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APPLICATION OF THE MATRIX SOLID PHASE DISPERSION (MSPD) TECHNIQUE IN THE ANALYSIS OF PESTICIDES
IN OKRA BY GC-MS. A matrix solid phase dispersion and gas chromatography—mass selective detection method for the

simultaneous determination of monocrotophos, methyl parathion, cypermethrin and deltamethrin in okra is described. Analyses
of 2 g of fortified okra (0.05-0.75 mg kg™') showed an average recovery of 96.2% (71.4-128.4%) and average relative standard
deviation of 11.7% (1.4-37.1%). The cypermethrin recovery at the lower level was above 130%. The limit of detection ranged
from 0.02 to 0.15 mg kg'. The procedure was applied to the okra samples and has found 0.56 mg kg' of cypermethrin-cis, 0.75

mg kg of cypermethrin-trans and 2.71 mg kg of deltamethrin.
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INTRODUCAO

O uso de pesticidas € ainda a principal estratégia no campo para
o combate e a preven¢do de pragas agricolas. Esses compostos, po-
rém, sdo potencialmente téxicos a0 homem, podendo causar efeitos
adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter agdo
imunodepressora, ser cancerigeno, entre outros males'.

O estudo de novos métodos para a andlise multirresiduo de
pesticidas em alimentos tem despertado interesse pelo fato de mui-
tos laboratdrios adotarem métodos que utilizam extragdo liquido-
liquido®® como rotina. Essa técnica, além de ser tediosa, morosa e de
dificil automagdo, consome grandes quantidades de solventes orga-
nicos, linha contraria a tendéncia atual de se reduzir a0 maximo os
residuos de solventes nos laboratorios.

A etapa de preparacdo da amostra torna-se um desafio para ob-
tengdo de métodos mais rdpidos, que utilizem menores quantidades
de solventes organicos, com maior sensibilidade e para matrizes com
baixa concentracio dos analitos. Extracdo com fluido supercritico,
EFS “Supercritical Fluid Extraction—SFE”*° e extragéo em fase soli-
da, EFS “Solid Phase Extraction—SPE”® sdo técnicas utilizadas para
responder a essas exigéncias na extra¢do de residuos de pesticidas
em alimentos. Outras técnicas, como “Solid-Phase Microextraction—
SPME”, “Accelerated Solvent Extraction-ASE”, “Subcritical Water
Extraction-SWE”, “Pressurized Solvent Extraction-PSE”,
“Microwave Assisted Extraction-MAE”, entre outras, estio sendo
desenvolvidas’.

Dispersao da Matriz em Fase Sélida (DMFS)

Introduzida por Barker e colaboradores em 19898, a dispersao
da matriz em fase sélida, DMFS “Matrix Solid Phase Dispersion-
MSPD”, resolveu muitos problemas de extragdo de matrizes sélidas
e semi-solidas, quando se utiliza uma fase sélida. A técnica combina
diretamente a amostra com um adsorvente (dispersante), permitindo
a realizacdo simultdnea de vdrias etapas no preparo da amostra.

A extragdo em fase solida (EFS) na sua forma convencional re-
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quer matrizes liquidas, relativamente ndo viscosas, livres de material
particulado e no estado homogéneo’. Etapas anteriores s3o necessa-
rias para preparar matrizes solidas e semi-sélidas para introducio no
cartucho de EFS e posterior purificacdo e/ou elui¢do. Os resultados
t&ém mostrado que suas vantagens a tornam superior a extracdo liqui-
do-liquido (ELL) e tem desempenho (em termos de recuperacio,
precisdo, tempo e nimero de etapas) similar a extracdo com fluido
supercritico na andlise de pesticidas em frutas'®.

A técnica por DMFS consiste basicamente em introduzir a amos-
tra em um recipiente contendo um suporte sélido (adsorvente), mis-
turar até homogeneizacdo, transferir o material (matriz e adsorvente)
para a coluna e eluir com solvente apropriado. A coluna DMFES con-
siste, portanto, da matriz dispersa no adsorvente®.

