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Resumo

Resumo

A preocupacdo com os produtos a base de plantas medicinais tem sido amplamente
discutida, uma vez que se verifica um aumento da sua utilizagao nos ultimos anos.

A Directiva 2004/24/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Margo de 2004
e sua transposi¢cdo para o Decreto-Lei 176/2006 veio refor¢ar a necessidade dos
medicamentos tradicionais a base de plantas serem submetidos a um processo de registo
para a sua introducdo no mercado, no qual a qualidade tem que ser demonstrada,
devendo ser cumpridas as normas da qualidade constantes das monografias relevantes
da Farmacopeia Europeia ou da farmacopeia do Estado-Membro.

Documentos emitidos pela Agéncia Europeia da Avaliacdo de Medicamentos referem
que os residuos de pesticidas devem ser considerados entre os varios contaminantes a
que as plantas medicinais possam estar sujeitas.

Neste ambito, o objectivo deste trabalho foi o de optimizar, validar e aplicar a
metodologia analitica descrita na Farmacopeia Europeia para a pesquisa de residuos de
pesticidas organoclorados e piretréides em medicamentos a base de plantas.

A extraccdo sobre a amostra foi efectuada com acetona, seguida de cromatografia de
permeagdo em gel e extrac¢do em fase solida. Foi utilizada a cromatografia gasosa com
detector de captura electronica para a determinacdo dos compostos e a espectrometria de
massa para a confirmacao da identificagao.

Uma vez que se trata de um método multiresiduo no qual numa s6 andlise sdo
determinados 27 compostos, a fase de optimizagdo do processo de extrac¢do e
purificacdo das amostras foi particularmente critica, pois houve a necessidade de ter
cuidados especiais por forma a aumentar os factores de recuperacdo e a repetibilidade
do método analitico. Foram também optimizadas as condigdes de separacdo dos
compostos por cromatografia gasosa.

Nos ultimos anos, varias publicagdes evidenciaram a utilizagdo de métodos alternativos
de preparacao de amostra, apresentando uma maior rapidez, simplicidade de execugao
com menores custos comparativamente aos processos de extraccao classicos. Este facto
reforgou o interesse em estudar metodologias alternativas de extraccdo e comparar
resultados obtidos.

O método descrito na Farmacopeia Europeia demonstrou ser o mais adequado para a
pesquisa de residuos de pesticidas organoclorados e piretroides nas  amostras
analisadas, apds optimizagao do processo de extracgao.

Palavras chave: Residuos de Pesticidas; Medicamentos a base de plantas;
Método multiresiduo; Cromatografia Gasosa.



Abstract

Abstract

In recent years we have witnessed an increasing use of herbal medicines which lead to
several concerns and fears.

The Directive 2004/24/EC of the European Parliament and of the Council of 31 March
2004 and its transposition to the Decree-Law 176/2006 came to strengthen the need of
traditional herbal medicinal products to be submitted to a registration procedure, in which
the quality has to be demonstrated, and therefore these products should comply with
quality standards in relevant European Pharmacopoeia monographs or those in the
pharmacopoeia of a Member State.

Documents emitted by the European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
indicated that pesticide residues must be considered among the contaminants of medicinal
plants.

The aim of this work was to optimize, validate and apply the described European
Pharmacopoeia analytical methodology for the research of organochlorine and pyrethroid
pesticide residues in herbal medicinal products.

The sample extraction was made with acetone followed by gel permeation
chromatography and solid phase extraction. Gas chromatography with electron capture
detector was used for the determination of the compounds and mass spectrometry for the
confirmation of the identification.

As it is a multiresidue method in which only one analysis allows the determination of 27
compounds, it was necessary to have special attention in the optimization of the samples
extraction and cleanup, therefore it was necessary to have special cares in order to
increase the accuracy and the repeatability of the analytical method. The conditions for
the separation of the compounds by gas chromatography were also optimized.

Lately, several publications described that the use of alternative methods for sample
preparation showed to be faster, easy to perform and cheaper in comparison to
conventional methods. This fact strengthened the interest of studying alternative
methodologies of extraction and comparing results.

The methodology described in the European Pharmacopoeia demonstrated to be suitable

for the research of organochlorine and pyrethroid pesticide residues in the analyzed
samples, after a careful optimization of all the extraction process.

Keywords: Pesticide residues; Herbal medicinal products; Multiresidue method;
Gas Chromatography.
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Simbolos e Abreviaturas

DDD
DDE
DDT
DMCS
DPR
DS’

X1V

Ordenada na origem (equagdo da recta y = a + bx)

Area correspondente & C,,, no estudo dos valores normalizados

“Acceptable Daily Intake”, Dose Didria Admissivel pela FAO/OMS
Altura Equivalente a um Prato Teorico

Area do pico correspondente a cada nivel de concentragio

“Atomic mass unit”’, Unidade de massa atomica

Tempo de reten¢do relativo o padrdo interno

Area relativa ao padréo interno

Factor de assimetria

Declive da recta (equacdo da recta y = a + bx)

Concentragao correspondente ao ponto experimental com melhor correlagdo, ou
seja, ponto onde o quociente entre a area experimental e a drea da regressao se
aproxima mais de 1 no estudo dos valores normalizados

Concentragao

Concentracdo correspondente a area do pico 4;

Registro tnico no banco de dados do Chemical Abstracts Service

Distancia entre a perpendicular baixada a partir do maximo do pico e o ponto
localizado no ramo ascendente do mesmo pico a um vigésimo da sua altura

Diclorodifenildicloroetano
Diclorodifenildicloroetileno
Diclorodifeniltricloroetano
Dimetildiclorosilano
Desvio padrao relativo

Diferenca de variancias
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ECD
EIl
EMEA

EPA

FAO

FDA

FPD
GC
GCB
GFC
GPC
HPLC

ICH

INFARMED
K

L

LC

LD

LEF

LQ

Coeficiente de extracgdo do método de preparacdo, determinado
experimentalmente e utilizado para o célculo do MRL em farmacos destinados
a preparacdo de extractos, tinturas ou outras formas farmacéuticas cuja
preparagao possa interferir no teor de pesticida no produto final

“Electron Capture Detector”, Detector de Captura Electronica
“Electron Impact Ionization”, Ionizagdo por Impacto Electronico

“European Agency for the Evaluation of Medicinal Products”, Agéncia
Europeia da Avaliagao de Medicamentos

“Environmental Protection Agency”, Agéncia de Proteccdo Ambiental
Americana

Valor tabelado de Fisher Snedecor

“Food and Agriculture Organization”, Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagao

“Food and Drug Administration”, Orgao governamental dos EUA que controla
os alimentos, suplementos alimentares, medicamentos, cosméticos,
equipamentos médicos, materiais bioldgicos e derivados do sangue humano

“Flame Photometric Detector”, Detector Fotométrico de Chama

“Gas Chromatography”, Cromatografia em fase gasosa

“Graphitized Carbon Black”, Carbono preto grafitizado

“Gel Filtration Chromatography”, Cromatografia de Filtragao em Gel
“Gel Permeation Chromatography”, Cromatografia de Permeacdo em Gel

“High Performance Liquid Chromatography”, Cromatografia liquida de alta
eficiéncia

“International Conference on Harmonisation”, Conferéncia Internacional da
Harmonizagao.

Autoridade Nacional do Medicamento e dos Produtos de Saude
Coeficiente de partilha

Comprimento da coluna

“Liquid Chromatography”, Cromatografia em fase liquida
Limite de Detecgao

Laboratorio de Estudos Farmacéuticos

Limite de Quantificacao
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MRL “Maximum Residue Limit”, Limite Maximo de Residuo
M Massa corporal
MDD “Daily dose of the drug”, Consumo diério do pesticida
MMR Método Multiresiduo
MS “Mass Spectrometry”, Espectrometria de Massa
m/z Razao massa/carga
n? Numero de pratos tedricos
Numero de pontos experimentais da recta de calibracao
N Numero de pratos tedricos efectivos
NPD “Nitrogen Phosphorus Detector”, Detector Azoto Fosforo
ODS Octadecilsilano
OMS Organizacdo Mundial de Saude
PDMS Polidimetilsiloxano
p.a. Pré-andlise
PI Padrao interno
PG Valor teste de Fisher Snedecor
ppm Partes por milhdo (1/10°)
PSA “Primary and secondary amines”, N-propiletilenodiamina que contém aminas
primdrias e secundarias
PTFE Politetrafluoroetileno

QuEChERS “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe”

R Resolugao

1’ Coeficiente de determinacdo da recta

Rec Recuperacao

S Desvio padrao

s? Variancia

Sy Desvio padrao residual de uma funcdo linear

Sy Desvio padrao residual de uma fun¢ao polinomial

% Utilizado em fungdo do contexto por ser a abreviatura estabelecida nas 4reas da estatistica e cromatografia.
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S, Variancia de uma fungao linear

S, Variancia de uma fungdo polinomial

SAX “Strong Anion Exchanger”, Permutador forte de anides

SIM “Selected Ion Monitoring”, Monitorizagdo de Ido Seleccionado

T Temperatura

tM Tempo morto

tr Tempo de retencao

t'r Tempo de retencdo ajustado

TIC “Total Ion Current”, Corrente Ionica Total

Wo.0s Largura do pico a um vigésimo da sua altura

Wh Largura do pico a meia altura

yi Sinal obtido para um padrao de determinada concentragao

yi Sinal estimado pela fungdo de calibragdo linear para um padrdo da mesma
concentracao

yi2 Sinal estimado pela funcdo de calibragdo polinomial do segundo grau para um

padrao da mesma concentragao
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Introduciao

I. Introducao

1. Medicamentos a base de plantas e aspectos regulamentares

Até final do século XIX, as plantas foram a principal matéria prima utilizada no fabrico
de medicamentos, sendo desta forma indicadas como os produtos mais antigos com
actividade terapéutica. '

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), 70% a 80% da popula¢do mundial
recorre a medicina ndo convencional para os seus cuidados de saude, encontrando-se
disponiveis, ha varias centenas de anos, os produtos a base de plantas medicinais para o
tratamento de doencas tanto na cultura ocidental como na cultura oriental. Dados da
OMS referem ainda que 51% dos farmacos utilizados nos paises industrializados sdao
produzidos a partir de plantas. >

As plantas medicinais foram, desta forma a base do desenvolvimento das actuais
farmacopeias uma vez que muitos das substancias activas das plantas tradicionalmente
utilizadas foram isoladas e posteriormente colocadas a disposicdo dos utentes sob a
forma de medicamentos. *

Os produtos a base de plantas medicinais sdo normalmente indicados para perturbagdes
gastrointestinais, perturbagdes biliares, distirbios psicologicos, gripes ou constipagdes e
perturbagdes renais ou urinarias. >° Um estudo realizado pelo Laboratorio de Estudos
Farmacéuticos (LEF) em 1994 refere ainda que as situacdes relacionadas com o
aparelho gastrointestinal e com o sistema nervoso sdo as que mais suscitam o
aconselhamento de plantas medicinais por parte do farmacéutico de oficina. '

Apesar deste tipo de produtos ter vindo a ser substituido gradualmente ao longo dos
anos por outros contendo substancias activas obtidas por sintese quimica, verifica-se
que tem ocorrido recentemente um aumento da sua procura em alguns sectores das
sociedades ocidentais, quer como pratica de medicina alternativa, quer como
complemento da medicina tradicional, o que conduz para a expansao da fitoterapia em
determinados paises como ¢ o caso de Portugal. >

O aumento do consumo de produtos a base de plantas medicinais nos ultimos anos,
podera estar relacionado com varios factores, tais como a existéncia de um
enraizamento da sua utilizagdo tradicional por determinados sectores da populacdo, ou
pelo facto de, por serem normalmente constituidos por varias substancias activas,
proporcionarem propriedades terapéuticas Unicas com auséncia ou escassos efeitos
secundarios. '
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Segundo a Directiva 2004/24/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Margo
de 2004 ° os produtos a base de plantas medicinais podem ser distinguidos em
substancias derivadas de plantas, preparagdes a base de plantas ou medicamentos a base
de plantas, consoante as suas caracteristicas.

Por substancias derivadas de plantas entende-se como quaisquer plantas inteiras,
fragmentadas ou cortadas, partes de plantas, algas, fungos e liquenes ndo transformados,
geralmente secos, mas por vezes frescos. Sdo igualmente consideradas substincias
derivadas de plantas alguns exsudados ndo sujeitos a um tratamento especifico. As
substancias derivadas de plantas sdo definidas de forma exacta através da parte da
planta utilizada e da taxonomia botanica, de acordo com o sistema binomial (género,
espécie, variedade e autor).’

As preparacdes a base de plantas sdo obtidas submetendo as substancias derivadas de
plantas a tratamentos como a extracg¢do, a destilagdo, a expressdo, o fraccionamento, a
purificacdo, a concentracdo ou a fermentagdo. Sdo disso exemplo as substancias
derivadas de plantas pulverizadas ou em pd, as tinturas, os extractos, os Oleos
essenciais, os sucos espremidos e os exsudados transformados.

No que diz respeito ao medicamento a base de plantas, este ¢ definido como qualquer
medicamento que tenha exclusivamente como substidncias activas uma ou mais
substancias derivadas de plantas, uma ou mais preparagdes a base de plantas ou uma ou
mais substancias derivadas de plantas em associagdo com uma ou mais preparagoes a
base de plantas. Todos os medicamentos a base de plantas que tenham indicagdes para
perturbagdes menores, utilizados sem vigilancia médica, administrados por via oral,
externa ou inalatéria, que sejam objecto de uma longa utilizagdo terapéutica e
comprovadamente ndo nocivos, demonstrando efeitos farmacolégicos ou uma eficacia
plausivel tendo em conta a sua utilizacdo e experiéncia de longa data, sdo classificados
como medicamentos tradicionais a base de plantas. ’

A preocupagdo com os produtos a base de plantas ¢ relativamente recente, apesar de ter
vindo a aumentar ao longo dos anos. Assim, ¢ importante salientar que ha 30 - 40 anos
atras existia apenas um numero limitado de substancias derivadas de plantas disponiveis
na Farmacopeia Europeia. As determinagdes quantitativas quando aplicdveis eram
efectuadas por métodos espectrofotométricos ou por titulagdes, ndo era efectuado o
parametro doseamento em muitas das substincias derivadas de plantas e o seu controlo
da qualidade era baseado apenas em parametros macroscOpicos € microscopicos € em
alguns ensaios tais como a perda por secagem e cinzas. '’

Nos ultimos anos verifica-se uma nova realidade, que se traduz num aumento
significativo de requisitos regulamentares, numa necessidade de efectuar uma avaliagdo
qualitativa e quantitativa das preparagdes e medicamentos a base de plantas e
pela introducdo de novas metodologias analiticas para efectuar o seu controlo da
qualidade. '

A tabela 1 mostra o aumento do numero de monografias de substancias derivadas de
plantas (excluindo os exsudados) e de preparacdes a base de plantas nas varias edigdes
da Farmacopeia Europeia desde 1971. Verifica-se que na ultima década ocorreu um
aumento significativo do niimero de monografias. "
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Tabela 1 — Monografias de substincias derivadas de plantas e preparagdes a base de plantas
incluidas nas varias edi¢des da Farmacopeia Europeia '

e Rk Ano N° de Substancias N° de Preparacoes a
derivadas de plantas base de plantas

1* Edicdo Volume II 1971 12 4

2% Edigao Fasciculo 17° 1993 31 5

3% Edigdo 1997 37 5

4*Edicao 2002 96 13

5% Edi¢do incluindo o Suplemento 5.4 2006 119 27

No que diz respeito aos medicamentos a base de plantas, muitas das suas propriedades e
indicagdes terapéuticas foram determinadas empiricamente numa altura em que os
conceitos de farmacotecnia e farmacodinamia eram desconhecidos. Hoje em dia, ¢ cada
vez mais preocupante a demonstra¢do da qualidade, eficacia e inoquidade deste tipo de
medicamentos. **°

Para serem introduzidos no mercado, todos os medicamentos devem obrigatoriamente
demonstrar qualidade, eficicia e seguranga mas a demonstragdo destes trés requisitos
nem sempre ¢ muito facil nos medicamentos a base de plantas. O facto de serem
misturas complexas de varias substancias, torna necessario a existéncia de um esforg¢o
acrescido por forma a garantir a sua qualidade. A complexidade deste tipo de produtos
deve-se ndo s6 a propria natureza dos componentes da matriz, mas também a variagao
biologica que esta inerente, visto esta ser influenciada por diversos factores relacionados
com a planta medicinal nomeadamente a sua origem, crescimento, colheita, secagem ou
condi¢gdes de armazenamento. Os dados relativos a eficacia e a seguranca sdo também
por vezes escassos. !

Desta forma, alguns extractos de plantas com longa tradi¢do ndo reuniram todas os
requisitos para serem licenciados como medicamentos. Alguns foram considerados
como medicamentos, enquanto que outros sdo comercializados sem qualquer
licenciamento, sendo considerados como suplementos alimentares, existindo por vezes
“fronteiras” pouco claras entre medicamentos a base de plantas e suplementos
alimentares. *''

Com a publicacao do Decreto-Lei n® 176/2006 de 30 de Agosto de 2006 que transpoe a
Directiva 2004/24/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Margo de 2004, ¢
marcada uma profunda mudanca no sector do medicamento, designadamente nas areas
do fabrico, controlo da qualidade, seguranca, eficacia, introducdo e comercializagdo dos
medicamentos para uso humano. 2

A seccao VI do referido Decreto-Lei estabelece a necessidade dos medicamentos
tradicionais a base de plantas serem também submetidos a um processo de registo,
embora simplificado para a sua introdu¢do no mercado. A longa tradicdo do
medicamento permite renunciar aos ensaios clinicos, na medida em que a sua eficacia ¢
plausivel. No entanto, ndo exclui possiveis receios quanto a sua seguranca, podendo ser
exigidos dados por parte das entidades regulamentares para a avaliagdo da seguranca do
medicamento. As normas da qualidade deverdo também ser cumpridas, sendo necessaria
a demonstracdo da qualidade farmacéutica. '*



Introducio

Segundo Directiva 2004/24/CE, o aspecto da qualidade do medicamento ¢ independente
da sua utilizacdo tradicional, pelo que ndo deve existir nenhuma derrogagdo em relagao
aos testes fisico-quimicos, bioldgicos ou microbiologicos. Os medicamentos deverdo
cumprir as normas da qualidade constantes das monografias relevantes da Farmacopeia
Europeia ou da farmacopeia de um Estado-Membro.

Dada a especificidade dos medicamentos a base de plantas, a Directiva 2004/24/CE,
refere a necessidade de criacdo de um Comité dos Medicamentos a Base de Plantas no
ambito da Agéncia Europeia da Avaliagdo dos Medicamentos (EMEA) que deve
desempenhar fungdes relativas ao registo simplificado e a autorizagdo de medicamentos,
nomeadamente através da criagdo de monografias comunitarias de plantas medicinais,
elaboracdo de uma lista de substincias derivadas de plantas, preparagdes e associagcdes
para a sua utilizagdo nos medicamentos tradicionais a base de plantas. Este comité deve
ser composto por peritos em medicamentos a base de plantas. °

Assim sendo, em Portugal a partir da publicacdo do Decreto-Lei n° 176/2006, todos os
novos produtos a base de plantas que possuam alguma indicagdo terapéutica serdo
considerados como medicamentos € como tal, para a sua introdu¢do no mercado ¢
necessario submeter um processo de registo & Autoridade Nacional do Medicamento e
dos Produtos de Satde (INFARMED) que procedera a sua avaliagdo. Todos aqueles que
se encontrem ja no mercado terdo um prazo de sete anos para proceder a submissao do
processo de registo ao INFARMED. *'?

Como parte integrante do processo de registo, ¢ necessaria a demonstracao da qualidade
e entre os varios parametros a ter em conta no controlo da qualidade dos medicamentos
a base de plantas, a EMEA destaca a pesquisa de contaminantes, nomeadamente a
pesquisa de residuos de pesticidas. "
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2. Contaminantes - Residuos de Pesticidas

2.1. Definicao e sua utilizacdo ao longo dos tempos

Os pesticidas sdo os agentes empregues para prevenir, destruir ou controlar as pragas,
que s3o definidas como todo e qualquer organismo que seja indesejavel aos interesses
do Homem. Segundo a Agéncia de Protec¢do Ambiental Americana (EPA), o termo
pesticida aplica-se a varios tipos de agentes, entre os quais se destacam os insecticidas,
herbicidas, fungicidas, algicidas, agentes desfolhantes, fumegantes. '*'®

O Homem desde os tempos mais remotos tem actuado por forma a evitar as pragas. No
entanto, s6 a partir da segunda metade do século XIX ¢ que se considerou que as
substdncias quimicas permitiram controlar as pragas com algum grau de sucesso. >'°

A utilizagdo dos pesticidas ao longo dos tempos foi caracterizada por varias fases:
Periodo da Euforia, Periodo da Desilusao, Periodo da Condenagao ¢ Periodo da Procura
do Equilibrio. '

Periodo da Euforia — Anos 40:

Este periodo iniciou-se em 1939 com a descoberta, que valeu a Paul Meuller a
atribuicdo do Prémio Nobel, de que o diclorodifeniltricloroetano (DDT) poderia
funcionar como um pesticida. '°

As primeiras aplicagdes de DDT causaram um espantoso aumento na produgao agricola,
tendo em alguns casos conduzido a um aumento da produgio para quatro vezes mais. °
Determinados compostos foram vistos como miraculosos pois conseguiram ‘“dominar”
pestes incontrolaveis até a data. A reducdo de casos de malaria e tifo apos a utilizacao
de DDT e de fungicidas carbamatos foi uma das descobertas cientificas de maior
importancia a nivel humanitario. '°

Periodo da Desilusiao — Anos 50:

Ao periodo de euforia seguiu-se um periodo de maior apreensao devido a pareceres que
indicavam a ndo existéncia de evidéncia suficiente relativamente a seguranca da
utilizacdo destes compostos e a necessidade de se proceder a uma maior
regulamentagao. °

A informagao relativa aos efeitos adversos dos pesticidas no solo e dgua levaram a uma
fase de alarme, especialmente quando foi descoberto que estas substancias
apresentavam uma elevada persisténcia ao nivel ambiental. Relatorios de que novas
colheitas tinham sido recontaminadas por pestes secundarias contribuiram igualmente
para esta desilusdo. '°
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Periodo da Condenacido — Anos 60 e 70:

A década de 60 foi caracterizada pela existéncia de preocupacdes ambientais assim
como relatos de que a aplicacdo de pesticidas nos campos teria conduzido a um
envenenamento de passaros e peixes. '°

O aparecimento persistente de pestes secundarias e dados de que os insectos se tinham
tornado cada vez mais resistentes e imunes aos efeitos de pesticidas, levaram a
utilizagdo de maior quantidade de pesticidas e de doses cada vez mais fortes. '®

Ao nivel da saude publica, os seus receios tiveram como base o conhecimento de que o
DDT se degradava em diclorodifenildicloroetano (DDD) e diclorodifenildicloroetileno
(DDE), sendo estes metabolitos armazenados durante um periodo de tempo
indeterminado no tecido adiposo. °

A utilizacdo do Agente Laranja (mistura de dois herbicidas) como agente desfolhante na
Guerra do Vietname e os seus efeitos conduziram a um aumento das incertezas acerca
da utilizagdo deste tipo de produtos. *°

Todos estes factos contribuiram para que o DDT fosse banido em alguns paises 30 anos
apos a sua introdugo. '°

Periodo da Procura do Equilibrio — a partir dos anos 80:

A partir dos anos 80 tém sido efectuados estudos com o objectivo de maximizar os
beneficios da utilizagdo dos pesticidas e minimizar os seus riscos ao nivel da saude
publica, da agricultura e do meio ambiente por forma a conduzir a uma utilizacao
racional e segura deste tipo de produtos. °

2.2. Classes de pesticidas

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com a composi¢do quimica, funcdo e
modo de ac¢dao nos organismos.

