentam limites de
detecgdo inferiores aos encontrados neste trabalho, 0,008 mg kg™
(GC/MS) e 0,021 mg kg (GC/FPD) respectivamente. Entretanto,
sdo métodos mais trabalhosos, que requerem hifenacao de técnicas
(Quechers e extragdo liquido-liquido dispersiva, DLLME)* para pré
concentracao, e/ou que requerem etapas de clean up®” (extragdo com
fluido supercritico e extracdo em fase s6lida) para reduzir a extragao
de coextrativos. Consequentemente, apresentam porcentagens de
recuperacdo menores®®¥ e coeficientes de variagdo maiores aos
apresentados neste trabalho.’’

Aplicacdo do método SLE/LTP para analise da degradacio dos
inseticidas em graos de milho expostos ao 0zonio

Os niveis de residuos nos graos de milho variaram significativa-
mente em fun¢do das concentrag¢des de 0zonio usadas na fumigacao,
tanto para bifentrina (F,,;,=54,99 e P<0,0001) como para pirimif6s-
-metilico (F,,,=243,00 e P<0,0001). A concentra¢do de bifentrina
e de pirimifés-metilico reduziu com o aumento da concentragdo do
ozonio (Tabela 3). A fumigagdo dos graos com ozdnio foi eficiente
para remocao dos dois agrotéxicos. A concentra¢do de 0zonio capaz
de remover os residuos de pirimifés-metilico a niveis menores que
o limite de detecgdao do método foi de 0,6 mg L'!. A concetragdo de
0zOnio necessdria para a remogao da bifentrina abaixo do limite de
detec¢do do método foi 3,5 vezes maior (2,1 mgL?"). Verificou-se que
os niveis de bifentrina reduziram de 0,4 para valores abaixo do LD,
correspondendo a uma taxa de degradag@o superior a 75%. J4 os
niveis de pirimifés-metilico reduziram de 8,8 para valores abaixo do
LD, atingindo uma taxa de degradac@o superior a 88% (Tabela 3).

Estes resultados se devem ao elevado potencial oxidativo do
0z0nio, o qual tem sido relatado em diversos estudos como altamente
eficiente na degradacdio de residuos de agrotdxicos, em diferentes
produtos.'*13340 O ozdnio possui grande afinidade com estruturas
moleculares compostas por duplas ligagdes.*'*? A estrutura molecular
tanto da bifentrina como do pirimifés-metilico é composta por um
grande nimero de liga¢des deste tipo, o que favorece o processo de
quebra das moléculas e consequentemente a degradacio pelo ozonio.

Os resultados demonstram que o processo de degradacdo do
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Tabela 3. Concentragdo residual (mg kg') e taxa de degradagdo (%) de
bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho fumigados com ozonio
em diferentes concentragdes e fluxo continuo de 1,0 L min’', durante 1,0 h

. Bifentrina Pirimifés-metilico
Ozonio
(mg L) Residuos  Degradagdo Residuos  Degradagdo
(mg kg)* (%) (mg kg'")* (%)
0,0 0,4 +0,01 00,0 8,8+0,5 00,0
0,2 _ _ < LQ** > 64
0.4 _ _ <LQ > 64
0,6 _ _ < LD##* > 88
0,9 _ _ <LD > 88
1,1 <LQ >28 _ _
2,1 <LD >75 _ _
3,2 <LD >75 _ _
43 <LD >75

* Média de trés repeti¢des + erro padrdo médio. ** LQ = limite de quantifica-
¢do do método SLE/LTP. *** LD = limite de detec¢do do método SLE/LTP.

pesticida se intensifica a medida que se aumenta a concentrag¢do do
gds. A este respeito, relata-se que o aumento na concentragdo do
0z0nio pode promover aumento na eficiéncia do processo de degra-
dagdo de residuos de agrotéxicos. *'** Isso ocorre devido ao aumento
no nimero de moléculas do O, e/ou radicais livres (O — produzidos
pela quebra da molécula O,) disponiveis no meio, os quais interagem
com as moléculas dos agrotxicos e ocasionam sua quebra.*?

CONCLUSOES

O método SLE/LTP-GC/ECD desenvolvido € simples, consome
pouco solvente e € eficiente para a extrag¢@o de bifentrina e pirimif6s-
-metilico em graos de milho. O método apresentou limites de detecgio
e quantifica¢@o abaixo do limite médximo de residuos (MRL) estabele-
cidos pelo Codex Alimentarius, para o pirimifés-metilico. Entretanto,
para a bifentrina o limite de detecgdo estd aproximadamente duas
vezes maior que o MRL estabelecido.

O método SLE/LTP-GC/ECD otimizado e validado foi empre-
gado para avaliar a taxa de degradagdo dos residuos de bifentrina e
pirimifés-metilico em graos de milho expostos ao 0zdnio. O ozonio
foi eficiente para degradar esses principios ativos até valores proxi-
mos aos seus limites de detecgcdo. Observou-se que a eficiéncia da
degradacdo aumentou com o incremento na concentragdo do 0zonio.
Estudos posteriores deverdo ser realizados com o objetivo de identi-
ficar o grau de mineralizagdo e os possiveis produtos de degradagao.
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