O suporte s6lido ou dispersante serve para vdrias funcdes. Pri-
meiro atua como abrasivo, promovendo o rompimento da estrutura
fisica da amostra; segundo, como adsorvente de compostos da ma-
triz; terceiro, o material misturado pode ser empacotado na coluna
(pressionando o émbolo ajustado ao cartucho, como uma seringa,
até a parte inferior do cartucho) e os analitos podem ser eluidos
seqiiencialmente com o eluente; quarto, a matriz distribuida no su-
porte produz um tnico material com a fase sélida da coluna, permi-
tindo um novo grau de fracionamento da amostra’.

A escolha do suporte-adsorvente recai na polaridade do analito e
na natureza da matriz*!!. Para aplicacGes que requerem uma fase
lipofilica quimicamente ligada “bonded phase”, geralmente o supor-
te-adsorvente faz uso de materiais como C, e C,. O tipo de ligante
(C; e C\p), a quantidade e a porcentagem também afetardo os resulta-
dos, portanto, deve-se examinar as fases disponiveis para cada apli-
cacdo. O isolamento de analitos mais polares € realizado com supor-
tes solidos polares e o de analitos menos polares com suportes me-
nos polares.

As interagdes dos componentes do sistema por dispersao da matriz
em FS envolvem o analito com o suporte sélido, com a fase quimica-
mente ligada (C,)) € com a matriz dispersa, a matriz com o suporte
s6lido e com a fase quimicamente ligada, todos os componentes aci-
ma interagindo com o solvente de elui¢@o e as interacdes dinamicas
de todos os componentes ocorrendo simultaneamente®.

Na etapa de homogeneizacdo da amostra com o adsorvente, pode-
se fazer a adiciio de reagentes para modificar a amostra (modifica-
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dores), como antioxidantes, agentes quelantes, dcidos, bases etc. Estes
procedimentos podem ser realizados para afetar a seqiiéncia da
elui¢do, distribui¢do e/ou retencdo do analito. Ocorrem modifica-
¢Oes na matriz no momento da mistura. A ionizacao ou supressao da
ionizagdo dos analitos e dos componentes da amostra pode afetar
grandemente a natureza das interagdes entre eles e com o solvente de
eluicdo’.

O condicionamento e a pré-lavagem da mistura matriz-suporte
na coluna DMFS também podem ser usados para a ativagdo do
adsorvente e eliminagdo de interferentes'.

A natureza da coluna DMFES e a faixa de interacdes permitem o
isolamento de analitos de polaridades diferentes ou de uma classe de
substancias, em um unico solvente ou em diferentes solventes de
eluicdo. Este isolamento torna a DMFS uma técnica apropriada para
isolar e/ou purificar multirresiduos a partir de matrizes complexas'®!.

Assim como na extra¢ao em fase solida, o suporte sélido, a fase
quimicamente ligada e o solvente de eluicdo sdo pardmetros criticos,
mas esses certamente t€m influéncia menor que a dispersdo da ma-
triz do topo até a base da coluna DMFS. Na extragdo em FS, a mai-
oria das substancias da amostra € retida nos primeiros milimetros do
topo da coluna (efeito da matriz), enquanto que em DMES a deposi-
¢3o0 da amostra com o adsorvente na coluna € uniforme por toda sua
extensao’.

Em alguns casos o eluato da coluna DMFS est4 satisfatoriamen-
te limpo para ser injetado diretamente no cromatégrafo, porém na
maioria das vezes os interferentes devem ser removidos com uma
purificacdo adicional, conectando-se em série uma segunda coluna
(co-coluna) contendo outra fase sdlida na coluna DMFS, ou colo-
cando-se uma FS (p.ex. alumina, Florisil, silica, C,, C,) na coluna
DMEFS antes de adicionar a mistura matriz-suporte'®'!.