Quimicamente podem ser divididos em agentes biologicos, inorganicos e organicos, de
origem sintética ou natural, sendo a grande maioria constituida por misturas complexas
de moléculas organicas. >'>'

Das varias classificacdes possiveis para pesticidas existe a divisdo em 4 classes
distintas: Pesticidas Organoclorados, Organofosforados, Piretroides e Carbamatos.

2.2.1. Pesticidas Organoclorados

Os pesticidas organoclorados foram amplamente utilizados entre meados dos anos 40
até aos anos 60. '°

Como pesticidas pertencentes a este grupo destaca-se o DDT e o seu metabolito DDE, a
Dieldrina, a Aldrina, a Endrina, o Heptacloro, o Lindano, entre outros. 2,16
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O mais conhecido e mais polémico ¢ sem divida o DDT que foi até determinada altura
considerado como o pesticida perfeito por ser extremamente eficaz contra varias pragas,
tendo sido inicialmente considerado seguro. '®

Os compostos pertencentes a esta classe apresentam como caracteristicas principais uma
baixa volatilidade, elevada estabilidade quimica, lipossolubilidade, lentas taxas de
degradagdo e biotransformacdo o que faz com que sejam extremamente persistentes a
nivel ambiental, conduzindo a uma bioconcentracdo e bioamplificagdo ao longo da
cadeia alimentar. Desta forma, estes compostos podem persistir nos solos varios meses
ou até varios anos apds a sua aplicagdo, ao nivel das plantas acumulam-se nas partes
ediveis e no que diz respeito a sua acumulagdo nos animais e humanos, esta ¢ feita
principalmente ao nivel do seu tecido adiposo. *!¢!718:19-20-21.22

A sua elevada persisténcia ambiental conduziu a que a utilizagdo de muitos compostos
pertencentes a esta classe fosse banida em alguns paises. >'*1¢*!22

Carreio et al. verificaram que apesar da utilizagdo dos isémeros do DDT (o,p’- DDT e
p,p -DDT) ter sido banida em Espanha desde 1977, niveis destes compostos continuam
a ser detectados cerca de 30 anos depois no soro de uma populacdo de individuos do
sexo masculino.

A toxicidade aguda dos pesticidas organoclorados localiza-se ao nivel do sistema
nervoso central e figado, enquanto que a toxicidade cronica ¢ caracterizada por conduzir
a problemas hematopoicticos, sendo alguns compostos considerados agentes
carcinogénicos e desreguladores endécrinos. !5

2.2.2. Pesticidas Organofosforados

Estes compostos foram desenvolvidos durante o século XIX e sdo utilizados
frequentemente na agricultura como insecticidas. '*'®

Como pesticidas pertencentes a este grupo destaca-se o Malatido e o Paratido. *'°

Ao contrario dos organoclorados, estes compostos ndo sdo persistentes, nao se
verificando o efeito de concentragdo ao longo da cadeia alimentar. Devido ao seu
reduzido tempo de semi-vida, t€ém vindo gradualmente a substituir os pesticidas
organoclorados. >'®*

No entanto, estes compostos apresentam uma elevada toxicidade aguda, sendo os seus
efeitos irreversiveis. '°

O seu mecanismo de acg¢do assenta na enzima acetilcolinestrase. A inibicdo da
acetilcolinestrase provoca uma acumulacdo da acetilcolina nos terminais nervosos, o
que resulta em convulsdes podendo levar a morte. '

Alguns compostos demonstraram igualmente ser teratogénicos e mutagénicos. '°

2.2.3. Pesticidas Carbamatos

Os carbamatos sao normalmente utilizados na agricultura sempre que os insectos se
tornam resistentes aos compostos organofosforados. '°

Dos varios compostos pertencentes a este grupo destacam-se o Aldicarbe e o
Carbarilo. '°
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Este grupo de pesticidas ¢ caracterizado por afectar o sistema nervoso através da

acetilcolinestrase. O seu mecanismo de ac¢do ¢ muito semelhante ao dos pesticidas
. . . o 141

organofosforados mas os seus efeitos na enzima sio geralmente reversiveis. '*'°

2.2.4. Pesticidas Piretroides

Os pesticidas piretroides foram desenvolvidos como uma versao sintética de uma classe
de insecticidas de origem natural extraidos de uma planta, o piretro. '**

Desta classe fazem parte a Permetrina e a Cipermetrina.

Estes compostos apresentam um mecanismo de accdo semelhante ao dos pesticidas
organoclorados. No entanto, & sua elevada eficacia ¢ adicionada uma reduzida
toxicidade nos mamiferos. E a classe de pesticidas que apresenta menores efeitos

nocivos para o Homem e para o meio ambiente. '**°

2.3. Residuos de pesticidas em medicamentos a base de plantas

O facto das plantas medicinais estarem expostas a um conjunto de condigdes
ambientais, pode ocasionar uma contaminacdo por substidncias organicas ou
inorganicas, quer de origem natural ou sintética tais como microrganismos, metais
pesados, material radioactivo ou residuos de pesticidas. >

A Farmacopeia Europeia apresenta monografias gerais para o despiste de contaminantes
como ¢ o caso dos metais pesados, pesticidas, contaminagdo microbiana e
aflatoxinas. "***

No ambito dos produtos a base de plantas medicinais, o pesticida ¢ definido pela
Farmacopeia Portuguesa como sendo qualquer substidncia ou associagao destinada a
prevenir, destruir ou combater pragas e espécies indesejaveis que causem danos durante
a producdo, transformagdo, armazenagem, transporte ou distribuicdo de farmacos de
origem vegetal. Engloba também substancias utilizadas como reguladoras do
crescimento de plantas, desfolhantes ou agentes secantes e substancias aplicadas nas
culturas para proteger os produtos contra a deterioragdo durante a armazenagem e
transporte. >’

Tal como para outro tipo de plantas, ¢ muito dificil cultivar em grande escala as plantas
medicinais sem recorrer & utilizagdo de agentes de protec¢do. E indiscutivel a
contribuicdo dos pesticidas para o aumento da produgdo agricola, melhoria da qualidade
assim como da variedade dos produtos. #*%°

Este facto reforca a necessidade da utilizagdo racional dos pesticidas e do respeito pelo
seus intervalos de segurancga para que seja possivel manter o conteudo dos seus residuos
dentro dos limites admissiveis.
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Esta questdo ¢ particularmente preocupante, uma vez que hoje em dia os residuos de
pesticidas estdo, muitas das vezes, presentes em qualquer tipo de plantas quer estas
tenham sido ou ndo tratadas com pesticidas devido a elevada propagacdo ambiental
destes agentes. Mesmo quando utilizados correctamente, os pesticidas podem causar
danos ecoldgicos, problemas de saude publica e originar a presenga de residuos toxicos
nos produtos vegetais. *°

A presenca de pesticidas em plantas medicinais, infusdes, tinturas, 6leos essenciais e
outros produtos a base de plantas tem sido reportada em varios estudos. >’*7%%

Foi demonstrado que o consumo de produtos a base de plantas medicinais ¢ uma
importante fonte de exposicdo do Homem aos pesticidas organoclorados, sendo estes os
mais frequentemente encontrados neste tipo de produtos. >’ Relativamente a este
assunto, a OMS refere que, dos varios tipos de pesticidas, apenas os hidrocarbonetos
clorados e alguns organofosforados possuem uma elevada ac¢do residual, sendo assim
essencial a sua determinacéo. *°

O aporte de residuos de pesticidas a partir de plantas medicinais ndo deve, no entanto
exceder 1% do aporte total devido a todas as outras fontes, incluindo os alimentos e
agua de consumo, o que justifica o facto de existir pouca informagao no que diz respeito
a presenca de pesticidas em plantas medicinais, comparativamente a publicagdes
relativas a residuos de pesticidas nos alimentos. **~°

A fase de processamento a que as plantas sdo sujeitas pode ocasionar alteracdo dos
teores dos seus possiveis contaminantes. No que diz respeito aos residuos de pesticidas,
o processo de secagem a que a planta estd sujeita pode conduzir a sua parcial
decomposicdo. °

Algumas plantas medicinais podem conter um teor elevado de um determinado residuo
de pesticida, no entanto, devido a processos de extraccdo a que sdo sujeitas o teor final
pode ser bastante reduzido. Considera-se desta forma essencial a sua determinagdo nao
sO na matéria prima (planta medicinal) mas também na forma final de consumo. *°

A partir dos anos 50 a Food and Drug Administration (FDA) preocupou-se em
estabelecer limites maximos admissiveis. O aparecimento, ao longo dos anos, de
metodologias analiticas cada vez mais sensiveis e que permitem detectar quantidades
cada vez mais reduzidas destes compostos, tem auxiliado para o estabelecimento destes
limites. '®

A OMS tem efectuado uma série de recomendacdes para promover a elaboracdo de uma
listagem internacional dos pesticidas adequados e ndo adequados para o cultivo de
plantas medicinais, estabeleceu os limite maximos de residuo (MRL), assim como a
metodologia apropriada para a sua analise. >

Para a avaliagdo toxicologica dos residuos de pesticidas nos produtos a base de plantas
medicinais e determinacao dos respectivos MRL deve ser tido em conta nao s6 o seu
aporte (via de administracdo, dosagem e duracdo do tratamento), mas também a
sensibilidade acrescida de determinados grupos populacionais tais como criangas,
gravidas e idosos. Factores tais como a sua bioacumulagao, bioreactividade e possiveis
interaccdes sinérgicas devem ser também considerados. >
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A determinacdo de residuos de pesticidas em produtos a base de plantas medicinais tem
sido sistematicamente mencionada. Muitos documentos emitidos pela EMEA indicam
que um dos ensaios aplicavel aos produtos a base de plantas medicinais ¢ a
determinagdo de residuos de pesticidas devendo ser seguida, sempre que possivel, a
metodologia e os critérios de aceitagdo definidos na Farmacopeia Europeia. '**

Segundo a guideline emitida pela EMEA “Guideline on specifications: test procedures
and acceptance criteria for herbal substances, herbal preparations and herbal
medicinal products/traditional herbal medicinal products” ', a qualidade das
substancias derivadas de plantas, preparacdes a base de plantas e medicamentos a base
de plantas é determinada pela qualidade da matéria prima, cumprimento de boas
praticas de fabrico e controlo do processo ao longo do desenvolvimento e fabrico do
produto.

Esta guideline estabelece as especificacdes (testes, procedimentos e critérios de
aceitagdo) utilizadas para assegurar a qualidade destes produtos na libertagao dos lotes e
durante toda a vida do produto. A tabela 2 ilustra os varios parametros a ter em conta
para na avaliacdo da qualidade nas substancias derivadas de plantas, preparagdes a base
de plantas ou medicamentos a base de plantas. °

Tabela 2 — Parametros a ter em consideracdo na avaliagdo da qualidade de substancias
. < . \ 13
derivadas de plantas, preparacdes a base de plantas ou medicamentos a base de plantas

Substancias derivadas de Preparacdes a base de Medicamentos a base de
plantas plantas plantas
Definigao Defini¢ao Descrigdo

Ensaios especificos de
Caracterizagao Caracterizagdo acordo com a forma
farmacéutica em questao

Identificagdo Identificagao Identificacdo
Doseamento Doseamento Doseamento
Testes:
- Impurezas das substancias
Testes: Testes: derivadas e plantas e/ou
- Tamanho de particulas - Contetido em 4gua preparagdes a base de plantas
- Contetdo em agua - Impurezas (solventes (residuos de pesticidas,
- Contaminantes (impurezas residuais, impurezas agentes fumegantes, metais
inorganicas, metais toxicos, inorganicas, metais toxicos, pesados)
limites microbiologicos, limites microbioldgicos, - Solventes residuais
micotoxinas, pesticidas e micotoxinas, pesticidas e - Produtos de degradacdo das
agentes fumegantes) agentes fumegantes) preparagdes a base de plantas
ou substancias derivadas de
plantas

- Limites microbiologicos
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A guideline - “Note for guidance on quality of herbal medicinal products” **,

estabelece que, para as substancias derivadas de plantas e preparacdes a base de plantas
deve ser sempre testada a qualidade microbiologica, a presenca de residuos de
pesticidas e agentes fumegantes, metais toxicos e outros contaminantes a ndo ser que a
sua omissdo seja justificavel. Todos os procedimentos analiticos a utilizar e que ndo
estejam definidos em farmacopeias, devem ser validados de acordo com a guideline
ICH “Validation of analytical procedures: methodology” (CPMP/ICH/281/95) °' ¢
guideline VICH (CVMP/VICH/591/98) **.

No que diz respeito a aspectos regulamentares para este tipo de produtos, sdo as
monografias das farmacopeias que se sobrepdem. Algumas farmacopeias fixaram os
limites para um determinado conjunto de pesticidas, expressos em mg de pesticida’kg
de planta (ppm) e respectiva metodologia para a sua determinagdo, tal como se

encontra na monografia “Pesticides Residues” descrita na Farmacopeia Europeia.
25,33,34,35

Tabela 3 — Limites (mg/kg de planta) para pesticidas **

Substincia Limite (mg/kg)
Alacloro 0,02
Aldrina e Dieldrina (soma de) 0,05
Azinfos-metilo 1,0
Bromopropilato 3,0
Cipermerina (e isdbmeros) 1,0
Clordano (mistura dos isdbmeros cis, trans ¢ oxiclordano) 0,05
Clorofenvinfos 0,5
Clorpirifos 0,2
Clorpirifos-metilo 0,1
DDT (mistura de p,p’ -DDT, o,p-DDT, p,p -DDE e p,p -TDE) 1,0
Deltametrina 0,5
Diazinao 0,5
Diclorvos 1,0
Ditiocarbamatos (em CS,) 2,0
Endossulfano (mistura de isdémeros e de sulfato de endossulfano) 3,0
Endrina 0,05
Etido 2,0
Fenvalerato 1,5
Fonofos 0,05
Fosalona 0,1
Heptacloro (mistura de Heptacloro e Heptacloro-epoxido) 0,05
Hexaclorobenzeno 0,1
Hexaclorociclo-hexano (isdbmeros excepto oy ) 0,3
Lindano (y - Hexaclorociclo-hexano) 0,6
Malatido 1,0
Metidatido 0,2
Paratidio 0,5
Paratido-metilo 0,2
Permetrina 1,0
Piperonilo-butéxido 3,0
Piretrinas (mistura de) 3,0
Pirimifos-metilo 4,0
Quintozeno (mistura de quintozeno, pentacloroanilina e sulfureto de metilpentaclorofenil) 1,0
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Os limites para pesticidas que ndo estdo indicados na tabela 3 , devem estar de acordo
com os limites definidos na directivas da Unido Europeia 76/895 e 90/642 relativas a
fixagdo de teores maximos de residuos de pesticidas nas e sobre as frutas e produtos
horticolas e directiva, incluindo os seus anexos e sucessivas actualizagdes. >>=%’
No caso de pesticidas que ndo se encontrem indicados nas farmacopeias ou nas
directivas europeias, os seus limites devem ser calculados através da seguinte
expressao: 33

RL = _ADIxM (Equagao 1)

MDD x100

Sendo:
MRL - Limite maximo de residuo;
ADI - Dose diaria admissivel pela FAO/OMS, expressa em mg/kg de massa corporal;
M - Massa corporal expressa em kg (60 kg);
MDD - Consumo diario do farmaco, expresso em kg.

No caso de farmacos destinados a preparagdo de extractos, tinturas ou outras formas
farmacéuticas cuja preparacdo possa interferir no teor de pesticida no produto final, a
Farmacopeia indica a seguinte expressio: >

rp = APIXM X E (Equacio 2)
MDD x100
Sendo:

E - Coeficiente de extrac¢do do método de preparagdo, determinado experimentalmente.

A Farmacopeia Europeia indica ainda que sempre que determinada planta exija uma
cultura particular, ou apresente um metabolismo ou estrutura que possa levar a um teor
de pesticida superior ao normal, podem ser autorizados limites mais elevados. **

Apesar do método da Farmacopeia para a determinacdo de residuos de pesticidas ser o
método oficial, apresenta, segundo varios autores, algumas limitagdes. ***°

Assim, tal como foi referido anteriormente, devem ser cumpridos os limites das
directivas da Unido Europeia 76/895 e 90/642 sempre que a Farmacopeia ndo indica os
limites maximos para determinado pesticida. No entanto, alguns autores alertam para o
facto da informagao referida nestas directivas ndo ser por vezes apropriada, uma vez que
se refere a determinados grupos de produtos alimentares, nao abrangendo desta forma as
plantas medicinais. E referido ainda o facto do método multiresiduo descrito pela
Farmacopeia ser apenas aplicavel a 25 dos 34 pesticidas indicados na sua tabela dos
limites méximos. Autores referem também, que o nimero de compostos indicado na
Farmacopeia nao ¢ representativo do espectro de pesticidas encontrado em plantas
medicinais, devendo ser actualizado para um numero de 70. ***°
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3. Metodologia analitica

3.1. Aspectos gerais

Os métodos publicados para a analise de residuos de pesticidas em produtos a base de
plantas medicinais sdo muito semelhantes aos utilizados para a andlise de produtos
alimentares. S3o habitualmente utilizados métodos multiresiduo (MMR) sempre que
uma amostra apresenta um historial desconhecido da exposicdo a pesticidas, ou quando
ndo se procura um pesticida alvo, dependendo a escolha do método das caracteristicas
dos analitos. Os MMR apresentam a vantagem de determinarem simultaneamente mais
do que um residuo de pesticida numa tunica andlise, o que permite uma diminui¢do do
tempo e do custo de andlise. Por vezes, quando se desconfia da presenga de determinado
pesticida que devido as suas caracteristicas ndo possa ser determinado por MMR, deve
ser utilizado um método alternativo especifico para esse composto. 202%4

A metodologia geral descrita nas normas europeias € nas varias farmacopeias para a
determinagdo de residuos de pesticidas envolve os passos de extrac¢do, separacdao e
deteccdo com especial atencdo para uma correcta identificagdo e confirmacdao do
composto em causa, 23344142

A extraccdo dos residuos da matriz da amostra ¢ efectuada através de solventes
apropriados com o objectivo de obter uma maxima eficiéncia da extraccdo e uma
co-extracgdo minima de substincias que possam constituir interferentes. *

Segue-se uma fase de purificagio com o objectivo de remover as substincias
interferentes com a minima perda de analito, obtendo-se uma solucao final na qual o
solvente deve ser apropriado para a determina¢do quantitativa através do método
seleccionado. ***

A determinacao dos analitos ¢ normalmente efectuada por cromatografia em fase gasosa
(GC) associada a varios detectores que devem ser escolhidos consoante as
caracteristicas dos compostos a pesquisar. **

A OMS refere que s6 os hidrocarbonetos clorados e poucos organofosforados possuem
alguma accdo residual, pelo que quando a exposicdo da planta a pesticidas ¢
desconhecida, devem ser pesquisados estes compostos, utilizando para este efeito o
detector de captura de electroes (ECD) para os organo-halogenados, o detector azoto
fosforo (NPD) ou o detector fotométrico de chama (FPD) para os organofosforados. *°

Por fim deve ser efectuada uma confirmagdo dos analitos, devendo ser estabelecidos
procedimentos para a confirmagdo da identificacdo e quantificagdo dos residuos
observados, nomeadamente nos casos onde foi ultrapassado o limite maximo de residuo
(MRL). A Norma Portuguesa 12393-3 referente a métodos multi-residuos para
determinag@o de residuos de pesticidas por cromatografia em fase gasosa em alimentos
nao gordos refere como ensaios de confirmagdo possiveis a utilizacdo de diferentes
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colunas de GC, a utilizacdo de diversos detectores de GC, a cromatografia
em camada fina, reac¢des de derivatizacdo, a espectrometria de massa, entre outros. A
espectrometria de massa ¢ considerada a técnica de confirmacdo menos sujeita a
equivocos. %

A OMS define alguns aspectos gerais da metodologia analitica para a determinagdo de
residuos de pesticidas em produtos & base de plantas medicinais. *°

No que diz respeito as amostras, a OMS refere que estas devem ser analisadas o mais
rapidamente possivel apds a sua colheita antes da ocorréncia de alguma alteragdo fisica
ou quimica. No caso de ser necessario conservar as amostras por longos periodos antes
da sua andlise, devem utilizar-se, sempre que possivel, recipientes estanques e o
armazenamento deve ser efectuado sob refrigeracio. *°

Como possiveis fontes de degradacdo de pesticidas destaca-se a luz. Desta forma, a
amostra e todas as solu¢des e extractos devem ser mantidos ao abrigo da luz. *°

O tipo de material a utilizar durante a analise ndo deve interferir com a amostra. Assim,
todos os solventes e reagentes a utilizar devem ser livres de substancias que possam
interferir ou que provoquem alguma degradagao dos pesticidas na amostra. Os solventes
devem possuir um elevado grau de pureza e devem ser sempre efectuados ensaios em
branco por forma a demonstrar a auséncia de interferéncia com a matriz a analisar. *°
Durante a execucdo da metodologia analitica ¢ feita uma referéncia a fase de
concentragdo das solucdes, nomeadamente na fase de evaporagao de solvente ndo sendo
aconselhavel a evaporacdo total do solvente pois poderd levar a perda de residuos de
pesticidas. *°

3.2. Extraccao e Purificacao

O processo de extrac¢ao sobre a amostra ¢ um passo fundamental na analise que tem
por objectivo extrair os compostos desejaveis para posterior separacdo e caracterizagao.
A maior parte do tempo de analise € consumido nesta fase e ¢ também a fase que pode
originar mais erros. Este processo pode apresentar dificuldades especificas
nomeadamente em matrizes complexas. *'*%°

Os processos de extrac¢do tradicionais utilizam uma elevada quantidade de solventes
organicos e sdo geralmente processos muito morosos ¢ dispendiosos. *

A titulo de exemplo, a Farmacopeia Europeia que apresenta um método aplicavel a
farmacos vegetais refere que a extrac¢ao dos residuos de pesticidas deve ser efectuada
recorrendo @ homogeneizacdo da amostra em acetona, seguindo-se uma filtracao,
evaporagdo quase a secura e dilui¢do final em tolueno. O método N da Norma
Portuguesa 12393-2 que apresenta aplicagdo em chds e similares de chas refere a
homogeneizagdo da amostra em acetona apds a sua hidratagdo, seguindo-se uma
filtragdo, saturacdo com cloreto de sddio para remover o excesso de agua, extracgoes
sucessi\;?iécom diclorometano, sendo este solvente posteriormente evaporado quase a
secura. =’
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Virios artigos referem outros tipos de extraccdo para a determinacdo de residuos de
pesticidas, nomeadamente a extraccdo assistida por microondas ou extrac¢do com
Soxhlet que foi 0 método de eleicao até inicio dos anos 90 e a utilizacdo de ultrassons e
técnicas de extrac¢do solido-liquido turbulentas. Estes processos de extraccdo foram
aplicados em matrizes diversas tais como sedimentos, cortiga, relva e vegetais. "%

Durante a etapa de extrac¢do, sempre se procede a evaporagdo do solvente e
concentragdo dos extractos, podem ocorrer perdas do analito. Para evitar este facto deve
ser utilizado um pequeno volume de solvente de ponto de ebulicio elevado (por
exemplo o tolueno) e a temperatura de evaporagdo deve ser mantida tdo baixa quanto
possivel. E preferivel utilizar uma corrente de azoto ou evaporagio sob vacuo em vez do
ar pois este pode conduzir mais facilmente a oxidag¢des ou introdug@o de agua ou outros
contaminantes. *°

A purificacao ¢ um dos passos mais importantes da metodologia analitica. Se nao for
possivel eliminar completamente os interferentes, pelo menos € necessario conduzi-los
a niveis extremamente reduzidos. ****

A cromatografia de exclusdo molecular seguida de purificagdo com colunas de silica gel
encontra-se mencionada em diversas metodologias para a determinagdo de residuos de
pesticidas tais como: a Farmacopeia Europeia cujo método ¢ aplicavel a farmacos
vegetais, a Norma Portuguesa 12393-2 cujo método N foi testado em chas e produtos
similares a chas e métodos EPA aplicaveis a 4gua, solo e sedimentos. *>**

3.2.1. Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular ¢ uma técnica baseada na separacdo das
particulas com base no seu tamanho. Neste tipo de separacdo ndo existe nenhuma
interaccdo fisica ou quimica entre as moléculas do analito e a fase estaciondria, sendo
muito utilizada na separacio de espécies de elevada massa molecular. *'~*

A amostra ¢ introduzida numa coluna, que contem determinado enchimento constituido
por particulas de silica de pequena dimensdao (5 um a 10 um) ou de um polimero
contendo uma rede uniforme de poros na qual se difundem as moléculas do solvente e
do soluto. **

O tempo de permanéncia na coluna ¢ dependente do tamanho efectivo das moléculas do
analito, sendo as moléculas de tamanho superior as primeiras a serem eluidas. Como as
moléculas mais pequenas penetram nos poros sdo eluidas posteriormente. Entre estes
dois extremos encontram-se as moléculas de tamanho intermédio cuja capacidade de
penetracio nos poros ¢ dependente do seu didmetro. *'***

E normalmente utilizada uma bomba que faz com que a fase mével percorra a coluna a
um determinado fluxo e um colector de fraccoes onde sdo colhidas as frac¢des de
interesse. """

A cromatografia de exclusdo molecular ¢ subdividida em Cromatografia de Filtracdo
em Gel (GFC) e Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) no caso de utilizar
respectivamente solventes aquosos e fase estacionaria hidrofilica ou solventes organicos
apolares e fase estacionaria hidrofobica. >'*
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No caso da purificacdo de matrizes para a pesquisa de pesticidas ¢ muito utilizada a
GPC que é uma técnica de purificacdo que utiliza solventes organicos ou géis
hidrofébicos na separagdo de macromoléculas naturais ou sintéticas. O empacotamento
¢ poroso e ¢ caracterizado por uma uniformidade no tamanho do poro. Para a selec¢do
do gel ha que ter em considerag@o o facto do tamanho dos poros ter que ser superior ao
tamanho das moléculas que se pretende separar. 2%

A GPC ¢ o método universalmente mais aplicado na remocao de compostos de elevada
massa molecular. E recomendada para a remogio da amostra de lipidos, polimeros,
copolimeros, proteinas, resinas naturais, componentes celulares, virus, esterdides e
compostos dispersos de massa molecular elevada. Como ¢ adequada tanto para analitos
polares como apolares, tem um campo de aplicagio muito vasto. >

A Farmacopeia Europeia e o método N da Norma Portuguesa 12393-2 referem o
processo de purificagdo por GPC recorrendo a uma coluna com o copolimero
estireno-divinilbenzeno, sendo a fase modvel tolueno na Farmacopeia Europeia,
enquanto que na Norma Portuguesa a fase mével é constituida por uma mistura de
ciclohexano e acetato de etilo (1:1).***

Esta técnica apresenta a limitagdo de nao oferecer selectividade no que diz respeito a
interferéncia de compostos de baixa massa molecular. Esta selectividade pode ser ganha
aplicando posteriormente técnicas de purificacao adicional em escala reduzida tais como
técnicas de separagdo cromatografica em silica, florisil ou alumina. >*>*

Apresenta igualmente a desvantagem de ser dispendiosa no que diz respeito ao tempo
de analise necessario para cada amostra e ao volume de solvente gasto. 2°>**%7

3.2.2. Extraccao em fase sélida - Purificacao com silica gel

O processo de extracgdo em fase solida ¢ muito utilizado na purificagdo de extractos
contendo pesticidas organoclorados, sendo a silica gel utilizada para esta finalidade
desde os anos 60.

A purificagdo recorrendo a silica gel pode ser efectuada recorrendo a uma coluna
cromatografica ou cartuchos de extraccdo em fase so6lida consoante o volume de
extracto a purificar, apresentando a coluna em geral uma maior capacidade de
purificacdo devido a maior quantidade de adsorvente que utiliza. **>°

O processo de extrac¢do em fase solida, recorre habitualmente ao acondicionamento da
coluna ou dos cartuchos pré-empacotados com um solvente apropriado antes da sua
utilizagdo, segue-se a introducdo de aliquotas do extracto da amostra, ocorrendo
posteriormente a eluigdo com um solvente adequado, ficando retidos os compostos
interferentes indesejaveis. >

O controlo da velocidade de clui¢do ¢ feito com o auxilio de uma bomba de vacuo
associada a um regulador de pressdo o que permite a repetibilidade dos resultados. >’
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A extraccdo em fase solida apresenta como vantagens a reduzida utilizacdo solventes
organicos, a possibilidade de utilizacdo de uma quantidade reduzida de amostra, a
possibilidade de automatizacdo do processo e o facto de ser uma técnica pouco
dispendiosa. >*%

A escolha do solvente a utilizar para a extrac¢do em fase solida deve ter em conta varios
aspectos, tais como, a sua volatilidade por forma a que seja evaporado facilmente mas
sem perda dos compostos alvo e deve ser adequado para os compostos em questdo,
permitindo apenas uma co-extrac¢do minima de possiveis interferentes da matriz. ®

E um processo bastante eficiente na remogdo de compostos fendlicos que interferem na
analise dos pesticidas. >

O método EPA 3630 refere ainda que a coluna ou os cartuchos a utilizar devem ser de
materialsénerte tal como o vidro ou PTFE por forma a minimizar a contamina¢do por
ftalatos.

A Farmacopeia Europeia e o método N da Norma Portuguesa 12393-2 referem a
purificacao adicional dos extractos com colunas de silica gel desactivadas utilizando
como eluentes tolueno e n-hexano respectivamente. *>**¢

Virios autores demonstraram também que a extraccdo em fase sélida com adsorventes
C18, Florisil ou SAX/PSA (Strong Anion Exchanger/Primary Secondary Amine) foi
extremamente Util no processo de extraccdo e purificagdo de matrizes complexas na
analise de residuos de pesticidas, **'2#-30:60.61.6263

3.2.3. Métodos alternativos

E importante o desenvolvimento de metodologias de preparagdo de amostras que tragam
vantagens comparativamente aos processos mais convencionais, nomeadamente na
redu¢do de solventes organicos utilizados, redu¢ao de custos, melhoria da eficiéncia de
extrac¢cdo e selectividade ou mesmo ao nivel da possibilidade de automatizacdo do
método. Por isso, nos ultimos anos tém surgido varios trabalhos que evidenciam a
utilizagdo de métodos recentes de preparagdo de amostra, tendo sido demonstrado que
alguns deles apresentam uma maior rapidez e simplicidade de execugdo. *'*%*

Das varios metodologias de preparacdo de amostra evidenciadas destacam-se a
extrac¢do em fluido supercritico ®+%>% 67.68

, dispersdao da matriz em fase solida ,
microextrac¢io em fase sélida 77! e extracgdo sorptiva com barra agitadora 7

Extraccio em fase solida dispersiva - QUEChERS
Dos varios métodos que t€m sido desenvolvidos nos ultimos anos, s6 alguns conseguem

conjugar simultaneamente a obtengdo de bons resultados analiticos para uma vasta
gama de compostos com a rapidez tdo desejada pelos laboratorios. ©"-"
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Em 2003 Anastassiades et al. introduziram um novo método para a extraccdo de
residuos de pesticidas em alimentos (frutos e vegetais) e potencialmente noutras
matrizes, que foi caracterizado por ser um método simples, rapido e pouco dispendioso,
comparativamente aos métodos mais classicos. '*"

A metodologia desenvolvida envolve uma extraccdo solido-liquido seguida de uma
extrac¢do em fase solida dispersiva, tendo sido designada por QUEChERS devido as
iniciais dos adjectivos que o caracterizam: “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe”. 73,74

Este método apresenta vérias vantagens comparativamente aos métodos mais
tradicionais, nomeadamente no que diz respeito a sua exactidio onde foram obtidas
taxas de recuperagio superiores a 85% para a maioria dos compostos. ¢’

A reduzida utilizagdo de solventes e a auséncia de utilizagdo de solventes clorados nesta
metodologia, traz vantagens econdmicas e ambientais. ">

O método apresenta também outro tipo de vantagens pelo facto de ser possivel uma
unica pessoa executar o método sem necessitar de elevada formagao, nao ¢ utilizado
muito equipamento logo o método pode ser executado num espago reduzido e ¢
utilizada uma reduzida quantidade de material de laboratorio.

Foi demonstrado ser possivel analisar 10 a 20 amostras em apenas 30 a 40 minutos. "

Anastassiades et al. descreveram o processo como envolvendo uma tUnica fase de
extrac¢do com acetonitrilo (contendo 1% de 4cido acético), seguida de uma parti¢do
liquido-liquido através da adi¢do de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio (ou
acetato de sodio). A remocao de residuos de agua e a purificacdo do extracto ¢ efectuada
simultaneamente através do processo de extraccdo em fase solida dispersiva no qual o
sulfato de magnésio anidro e a fase polimérica sao agitados com 1 ml a 8 ml do extracto
dissolvido em acetonitrilo. "™

Lehotay et al. verificaram que o facto de adicionar 4cido acético ao acetonitrilo aumenta
a estabilidade dos compostos pois poucos pesticidas se degradam em meio 4cido. ™°

Para amostras contendo um teor em agua reduzido, pode ser necessario hidratar a
amostra antes da extrac¢ao inicial, uma vez que este método foi concebido inicialmente
para amostras contendo um teor em agua superior a 75%. 7

Para a andlise por cromatografia em fase gasosa pode ser necessario evaporar o
acetonitrilo e reconstituir em tolueno. O tolueno como solvente final apresenta a
vantagem de funcionar como um bom solvente de armazenamento para pesticidas,
apresenta uma reduzida taxa de evaporacao devido ao seu elevado ponto de ebuligdo, a
maioria dos pesticidas apresentam uma elevada solubilidade e estabilidade em tolueno,
¢ miscivel com o acetonitrilo e apresenta ainda vantagens ao nivel da cromatografia em
fase gasosa tais como o reduzido volume de expansdo durante a vaporizacdo o que
permite volumes de injec¢do superiores a 1 pl numa injec¢io em splitless. '°

Este passo de evaporagdo do solvente acetonitrilo e reconstituicdo do extracto em
tolueno normalmente duplica o tempo de preparacdo de amostra mas conseguem-se
atingir limites analiticos muito mais satisfatorios, cabendo ao técnico a decisdo de
efectuar ou ndo este passo. Lehotay et al. demonstraram que este passo baixa cinco
vezes o limite de quantificagdo, comparativamente aos extractos em acetonitrilo,
concluindo que apresenta vantagens indiscutiveis apesar de comportar um aumento de
custo e tempo de analise. °
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Esta metodologia de purificagdo ¢ eficaz na remog¢ao de componentes polares da matriz
tais como 4cidos organicos, acidos gordos (4cido oleico, palmitico e linoleico),
pigmentos polares e agucares.

Para além da PSA foram também efectuados estudos utilizando outros adsorventes tais
como -NH; (aminopropilo), alumina-N (alumina neutra), GCB (graphitized carbon
black), -CN (cianopropilo), SAX e ODS (octadecilsilano) chegando-se a conclusido de
que a PSA utilizada isoladamente ou em combinag¢do com o GCB foi a mais eficaz na
purificagdo dos extractos. *’

O método QUEChERS original utilizando apenas PSA ndo remove totalmente clorofila
e esterdides de alguns extractos. A presenca de clorofila requer que haja uma maior
frequéncia na manuten¢do do injector ¢ da coluna. A utilizagdo de uma purificagdo
adicional com GCB apresenta a vantagem de remover eficazmente a clorofila e
esterdides mas apresenta a desvantagem de reter fortemente alguns pesticidas de
estrutura plana tais como o Hexaclorobenzeno. °

O método foi validado e sujeito a um estudo interlaboratorial envolvendo 15
laboratoérios em 7 paises e esta a ser sujeito a um estudo com vista a sua utilizagdo nos
programas de monitorizacio de pesticidas em varios paises.

Os pesticidas que falharam nos estudos de validagdo foram: Asulame, Daminozida,
Dicofol, Captana, Folpete, Piridato e Tirame. 76

A forte retencdo a PSA faz com que a Daminozida ndo possa ser analisada. O Dicofol
degrada-se rapidamente nas amostras em diclorobenzofenona. Os pesticidas Asulame,
Piridato e Tirame sdo pesticidas considerados dificeis de analisar, ndo sendo por isso
habitualmente incluidos nos métodos multiresiduo. Os problemas com a Captana e o
Folpete ndo se devem ao método de preparacdo da amostra mas a propria determinagao
pois sdo facilmente degradados no cromatografo gasoso. '°

O método demonstrou ser eficiente em extrair cerca de 200 pesticidas numa grande
variedade de matrizes alimentares nomeadamente frutos e vegetais tais como laranjas e
alface, tanto para analise por GC-MS como para LC-MS-MS. 777

No que diz respeito a aplicacdo do método a matrizes contendo um elevado teor de
gordura (ovos e leite), verificou-se que apesar do método ndo ser muito eficaz na
extraccdo de pesticidas lipofilicos tais como o Hexaclorobenzeno nesse tipo de
amostras, apresenta resultados adequados na extrac¢ao sobre alimentos pouco gordos e
na extrac¢ao de pesticidas polares e semi-polares de uma grande variedade de matrizes
alimentares contendo um elevado teor de gordura.

3.3. Separacao e detecciao - Cromatografia em fase gasosa associada a detector
pECD

O conceito de cromatografia em fase gasosa baseia-se na vaporizagdo da amostra e
introducdo numa coluna cromatografica, revestida ou empacotada com uma fase
estacionaria liquida ou sdlida, sendo a eluicdo efectuada por uma fase movel que
apresentsa2 5aomo caracteristicas o facto de ser gasosa e inerte, nao interagindo com o
analito. ™
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Existem dois tipos de cromatografia em fase gasosa, consoante a fase estaciondria

utilizada seja liquida ou solida, sendo a primeira bastante utilizada e vulgarmente
. TR #1

conhecida por cromatografia gas-liquido.’

Esta técnica de separacdo cromatografica ¢ aplicada a substancias, ou derivados das
substancias que sio volatilizadas a determinadas condigdes de temperatura. >*

O conceito de cromatografia gés-liquido foi enunciado por Martin e Synge em 1941,
surgindo o primeiro equipamento no mercado apenas em 1955.>*

A aparelhagem ¢ constituida por um sistema de injeccdo da amostra, uma coluna
cromatografica colocada num forno, um detector ¢ um sistema de aquisi¢io de dados. **

3.3.1. Fonte de gas de arraste

Os gases de arraste devem ser puros ¢ quimicamente inertes dependendo a sua escolha

do tipo de detector utilizado. Dos varios gases de arraste que podem ser utilizados
o ., . . , . 54

destacam-se o hélio, argon, azoto, diéxido de carbono e hidrogénio.

3.3.2. Sistema de injeccio da amostra

O método mais comum de injec¢dao da amostra envolve uma microseringa que injecta a
amostra através de um septo para uma camara de vaporizagdo localizada no topo da
coluna. Existem varios tipos de sistema de injeccdo, cada um com vantagens e
inconvenientes. A técnica de injeccdo ¢ critica e os seus detalhes demasiado complexos
ndo cabendo a sua discussdo no &mbito desta introdugdo. >+

Este local de vaporizacdo da amostra deve estar a cerca de 50°C acima do ponto de
ebuli¢do do composto menos volatil. >*

3.3.3. Coluna e forno

As colunas que contém a fase estacionaria podem ser de diferentes tipos tais como
colunas capilares de silica fundida de parede recoberta pela fase estacionaria, colunas de
enchimento com particulas inertes impregnadas com a fase estaciondria ou colunas de
enchimento com uma fase estacionéria solida. ’*

As colunas capilares sdo as mais frequentemente utilizadas nos dias de hoje. Estas
colunas apresentam um diametro interno que pode variar entre 0,1 mm e 0,53 mm e
atingem um comprimento de 5 m a 60 m. A fase estacionaria encontra-se depositada na
parede interna da coluna, podendo estar quimicamente ligada a parede da coluna sob a
forma de uma pelicula com uma espessura de 0,1 pm a 5,0 pm.

As colunas de enchimento apresentam um diametro interno de 2 mm a 4 mm e um
comprimento de 1 m a 3 m. A fase estaciondria ¢ geralmente constituida por polimeros
impregnados com uma fase liquida. 7

A coluna encontra-se localizada num forno onde ¢ programada a temperatura que
permite a separagdo dos varios compostos podendo esta separacdo desenvolver-se a uma
temperatura constante ou de acordo com um gradiente de temperaturas ao longo do
tempo.
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3.3.4. Detector

O detector ideal para cromatografia em fase gasosa deve apresentar como caracteristicas
principais, o facto de poder proporcionar uma sensibilidade adequada, boa estabilidade
e reprodutibilidade e dar uma resposta linear numa gama alargada de concentragdes para
os analitos em questdo. Deve ter uma gama alargada de temperatura de funcionamento,
o seu tempo de resposta deve ser reduzido e independente do fluxo e ser de féacil
utilizagdo. A sua resposta deve ser equivalente para todos os analitos ou em alternativa
uma resposta selectiva para determinadas classes de compostos e idealmente ndo deve
destruir a amostra. >*

Um detector com todas estas caracteristicas ndo existe pelo que devem ser utilizados
diversos tipos de detectores consoante as caracteristicas desejaveis. >*

O detector habitualmente utilizado para a pesquisa de pesticidas organoclorados e
piretroides ¢ o detector ECD. A sua elevada sensibilidade e selectividade para
moléculas contendo grupos funcionais electronegativos, levou a que fosse adoptado
para a analise de pesticidas clorados em varios métodos EPA, normas europeias € em
metodologias descritas nas farmacopeias. **"*7

O detector ECD contém uma célula chapeada com um isétopo radioactivo “*Ni que
liberta particulas B que ao colidirem com o gas de arraste produzem electrdes de baixa
energia. E produzida uma corrente devido aos electrdes livres que é posteriormente
recebida e determinada num circuito pulsado. Esta corrente ¢ designada por corrente de
referéncia. Quando uma molécula organica de um componente da amostra entra em
contacto com os electrdes livres, ocorre a captagdo desses electrdes por parte da
molécula originando ides de carga negativa. A corrente da célula ¢ medida e comparada
com a corrente de referéncia por forma a que sempre que ocorre a captagao de electroes
por parte de uma molécula hé a conversdo numa voltagem que € registada. 52,80

Recentemente surgiu no mercado um detector designado por pECD que apresenta
vantagens relativamente ao detector ECD, nomeadamente no que diz respeito a sua
elevada sensibilidade, estabilidade e robustez. 81,82

No detector pECD Agilent HP 6890, a sua cé¢lula foi optimizada para colunas capilares e
¢ apresentado como sendo o detector mais sensivel do mercado. Este detector apresenta
um factor de resposta em fun¢do da concentracdo que demonstrou ser linear a quatro
niveis de magnitude para uma grande maioria de compostos. Apresenta limites de
deteccao para alguns compostos equivalentes ao quintuplo do que era conseguido com o
HP 6890 ECD. *"**
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3.4. Confirmacio - Cromatografia em fase gasosa associada a Espectrometria de
Massa

As metodologias para a determinagao de residuos de pesticidas requerem uma etapa de
confirmagdo. *** Segundo a guideline para a monitorizagio de residuos de pesticidas
na Unido Europeia *, os resultados negativos podem por si so ser considerados
confirmados se as taxas de recuperagdo forem aceitaveis. Os resultados positivos
requerem uma confirmacdo adicional sendo aconselhdvel a utilizagdo de uma
metodologia mais especifica. A natureza e a extensdo da confirmacao requerida para um
resultado positivo é dependente da importancia do resultado e da frequéncia com que os
residuos similares sdo encontrados.