Neste trabalho € desenvolvido um método por dispersdo da ma-
triz em fase sélida para analisar os pesticidas organofosforados,
monocrotofds e paration metilico, e os piretrdides sintéticos, ciper-
metrina e deltametrina, em amostras de quiabo. Este alimento foi
escolhido por ser o principal produto cultivado no Perimetro Irriga-
do Califérnia, localizado no semi-drido sergipano, e um importante
componente da alimentac¢do da populagdo regional'”.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Acetato de etila (Merck, Darmstadt , Germany), 6xido de alumi-
nio neutro (Merck, Darmstadt, Germany) 70-290 mesh, silica gel
70-230 mesh (Merck, Darmstadt, Germany) e silica gel 65 mesh
(produzida na UFS). Padrdes dos pesticidas monocrotofés (Riedel-
de-Haén, Seelze, 99%), paration metilico (Institute of Organic In-
dustrial Chemistry, Warsaw, Poland, 99,4%), cipermetrina
(AccuStandard, New Haven, USA, 99%) e deltametrina
(AccuStandard, New Haven, USA, 99,6%). A Figura 1 mostra as
estruturas quimicas dos pesticidas estudados. As soluc¢des padrio
estoques foram preparadas com concentra¢des de 200 pg mL! em
acetato de etila. A partir destas foram preparadas solucdes padrao de
trabalho com concentragdes diferenciadas, segundo a sensibilidade
do composto no detector de espectrometria de massas: paration
metilico (10 pg mL™"), monocrotofds (20 pg mL™"), cipermetrina
(30 ug mL") e deltametrina (30 pg mL™).

Preparacio da amostra
Amostras de quiabo ndo contaminadas, adquiridas com micro-

produtores que ndo utilizam pesticidas, foram utilizadas para desen-
volver a metodologia por DMFS. Para o teste final foram coletadas
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Figura 1. Estrutura quimica dos pesticidas (a) monocrotofos, (b) paration
metilico, (c) cipermetrina e (d) deltametrina

amostras comerciais no Mercado de Aracaju, em abril de 2002, com
procedéncia de Canindé do Sao Francisco.

Ap0s o recebimento das amostras, as mesmas foram condiciona-
das em sacos pldsticos, vedadas, identificadas e conservadas em
freezer. No momento da extrag@o as amostras foram retiradas e dei-
xadas a temperatura ambiente até descongelarem. Em seguida, os
quiabos foram cortados em pequenos pedacos, incluindo-se a cabe-
¢a do quiabo, pesados 2 g, adicionados 0,5 mL da solugio padrio de
trabalho contendo os pesticidas e 4 g de silica gel (70-230 mesh).
Ap6s a homogeneizac¢do da mistura em almofariz por 2 min, o con-
tetdo foi transferido para a coluna de polietileno (20 mL) contendo
1 ¢cm de alumina neutra, Al,O,, (co-coluna) e 13 de vidro como “base
de sustentagdo”. Os pesticidas foram eluidos com 40 mL de acetato
de etila e o eluato foi concentrado em rota-evaporador até o volume
final de aproximadamente 5 mL. O extrato foi mantido em freezer
até o momento da andlise por CG-EM.

Condic¢bes cromatograficas

O CG-EM da Shimadzu, modelo QP5050A, Kyoto, Japao, foi
utilizado nas andlises dos pesticidas em quiabo. Equipado com injetor
com e sem divisdo de fluxo, a 250 °C, e coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um). Forno: temperatura inicial, 160 °C (1 min); taxa de aque-
cimento de 10 °C/min até 250 °C (5 min). Temperatura da interface,
280 °C. Gas de arraste, hélio (70 kPa). Volume de injegdo: 1 uL de
solucéio padrdo ou extrato da amostra. Razdo do divisor, 1:10. O
espectrometro de massas foi operado no modo MIS (monitoramento
de fons selecionados). Modo de ionizag¢@o: impacto de elétrons a
70 eV. Fragmentos selecionados para os pesticidas estudados: m/z
125, 127, 163, 181, 209, 253 e 263.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A escolha dos pesticidas baseou-se em um estudo realizado em

drea de irriga¢@o do semi-arido nordestino, onde cerca de 8.000 t/ano
sdo produzidos pela cultura de quiabo (57% da producdo total da
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Tabela 1. Tempo de retengdo, formula quimica, massa molar, fons selecionados, equagdo da reta e coeficiente de correlagdo das curvas

analiticas dos pesticidas estudados

Pesticida t, (min) Férmula quimica M (g mol™) MIS (m/z)* Equagdo da Retay =bx + a r