A combinacdo da cromatografia em fase gasosa como método separativo com a
espectrometria de massa ¢ considerada como sendo a técnica de confirma¢do menos
sujeita a equivocos. °*% O facto do espectrometro de massa estar acoplado ao
cromatografo gasoso requer a existéncia de uma interface especializada. No caso de
colunas capilares a coluna ¢ inserida directamente na fonte de ionizacdo do
multiplicador electronico. **

A espectrometria de massa baseia-se na ioniza¢do das moléculas. Os ides formados sdo
acelerados e depois separados consoante a sua razado massa/carga (m/z). Este facto
permite que seja tragcado um espectro de massas caracteristico onde ¢ representada a
abundancia relativa das diferentes espécies i0nicas existentes em funcdo de m/z por
forma a que seja possivel a identificacdo inequivoca das moléculas. Estas operagdes
ocorrem sob vacuo, na ordem dos 10° a 1078 torr. >*%3

Para além do sistema que deve permitir a introdugdo de uma amostra representativa com
a perda minima de vacuo, ¢ essencial a presenca de uma fonte idnica, um analisador de
massas e um detector de ides. >+

3.4.1. Fonte ionica

A aparéncia de um espectro de massa de uma determinada espécie molecular estd
dependente da metodologia utilizada para a formacdo dos ides. >*

As fontes de ionizacdo convertem os componentes da amostra em ides podendo ser
classificadas em duas categorias principais. A primeira categoria corresponde as fontes
de fase gasosa, nas quais a amostra ¢ volatilizada, sendo posteriormente os componentes
gasosos ionizados de formas diversas tais como a ionizagdo por impacto electronico (EI)
e a ionizagdo quimica. A segunda categoria corresponde as fontes de dessor¢ao, em que
vaporizacdo de toda amostra ¢ dispensada, sendo necessario uma sonda. >*%*

A fonte i6nica utilizada no trabalho apresentado nesta tese foi a electroinizagdao que ¢
caracterizada pela emissdo de electrdes a partir de um filamento aquecido de tungsténio
ou rénio com um potencial de aproximadamente 70 eV entre o filamento emissor € o
anodo, ocorrendo o bombardeamento das moléculas, o que resulta como produto
primario num i3o molecular com uma carga positiva. A energia do feixe de impacto ¢
suficiente para provocar uma fragmentacdo da molécula originando um nimero elevado
de ides com carga positiva caracteristico do composto. >*
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3.4.2. Analisador de massas

Os i0es ao serem acelerados sdo conduzidos para o analisador de massas que separa as
espécies carregadas da amostra ionizada segundo a razdo m/z, 0 que permite a
determinagdo da abundancia e da massa de cada espécie. Os analisadores de massas
podem ser de diferentes tipos, devendo-se as diferencas dos seus desempenhos ao
intervalo em que ¢ possivel medir a relagdo m/z e ao seu poder de resolugéo. *

Dos varios tipo de analisadores de massas destaca-se o analisador de quadrupolo que ¢ o
mais frequentemente utilizado e que ¢ constituido por quatro barras metélicas paralelas,
cilindricas ou hiperbdlicas. Estas barras encontram-se dispostas simetricamente em
relacdo ao eixo da trajectoria dos ides e ligadas electricamente duas a duas, em diagonal
e em relagdo ao seu eixo de simetria. S3o aplicados a cada par de barras potenciais
opostos que sdo a resultante de uma componente continua e outra alterna. A separagao e
transmissdo dos i0es formados na fonte de diferentes m/z para o detector ¢ feita fazendo
variar os sinais eléctricos do quadrupolo. >*%

3.4.3. Detector de ioes e tratamento de dados

Os ides separados sdo convertidos em sinais eléctricos através de um sistema de
deteccao constituido por um fotomultiplicador ou multiplicador electronico. Os sinais
eléctricos sao amplificados antes da sua conversdo final em sinais numéricos a partir
dos quais ¢ efectuado o seu tratamento informatico de acordo com a finalidade
pretendida. >***

E importante salientar que a aquisi¢do do sinal pode ser normalmente efectuada de duas
formas diferentes. No modo do espectro completo regista-se a totalidade do sinal obtido
na gama de massas seleccionada, sendo obtido um tracado de corrente i6nica (TIC). A
aquisicdo do sinal pode ser também efectuada seleccionando apenas um ou varios ides
caracteristicos, o que permite que haja uma maior sensibilidade e consequentemente
uma diminuicdo do limite de detecgdo. >*%
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4. Amostras a considerar na determinacio de residuos de pesticidas

Um estudo efectuado pelo LEF em 1994 que consistiu na elaboragdo de um questionario
dirigido aos farmacéuticos de oficina e que foi respondido por 660 farmacias, permitiu
concluir que relativamente a utilizacdo de plantas medicinais para infusdo, as mais
solicitadas sdo a Tilia, o Hipericdo, o Sene e a Cidreira. !

Os dados fornecidos pela Autoridade Nacional do Medicamento e dos Produtos de
Saude (INFARMED), referentes ao consumo em Portugal de medicamentos a base de
plantas entre Janeiro e Maio de 2005, permitiram seleccionar o tipo de amostra mais
relevante em termos de interesse para a saude publica. Os dados de consumo sdo
relativos ao nimero de unidades (embalagens) vendidas de cada medicamento de
acordo com a substincia activa ou associacdo de substancias activas, tal como ¢
ilustrado na figura 1.

Unidades

400.000 — .
Valeriana

350.000

300.000 —
Ginkgo biloba
250.000 —

200.000 Cassia

angustifolia, Alfazema,

Ispagula, Cardo mariano,
Plantago ovata  Cejigsnia

Sene
150.000 —
Serenoa Drésera
Hesperidina, repens Erisimo Vaccinium Pinguicula,
Ruscus aculeatus officinalis  myrtillus Tomilho
Silimarina

100.000 |

Ginseng
50.000 |

0

Substancia activa

Figura 1 — Unidades de medicamentos a base de plantas, de acordo com a substancia activa ou
associagdo de substancias activas, vendidas entre Janeiro e Maio de 2005

Os dados apresentados permitem concluir que a substincia activa mais consumida nos
medicamentos a base de plantas ¢ sem divida a Valeriana, seguindo-se o Ginkgo biloba
e o Sene, pelo que havera todo o interesse em estudar estas matrizes.

5. Objectivos do trabalho

O objectivo deste trabalho é o de optimizar a metodologia analitica descrita na
Farmacopeia Europeia para a determinacdo de residuos de pesticidas organoclorados e
piretréides. Pretende-se que este método seja posteriormente implementado em rotina,
na andlise de medicamentos a base de plantas contendo Valeriana, Sene e Ginkgo
biloba, que sdo os que apresentam um maior impacto ao nivel da satide publica.
Pretende-se igualmente o estudo de métodos alternativos ao apresentado na
Farmacopeia que tragam vantagens no que diz respeito ao tempo de analise, custo e
simplicidade de execu¢do e a comparagdo de eventuais resultados obtidos.
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I1. Parte experimental

1. Materiais e métodos

1.1. Padroes

Os 23 padrdes referentes aos pesticidas organoclorados e piretroides a pesquisar foram
adquiridos a Riedel-de Haén, Alemanha e a Dr Ehrenstorfer GmbH, Alemanha. A
tabela 4 refere as caracteristicas dos padrodes utilizados.

Tabela 4 — Padrées de pesticidas organoclorados e piretroides utilizados no trabalho
experimental

Padrao Marca Pureza (%) | Validade
a — Hexaclorociclo-hexano Riedel-de Haén - Pestanal 99,7 02/2009
Hexaclorobenzeno Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5 03/2009
B — Hexaclorociclo-hexano Riedel-de Haén - Pestanal 98,1 04/2008
Lindano Riedel-de Haén - Pestanal 99,8 10/2009
& — Hexaclorociclo-hexano Riedel-de Haén - Pestanal 98,6 08/2007
& — Hexaclorociclo-hexano Dr Ehrenstorfer GmbH 99,9 05/2008
Heptacloro Dr Ehrenstorfer GmbH 98,5 04/2010
Aldrina Riedel-de Haén - Pestanal 98,1 10/2008
cis — Heptacloro-epoxido Dr Ehrenstorfer GmbH 98,0 03/2009
o,p’—DDE Dr Ehrenstorfer GmbH 97,0 02/2010
o — Endossulfano Dr Ehrenstorfer GmbH 99.4 11/2009
Dieldrina Riedel-de Haén - Pestanal 97,9 10/2009
p.p’—DDE Dr Ehrenstorfer GmbH 98,5 04/2009
o,p’—DDD Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5 07/2007
Endrina Dr Ehrenstorfer GmbH 97,0 12/2010
B — Endossulfano Dr Ehrenstorfer GmbH 99,0 11/2010
op’—DDT Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5 02/2009
p,p’—DDT Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5 04/2009
cis — Permetrina Dr Ehrenstorfer GmbH 93,0 07/2009
trans — Permetrina Dr Ehrenstorfer GmbH 94,0 07/2010
Cipermetrina Dr Ehrenstorfer GmbH 94,0 10/2007
Fenvalerato Dr Ehrenstorfer GmbH 98,0 04/2009
Deltametrina Riedel-de Haén - Pestanal 99,8 05/2010

Como padrao interno utilizou-se numa primeira fase de optimizacdo do método
analitico o Carbofenotido, tendo-se posteriormente optado por utilizar o Etido. Estes
padrdes foram adquiridos a Dr Ehrenstorfer GmbH, Alemanha. A tabela 5 refere as
caracteristicas dos padrdes utilizados.
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Tabela 5 — Padrdes internos utilizados no trabalho experimental

Padrao Marca Pureza (%) | Validade
Carbofenotido Dr Ehrenstorfer GmbH 90,0 06/2008
Etido Dr Ehrenstorfer GmbH 98,0 07/2008

1.2. Amostras

Foram estudadas amostras contendo como substancias activas Valeriana, Sene e
Ginkgo biloba.

1.3. Reagentes

Para a execucdo da metodologia descrita na Farmacopeia Europeia foi utilizada
acetona como solvente de extrac¢do e tolueno como solvente final. Ambos os
reagentes apresentam um grau de pureza adequado para cromatografia gasosa e foram
adquiridos a Merck, Alemanha.

Foi realizado um método alternativo de preparagao de amostra (QuEChERS) para o
qual foi utilizado como solvente de extraccdo acetonitrilo com um grau de pureza
adequado para cromatografia (J.T. Baker, Holanda), acido acético glacial p.a (Merck,
Alemanha) e os reagentes acetato de sodio (> 99% Aldrich, Alemanha), sulfato de
magnésio anidro (= 99% Aldrich, Alemanha) e PSA silica Bulk (Supelco, Alemanha).
O solvente final foi o tolueno adquirido a Merck, Alemanha e que apresenta um grau
de pureza adequado para cromatografia gasosa. A dgua utilizada na fase de hidratacao
da amostra foi agua Milli-Q (Millipore, E.U.A).
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1.4. Extraccao e purificacio da amostra
1.4.1. Metodologia descrita na Farmacopeia Europeia

Uma quantidade de amostra equivalente a cerca de 1 g de substancia activa foi pesada
utilizando uma balanga analitica (Mettler Toledo AX204, Sui¢a) com uma resolucao
de 0,01 mg e extraida utilizando como solvente de extrac¢do acetona. A extrac¢ao
ocorreu por agitacdo em placas de agitacdo magnética (Heidolph MR 3000D,
Alemanha), durante 30 minutos e a temperatura ambiente. Foi adicionado 1 ml de
solucdao de padrao interno de concentracao 0,002 mg/ml. A solugdo foi filtrada com
filtros de microfibra de vidro (Whatman, Inglaterra). O filtrado foi evaporado quase a
secura num evaporador rotativo (Heidolph Laborotta 4003, Alemanha) com bomba de
vacuo (Rotavac), garrafa Woulff com bragadeira e arrefecedor com frasco e
bracadeira. O residuo foi dissolvido e diluido para 5 ml de tolueno.

Os compostos de maior massa molecular foram separados por cromatografia de
permeacdo em gel. A amostra foi previamente filtrada (filtros de membrana Gelman
GHP 0,45 pm, E.U.A) e foi injectado um volume de 100 pul de solugdo numa coluna
de estireno-divinilbenzeno 7,8 x 300 mm (Waters Styragel HR1 Toluene), utilizando
tolueno como fase moével a um fluxo de 1,0 ml/min controlado por uma bomba
(Waters Alliance 2695, E.U.A). As aliquotas correspondentes aos tempos de saida dos
compostos em estudo foram colectadas num colector de frac¢des (Waters Fraction
Collector II, E.U.A).

As frac¢des foram evaporadas quase a secura em atmosfera de azoto no evaporador
multiplo (Turbovap LV Zymark, E.U.A) e o residuo foi posteriormente purificado em
colunas de silica 3ml/500mg (Restek, E.U.A) através do auxilio de um suporte
multiplo sob vacuo (Restek, Alemanha) associado a bomba de vacuo (Boc Edwards
E-LAB2, Reino Unido), utilizando tolueno como fase movel.

O extracto purificado foi novamente evaporado quase a secura em atmosfera de azoto,
completado o volume para cerca de 100 pl com tolueno e injectado 1 pl nos sistemas
cromatograficos GC-pECD e GC-MS onde foi efectuada respectivamente a
quantificagdo e a confirmagdo da identificagdo dos analitos em causa.

1.4.2. Metodologia segundo QUEChERS

Uma quantidade de amostra equivalente a cerca de 1 g de substancia activa foi pesada
utilizando uma balanc¢a analitica (Mettler Toledo AX204, Sui¢a) com uma resolucao
de 0,01 mg e extraida adicionando num tubo de centrifuga: 9 ml de acetonitrilo com
1% de acido acético, 6 g de sulfato de magnésio anidro, 1,5 g de acetato de sodio e 1
ml de solu¢do de padrao interno de concentragao 0,002 mg/ml.

A solugdo foi agitada vigorosamente durante 5 minutos num agitador tipo vortex
(Heidolph, Alemanha), seguindo-se uma centrifugacao durante 5 minutos a 3000 rpm
(Centrifuga Allegra 21 Beckman, Alemanha). Foram pipetados 4 ml do sobrenadante
aos quais se adicionaram 600 mg de sulfato de magnésio anidro e 200 mg de PSA,
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seguindo-se nova agitacdo durante 5 minutos num agitador tipo vortex e centrifugacdo
durante 5 minutos a 3000 rpm.

Foram retirados 2 ml do sobrenadante para um tubo contendo 1 ml de tolueno e esta
solucao foi evaporada quase a secura em atmosfera de azoto no evaporador multiplo
(Turbovap LV Zymark, E.U.A) e completada para cerca de 1 ml com tolueno. O
extracto foi injectado nos sistemas cromatograficos GC-uECD e GC-MS onde foi
efectuada a quantificacdo e confirmacao da identificagdo dos analitos em estudo.

Foi efectuada uma segunda preparagdo da amostra que incluiu uma fase de hidratacao
da amostra. Desta forma, foi pesada uma quantidade equivalente a cerca de 1 g de
substancia activa, a qual foi adicionado: 1 ml de dgua ultra-pura, 8§ ml de acetonitrilo
com 1% de 4cido acético, 6 g de sulfato de magnésio anidro, 1,5 g de acetato de sodio
e 1 ml de solugdo de padrdo interno de concentracdo 0,002 mg/ml. Esta solugdo foi
submetida a todo o processo de preparagdo de amostra descrito anteriormente.

1.5. Analise por GC-uECD

A andlise foi efectuada utilizando um cromatografo gasoso (6890N Agilent
Technologies, Alemanha) com injector automatico 7683 modelo G2613A, detector
u-ECD e software Millennium versao 4.00, equipado com uma Coluna HP-5
(5% fenil-metilpolisiloxano) 30 m x 0,32 mm, 0,25 pm (J & W Scientific, E.U.A).

As condicdes cromatograficas finais obtidas apods optimizagdo do método estdo
descritas na tabela 6.

Tabela 6 — Condi¢des de analise por GC-UECD de pesticidas organoclorados e piretroides

Temperatura do injector 230°C
Injeccio Splitless
Injector Tempo splitless 1,25 min
Fluxo da valvula de split 60 ml/min
Volume injeccéio 1 pl
Tipo de coluna e HP-5 (5% fenil-metilpolisiloxano)
caracteristicas 30 m x 0,32 mm, 0,25 pm
Coluna Temperatura do forno ?gzg/slﬁlg)g E)ggo((;/ E;E)_ 150°C (3 min) -
Gas de arraste Argon/metano (95:5)
Fluxo do gas de arraste 1,4 ml/min
Temperatura do detector 310°C
Detector Gas de make-up Argon/metano (95:5)
Fluxo do gés de make up 30 ml/min
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1.6. Analise por GC-MS

A analise foi efectuada utilizando um cromatdgrafo gasoso com detector de massa
(Agilent, Series GC system 6890 Mass selective detector 5873N, Alemanha), injector
automdtico 7683, bomba de vacuo Edwards e sofiware MSD Productivity
(ChemStation software Agilent G1701CA). A coluna utilizada foi uma Coluna
HP-5MS (5% fenil-metilpolisiloxano) 30 m x 0,25 mm, 0,25 um (J & W Scientific,
E.U.A).

As condi¢des cromatograficas finais obtidas apos optimizagdo do método
encontram-se descritas na tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢des de analise por GC-MS de pesticidas organoclorados e piretroides

Temperatura do injector 230°C
Injec¢io Splitless
Injector Tempo splitless 1,25 min
Fluxo da valvula de split 60 ml/min
Volume injeccio 1 ul
Tipo de coluna e HP-5 MS (5% fenil-metilpolisiloxano)
caracteristicas 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm
Coluna Temperatura do forno %%040"((2,/(511?1_129_030 (();?2/ ﬁ?ﬂ) 150°C (3 min) -
Gas de arraste Hélio
Fluxo do gas de arraste 1,4 ml/min
Igtcell'li\'zge Temperatura da interface 280°C
Modo de ioniza¢io EI
Temperatura do Quadrupolo 150°C
Temperatura da fonte ionica 230°C
Espectrometro de | Voltagem do fotomultiplicador | 2800 V
massa Inicio de aquisicio de dados 5 minutos
Modo de Varrimento total | Gama de massa: 50 — 500 amu
aquisicio Foram utilizados m/z diferentes dependendo

SIM

do composto a analisar

EI" - Impacto electronico; amu - unidades de massa atomica.
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2. Solucdes de trabalho
2.1. Preparacao de solucdes
2.1.1. Solucao mae combinada de padroes

Prepararam-se solugdes mae individuais de cada composto, pesando rigorosamente
quantidades aproximadas as indicadas na tabela 8 e transferiram-se para baldes
volumétricos adequados, diluindo com tolueno. As pesagens dos padroes de trabalho
foram efectuadas utilizando uma micro-balanca (Mettler Toledo MXS5, Suiga) com
uma resolugdo de 0,001 mg.

A partir das solugdes individuais foi preparada uma solu¢do combinada intermédia
(solugao 1) e por fim a solucdo made combinada de padrdes (solugdo 2) cuja
concentragdo corresponde a 200% da concentragdo alvo de cada um dos pesticidas
(ver tabela 8) e que serviu para a preparacdo de solugdes combinadas de padrdes de
diferentes niveis de concentracdo, durante a execugao deste trabalho experimental.

Tabela 8 — Esquema de diluigdes a efectuar na preparagdo da solugdo mae combinada de
padrdes (solugdo 2)

Solucio mae
individual Solugdo 1 Solugdo 2
oo Limite | Conc. alvo | Pesar | Diluicio | Pipetar | Diluicdo | Pipetar | Diluicao
(mg/kg) | (ppm) (mg) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)

a — Hexaclorociclo-hexano 0,30 0,06 6,000 50 1

Hexaclorobenzeno 0,10 0,02 4,000 100 1

B — Hexaclorociclo-hexano 0,30 0,06 6,000 50 1

Lindano 0,60 0,12 6,000 25 1

6 — Hexaclorociclo-hexano 0,30 0,06 6,000 50 1

¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,30 0,06 1200 pl

Heptacloro 0,05 0,01 4,000 200 1

Aldrina 0,05 0,01 4,000 200 1

cis — Heptacloro-epoxido 0,05 0,01 4,000 200 1

op’—DDE 1,00 0,20 8,000 20 1

o — Endossulfano 3,00 0,60 12,000 10 1

Dieldrina 0,05 0,01 4,000 200 1 100 10 100
p.p’—DDE 1,00 0,20 8,000 20 1

o,p’—DDD 1,00 0,20 8,000 20 1

Endrina 0,05 0,01 4,000 200 1

B — Endossulfano 3,00 0,06 12,000 10 1

op’—DDT 1,00 0,20 8,000 20 1

p,p’ —DDT 1,00 0,20 8,000 20 1

cis — Permetrina 1,00 0,20 8,000 20 1

trans — Permetrina 1,00 0,20 8,000 20 1

Cipermetrina ° 1,00 0,20 8,000 20 1

Fenvalerato ¥ 1,50 0,30 12,000 | 20 1

Deltametrina 0,50 0,10 10,000 50 1

® O ¢ - Hexaclorociclo-hexano encontra-se comercialmente disponivel sob a forma de uma solugio em
acetonitrilo (0,1 mg/ml). Utilizou-se uma micropipeta de 1000 pl, Brand para pipetar esta solugao.

© O padrio Cipermetrina é constituido por uma mistura de 4 isémeros.

9 O padrio Fenvalerato ¢ constituido por uma mistura de 2 isémeros.
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2.1.2. Solucoes de padrao interno

Segundo a metodologia descrita na Farmacopeia Europeia, a concentracio final de
padrao interno na solugdo deve ser equivalente a cerca de 0,4 pg/ml.

A solucao mae de padrao interno foi preparada pesando rigorosamente cerca de 8,000
mg de padrao interno utilizando uma micro-balanca (Mettler Toledo MXS5, Suiga) para
baldo volumétrico de 100 ml e diluiu-se com tolueno. Posteriormente transferiu-se 10
ml desta solugdo mae para baldo volumétrico de 100 ml e diluiu-se com tolueno. Esta
solucao (0,008 mg/ml) ¢ a solugdo a adicionar as solugdes padrao.

A solucdo a adicionar as solu¢des amostra foi preparada transferindo 5 ml da solucao
mae para balao volumétrico de 200 ml e diluindo com tolueno (0,002 mg/ml).

2.1.3. Solucio combinada de padroées utilizada durante a optimizacio do método

A partir de uma solu¢do mae combinada de padrdes (solugdo 2 — ver tabela 8) foi
preparada uma solucdo combinada de padrdes correspondente a concentragao alvo de
cada pesticida. Desta forma, foi transferido para um baldo volumétrico de 20 ml, 10 ml
de uma solucdo mae combinada de padrdes (solucdo 2) e 1 ml da solugdo de padrao
interno de concentracao 0,008 mg/ml e diluiu-se com tolueno.

2.1.4. Solu¢des combinadas de padrdes para o estudo da linearidade e gama de
trabalho

A partir de uma solugdo mae combinada de padrdes (solugdo 2 - ver tabela 8) foram
preparadas 15 solugdes combinadas de padrdes, cujas concentracdes variaram entre
0,5% e 120% da concentracao alvo de cada pesticida. Transferiu-se para este efeito,
respectivamente 50 pl, 100 pl, 250 pl, 500 pl, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml,
8 ml, 9 ml, 10 ml, e 12 ml da solugcdo 2 para baldes volumétricos de 20 ml,
adicionou-se a cada solu¢do 1 ml da solug¢do de padrao interno de concentragao 0,008
mg/ml e diluiu-se com tolueno.

A tabela 9 indica os 15 niveis de concentracdo a atingir para cada pesticida em estudo.
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Tabela 9 — Niveis de concentragdo (ppm) a atingir das solu¢des padrao de pesticidas, para a
avaliagdo da linearidade e gama de trabalho
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2.1.5. Solucoes combinadas de padroes para o estudo da precisao

Para o estudo da repetibilidade do método foram preparadas 3 solugdes mae
individuais de cada composto através de pesagens independentes. A partir de cada
solugdo mae foi preparada uma solucio intermédia combinada de padrdes (solugdo 1)
e a partir de cada uma destas prepararam-se 3 solucdes 2 diferentes, tendo sido obtido
um total de 9 solugdes (ver tabela 8). Estas solugdes serviram para a preparagdo de
solucdes finais de cada nivel de concentragdo a estudar, sendo o primeiro nivel
correspondente ao ponto mais baixo da gama de trabalho ©, o segundo nivel a um
ponto intermédio (transferindo 5 ml para baldao volumétrico de 20 ml) e o ultimo nivel
ao ponto mais elevado da gama de trabalho (transferindo 12 ml para baldo volumétrico
de 20 ml). A cada uma das solugdes foi adicionado 1 ml de padrdo interno de
concentragcdo 0,008 mg/ml e diluiu-se com tolueno.

A tabela 10 indica os diferentes niveis de concentragdo estudados para cada composto.

Tabela 10 — Concentracdo (ppm) a atingir das solugdes padrao de pesticidas usadas na
avaliagdo da repetibilidade do método analitico para 3 niveis de concentragdo diferentes

Concentracio (ppm)
Composto Padrio mais baixo Padrao intermédio | Padrao mais elevado
(P9) (P15)
a — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0720
Hexaclorobenzeno 0,0100 0,0240
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0720
Lindano 0,0600 0,1440
& — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0720
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0720
Heptacloro 0,0050 0,0120
Aldrina 0,0050 0,0120
cis — Heptacloro-epoxido O nivel d? 0,0050 0,0120
o,p’—DDE concentragao 0,1000 0,2400
o — Endossulfano corresp Ondet a(c)i 023000 0:7200
Dicldri primeiro ponto da
1e’ drina gama de trabalho de 0,0050 0,0120
p.p’—DDE cada um dos 0,1000 0,2400
;’p ] — DDD pesticidas em estudo 0,1000 0,2400
ndrina (ver tabela 35) 0,0050 0,0120
B — Endossulfano 0,0300 0,0720
o,p’—DDT 0,1000 0,2400
p,p’ —DDT 0,1000 0,2400
cis — Permetrina 0,1000 0,2400
trans — Permetrina 0,1000 0,2400
Cipermetrina 0,1000 0,2400
Fenvalerato 0,1500 0,3600
Deltametrina 0,0500 0,1200

(S , ~ . ~ . . .

) O nivel de concentra¢do deste ponto varia de acordo com o composto em questdo, pois o primeiro
ponto da gama de trabalho ndo ¢ coincidente para todos os compostos, o que faz com que tenha sido
necessario preparar varias solugdes para abranger todos os casos em estudo.

33



Parte experimental

Para avaliar a precisdo intermédia foram preparadas a partir da solu¢do mae de cada
um dos compostos, 3 solucdes 2 (ver tabela 8). A partir de cada uma destas solugdes 2,
foram preparadas 4 solucdes finais de niveis de concentracao distintos, sendo o
primeiro nivel correspondente ao ponto mais baixo da gama de trabalho ”, o segundo
nivel e o terceiro nivel a pontos intermédios (transferindo respectivamente 5 ml e 8 ml
para baldo volumétrico de 20 ml) e o ultimo nivel ao ponto mais elevado da gama de
trabalho (transferindo 12 ml para baldo volumétrico de 20 ml). A cada uma das
solugdes foi adicionado 1 ml da solugdo de padrido interno de concentragdo 0,008
mg/ml e diluiu-se com tolueno.

Repetiu-se o procedimento acima descrito em mais 2 dias independentes, tendo sido as
solucdes obtidas preparadas a partir de solugdes mae efectuadas a partir de pesagens

independentes.

A tabela 11 indica os diferentes niveis de concentragao estudados para cada composto.

Tabela 11 — Concentracdo (ppm) a atingir das solugdes padrdo de pesticidas usadas na
avaliag@o da precisdo intermédia do método analitico para 4 niveis de concentracao diferentes

Concentracio (ppm)
Composto Padrio mais . Padl:ﬁ? ) Pad1:ﬁ9 Padrio mais
baixo intermédio 1 intermédio 2 elevado
(P9) (P12) (P15)

a — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0480 0,0720
Hexaclorobenzeno 0,0100 0,0160 0,0240
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0480 0,0720
Lindano 0,0600 0,0960 0,1440
& — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0480 0,0720
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0300 0,0480 0,0720
Heptacloro 0,0050 0,0080 0,0120
Aldrina O nivel de 0,0050 0,0080 0,0120
cis — Heptacloro-epoxido concentragio 0,0050 0,0080 0,0120
o,p’—DDE corresponde ao 0,1000 0,1600 0,2400
o — Endossulfano primeiro ponto da 0,3000 0,4800 0,7200
Dieldrina gama de trabalho 0,0050 0,0080 0,0120
p.p’—DDE de cada um dos 0,1000 0,1600 0,2400
o,p’—DDD pesticidas em 0,1000 0,1600 0,2400
Endrina estudo 0,0050 0,0080 0,0120
B — Endossulfano (ver tabela 36) 0,0300 0,0480 0,0720
o,p’—DDT 0,1000 0,1600 0,2400
p.p’—DDT 0,1000 0,1600 0,2400
cis — Permetrina 0,1000 0,1600 0,2400
trans — Permetrina 0,1000 0,1600 0,2400
Cipermetrina 0,1000 0,1600 0,2400
Fenvalerato 0,1500 0,2400 0,3600
Deltametrina 0,0500 0,0800 0,1200

0 nivel de concentragdo deste ponto varia de acordo com o composto em questdo, pois 0 primeiro
ponto da gama de trabalho ndo ¢ coincidente para todos os compostos, o que faz com que tenha sido
necessario preparar varias solugdes para abranger todos os casos em estudo.
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2.1.6. Solucdes combinadas de padroes para a determinacgio dos limites analiticos

Foram efectuadas dilui¢des de uma solugdo mae combinada de padrdes (solugdo 2),
transferindo respectivamente 50 pl, 100 pl, 250 ul, 500 pl, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml para
baldes volumétricos de 20 ml. Adicionou-se a cada solu¢do 1 ml da solucao de padrao
interno de concentragdo 0,008 mg/ml e diluiu-se com tolueno. Estas solu¢des foram
preparadas em 5 dias independentes por forma a determinar os limites analiticos do
método consoante o composto em causa.

2.1.7. Solucoes de amostra fortificada para o estudo da exactidao

Uma quantidade de amostra equivalente a cerca de 1 g de substancia activa foi pesada
utilizando uma balanga analitica (Mettler Toledo AX204, Suica) ¢ a qual foram em
seguida adicionados cerca de 100 ml de acetona, 1 ml de solugdo de padrdo interno de
concentragdo 0,002 mg/ml e 1 ml de solugcdo mae combinada de padrdes (solugao 2).
Todo o processo de preparacdo de amostra foi efectuado tal como estd indicado em
1.4.1.

Efectuou-se o procedimento referido anteriormente, adicionando respectivamente 1,5
ml e 2 ml da solugdo mae combinada de padrdes por forma a obter um estudo da

recuperagao a trés niveis de concentragao diferentes.

A tabela 12 indica as concentragdes a atingir de cada um dos pesticidas para os trés
niveis de fortificacao.
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Tabela 12 — Concentracdo (ppm) a atingir das solugdes padrdo de pesticidas usadas na
avaliacdo da exactiddo do método analitico para 3 niveis de concentragdo diferentes

Composto Concentracio (ppm)
Nivel fortificagdo 1 | Nivel fortificacdo 2 | Nivel fortificacio 3
a — Hexaclorociclo-hexano 0,0240 0,0360 0,0480
Hexaclorobenzeno 0,0080 0,0120 0,0160
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0240 0,0360 0,0480
Lindano 0,0480 0,0720 0,0960
& — Hexaclorociclo-hexano 0,0240 0,0360 0,0480
£ — Hexaclorociclo-hexano 0,0240 0,0360 0,0480
Heptacloro 0,0040 0,0060 0,0080
Aldrina 0,0040 0,0060 0,0080
cis — Heptacloro-epoxido 0,0040 0,0060 0,0080
o,p’—DDE 0,0800 0,1200 0,1600
o — Endossulfano 0,2400 0,3600 0,4800
Dieldrina 0,0040 0,0060 0,0080
p.p’—DDE 0,0800 0,1200 0,1600
o,p’—DDD 0,0800 0,1200 0,1600
Endrina 0,0040 0,0060 0,0080
B — Endossulfano 0,0240 0,0360 0,0480
op’—DDT 0,0800 0,1200 0,1600
p.p’—DDT 0,0800 0,1200 0,1600
cis — Permetrina 0,0800 0,1200 0,1600
trans — Permetrina 0,0800 0,1200 0,1600
Cipermetrina 0,0800 0,1200 0,1600
Fenvalerato 0,1200 0,1800 0,2400
Deltametrina 0,0400 0,0600 0,0800

2.2. Armazenamento de solucoes

Como possiveis fontes de degradagdo de pesticidas destaca-se a luz. Desta forma, a
amostra e todas as solucdes e extractos foram mantidos ao abrigo da luz, tendo sido
utilizado para este efeito material de vidro ambar. Até completar a andlise, todas as
solucdes foram armazenadas num recipiente bem rolhado, sob refrigeragao.
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3. Validacao do método analitico

3.1. Especificidade/Selectividade

A especificidade/selectividade ¢ a capacidade de um método identificar e distinguir
um analito em particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros
componentes. *+*

Para a avaliagdo da especificidade/selectividade do método analitico cada composto
em estudo foi identificado por GC-MS em modo varrimento total por comparagao com
bibliotecas de espectros. ***’

Com o objectivo de determinar a resolucdo entre os varios compostos, o tempo de
retengdo e o desvio padrdo relativo do tempo de retencdo, foi injectada 6 vezes no
sistema cromatografico GC-uECD solucao combinada de padrdes correspondente a
concentragdo alvo. Determinou-se o valor médio dos varios pardmetros mencionados.

Injectou-se também um branco de solvente (tolueno) para confirmar a inexisténcia de
picos interferentes.

A possivel interferéncia das matrizes das amostras em estudo foi avaliada recorrendo
ao GC-MS sempre que existiam duvidas relativamente a identidade do pico em
questao.

3.2. Estudo da linearidade

O intervalo de linearidade ¢ o intervalo de concentragdes onde a resposta instrumental
¢ proporcional a concentragcdo do analito. 84,8588

Para o estudo da linearidade foram analisadas cada uma das solucdes indicadas em
2.1.4., injectando em triplicado no sistema GC-uECD. Para cada um dos compostos
em estudo determinaram-se as areas relativas ao padrao interno.

Foi efectuado para cada composto o calculo da regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados das areas relativas obtidas em fun¢do dos varios niveis de
concentracdo e calculado o coeficiente de determinacéo (%) para cada uma das curvas.
Efectuou-se o teste de Fisher Snedecor para confirmar a linearidade da fungdo de
acordo com a norma ISO 8466-1 * ¢ o estudo da distribuicdo dos valores
normalizados.
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3.3. Estudo da gama de trabalho

A gama de trabalho ¢ definida como sendo o intervalo de concentragdes para o qual
foi demonstrado a inexisténcia de diferengas significativas das variancias relativas ao
primeiro e ao ultimo padréo. *

O Guia Relacre 13 ™ relativo a validagio de métodos internos de ensaio em analise
quimica recomenda a avaliagdo da gama de trabalho através do teste da
homogeneidade de varidncias e a utilizagdo da norma ISO 8466-1 * para modelos
lineares e da norma 8466-2 ¥ para modelos polinomiais.

Através do teste de homogeneidade de variancias, foi analisada a solucdo
correspondente ao nivel de concentragdo mais baixo e a solugdo correspondente ao
nivel de concentracdo mais elevado em 10 réplicas independentes, injectadas no
sistema cromatografico GC-uECD em duplicado. Para cada um dos compostos em
estudo determinaram-se as areas relativas ao padrdo interno.

Apds a determinacdo da gama de trabalho foi determinada a equagdo da recta e o
coeficiente de determinagio (r°).

3.4. Estudo da precisao

A precisdo tem como finalidade a avalia¢do da dispersdo de resultados entre ensaios

independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes
.~ . 4

em condi¢des definidas. %

Na avaliagdo desta dispersdo existem duas medidas extremas: a repetibilidade e a
reprodutibilidade. Enquanto que a repetibilidade exprime a precisdo de um método
efectuado em condigdes idénticas (mesmo Laboratdrio, analista, equipamento,
reagentes e curtos intervalos de tempo), a reprodutibilidade refere-se a precisdo de um
método efectuado em condic¢des diferentes, sobre uma mesma amostra fazendo variar
as condi¢des de medicdo. A precisdo intermédia encontra-se entre estas duas medidas
extrem&s de precisdo na qual sdo definidas exactamente qual ou quais as condi¢des a
variar.

3.4.1. Repetibilidade da injeccao

Para o estudo da repetibilidade da injec¢do efectuaram-se 6 injeccdes consecutivas no
sistema cromatografico GC-uECD da solu¢ao combinada de padrdes correspondente a
concentragdo alvo. Determinou-se o valor médio do desvio padrdo relativo do tempo
de retencao obtido para cada um dos compostos, assim como o desvio padrio relativo
das areas relativas ao padrao interno.
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3.4.2. Repetibilidade

Injectou-se em triplicado no sistema cromatografico GC-uECD cada uma das 9
solucdes de cada nivel de concentragdo, indicadas em 2.1.5. (Tabela 10).
Determinaram-se as areas relativas ao padrdo interno, calculou-se a percentagem do
valor médio da concentragao das 9 determinagdes em funcao do valor esperado e o
desvio padrao relativo obtido.

3.4.3. Precisao intermédia

Injectou-se em triplicado no sistema cromatografico GC-puECD cada uma das 3
solucdes de cada nivel de concentracdo, indicadas em 2.1.5. (Tabela 11). Repetiu-se o
mesmo procedimento em mais 2 dois dias independentes. Determinaram-se as areas
relativas ao padrao interno, calculou-se a percentagem do valor médio da concentracao
das 9 determinagdes em func¢do do valor esperado e o desvio padrao relativo obtido.

3.5. Estudo dos limites analiticos

Considerando que o limite de deteccdo (LD) € o teor, a partir do qual ¢ possivel
detectar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel e que o limite de
quantificagdo (LQ) corresponde a menor concentracdo, a partir da qual € possivel a
quantificagdo do analito com uma determinada exactiddo e precisdo, efectuou-se a sua
determinagdo através do desvio padrdo residual da recta de calibragao. 84,85

Os resultados obtidos através do desvio padrdo residual da recta de calibracdo foram
confirmados experimentalmente injectando em triplicado no sistema GC-uECD
solucdes padrao de cada composto nos varios niveis de concentragao preparados em 5
dias independentes, tal como indicado em 2.1.6.

3.6. Estudo da exactidao

A exactidao ¢ definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio € 0
valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro. 5%

Para a avaliacdo da exactidao foram injectadas em triplicado no sistema GC-uECD as
solugoes de amostra fortificada em trés niveis de concentracao, tal como indicado em
2.1.7. Determinaram-se as areas obtidas para os diferentes compostos relativas ao
padrdo interno e foi calculada para cada um dos compostos em estudo a percentagem
de recuperagdo para cada nivel de concentragdo nas matrizes analisadas.
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II1. Resultados e Discussao

1. Analise por GC-uECD - Optimizaciio das condi¢does cromatograficas

1.1. Estudo da eficiéncia da coluna cromatografica em funcio da velocidade
linear da fase mével

Iniciou-se o trabalho analitico utilizando uma coluna com as caracteristicas indicadas
na monografia da Farmacopeia Europeia - coluna 5% fenil-metilpolisiloxano
30 m x 0,32 mm x 0,25 pm. >> O gas de arraste utilizado foi o argon/metano (95:5).

Para estudar a eficiéncia da coluna em fung¢do do fluxo do gés de arraste foi preparada
uma solucao do padrdo interno indicado pela Farmacopeia Europeia — Carbofenotido a
0,4 ng/ml. Esta solucdo foi injectada em triplicado no GC-pECD, utilizando diferentes
fluxos do gés de arraste (1,0 a 4,0 ml/min).

Foi determinado o valor médio do numero de pratos tedricos efectivos obtido para o
Carbofenotido nas diferentes velocidades lineares testadas medidas a saida da coluna e
a partir dos resultados obtidos e considerando que a coluna apresenta um comprimento
de 30 metros, foi determinada a altura equivalente do prato tedrico (AEPT), através da
equagdo 3.

AEPT = (%) (Equacao 3)

Sendo:
L - Comprimento da coluna; N - Numero de pratos tedricos efectivos.

A figura 2 ilustra os resultados obtidos.

0,300 -
0,200 -
AFPT { -
(mm) T B
0,100 | ¢ R S R
0,000 . . . . )
0,0 1,0 20 3,0 40 5,0
Velocidade linear (ml/min)
Velocidade linear (ml/min) 1,0 1,5 2,0 2.5 3,0 4.0
AEPT (mm) 0,170 0,097 0,105 0,092 0,110 0,126

Figura 2 — Estudo da AEPT em funcdo da velocidade linear do gas de arraste
argon/metano (95:5), medido a saida da coluna, utilizando uma solug¢éo de Carbofenotido
a 0,4 pg/ml
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Os resultados apresentados na figura 2 mostram que a eficiéncia da coluna ¢
equivalente quando sdo utilizados fluxos de argon/metano de 1,5 ml/min a 3,0 ml/min,
diminuindo quando os fluxos utilizados sao de 1,0 ml/min ou 4,0 ml/min.

Para os valores testados, o fluxo aconselhavel a saida da coluna encontra-se entre 1,5
ml/min e 3,0 ml/min, pelo que vao ser tidos em conta estes resultados na escolha do
fluxo do gas de arraste. No entanto, para auxiliar na escolha do fluxo dptimo do gas de
arraste ¢ necessario avaliar igualmente outros factores, nomeadamente a resolucao
entre os varios compostos.

1.2. Avaliac¢ao do Factor de Resolucio

Avaliou-se o Factor de Resolugdo entre os varios compostos preparando uma solucao
combinada de padrdes de pesticidas em estudo, com o padrao interno Carbofenotido e
injectando no sistema cromatografico GC-pECD utilizando varias condi¢des de
trabalho, nomeadamente diferentes gradientes de temperatura do forno da coluna e
fluxos do gas de arraste.

Iniciou-se este estudo utilizando as condi¢des indicadas na Farmacopeia Europeia por
forma a verificar se com estas condigdes ocorria a separagdo eficiente dos varios
compostos.

Condigdes de temperatura do forno da coluna indicadas na Farmacopeia Europeia **:

80° C (1 min) - 30°C/min - 150°C (3 min) - 4°C/min - 280°C (1 min)

Uma vez que a Farmacopeia Europeia ndo indica o fluxo de gas de arraste a utilizar,
optou-se por utilizar um fluxo de 2 ml/min por ser um compromisso razoavel entre os
valores adequados ao desempenho da coluna e velocidade da analise.

A figura 3 ilustra o cromatograma obtido nas condi¢des de temperatura do forno da

coluna indicadas na Farmacopeia, na andlise por GC-uECD da solu¢do combinada de
padrdes, utilizando o Carbofenotido como padrao interno.
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Figura 3 — Cromatograma da solucdo combinada de padrdes, utilizando o Carbofenotido
como padrdo interno, obtido apos analise no GC-uECD nas condigdes de temperatura do
forno da coluna indicadas na Farmacopeia Europeia

Legenda:

1 - a Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3 - B Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - & Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - o Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p’-DDD; 15 - Endrina; 16 - § Endossulfano; 17 - o,p -DDT; 18 - Carbofenotido (padrao interno);
19 - p,p’-DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.

Utilizando as condi¢des indicadas na Farmacopeia Europeia ocorre a co-eluicdo dos
compostos o,p’-DDE (10) e a Endossulfano (11), pelo que foi necessario alterar as
condi¢des de trabalho por forma a obter uma separacgao eficientes dos compostos em
causa.
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1.2.1. Optimizacao da temperatura do forno da coluna

Utilizaram-se varios gradientes de temperatura do forno da coluna com o objectivo de
optimizar a separagdo dos compostos o,p -DDE e a Endossulfano.

Sao apresentados no texto alguns exemplos dos cromatogramas obtidos utilizando
diferentes condi¢des de programa de temperatura de forno da coluna e com um fluxo
de gés de arraste de 2 ml/min.

Foi efectuado, numa primeira fase, um gradiente de temperatura mais lento e a
temperatura final do forno foi aumentada para 290°C para promover uma limpeza mais
eficiente da coluna entre as varias analises. As condi¢Oes instrumentais relativas a
temperatura do forno da coluna sdo: 80° C (3 min) - 30°C/min - 150°C (3 min) -
- 1,5°C/min - 290°C (2 min). A figura 4 ilustra o cromatograma obtido.
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Figura 4 — Cromatograma da solucdo combinada de padrdes, utilizando o Carbofenotido
como padrdo interno, obtido apos analise no GC-uECD com o gradiente de temperatura do
forno da coluna: 80° C (3 min) - 30°C/min - 150°C (3 min) - 1,5°C/min - 290°C (2 min)
Legenda:
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1 - a Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3- 3 Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - & Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - a Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p’-DDD; 15 - Endrina; 16 - B Endossulfano; 17 - 0,p -DDT; 18 - Carbofenotido (padrio interno);
19 - p,p -DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.
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Com estas condigdes de trabalho continua a ocorrer a co-eluicdo dos compostos
o,p -DDE e a Endossulfano.

Foi utilizado em seguida um gradiente de temperatura do forno ainda mais lento para
verificar se era possivel efectuar a separacdo entre o o,p -DDE e a Endossulfano. As
condi¢des instrumentais relativas a temperatura do forno da coluna utilizadas foram:
80° C (3 min) - 30°C/min - 150°C (3 min) - 0,8°C/min - 290°C (2 min). A figura 5
ilustra o resultado obtido.
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Figura 5 — Cromatograma da solu¢do combinada de padrdes, utilizando o Carbofenotido
como padrdo interno, obtido apo6s analise no GC-uECD com o gradiente de temperatura do
forno da coluna: 80° C (3 min) - 30°C/min - 150°C (3 min) - 0,8°C/min - 290°C (2 min)
Legenda:

1 - a Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3- B Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - 5 Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - a Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p -DDD; 15 - Endrina; 16 - 3 Endossulfano; 17 - 0,p’-DDT; 18 - Carbofenotido (padrio interno);
19 - p,p’-DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.
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Utilizando o gradiente de temperatura do forno descrito ocorre uma melhor separacdo
entre os compostos o Endossulfano e o,p’-DDE, apresentando um Factor de
Resolugdo de 1,26. No entanto, o cromatograma obtido apresenta um tempo de analise
extremamente longo, o que torna pouco viavel a utilizagdo em rotina de um método
analitico com estas condi¢des cromatograficas.