Monocrotofés 52 C,H,O,NP 223 127 5,510%x - 2,1 10* 0,999
Paration metilico 7,0 CH NO.PS 263 125, 263 4,0 10*x - 5,2 10° 0,999
Cipermetrina-cis 12,6 C,,H,C, NO, 415 163, 181 1,510*x - 9,9 10° 0,999
Cipermetrina-trans 12,8 C,H,C,ANO, 415 163, 181 1,310*x-9,6 10° 0,997
Deltametrina 14,7 C,,H,BR,NO, 503 209, 253 1,210*x - 4,3 103 0,999

* {ons usados para quantificacdo

area)"”. Em seguida, foram avaliadas as condi¢des cromatograficas
(CG-EM) através da inje¢do de solucdes padrdo dos pesticidas, ini-
cialmente no modo de aquisi¢do de varredura linear (“Scan”). Os
fons diagnésticos selecionados para o monitoramento dos analitos
encontram-se reunidos na Tabela 1. Os resultados quantitativos fo-
ram obtidos no modo MIS. Os isdmeros cis e trans do piretréide
cipermetrina foram analisados individualmente, como dois compos-
tos diferentes.

A quantifica¢@o foi feita empregando-se a padronizacgio externa.
A curva analitica foi obtida pelo método dos minimos quadrados
para o intervalo de concentragdo de 0,5 a 6,0 ug mL"' para os pesticidas
analisados; os valores do coeficiente de correlagdo e a equagdo da
reta para cada pesticida sdo mostrados na Tabela 1. Os valores do
coeficiente de correlacdo (r > 0,997) indicam que o modelo linear
pode ser usado na quantifica¢do dos analitos.

Os padrdes de pesticidas foram adicionados as amostras de qui-
abo ndo contaminadas antes da adi¢io do dispersante (adsorvente) e
esperou-se cerca 30 min para que houvesse maior interagdo dos
pesticidas com a amostra. Devido a pequena quantidade de amostra
utilizada (2 g), € necessdria a adicdo de um volume reduzido da solu-
¢do padrdo de trabalho contendo os pesticidas, para garantir a pene-
tragdo de todos os pesticidas na matriz. Um volume excessivo da
solucdo padriao poderia ocasionar em perda dos pesticidas, ficando
parte desses no recipiente onde haverd a homogeneizagao.

Foram realizados testes com os adsorventes silica e alumina neutra
em vdrias propor¢des. Foram feitos também testes com e sem co-
coluna. Os melhores resultados de recuperagdo foram obtidos utili-
zando-se silica gel (70-230 mesh) como dispersante e alumina neu-
tra na co-coluna (Figura 2). Devido aos bons resultados obtidos em
trabalhos anteriores'"'*!*, acetato de etila foi usado como eluente.
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Figura 2. Recuperagdo (n=3) dos pesticidas em amostras de quiabo forti-
ficadas com monocrotofés (0,5mg kg'), paration metilico (0,25mg kg”'),
cipermetrina cis e/ou trans (0,75mg kg') e deltametrina (0,75mg kg')

A Figura 2 mostra os resultados de recuperagio para os trés me-
lhores procedimentos, com fortificagdo de 0,25 a 0,75 mg kg™ (nivel
mais alto de fortificacéio) em triplicata, para os pesticidas estudados.
De um modo geral, os menores resultados de recuperacdo foram
obtidos tendo silica gel (65 mesh) como dispersante e sem co-colu-
na, com média de recuperacdo de 78,2% (média da estimativa do
desvio padrio relativo, DPR, de 15,8%) para todos os pesticidas.
Substituindo-se o dispersante pela silica gel (70-230 mesh), de outra
marca, e também sem co-coluna, a recuperacdo média foi de 110,1%.
Os cromatogramas mostraram presencga de interferentes, o que ex-
plica a recuperacao superior a 100%. Além disto, a precisdo estima-
da pelo DPR (32,7%) foi inferior a obtida com silica gel (65 mesh).
A combinacdo entre silica gel como dispersante e alumina neutra
como fase sdlida da co-coluna foi a que forneceu melhores resulta-
dos. A recuperagdo média foi de 95,7% (DPR de 6,6%).

A alumina neutra também se mostrou satisfatéria como co-colu-
na na determinacio de 11 pesticidas em matrizes de plantas medici-
nais, obtendo-se resultados de recuperac@o entre 70,6 e 116,7%".

Ap6s a otimizacdo inicial, niveis de fortificacdo mais baixos fo-
ram estudados. A Tabela 2 mostra os resultados de recuperacgéo em 3
niveis de concentragdes diferentes e a estimativa de DPR (%) dos
pesticidas selecionados nas amostras de quiabo pelo método de ex-
tragdo por DMFS, usando silica gel (70-230 mesh) como dispersante
e alumina neutra como fase sélida da co-coluna. As amostras de quia-
bo foram fortificadas entre 0,05 e 0,75 mg kg e basicamente todos
os resultados apresentaram valores de recuperagdo (n=3) entre 71,4
e 128,4%, dando uma recuperacdo média de 96,2%. Apenas a

Tabela 2. Resultados de recuperagdo (n=3) e estimativa de desvio
padrdo relativo, em 3 niveis de fortificacéio, dos pesticidas estudados
em amostras de quiabo extraidas com o método proposto por DMFS
(silica, co-coluna)

Pesticidas Fortificacdo  Recuperacio DPR*
(mg kg™) média (%) (%)
Monocrotofés 0,50 98,7 42
0,25 73,0 23,9
0,10 126,2 1,4
Paration metilico 0,25 91,4 5,0
0,15 75,1 21,2
0,05 112,9 2,8
Cipermetrina-cis 0,75 93,3 6,2
0,40 91,4 17,2
0,15 179,8 7,3
Cipermetrina-trans 0,75 98,9 7,6
0,40 93,9 14,6
0,15 184,4 5,1
Deltametrina 0,75 96,1 10,0
0,40 71,4 37,1
0,15 128,4 11,5
* Estimativa do desvio padrao relativo, DPR(%) = SD);CIOO
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cipermetrina (cis e trans) apresentou resultados de recuperacdo nao
satisfatérios (>130%) para o nivel de fortificagdo mais baixo. Isso
pode ser justificado por se tratar do limite de detec¢@o do pesticida
no CG/EM e pela presenca de compostos endégenos da matriz.

Os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram estabele-
cidos como 3 e 10 vezes a razdo sinal/ruido (s/n), respectivamente, nas
condi¢des cromatograficas estabelecidas e levando-se em considera-
¢do a quantidade da sub-amostra utilizada no método e do volume do
extrato. Os resultados mostraram que houve uma variacéo entre 0,02 e
0,15 mg kg paraLD ¢ 0,1 a 0,7 mg kg™! para LQ. O paration metilico
mostrou maior sensibilidade que os demais pesticidas.

O Limite Maximo de Residuos (LMR) € a concentra¢do maxima
de residuos de um pesticida para que se permita o uso legal, tanto na
superficie quanto na parte interna dos produtos alimenticios para
consumo humano ou de animais'®. Comparando os valores de LD
com relagdo ao LMR estabelecido pelo Codex'® (Tabela 3), observa-
se que os valores de LD obtidos pelo método proposto estdo abaixo
do exigido para esse tipo de alimento.