1.2.2. Optimizac¢ao do fluxo do gas de arraste

Uma vez que alterando o gradiente de temperatura do forno ndo foi possivel obter uma
resolucdo adequada para os varios compostos com um tempo de andlise aceitavel
(inferior a 60 minutos), foram utilizados diferentes fluxos do gas de arraste com as
condigdes de gradiente de temperatura de forno: 80° C (3 min) - 30°C/min - 150°C (3
min) - 4°C/min - 290°C (2 min).

Sdo apresentados na tabela 13 alguns valores do Factor de Resolu¢do obtidos em
funcdo do fluxo do gés de arraste para os grupos de compostos que foram
considerados como sendo os mais problematicos (o Endossulfano , o,p’-DDE e
p,p-DDE, Dieldrina) devido a sua co-eluicdo em determinadas condi¢des
instrumentais.

Tabela 13 — Estudo do Factor de Resolucao, em fungdo do fluxo do gas de arraste, para os
compostos o Endossulfano, o,p -DDE e p,p -DDE, Dieldrina

Fluxo (ml/ min) R Endossulfano e 0,p’-DDE R pictdrina e pp-DDE
1,1 1,70 co-eluem
1,2 1,62 co-eluem
1,3 1,55 1,25
1,4 1,32 1,55
1,5 1,26 1,51
2,0 co-eluem 2,06

R - Resolucao.

Para as varias condigdes de andlise testadas, verificou-se que a separa¢ao mais
eficiente de todos os compostos foi obtida utilizando um fluxo constante de gas de
arraste de 1,4 ml/min com um programa de temperatura do forno de: 80° C (3 min) -
- 30°C/min - 150°C (3 min) - 4°C/min - 290°C (2 min).

Com estas condi¢des foi obtido um Factor de Resolugdo para a maior parte dos
compostos superior a 2,0 apesar de para alguns dos compostos so ter sido possivel
obter uma resolugdo superior a 1,0 como é o caso da resolugcdo obtida entre o
o,p’ - DDE e o a Endossulfano e entre a Dieldrina e o p,p’- DDE. No que diz respeito
aos varios isomeros da Cipermetrina, o Factor de Resolucdo obtido foi também
superior a 1,0 nas condigdes de andlise descritas. Os valores de resolu¢do obtidos
permitiram ainda a integragdo adequada dos picos.
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1.3. Optimizacao das condi¢ées do injector

O injector de um cromatografo gasoso deve ser sujeito a uma optimizagdo das
condi¢des de trabalho quando ¢ utilizado na andlise de pesticidas organoclorados,
nomeadamente para compostos como a Endrina e o DDT. "

O protocolo da EPA (métodos SW-846) requer a verificagdo da degradacdo destes
compostos e refere que factores tais como a contaminagdo dos injectores, a sua
actividade quimica ou a utilizagdo de temperaturas demasiado elevadas podem
ocasionar a degradacio da Endrina e o DDT. "

1.3.1. Temperatura do injector

A temperatura do injector indicada no método cromatografico descrito na
Farmacopeia Europeia é de 250°C. ** No entanto, tal foi referido anteriormente, o
método da EPA para a analise de pesticidas organoclorados por cromatografia gasosa
refere que temperaturas demasiado elevadas podem levar a degradacao de compostos
ao nivel do injector, indicando como uma das medidas correctivas a necessidade de
baixar a temperatura do injector, para valores até 205°C. °*” Uma vez que a técnica de
injeccdo utilizada ¢ a técnica de splitless, esta discrepancia de recomendagdes vai ser
avaliada neste trabalho.

Com a finalidade de verificar a influéncia da temperatura do injector (T), procedeu-se
a injec¢ao em triplicado de uma solu¢do combinada de padrdes de referéncia com o
injector a diferentes temperaturas: 205°C, 215°C, 230°C, 250°C, 270°C e 290°C.

A influéncia da temperatura do injector foi avaliada tendo em conta os valores das
areas relativas ao padrdo interno - AR (area do composto/area do padrdo interno)
observadas para os varios compostos e os valores de desvio padrdo relativo (DPR) das
areas relativas observadas.

Os valores médios das areas relativas (AR) mostram que ndo se verificam diferencas

relevantes para cada um dos compostos nas varias temperaturas estudadas, sendo os
valores obtidos da mesma ordem de grandeza (Tabela 14).
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Tabela 14 — Estudo dos valores médios das AR dos varios compostos utilizando

diferentes T do injector

Valores de AR a diferentes T do injector

Composto T=205°C | T=215°C | T=230°C | T=250°C | T=270°C | T=290°C
o — Hexaclorociclo-hexano 2,12 2,13 1,99 2,03 1,96 2,05
Hexaclorobenzeno 0,68 0,69 0,65 0,67 0,66 0,70
B — Hexaclorociclo-hexano 0,97 0,97 0,92 0,94 0,92 0,95
Lindano 2,51 2,52 2,35 2,38 2,28 2,35
8 — Hexaclorociclo-hexano 1,63 1,66 1,53 1,52 1,45 1,46
& — Hexaclorociclo-hexano 0,93 0,97 0,95 0,95 0,97 0,95
Heptacloro 0,32 0,33 0,31 0,27 0,25 0,22
Aldrina 0,26 0,26 0,25 0,26 0,26 0,27
cis — Heptacloro-epoxido 0,24 0,25 0,24 0,24 0,24 0,25
o,p’—DDE 2,55 2,56 2,49 2,61 2,60 2,80
o — Endossulfano 6,68 6,72 6,46 6,70 6,64 6,97
Dieldrina 0,26 0,27 0,25 0,26 0,26 0,28
p,p’—DDE 4,09 4,18 4,04 4,22 4,23 4,56
o,p’—DDD 1,67 1,67 1,62 1,76 1,78 1,93
Endrina 0,24 0,23 0,23 0,19 0,18 0,15
B — Endossulfano 6,57 6,52 6,13 6,44 6,36 6,77
op’—DDT 2,73 2,82 2,65 2,21 2,05 1,98
pp’ —DDT 2,16 2,24 2,09 1,90 1,78 1,70
cis-Permetrina 0,24 0,26 0,26 0,26 0,28 0,30
trans-Permetrina 0,29 0,30 0,31 0,32 0,35 0,37
Cipermetrina 1 0,29 0,29 0,30 0,35 0,36 0,30
Cipermetrina 2 0,27 0,21 0,22 0,22 0,25 0,20
Cipermetrina_3 0,10 0,10 0,11 0,11 0,10 0,10
Cipermetrina 4 0,10 0,11 0,10 0,14 0,12 0,10
Fenvalerato 1 2,03 2,12 2,13 2,16 2,35 2,34
Fenvalerato 2 0,50 0,54 0,56 0,58 0,64 0,70
Deltametrina 1,03 1,10 1,19 1,21 1,27 1,29

O desvio padrao relativo das areas relativas ¢ um indicador mais adequado para a
escolha da temperatura injector, uma vez que sdo observadas diferencas relevantes
para o mesmo composto consoante a temperatura seleccionada.

A tabela 15 ilustra os resultados obtidos, encontrando-se assinalados a vermelho todos
os valores obtidos superiores a 2,0%.
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Tabela 15 - Estudo dos valores do DPR das AR dos varios compostos utilizando diferentes T
do injector

Valores de DPR (%) das AR a diferentes T do injector
Composto T=205°C | T=215°C | T=230°C | T=250°C | T=270°C | T=290°C
a — Hexaclorociclo-hexano 1,93 2,11 0,66 1,34 2,82 2,85
Hexaclorobenzeno 1,92 2,01 0,51 1,23 2,49 2,65
B — Hexaclorociclo-hexano 1,36 1,57 0,66 1,33 3,57 2,09
Lindano 1,94 2,06 0,49 1,47 2,56 2,57
6 — Hexaclorociclo-hexano 1,43 1,73 0,59 1,08 1,92 1,60
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,61 1,92 0,98 1,01 0,73 1,91
Heptacloro 1,17 1,33 0,45 0,79 0,81 2,31
Aldrina 1,68 1,69 0,53 1,06 2,05 1,63
cis — Heptacloro-epoxido 1,13 1,11 0,45 0,95 1,70 1,14
o,p’—DDE 1,29 1,71 0,60 0,66 2,42 2,76
o — Endossulfano 1,42 2,09 0,45 1,20 4,60 3,17
Dieldrina 0,35 1,06 0,43 1,01 1,76 0,97
p.p’—DDE 0,51 1,94 0,57 1,16 2,41 2,99
o,p’—DDD 0,99 1,37 0,54 1,10 2,60 2,90
Endrina 1,32 0,63 0,11 3,16 5,15 4.41
B — Endossulfano 0,93 1,94 0,43 1,05 5,81 2,72
op’—DDT 0,65 1,36 0,58 0,48 0,77 0,49
pp’ —DDT 0,58 0,79 0,26 0,88 1,39 1,51
cis-Permetrina 2,70 1,05 0,90 0,86 0,28 0,82
trans-Permetrina 3,62 1,38 1,22 1,25 0,45 0,66
Cipermetrina_1 3,69 3,62 2,54 1,85 5,31 7,86
Cipermetrina_2 6,45 1,52 1,60 1,93 2,46 3,18
Cipermetrina_3 3,80 1,24 0,25 1,71 295 1,74
Cipermetrina 4 6,59 0,97 0,79 1,87 2,20 2,25
Fenvalerato 1 6,16 1,57 1,25 1,01 1,40 0,83
Fenvalerato 2 7,81 1,46 0,86 1,35 1,17 0,87
Deltametrina 10,51 1,04 1,38 1,60 2,14 1,97

Como ¢ possivel verificar na tabela 15, a 205°C, 215°C, 270°C e 290°C sdo observados
valores de desvio padrdo relativo mais elevados e uma maior dispersdao dos resultados,
enquanto que as temperaturas que originam valores mais baixos sdo as
correspondentes a 230°C e 250°C. A 230°C sdo observados valores de DPR para todos
os compostos inferiores a 2,0%, excepto para um dos isomeros da Cipermetrina,
enquanto que a 250°C os valores observados sdo sempre inferiores a 2,0% com
excepcao da Endrina que apresenta um valor de 3,2%. Os valores mais elevados de
DPR a temperaturas baixas podem ser interpretados como irregularidades na
evaporagdo, enquanto as temperaturas mais elevadas podem provocar degradagdo dos
compostos, o que pode justificar os elevados valores de DPR.
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O protocolo da EPA refere a Endrina e o DDT como compostos particularmente
susceptiveis de degradac¢io ao nivel do injector ", os valores obtidos de DPR para
estes compostos a temperaturas mais elevadas confirmam este facto (Tabela 15) e por
isso procedeu-se também a injec¢do de solugdes padrao de Endrina e de DDT
utilizando diferentes valores de temperatura do injector para permitir auxiliar na
escolha da temperatura mais adequada.

Desta forma, ¢ interessante avaliar a ocorréncia dos seus produtos de degradacdo. No
caso da Endrina formam-se a cetona e aldeido correspondente, € no caso do p,p-DDT
formam-se compostos de DDE e DDD. 77

A avaliacdo da ocorréncia dos produtos de degradagdo foi efectuada através da
determinagdo da percentagem de area do composto que ndo ¢ convertida nos
respectivos produtos de degradacao em fun¢do da temperatura do injector utilizada.
Para a identificagdo dos produtos de degradagdo da Endrina e DDT procedeu-se a sua
injeccdo no sistema cromatografico GC-MS em modo varrimento 50 - 500 m/z por
compara¢do dos espectros obtidos com espectros existentes nas bibliotecas de
espectros. ***

100,0
"/oArea - :—\‘/_-\‘\‘—h’_.
e AARERELEPRNNIN
60,0 - |
. - e -- Endina
- s |—a—DDT
2001
0’0 | ‘ ‘ ; T T T T ]
20 210 20 230 240 250 260 270 280 290
T injector (°C)

Figura 6 — Estudo da degradagdo da Endrina ¢ DDT em fun¢do da temperatura do injector

A figura 6 ilustra a ocorréncia de um aumento da degradacdo da Endrina para o valor
de 215°C comparativamente a 205°C. No intervalo de 215°C a 230°C nao se observam
diferengas relevantes nos valores da percentagem da sua éarea, sendo esta diferenca
mais notdria a partir dos 250°C. A percentagem de area da Endrina diminui a medida
que a temperatura do injector aumenta, pois aumentam as areas dos seus compostos de
degradacao (aldeido e cetona).
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A figura 7 ilustra dois cromatogramas obtidos para a injec¢cdo da solucdo padrdo de
Endrina, utilizando respectivamente temperaturas do injector de 205°C e 290°C.
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Figura 7 — Estudo da degradagdo do composto Endrina no respectivo aldeido e cetona em
fung¢do da temperatura do injector (205°C e 290°C)

No que diz respeito ao estudo da degradacdo do DDT em fung¢do da temperatura do
injector ¢ possivel verificar através da figura 6 que este composto apresenta uma
degradacao mais notdria a partir dos 250°C.

Apesar da temperatura onde se verifica uma menor degradacdo dos compostos
Endrina e DDT ser a de 205°C, nesta temperatura sdo verificados valores de DPR
muito elevados em injeccdes repetidas de solugdo combinada de padrdes,
nomeadamente para os compostos de tempo de retengdo mais elevado (Tabela 15),
pelo que se optou por ndo utilizar este valor de temperatura do injector.

Entre 215°C e 230°C ndo sdo observadas diferengas relevantes no que diz respeito a
degradagdo da Endrina e DDT, no entanto a temperatura de 230°C conduziu a valores
mais reduzidos de DPR para todos os compostos (Tabela 15), inclusive para a Endrina
e o DDT (Figura 8).
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Figura 8 — Estudo do DPR das AR dos compostos Endrina, ¢ p,p’- DDT em fungdo da
temperatura do injector

Os factos anteriormente mencionados permitiram seleccionar a temperatura de 230°C
como sendo a mais adequada ao compromisso necessario.

1.3.2. Tipo de injeccio

O modo de injec¢@o em splitless ¢ normalmente utilizado para a anélise de residuos e ¢
caracterizado por existir uma transferéncia lenta da amostra para a coluna, ocorrendo
um contacto mais ou menos longo com o liner ¥ que promove a vaporizagdo. ***!

Uma determinada quantidade de amostra ¢ injectada no /iner que se encontra a uma
temperatura elevada, onde € vaporizada e posteriormente introduzida na coluna que se
encontra inicialmente a uma temperatura abaixo do ponto de ebuli¢do do solvente.
Para evitar a perda da amostra, numa primeira fase o fluxo do gas ¢ desligado levando
a que consequentemente toda a amostra entre na coluna. Apds um tempo determinado,
a valvula de split ¢ aberta e o fluxo do gas ¢ novamente ligado por forma a que
qualquer quantidade de amostra residual presente no /iner seja eliminada, iniciando-se
o programa de temperatura do forno. **"

O tempo que vai desde a injec¢ao da amostra até a abertura da valvula ¢ designado por
tempo de purga. >

E necessaria uma optimizacdo do tempo de purga uma vez que tempos nao adequados

podem levar a degradagdo dos compostos ao nivel do injector ou a vaporizagao
incompleta da amostra. >>!

® Nio existe consenso em portugués sobre a sua designacdo, sendo designado por alguns autores
por protector de vidro. *°
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Para auxiliar na escolha do tempo de purga mais adequado foi injectada em triplicado
a solu¢do combinada de padrdes de referéncia aos tempos de purga: 0,25 min, 0,50
min, 0,75 min, 1,00 min, 1,25 min, 1,50 min, 1,75 min e 2,00 min.

Foram avaliados os valores do desvio padrao relativo (DPR) das areas relativas (AR)
dos varios compostos aos varios tempos de purga, tal como estd indicado na tabela 16.
Todos os valores obtidos superiores a 2,0% encontram-se assinalados a vermelho.

Tabela 16 — DPR das AR obtidas para cada um dos compostos utilizando diferentes tempos
de purga

Valores de DPR (%) das AR a diferentes tempos de purga

Composto 025 | 050 | 075 | 1,00 | 125 | 1,50 | 175 | 2,00

min min min min min min min min

o — Hexaclorociclo-hexano | 1062 | 792 | 476 | 3,74 | 1,51 | 3,04 | 149 | 0,88
Hexaclorobenzeno 854 | 6,82 | 413 | 3,02 | 121 | 279 | 1,34 | 088
P — Hexaclorociclo-hexano | 1087 | 8,05 | 467 | 3.73 1,56 | 2,86 | 1,53 | 0,88
Lindano 8,57 | 649 | 436 | 2,71 1,14 | 2,78 | 1,20 | 0,78
8 - Hexaclorociclo-hexano | 628 | 292 | 451 2,78 1,82 | 1,49 | 133 | 035
& - Hexaclorociclo-hexano | 9 16 3,53 | 4,78 1,15 0,70 | 2,56 | 0,61 0,49
Heptacloro 7,76 | 536 | 3,39 | 2.81 1,13 | 2.6l 131 | 063
Aldrina 7,76 | 536 | 339 | 281 1,13 | 261 | 131 | 0,63
cis — Heptacloro-epoxido 734 | 492 | 2,78 | 349 | 0,89 | 227 | 1,30 | 0,65
op’—DDE 9,19 6,20 | 291 3,26 1,19 1,90 143 | 043
o — Endossulfano 1020 | 7,71 | 332 | 424 | 143 | 225 | 1,98 | 083
Dieldrina 6,56 | 495 | 1,79 | 2.87 | 091 | 1,93 | 1,67 | 049
p.p’—DDE 9,41 6,06 | 2,67 3,48 1,17 1,86 1,42 | 0,68
o,p’—DDD 8,69 629 | 2,56 | 384 1,40 | 1,79 | 1,40 | 048
Endrina 503 | 238 | 1,99 | 3,07 | 062 | 0,75 | 1,05 | 0,98
B — Endossulfano 10,12 | 7,05 | 2,67 1,40 1,23 1,70 | 0,50 | 031
op’—DDT 824 | 543 | 2,51 2,41 0,86 | 120 | 1,32 | 0,66
pp’—DDT 629 | 3,04 | 147 | 136 | 025 | 0,71 | 1,24 | 0,11
cis-Permetrina 447 | 0,79 | 3,04 | 249 | 064 | 095 | 092 | 087
trans-Permetrina 3,26 1,44 2,86 2,01 0,41 1,25 1,20 0,67
Cipermetrina 1 832 | 544 | 441 | 11,03 | 1,77 | 1,20 | 540 | 3,21
Cipermetrina_2 13,71 | 3,63 | 643 | 1,06 | 1,98 | 220 | 1,03 | 099
Cipermetrina 3 12,11 | 2,18 | 546 | 194 | 1,54 | 144 | 085 | 2,09
Cipermetrina 4 18,84 3,03 6,05 2,00 1,53 1,78 1,60 2,86
Fenvalerato 1 2,76 | 229 | 324 | 292 | 0,78 | 0,92 | 099 | 0,55
Fenvalerato 2 1,82 | 248 | 469 | 276 | 086 | 123 | 145 | 074
Deltametrina 1,45 3,35 4,79 2,11 1,35 1,72 1,25 0,57

A tabela 16 mostra que os valores de DPR sdo bastante mais elevados para os tempos
de purga mais baixos, observando-se uma diminuicao destes valores a partir de 1,25
minutos.
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A escolha do tempo de purga mais adequado pode ser também determinada através do
pico do solvente que deve cair abruptamente fazendo um angulo recto com a linha de
base ou através do niimero de pratos tedricos dos analitos. *'

O tempo deve ser ajustado de forma a que haja uma maior sensibilidade para o analito
com o minimo de arrastamento do solvente. Uma vez que o pico do solvente ndo ¢é
detectado com este tipo de detector, ndo foi possivel utilizar esta metodologia como
indicagdo para a escolha do tempo de purga mais adequado.

A andlise do grafico apresentado na figura 9 mostra que o niimero de pratos teoricos
do composto de tempo de retencdo mais elevado (Deltametrina) sofre um aumento
progressivo do seu valor & medida que o tempo de purga aumenta, ocorrendo uma
estabilizacao do seu valor a partir de 1,25 minutos.
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D;:’;:e":’:na 1600000,0 -
1400000,0 - . s -u
1200000,0 - --
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Figura 9 — Estudo da varia¢do do numero de pratos tedricos do composto Deltametrina em
funcdo do tempo de purga, utilizando um fluxo da valvula de split de 60 ml/min

Os resultados obtidos na tabela 16 e figura 9 levaram a optar pelo tempo de purga de
1,25 minutos.
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1.3.3. Tipo de liner

O liner corresponde a superficie que entra em contacto com a amostra antes da sua
entrada na coluna.

O vidro, sendo o material mais adequado para constituir o /iner, pode apresentar
actividade devido a presenga de grupos silanol, sendo muitas vezes, dependendo dos
casos, aconselhavel a sua desactivagio. >

O liner utilizado ¢, desta forma um factor critico, estando descrito que liners nao
desactivados podem conduzir a uma quebra de 98% de Endrina, devido ao elevado
tempo a que a amostra estd em contacto com o /iner numa injecgio em splitless.

Um dos processos de desactivagdao do vidro consiste em mergulhd-lo numa solugdo de
dimetildiclorosilano (DMCS) em tolueno ou tratamentos com 4cido e DMCS.

Este processo de desactivagao do liner reduz a quebra de Endrina mas ¢ um processo
instavel e raramente reduz a degradagdo para valores inferiores a 15%. >

Neste sentido, tém surgido recentemente /iners comercialmente disponiveis com
caracteristicas definidas com o objectivo de diminuir a degradacao deste tipo de
compostos ao nivel do injector.

Um artigo da VICI Gig Harbor Group refere a utilizagao de um liner Valco que sofreu
um novo processo de desactivacdo que consiste na incorporagdo de um revestimento
de 2 um de siloxano num /iner desactivado o que reduz a degradacdo destes
compostos ao nivel do injector para valores inferiores a 1%.

A Restek apresenta também um /iner que apresenta uma desactivagdo por Siltek®
apresentando caracteristicas inertes € um aumento da sua resisténcia tanto a valores
elevados de temperatura como a valores de pH extremos. **°

Procedeu-se desta forma a comparagao de resultados utilizando um /iner desactivado
straight splitless da Agilent e liners straight splitless da VICI Valco e Restek que
apresentam indicagdes especificas para este tipo de analise.

Foram injectadas nas mesmas condi¢des cromatograficas, solugdes padrdo de Endrina
e DDT utilizando os trés tipos de liners.
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As figuras 10A e 10B ilustram a degradagdao da Endrina e p,p’-DDT através do
aparecimento dos varios produtos de degradagcdo aquando da utilizagdo dos 3 liners
distintos.