Comparando o método proposto com outros métodos que usa-
ram DMES para analisar pesticidas em alimentos (Tabela 4), obser-
va-se uma varia¢@o na quantidade de amostras da ordem de 10 vezes
(0,5 a 5 g); ja a relagdo amostra/suporte tem sido definida experi-
mentalmente, pois pode ter valores de 1/1; 1/0,5; 1/1,6 e 1/2. Quanto
a relag@o volume do eluente/coluna DMFS (composta de amostra +

Tabela 3. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) dos
pesticidas estudados, em comparagdo com os limites maximos de
residuos (LMR)

Pesticida LD LQ LMR'*"
(mg kg") (mg kg") (mg kg")
Monocrotofés 0,10 0,5 0,2
Paration metilico 0,02 0,1 0,2
Cipermetrina 0,15 0,7 1,0
Deltametrina 0,15 0,7 0,2

* Para produtos alimenticios semelhantes ao quiabo (hortalicas).
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suporte + fase sélida da co-coluna) tem variado entre 1/4; 1/5; 1/8 e
1/10 (Tabela 4).

O fragmentograma apresentado na Figura 3 mostra a compara-
¢do entre uma solugdo padrdo, uma amostra de quiabo fortificada
com os pesticidas estudados (de 0,25 a 0,75 mg kg') e o branco. O
aumento na linha de base ap6s 10 min de anélise foi devido ao fon
m/z 253, selecionado para a quantificagdo da deltametrina.

Aplicacio em amostra comercial

Os resultados para as amostras comerciais foram obtidos corrigin-
do-se os valores de recuperacdo do método proposto com a média de
recuperacdo para os trés niveis de fortificagdo. As amostras foram
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Figura 3. CG-EM (MIS), fragmentogramas obtidos das andlises: (a) da
solugdo padrdo de trabalho contendo os pesticidas estudados, (b) da amostra
de quiabo fortificada pelo método proposto por DMFS (nivel 3, mais
concentrado, ver Tabela 2) e (c) do branco. Identificagdo dos pesticidas: I-
monocrotofos, 2-paration metilico, 3-cipermetrina-cis, 4-cipermetrina-trans
e 5-deltametrina

Tabela 4. Dados da literatura sobre as aplicacdes de DMFES na andlise de residuos de pesticidas em alimentos

REFERENCIAS
Parametros avaliados 11 13 14 17 18 19 Proposto
(parametros
selecionados)
Amostra Frutas Frutas, Frutas, Vegetais Frutas Frutas, Quiabo
vegetais vegetais vegetais
Quantidade de amostra (g) 1,0 0,5 0,5 5,0 0,1 0,5 2
Suporte Florisil C, C, Florisil C, C, Silica gel
Quantidade de suporte (g) 0,5 0,5 0,5 8,0 0,1 0,5 4
Co-coluna Silica gel/ Silica Silica Florisil/ Silica — Alumina
sulfato de sulfato de neutra
sodio anidro sodio anidro
Quantidade de fase solida 0,5/3,0 1,5 1,0 0,5/1 cm nao informado — 1 cm
na co-coluna (g)
Eluente Acetato Acetato Acetato n-hexano: n-hexano, Cloreto de Acetato
de etila de etila de etila acetona (9:1) acetato de etila metileno de etila
Volume eluente (mL) 40 10 10 60 nao informado 10 40
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coletadas no mercado de Aracaju e analisadas em triplicata. Os pesticidas
determinados foram cipermetrina-cis (0,56 mg kg™), cipermetrina-trans
(0,75 mg kg') e deltametrina (2,71 mg kg'). A concentragdo da
deltametrina encontra-se 13 vezes acima do LMR (Tabela 3).

CONCLUSAO

O método proposto por dispersdo da matriz em fase sélida
(DMES) mostrou-se eficiente para analisar os pesticidas monocro-
tof6s, paration metilico, cipermetrina e deltametrina em amostras de
quiabo, uma matriz com caracteristicas diferentes das demais aplica-
das com essa técnica. As amostras comerciais de quiabo mostraram
valores acima do permitido pelo CODEX para deltametrina. Peque-
na quantidade de amostra, pouco consumo de solvente organico,
poucas etapas envolvidas, sem manipulacdes quimicas complicadas
da amostra, conferem a essa técnica um ganho em termos de tempo,
consumo de solvente e uma utilizagdo minima de materiais, tornan-
do-a atrativa quando comparada com as técnicas cldssicas de extra-
¢do de pesticidas.
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