%%Area

50 @ Endrina
404 B Endrina aldeido
304 O Endrina cetona

Agilent Valco HP-4-5 Siltek Restek
5062-3587 21700

Liner

Figura 10A - Estudo da degradag@o do composto Endrina em fungéo do tipo de /iner utilizado
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Figura 10B - Estudo da degradagdo do composto p,p- DDT em fung¢do do tipo de liner
utilizado
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A degradacdao de compostos ¢ mais notoria no caso da Endrina do que no DDT,
verificando-se que o liner que conduz a uma menor degradagdo do composto, nas
mesmas condi¢des cromatograficas, ¢ o liner da VICI Valco, sendo este o liner a
adoptar no decorrer do trabalho analitico em fun¢@o dos resultados experimentais
obtidos.

Segundo o método EPA 8081B 7 a degradagio de Endrina de DDT pode ser
calculada através das seguintes formulas:

> areas dos picos de degradagdo (aldeido + cetona)

% degradagio Endrina = x100 (Equacao 4)

> areas de todos os picos (endrina + aldeido + cetona)

> areas dos picos de degradagdo (DDD + DDE) y

% degradagdo DDT = -
> areas de todos os picos (DDT + DDE + DDD)

100 (Equagdo 5)

Utilizando as condi¢des cromatograficas optimizadas e utilizando o /iner escolhido, a
percentagem de degradacdo de Endrina e de DDT ¢ de 9.2 % e 1,0 %,
respectivamente. Estes valores estdo dentro da margem de erro aceitavel para o
método analitico e encontram-se também de acordo com o limite maximo
recomendado pela EPA de 15 % para cada um dos compostos. "

1.4. Detector

Foi também necessario efectuar uma optimizacdo das condigdes operacionais do
detector LECD.

O gés de make-up normalmente utilizado no detector ECD ¢ o argon/metano (95:5),
sendo recomendavel pelo fabricante a utiliza¢do de um fluxo de 30 a 60 ml/min. *°
Uma vez que o fabricante descreve que a sensibilidade do detector assim como a
rapidez cromatografica pode ser aumentada se houver uma diminui¢do do fluxo do gés
make-up, optou-se por utilizar um fluxo de 30 ml/min. *

A escolha do valor da temperatura do detector deve ter em conta a temperatura de
eluicdo do ultimo composto e deve ser 20 a 25°C mais alta do que a temperatura
maxima atingida pela coluna, por forma a minimizar a ocorréncia de picos, permitindo
também que a célula se mantenha sempre limpa entre cada injec¢ao. O valor a
seleccionar da temperatura deste detector pode variar entre 250°C e 400°C. *

Uma vez que a temperatura maxima atingida pela coluna para a eluicdo dos compostos
em estudo ¢ de 290°C, foi seleccionada a temperatura do detector de 310°C.
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1.5. Escolha do padrio interno

A Farmacopeia Europeia indica o Carbofenotido (pesticida organofosforado) como o
padréo interno a utilizar na analise de pesticidas organoclorados e piretroides. >

A optimizagdo das condi¢des experimentais anteriormente demonstradas foi efectuada
utilizando o Carbofenotido como padrdo interno. No entanto, ao proceder a analise de
varios tipos de matrizes (Valeriana comprimidos e Sene drageias) verificou-se que
estas possuem um pico interferente ao mesmo tempo de retencdo (tg) do
Carbofenotido (tg Carbofenotido = 25,08 minutos). Este facto conduziu a que
necessario utilizar um padrdo interno alternativo que eluisse numa zona que ndo
apresentasse interferentes nas matrizes a analisar.
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Figura 11 — Pico interferente detectado na amostra de Valeriana sob a forma de
comprimidos (tg 25,08 min)

O método da EPA 8081B, sugere a utilizagdo do Pentacloronitrobenzeno ou do
1-Bromo-2-nitrobenzeno como possiveis padrdes internos a utilizar. 7

Uma vez que para a escolha do padrdo interno ha que ter em conta nao s6 a resolucao
deste composto em relacdo aos outros compostos em estudo mas também a auséncia
de interferentes na matriz, foi necessario averiguar qual a zona do cromatograma onde
iriam eluir os padrdes sugeridos pela EPA.
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Desta forma, procedeu-se a avaliacdo de uma tabela elaborada pela Agilent
Technologies (Pesticide Elution Order Using Low Bleed Phases)®’ que indica qual o
tempo de reteng¢do esperado em fungdo do tipo de coluna utilizada. Verificou-se que
relativamente ao 1-Bromo-2-nitrobenzeno nao era viavel a sua utilizacdo pois este iria
ter um tg muito baixo (cerca de 5 min), o que corresponde a uma zona no
cromatograma das amostras que normalmente apresenta muitos picos. O
Pentacloronitrobenzeno iria sair no cromatograma aproximadamente aos 14 minutos,
entre o 0-Hexaclorociclo-hexano e o e-Hexaclorociclo-hexano, o que faria com que
provavelmente ndo tivesse uma resolu¢do adequada.

Avaliando os padrdes disponiveis no laboratério, optou-se por utilizar um pesticida
organofosforado (Etido) que apresenta uma resolug¢ao adequada (R = 2,7) e um tempo
de retencdo adequado relativamente ao composto que sai imediatamente antes no
cromatograma (o,p-DDT) e sai numa zona sem interferentes nos cromatogramas das
matrizes analisadas.

1.6. Adequabilidade do sistema

Para avaliar a adequabilidade do sistema com as condi¢des cromatograficas finais,
efectuaram-se 6 injecgdes consecutivas de solucdo combinada de padrdes
correspondente a concentragdo alvo de cada um dos compostos ¢ foram em seguida
determinados para os varios compostos diferentes parametros cromatograficos: tempo
de retencdo, tempo de retengdo relativo, factor de assimetria, factor de capacidade e
resolucao.

As expressOes utilizadas para a determinacdo dos parametros cromatograficos
encontram-se em anexo.

As condig¢des cromatograficas utilizadas foram as optimizadas (ver parte experimental:
Tabela 6) e utilizou-se como padrao interno o Etido.

Uma vez que o método cromatografico descrito na Farmacopeia Europeia ndo impde
limites para os parametros avaliados, os valores obtidos experimentalmente foram
considerados como sendo valores de referéncia e que foram utilizados no decorrer de
todo o trabalho analitico como forma de confirmacdo de que os resultados obtidos
estavam de acordo com critérios pré-estabelecidos como adequados, para os ensaios a
efectuar.

A figura 12A ilustra o cromatograma obtido na analise de uma solu¢ao combinada dos
varios padrdes de pesticidas, utilizando como padrdo interno o composto Etido.
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Figura 12A — Cromatograma da solugdo combinada de padrdes, utilizando o Etido como
padrao interno, obtido apo6s analise no GC-uECD (condi¢des de analise descritas na parte
experimental)

Legenda:

1 - o Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3- f Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - & Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - a Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p’-DDD; 15 - Endrina; 16 -  Endossulfano; 17 - o,p -DDT; 18 - Etido (padrdo interno);

19 - p,p’-DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.
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A figura 12B pretende ilustrar a zona do cromatograma correspondente a solucao
combinada de padrdes, por forma a que seja visivel a regido do cromatograma que
apresenta pior resolugdo e que corresponde aos varios isomeros da Cipermetrina.
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Figura 12B — Zona final do cromatograma da solugdo combinada de padrdes obtido apos
analise no GC-pECD (condig¢des de analise descritas na parte experimental)

A tabela 17 resume o valor médio das 6 determinagdes efectuadas para os varios
parametros cromatograficos. e

M Qs varios pardmetros da adequabilidade do sistema foram calculados de acordo com a
Farmacopeia Europeia.
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Tabela 17 — Parametros para avaliacdo da adequabilidade do sistema, obtidos através da
média de 6 injecgdes consecutivas de solugdo combinada de padroes

Composto tr (min) o As K R

o — Hexaclorociclo-hexano 11,8 0,48 1,20 10,77 -

Hexaclorobenzeno 12,1 0,50 1,45 11,07 3,63
B — Hexaclorociclo-hexano 12,9 0,53 1,60 11,90 9,72
Lindano 13,1 0,54 1,20 12,12 2,66
8 — Hexaclorociclo-hexano 14,2 0,58 1,56 13,17 12,36
¢ — Hexaclorociclo-hexano 14,6 0,60 1,38 13,58 4,64
Heptacloro 16,1 0,66 1,03 15,14 18,04
Aldrina 17,6 0,72 1,00 16,61 17,26
cis — Heptacloro-epoxido 19,4 0,80 1,04 18,40 20,91
o,p’—DDE 20,8 0,85 1,01 19,81 16,05
o — Endossulfano 20,9 0,86 1,09 19,93 1,32
Dieldrina 22,1 0,91 0,97 21,07 11,86
p.p’—DDE 222 0,91 1,21 21,21 1,55
o,p’—DDD 22,6 0,93 1,18 21,55 3,48
Endrina 23,0 0,94 1,02 21,98 4,60
B — Endossulfano 23,4 0,96 1,13 22,41 4,33
op’ —DDT 24,1 0,99 1,13 23,11 7,00
Etido (Padrdo Interno) 24 .4 1,00 1,14 23,38 2,83
p,p’—DDT 25,6 1,05 1,11 24,60 12,80
cis-permetrina 32,1 1,32 1,26 31,13 65,11
trans-permetrina 32,4 1,33 1,32 31,45 3,00
Cipermetrina 1 34,3 1,41 1,18 33,30 17,94
Cipermetrina_2 34,5 1,41 1,11 33,55 2,54
Cipermetrina_3 34,7 1,42 0,98 33,70 1,67
Cipermetrina_4 34,8 1,43 1,32 33,81 1,17
Fenvalerato 1 36,3 1,49 1,28 35,35 15,87
Fenvalerato 2 36,8 1,51 1,26 35,84 4.85
Deltametrina 38,1 1,56 1,21 37,07 12,10

tg — Tempo de retengdo; o — Tempo de retencdo relativo; As — factor de assimetria;
K — Factor de capacidade; R — Resolugao.

Um factor de assimetria de 1,0 corresponde ao valor ideal. *® Nas condicdes de
analises descritas foram obtidos factores de assimetria para todos os compostos entre
0,97 e 1,60 o que ¢ considerado como sendo satisfatorio.

Segundo a Farmacopeia Europeia, um valor de resolucao superior a 1,5 corresponde a
uma separagio da linha de base, sendo considerado como o ideal. *

Para a maior parte dos compostos foram obtidos valores de resolucao superiores a 2,0.
Uma vez que a solucdo combinada de padrdes apresenta um elevado ntimero de
compostos, nem sempre foi possivel obter experimentalmente o valor ideal. Assim,
entre o o - Endossulfano e o o,p” - DDE, entre o p,p’- DDE e a Dieldrina e entre os
ultimos isomeros da Cipermetrina foram obtidos valores que apesar de serem
inferiores a 2,0 sdo superiores a 1,0 o que ¢ considerado adequado a uma separagdo
suficiente para permitir a integracao apropriada dos picos em questao.
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2. Analise por GC-MS

Foram utilizadas as condi¢des cromatograficas ja optimizadas aquando da analise por
GC-uECD, relativamente ao injector e coluna. As condi¢des instrumentais finais
encontram-se descritas na parte experimental (Tabela 7).

Iniciou-se o trabalho em modo varrimento total o que permitiu a monitorizagdo de
todos os ides produzidos numa gama de massas seleccionada (50 a 500 unidades de
massa atomica), tendo sido obtido o tracado da corrente i6nica (TIC).

Os tempos de retengdo e a identificacido de cada um dos compostos, foram
determinados apds a injec¢do de uma solucdo combinada de padrdes e comparagdo
dos espectros obtidos para cada um dos compostos com 0s espectros existentes nas
bibliotecas de espectros disponiveis. ***’

Uma vez que muitos dos compostos em estudo sdo isémeros, as bibliotecas de
espectros existentes no software por vezes identificavam os varios isdbmeros com um
indice de semelhanca muito idéntico, o que impossibilitava a sua identificacdo
inequivoca. Este facto levou a necessidade de injectar muitos dos compostos em
estudo individualmente para confirmar a sua ordem de eluicao.

Na figura 13 apresenta-se o tragado da corrente ionica total (TIC) de uma injec¢do de
solu¢do combinada de padrdes, utilizando o Etido como padrdo interno.
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Figura 13 — Cromatograma da corrente idnica total obtido no modo de aquisi¢do varrimento
de 50 - 500 amu para a solugcdo combinada de padrdes, utilizando Etido como padrao interno
(condicdes de analise descritas na parte experimental)

Legenda:

1 - o Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3- f Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - & Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - a Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p -DDD; 15 - Endrina; 16 - B Endossulfano; 17 - o,p -DDT; 18 - Etido (padrdo interno);

19 - p,p’-DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.

A tabela 18 resume os tempos de retencdo obtidos assim como os tempos de retencao
relativos para cada um dos compostos em estudo por GC-MS.
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Tabela 18 — Valores ti ¢ o obtidos para os padrdes analisados por GC-MS

Composto tr (min) o

o — Hexaclorociclo-hexano 11,4 0,47
Hexaclorobenzeno 11,7 0,48
B — Hexaclorociclo-hexano 12,6 0,52
Lindano 12,8 0,52
6 — Hexaclorociclo-hexano 13,9 0,57
¢ — Hexaclorociclo-hexano 14,3 0,59
Heptacloro 15,9 0,65
Aldrina 17,4 0,71
cis — Heptacloro-epoxido 19,2 0,79
o,p’—DDE 20,7 0,85
o — Endossulfano 20,8 0,85
Dieldrina 22,0 0,90
p,p’—DDE 22,1 0,91
o,p’—DDD 22,5 0,92
Endrina 22,9 0,94
B — Endossulfano 23,4 0,96
op’—DDT 24,1 0,99
Etido (Padrdo Interno) 244 1,00
p,p’—DDT 25,6 1,05
cis - Permetrina 32,3 1,32
trans - Permetrina 32,8 1,34
Cipermetrina” 34,5; 34,6; 35,0 35,7 1,41; 1,42, 1,43 e 1,46
Fenvalerato” 36,8 ¢ 37,2 1,51 e1,52
Deltametrina 38,4 1,57

tr — Tempo de retengdo expresso em minutos; 0 — Tempo de retencdo relativo ao padrio interno.

Ap6s a confirmacdo da ordem de eluicdo de cada um dos compostos, procedeu-se a
analise dos espectros de massa obtidos, com o objectivo de determinar quais os ides
caracteristicos correspondentes a determinada razdo massa/carga (m/z), com maior
contribui¢do para a area total do pico.

A tabela 19 resume os valores de m/z caracteristicos de cada um dos compostos em
estudo, sendo o 130 que estd indicado em primeiro lugar para cada composto, o ido de
maior abundancia. S3o indicados também os tempos de andlise a que serdo
monitorizados cada um dos ides no modo de aquisi¢do em SIM (Monitorizagao do lao
Seleccionado).

) Uma vez que estes compostos apresentam varios isomeros, sio definidos os tg e o para cada um dos
respectivos isomeros.

64



Resultados e discussao

Tabela 19 — Valores de m/z caracteristicos de cada composto e respectivos tempos de

programagao em modo SIM

Composto Valores de m/z Janelas do programa em
caracteristicos SIM (min)
o — Hexaclorociclo-hexano 183,111, 219 5,0-11,5
Hexaclorobenzeno 284, 142,249 11,5-123
B — Hexaclorociclo-hexano 181, 111, 219 12,3 -12,6
Lindano 181, 111,219 12,6 — 13,5
6 — Hexaclorociclo-hexano 183, 109, 219 13,5-14,0
¢ — Hexaclorociclo-hexano 183, 147,219 14,5-15,5
Heptacloro 272,100, 237 15,5-17.2
Aldrina 263, 66, 293 17,2-19,0
cis — Heptacloro-epoxido 353, 81, 263 19,0 — 20,0
o,p’— DDE 246, 176, 318 20,0 — 20,8
o — Endossulfano 241, 170, 195, 265 20,8 —21,8
Dieldrina 263,277, 345 21,8 -22,1
p.p’—DDE 246, 176, 318 22,1-2272
o,p’—DDD 235, 165, 199 222227
Endrina 317, 193, 263, 345 22,7-23,0
B — Endossulfano 195, 159, 237 23,0-238
op’—DDT 235, 165,212 23,8 -24,1
Etido (Padrao Interno) 231, 153, 384 24,1 - 253
pp’ —DDT 235, 165, 212 25,3 - 30,0
cis e trans — Permetrina 183, 127, 163 30,0 — 34,0
Cipermetrina 163, 181, 207 34,0 - 36,0
Fenvalerato 125, 167, 419 36,0 — 38,2
Deltametrina 181, 209, 253 38,2430

m/z — razao massa/carga

Para além da determinacdo dos valores de m/z caracteristicos ¢ também importante ter
em conta a sua abundancia relativa. Desta forma, para cada composto foi determinado
um factor de resposta dos varios ides caracteristicos, sendo este factor obtido através
da divisdo da abundancia do 130 mais intenso pela abundancia de cada um dos
restantes i0es observados na solugdo padrio, tal como ¢ indicado na tabela 20.
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Tabela 20 — Factores de resposta dos valores de m/z caracteristicos de cada composto
avaliados na solu¢ao padrao

Composto Vel (’le .m/z Factor
caracteristicos

183 /183 1,000

o — Hexaclorociclo-hexano 183 /111 2,162
183 /219 1,031

284 /284 1,000

Hexaclorobenzeno 284 /142 4219
284 /249 4,365

181/ 181 1,000

B — Hexaclorociclo-hexano 181/111 1,373
181/219 1,011

181/ 181 1,000

Lindano 181 /111 1,677
181/219 1,173

183 /183 1,000

8 — Hexaclorociclo-hexano 183 /109 1,924
183 /219 1,138

183 /183 1,000

¢ — Hexaclorociclo-hexano 183 /147 3,341
183 /219 2,236

272/272 1,000

Heptacloro 272 /100 1,028

272 /237 2,895

263 /263 1,000

Aldrina 263/ 66 1,002

263 /293 3,036

353 /353 1,000

cis — Heptacloro-epoxido 353/81 2,685
353/263 7,039

246 /246 1,000

o,p’—DDE 246/ 176 4,452

246 /318 2,355

241 /241 1,000

241/170 1,006

o — Endossulfano 241/ 195 1.419
241 /265 1,535

263 /263 1,000

Dieldrina 263 /277 1,243

263 /345 4,027

246 /246 1,000

p.p’—DDE 246/ 176 1,069

246 /318 3,217

235/235 1,000

o,p’—DDD 235/165 2,902

235/ 199 7,509

317/317 1,000

. 317/193 1,457

Endrina 317/263 1,319

317/ 345 1,281

Factor — Razdo entre a abundancia do ido mais intenso pelos restantes ides.
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Tabela 20 (continuacio) — Factores de resposta dos valores de m/z caracteristicos de cada
composto avaliados na solugdo padrao

Composto Vel (’le .m/z Factor
caracteristicos

195/ 195 1,000

B — Endossulfano 1957159 1,660
195/237 1,336

235/235 1,000

o,p’—DDT 235/165 2,849
235/212 7,479

231/231 1,000

Etido (Padrdo Interno) 231/153 1,872
231/384 6,558

235/235 1,000

pp —DDT 235/ 165 3,080
235/212 7,179

183 /183 1,000

cis — Permetrina 183 /127 17,588
183 /163 5,281

183 /183 1,000

trans — Permetrina 183 /127 17,091
183 /163 4,155

163 /163 1,000

Cipermetrina_1 163 /181 1,241
163 /207 5,359

163 /163 1,000

Cipermetrina_2 163 /181 1,528
163 /207 5,442

163 /163 1,000

Cipermetrina_3 163 /181 1,278
163 /207 3,470

163 /163 1,000

Cipermetrina_4 163 /181 1,379
163 /207 4,141

125/ 125 1,000

Fenvalerato 1 125/ 167 1,219
125/419 5,631

125/ 125 1,000

Fenvalerato 2 125/167 1,093
125/419 6,040

181/ 181 1,000

Deltametrina 181/209 3,342
181/253 1,058

Factor — Razdo entre a abundancia do io mais intenso pelos restantes ides.

Desta forma, utilizando o modo de monitorizacdo de ido seleccionado (SIM), sdo
apenas monitorizados os ides de interesse o que provoca um sinal maior para cada um
dos compostos em estudo, originando um aumento da sensibilidade para um mesmo
nivel de concentracdo, no caso do analisador de quadrupolo que foi o utilizado.
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A figura 14 ilustra o cromatograma obtido para a solugdo combinada de padrdes de
referéncia utilizando o modo de monitorizagao de ido seleccionado.
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Figura 14 — Cromatograma dos m/z caracteristicos consoante o composto, para a solucdo
combinada de padrdes, utilizando Etido como padrio interno (condigdes de analise descritas
na parte experimental)

Legenda:

1 - o Hexaclorociclo-hexano; 2 - Hexaclorobenzeno; 3- f Hexaclorociclo-hexano; 4 - Lindano;

5 - & Hexaclorociclo-hexano; 6 - € Hexaclorociclo-hexano, 7 - Heptacloro; 8 - Aldrina;

9 - cis -Heptacloro-epoxido; 10 - o,p -DDE; 11 - a Endossulfano; 12 - Dieldrina; 13 - p,p -DDE;

14 - 0,p -DDD; 15 - Endrina; 16 - B Endossulfano; 17 - o,p -DDT; 18 - Etido (padrdo interno);

19 - p,p -DDT; 20 - cis-Permetrina; 21 - trans-Permetrina; 22 a 25 - isémeros da Cipermetrina;

26 - Fenvalerato isomero_1; 27 - Fenvalerato isomero_2; 28 - Deltametrina.
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3. Optimizacao do processo de extraccio e purificacio da amostra segundo a
metodologia descrita na Farmacopeia Europeia

Tal como esta indicado no ponto 1.4.1. do capitulo referente a parte experimental, os
varios passos a executar para a extrac¢ao e purificacdo da amostra sao:

= Extrac¢do com acetona por agitagdo em placa de agitagdo magnética;

= Filtracdo com filtros de fibra de vidro;

= Evaporagdo quase a secura no evaporador rotativo;

= Filtracdo com filtros de membrana;

= Separac¢do dos compostos de maior massa molecular por Cromatografia de

Permeacao em Gel;

= Evaporagdo quase a secura em atmosfera de azoto;

= Extraccdo em fase solida utilizando colunas de silica gel;

= Evaporagdo quase a secura em atmosfera de azoto.

Procedeu-se neste trabalho a optimizacdo dos passos considerados como sendo os
mais criticos no decorrer de todo o processo de preparagdo da amostra.

3.1. Evaporacio do solvente no evaporador rotativo

O método definido na Farmacopeia Europeia refere que a temperatura de evaporagao
do solvente ndo deve ser superior a 40°C. ** Foram testadas varias temperaturas de
evaporagdo do solvente, tendo-se verificado que a medida que a temperatura era
reduzida, eram obtidos valores de recuperacdo mais aceitdveis para os varios
compostos em estudo.

A tabela 21 indica os valores de recuperacdo obtidos utilizando diferentes
temperaturas de evaporacao do solvente.
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Tabela 21 — Efeito da T de evaporacdo do solvente na percentagem de recuperagdo dos

pesticidas em estudo

% Recuperaciao | % Recuperacio | % Recuperacao
Composto THC T30 TsC |
o — Hexaclorociclo-hexano ndo detectado 40,6 90,5
Hexaclorobenzeno ndo detectado 44,4 110,7
B — Hexaclorociclo-hexano nao detectado 103,7 99,8
Lindano ndo detectado 53,4 79,9
& — Hexaclorociclo-hexano ndo detectado 40,0 92,2
¢ — Hexaclorociclo-hexano ndo detectado 42.8 109,6
Heptacloro 84,4 120,9 116,3
Aldrina 68,6 96,6 108,3
cis — Heptacloro-epoxido 33,0 78,8 107,6
o,p’—DDE 65,8 106,9 103,0
o — Endossulfano 61,3 87,3 83,1
Dieldrina 82,1 100,5 114,4
pp’ —DDE 73,9 92,7 90,2
o,p’—DDD 110,7 99,6 88,9
Endrina 38,4 96,6 96,4
B — Endossulfano 110,7 91,6 89,5
op’ —DDT 67,7 101,8 101,8
pp’ —DDT 47,8 75,5 110,0
cis — Permetrina 108,6 94,0 88,3
trans — Permetrina 125,7 83,9 81,0
Cipermetrina_1 ndo detectado 97,6 85,2
Cipermetrina_2 ndo detectado 75,0 97,5
Cipermetrina_3 ndo detectado 66,7 109,3
Cipermetrina_4 ndo detectado 69,6 103,1
Fenvalerato 1 137,9 110,0 96,3
Fenvalerato 2 173,2 107,0 86,4
Deltametrina 88,5 122,6 88,3

Pode concluir-se dos resultados apresentados que, utilizando um valor de temperatura
de 40°C, os compostos de menor tempo de retengdo (compostos com ponto de
ebulicdo mais baixo) ndo sdo detectados. A 30°C ja sdo detectados todos os
compostos, no entanto, os primeiros compostos apresentam uma taxa de recuperacao
muito baixa (cerca de 40%). A temperatura de 25°C os vérios compostos apresentam
taxas de recuperacdo aceitdveis para este método (a variar entre 80% e 116%),
admitindo como referéncia o critério de aceita¢do indicado na Farmacopeia Europeia
(70% a 110%).*
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Apesar dos valores obtidos de recuperagdo serem aceitaveis, verificou-se que o sinal
obtido para todos os compostos, era muito inferior ao sinal observado quando
comparado com a injec¢do de uma solugdo padrao na mesma gama de concentragdes,
o que levou a supor que ocorria uma perda de todos os compostos de uma forma
uniforme nesta fase de preparagao de amostra.

Para ultrapassar este facto, houve o cuidado de diminuir a velocidade de rotagdo do
baldo aquando da evaporagio do solvente no evaporador rotativo. A medida que o
solvente ia sendo evaporado, o contetido do baldo de evaporacdo foi transferido
progressivamente para baldes de menor capacidade. Desta forma, iniciou-se a
evaporacao do solvente colocando a solugdo num baldo de evaporagao de 250 ml,
transferindo-se em seguida para um baldo de 100 ml e por final para um baldo de 25
ml, o que facilitou depois a sua transferéncia final para o baldo volumétrico,
minimizando a ocorréncia de perdas.

Um factor também importante neste passo, ¢ nunca levar a evaporagdo completamente
a secura e para este efeito, quando quase toda a acetona estava evaporada,
adicionaram-se algumas gotas de tolueno. A evaporagdo continua até que toda a
acetona tenha sido eliminada, ficando os compostos de interesse dissolvidos em
tolueno que, como apresenta um ponto de ebulicdo de 110°C, funciona como um bom
solvente de armazenamento.

As figuras seguintes permitem comparar os resultados obtidos utilizando o método tal
como esta descrito na Farmacopeia e apos optimizacao.
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Como ¢ possivel observar comparando a escala dos dois cromatogramas, verificou-se
uma recuperagdo cerca de 20 vezes superior para todos os compostos utilizando as
condi¢des optimizadas durante a evaporacao do solvente.

Para avaliar o rendimento obtido neste passo, comparou-se também o valor da area do
padrdo interno (Etido), injectando no sistema cromatografico GC-uECD 3 solugdes
distintas:

Solugao A — Solugado padrao de Etido (Figura 16A);

Solu¢do B — Amostra de Ginkgo biloba a qual foi adicionado inicialmente padrdo
interno, tendo sido esta amostra fortificada submetida ao processo de evaporacao de
solvente no evaporador rotativo (Figura 16B);

Solugao C — Amostra de Ginkgo biloba que foi submetida ao processo de evaporagao
de solvente no evaporador rotativo a qual foi posteriormente adicionado padrdo
interno (Figura 16C).
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Figura 16A — Cromatograma de solucdo padrao de Etido obtido apds analise no GC-pECD
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Comparando os 3 cromatogramas, verifica-se que o Etido apresenta uma resposta
muito semelhante nas varias situacdes. Adicionando Etido & amostra antes e apds a
processo de evaporacdo de solvente sdo obtidos valores de area do composto que
variam apenas em 10%, o que significa que nestas condi¢des optimizadas de
evaporacao de solvente o rendimento obtido ¢ cerca de 90%, o que € satisfatorio.

3.2. Teste da adequabilidade dos filtros

Para averiguar a adequabilidade dos filtros utilizados na preparacdo da amostra,
procedeu-se a filtragdo com filtros de fibra de vidro de uma solu¢do combinada de
padrdes e injeccdo no sistema cromatografico GC-uECD do padrao filtrado e ndo
filtrado. Avaliou-se a percentagem de recuperacdo obtida para cada um dos
compostos. A recuperagdo obtida para todos os compostos variou de 100% a 106%
(Tabela 22).

Previamente a colocacao da amostra no sistema de GPC procede-se a uma filtracao
com filtros de membrana GHP 0,45 pm. Efectuou-se igualmente um teste da
adequabilidade destes filtros utilizados de uma forma semelhante ao efectuado para os
filtros de fibra de vidro. A recuperagdo obtida para todos os compostos variou de 96 %
a 114 % (Tabela 22).

Tabela 22 — Percentagem de recuperacdo obtida por comparacao da resposta no GC-pECD de
cada um dos padrdes antes e ap0s filtragdo com filtros de fibra de vidro e antes e apos filtragdo
com filtros de membrana GHP 0,45 pm

Composto % Rec (filtros fibra vidro) % Rec (filtros de membrana 0,45um)

a — Hexaclorociclo-hexano 100,7 103,3
Hexaclorobenzeno 1024 101,8
B — Hexaclorociclo-hexano 100,0 103,1
Lindano 100,0 103,6
4 - Hexaclorociclo-hexano 100,0 107,6
¢ - Hexaclorociclo-hexano 100,0 101,4
Heptacloro 100,0 102,8
Aldrina 100,0 107,8
cis — Heptacloro-epoxido 100,0 102,2
o,p’—DDE 100,0 101,5
o — Endossulfano 100,7 100,6
Dieldrina 100,0 106,0
p.p’—DDE 101,1 100,5
o,p’—DDD 101,3 99,6
Endrina 100,0 97,8

B — Endossulfano 1004 100,6
o,p’—DDT 100,9 101,2
pp’—DDT 100,5 103,9
cis — Permetrina 100,0 98,1

trans — Permetrina 100,0 98,2

Cipermetrina_1 105,9 96,2

Cipermetrina_2 100,0 105,9
Cipermetrina_3 100,0 102,6
Cipermetrina_4 100,0 100,0
Fenvalerato 1 101,5 105,6
Fenvalerato 2 105,3 101,1
Deltametrina 103,4 113,9

% Rec - % Recuperacao
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As recuperacdes obtidas sdo aceitdveis para os varios compostos em causa, nos dois
tipos de filtros estudados, utilizando como referéncia o critério de aceitagdo indicado
na Farmacopeia Europeia (70% a 110%). *

3.3. Cromatografia de exclusdo molecular — Cromatografia de Permeac¢io em Gel
(GPO)

Para proceder a separagao de compostos interferentes de maior massa molecular,
utilizou-se uma bomba de HPLC que permitiu a passagem de eluente (tolueno) através
de uma coluna de estireno-divinilbenzeno, a qual foi ligada um colector de fracgdes.

Com o objectivo de determinar o tempo de saida dos compostos em estudo, foi
preparada uma solu¢do padrdo combinada do composto de menor massa molecular
(a-Hexaclorociclo-hexano) e do composto de maior massa molecular (Deltametrina).

Esta solugdo foi injectada no sistema de GPC e procedeu-se a recolha no colector de
fracgoes de aliquotas de 2,5 em 2,5 minutos. Cada uma destas aliquotas foi injectada
no sistema cromatografico GC-pECD por forma a verificar quais eram as frac¢cdes que
apresentavam os compostos em estudo.

Verificou-se que os compostos em estudo se encontravam presentes nas aliquotas de
7,5 a 19,5 min pelo que esta sera a fraccdo total a colher aquando da anédlise das
amostras.

A figura 17 ilustra um exemplo de uma sequéncia de cromatogramas obtidos no

GC-uECD de uma solucdo combinada dos padrdes a-Hexaclorociclo-hexano e
Deltametrina na fase de determinagao das frac¢des de interesse.
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A tabela 23 retine as condigdes operacionais a ter em conta nesta fase de preparagdo da

amostra.

Tabela 23 — Condig¢des operacionais finais no sistema de GPC

Injector Volume injeccéio 100 pul
Coluna estireno-divinilbenzeno
Tipo de coluna 7.8 x 300 mm
Coluna Temperatura do forno Ambiente (25°C £ 5°C)
Fase movel Tolueno
Fluxo 1,0 ml/min

Fraccéao a colher

Tempo a iniciar na injeccio

7,5 aos 19,5 min

Uma vez que este passo de preparagdo de amostra € muito moroso e visto que esta
principalmente recomendado para matrizes alimentares para a remocao de lipidos,
polimeros, componentes celulares e resinas naturais >°, avaliou-se a necessidade de
efectuar este passo, comparando os cromatogramas obtidos da matriz Valeriana
submetida a GPC e ndo submetida a GPC.

Comparando os dois cromatogramas (Figuras 18A e B), verifica-se que quando a
matriz ndo passou pelo processo de GPC aparecem alguns picos interferentes nos
tempos de retencdo de alguns compostos de interesse. Este facto reforgou a
necessidade em executar este passo.
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Figura 18A — Cromatograma de uma amostra de Valeriana ndo submetida a GPC, analisada
por GC-uECD
Legenda: 1 - pico interferente com o Heptcloro, Aldrina e cis-Heptacloro-epoxido; 2 - pico interferente
com o o,p -DDD; 3 - pico interferente com o Etido; 4 - pico interferente com o p,p -DDT.
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Figura 18B — Cromatograma de uma amostra de Valeriana submetida a GPC, analisada por
GC-pECD

3.4. Extraccio em fase solida com colunas de silica gel

A purificagdo da amostra ¢ efectuada por extraccdo em fase solida, utilizando colunas
de silica gel e tolueno como eluente.

Avaliou-se a recuperacao obtida no sistema de extrac¢ao em fase solida, comparando a
resposta obtida de uma solu¢do combinada de padrdes com uma solucdo combinada de
padrdes submetida ao processo de extrac¢ao em fase solida. Os valores de recuperacao
obtidos estdo indicados na tabela 24.
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Tabela 24 — Percentagem de recuperacao obtida por comparacao da resposta no GC-pECD de
cada um dos padrdes apods o processo de extrac¢ao em fase sélida

Composto 2 I}ecuperagiio’ q
(Extrac¢ao em fase sélida)
o — Hexaclorociclo-hexano 102,8
Hexaclorobenzeno 102,4
B — Hexaclorociclo-hexano 104,5
Lindano 102,7
6 — Hexaclorociclo-hexano 96,4
¢ — Hexaclorociclo-hexano 109,6
Heptacloro 103,2
Aldrina 105,1
cis — Heptacloro-epoxido 97.8
o,p’—DDE 110,3
o — Endossulfano 109,0
Dieldrina 102,6
p.p’ —DDE 107,3
o,p’—DDD 108,8
Endrina 86,7
B — Endossulfano 108,3
op’—DDT 105,7
pp’ —DDT 104,5
cis — Permetrina 107,6
trans — Permetrina 107,8
Cipermetrina 1 94,0
Cipermetrina_2 94,0
Cipermetrina 3 86,7
Cipermetrina_4 1024
Fenvalerato 1 110,2
Fenvalerato 2 110,1
Deltametrina 110,3

A percentagem de recuperagdo obtida para os varios compostos em estudo variou

entre 87% e 110%, o que ¢ considerado como sendo aceitavel, utilizando como critério
. ~ .4 . . 33

de aceitagdo os valores indicados na Farmacopeia Europeia (70% a 110%).

A tabela 25 retine as condi¢des a ter em conta na purificacdo com colunas de silica gel.
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Tabela 25 — Condig¢des operacionais finais no sistema de extrac¢do em fase solida

Fraccio a purificar Volume 100 pl
Tipo de coluna Colunas silica 3ml/500mg
Coluna
Eluente Tolueno
Suporte miltiplo sob vacuo | Pressao P=5mm Hg

3.5. Evaporacio do solvente em atmosfera de azoto

Durante o processo de preparagao da amostra indicado, ¢ efectuada uma evaporagao
de solvente (tolueno) em atmosfera de azoto logo apos a colheita da frac¢do de
interesse no sistema de GPC e uma segunda evaporagao de solvente no final, antes de
introduzir a amostra no cromatografo gasoso.

Uma vez que a temperatura de evaporagdo do solvente tinha sido optimizada para
25°C, tal como ¢ indicado em 3.1., optou-se por manter este valor de temperatura na
etapa de evaporacao do solvente em atmosfera de azoto.

Para evitar a perda de compostos durante esta fase, a evaporagdo nunca foi efectuada
completamente a secura, foram utilizados tubos de evaporacdo de fundo conico e a
pressdo de azoto a utilizar nunca excedeu os 10 psi, por forma a que a evaporagao
fosse efectuada de uma forma lenta e que nao provocasse turbuléncia no solvente.

3.6. Avaliacao do processo de extracgio

Foi avaliada a possivel existéncia de picos interferentes resultantes do processo de
extrac¢cdo submetendo o solvente (tolueno) a todo o processo de extracgdo descrito. O
cromatograma obtido apresenta-se livres de interferentes, tal como ilustra a figura 19.
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Figura 19 — Cromatograma do solvente (tolueno) apos ter sido submetido ao processo de
extracgdo descrito e analisado por GC-pECD
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4. Método alternativo de preparacio de amostra - QuUEChERS

Foi efectuado um método alternativo ao método apresentado pela Farmacopeia Europeia
para a preparacdo da amostra. Este método de dispersdo da matriz em fase solida ¢
caracterizado por ser um método simples, rapido e pouco dispendioso, comparativamente
aos métodos mais classicos. *"7>"*

Uma vez que a principal aplicagdo descrita para este método sdao os produtos alimentares
(frutos e vegetais) ,optou-se por aplicar esta metodologia as matrizes em estudo
(Valeriana, Sene e Ginkgo biloba) para verificar até que ponto este método poderia ser
utilizado na preparacdo de amostras de medicamentos a base de plantas.

O processo de preparacdo de amostra efectuado encontra-se indicado no ponto 1.4.2. do
capitulo referente a parte experimental, tendo sido o extracto final injectado no sistema

cromatografico GC-uECD.

A figura 20 ilustra o cromatograma obtido para uma das matrizes analisadas.
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Figura 20 — Cromatograma de amostra de Valeriana com padrdo interno (Etido), extraida
segundo o método QUEChERS e analisada por GC-uECD

82



Resultados e discussao

Tal como ¢ possivel observar, o cromatograma da amostra de Valeriana apresenta muitos
picos interferentes.

Para confirmar se os picos interferentes eram inerentes a propria matriz ou ao processo de
preparacao da amostra, foi efectuado um branco submetendo o solvente (tolueno) a todo
o processo de preparacdo de amostra, tendo sido posteriormente injectado no sistema
cromatografico GC-uECD (Figura 21).
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Figura 21 — Cromatograma de tolueno submetido ao método QuEChERS e analisado por
GC-uECD

O cromatograma do branco demonstra a auséncia de picos interferentes pelo que se pode
concluir que estes sdo inerentes a propria matriz.

Uma vez que o método QUEChERS foi inicialmente concebido para amostras contendo
um elevado teor em agua (superior a 75%) ", efectuou-se uma segunda preparacdo da
amostra a qual se incluiu um passo inicial de hidratacdo da amostra antes da extracg¢ao, tal
como esta descrito na parte experimental. O cromatograma obtido foi idéntico ao obtido
inicialmente sem efectuar a hidratacao da amostra.

Assim, nestas condi¢des 0 método QUEChERS nao elimina de uma forma eficaz todos os
interferentes da matriz pelo que n3o vai ser possivel a sua utilizagdo neste tipo de
matrizes, tendo-se optado por utilizar o método da Farmacopeia Europeia com todos os
passos optimizados descritos anteriormente.
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5. Validacao do método analitico

5.1. Estudo da Especificidade/Selectividade

A especificidade/selectividade ¢ a capacidade de um método distinguir um analito em
particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. **

A especificidade/selectividade em cromatografia pode ser determinada garantindo que
ndo hé picos a eluir no mesmo tempo de retengdo, o que pode ser avaliado através da
identificacdo dos compostos por GC-MS, por tempo de retencao (tr), avaliando a
resolugdo entre os varios compostos, através da andlise de brancos e das matrizes das
amostras em estudo.

5.1.1. Identificacao por GC-MS

Cada um dos padrdes correspondentes aos compostos em estudo foi inicialmente
identificado por GC-MS em modo varrimento total por comparacdo com as
bibliotecas de espectros disponiveis ***’, tendo sido obtido um indice de semelhanca
entre 90 ¢ 99, tal como é demonstrado na tabela 26.

Tabela 26 — Indice de semelhanga obtido apods analise por GC-MS e comparagio dos
espectros correspondentes aos padrdes de referéncia utilizados com os espectros existentes
nas bibliotecas de espectros ***’

Composto Indice de semelhanga
o — Hexaclorociclo-hexano 94
Hexaclorobenzeno 99
B — Hexaclorociclo-hexano 91
Lindano 99
6 — Hexaclorociclo-hexano 99
¢ — Hexaclorociclo-hexano -
Heptacloro 99
Aldrina 99
cis — Heptacloro-epoxido 99
o,p’—DDE 97
o — Endossulfano 99
Dieldrina 99
p.p’—DDE 99
o,p’—DDD 95
Endrina 93
B — Endossulfano 93
op’—DDT 99
Etido (padrio interno) 99
p.p’—DDT 95
cis — Permetrina 90
trans — Permetrina 94
Cipermetrina (1 a 4) -
Fenvalerato 1 99
Fenvalerato 2 99
Deltametrina 91
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Uma vez que o composto € - Hexaclorociclo-hexano ndo existia nas bibliotecas de
espectros disponiveis, adicionou-se o espectro obtido a biblioteca de espectros.

Os espectros correspondentes aos varios isomeros da Cipermetrina foram também
adicionados a biblioteca de espectros, pois o software identificou os varios isomeros
como se fossem todos 0 mesmo composto.

Este facto permitiu estudar os espectros de cada composto, retirar os seus ides
caracteristicos assim como a sua abundancia relativa, o que constituiu um método de
confirmac¢ao dos compostos em estudo nas matrizes analisadas.

5.1.2. Avaliacido do tempo de retencio e resolucio

Através de 6 injecgdes consecutivas de solugdo combinada de padrdes de referéncia
no sistema cromatografico GC-pECD foi determinado para cada um dos compostos o
tempo de retencdo (tr) e seu desvio padrao relativo (DPR), tendo sido obtidos valores
de DPR muito satisfatorios (entre 0,003% a 0,011%), o que permitiu demonstrar a
elevada repetibilidade ao nivel do tg.

Foi igualmente determinada a resolug@o entre os varios compostos, tendo sido obtidos
valores sempre superiores a 1,0 (Tabela 17) o que se considera como sendo
satisfatorio pois permite uma integracao apropriada dos picos em causa.

5.1.3. Avaliacio de brancos

Foi injectado tolueno no sistema GC-uECD, tendo sido obtido um cromatograma livre
de picos interferentes (Figura 22).
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Figura 22 — Cromatograma de solvente (tolueno) analisado por GC-uECD
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5.1.4. Avaliacio da matriz das amostras

Ao efectuar a analise das matrizes no GC-uECD verificou-se que por vezes alguns
picos resultantes da matriz ndo se encontravam bem resolvidos com os picos dos
compostos em estudo, sendo por vezes identificados como sendo um desses
compostos devido a semelhanga dos seus tg.

A titulo de exemplo a figura 23A ilustra o cromatograma da matriz Valeriana na qual
um dos componentes da matriz apresenta um tempo de elui¢do muito proximo do
Heptacloro (16,15 min), sendo desta forma identificado como sendo o Heptacloro.

Ao analisar posteriormente a mesma matriz no GC-MS em modo SIM chegou-se a
conclusdo que esse pico ndo correspondia ao Heptacloro pois ndo foram encontrados
os 10es caracteristicos do Heptacloro nessa zona do cromatograma. (Figura 23B)

A espectrometria de massa ¢ considerada desta forma uma ferramenta muito util para
o despiste de possiveis duvidas aquando da anélise das matrizes.
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Figura 23A — Cromatograma de uma amostra de Valeriana com o padrao interno Etido,

analisada por GC-pECD onde ¢ detectado um composto a eluir ao tg do heptacloro
Legenda: 1 — Composto identificado pelo tg como heptacloro; PI — Padrdo interno (Etido).
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Figura 23B — Cromatograma de uma amostra de Valeriana com o padrdo interno Etido,
analisada por GC-MS onde sdo pesquisados os m/z caracteristicos de cada composto

Legenda: PI — Padrao interno (Etido)
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5.2. Estudo da linearidade

O intervalo de linearidade para os diferentes compostos analisados foi determinado
com base no coeficiente de determinacdo (r*) obtido em cada uma das curvas, nos
resultados referentes ao teste de Fisher Snedecor e no estudo da distribuicao dos
valores normalizados. **5%%

Desta forma, os varios requisitos de linearidade que foram tidos em conta para a
obtencdo dos resultados, tiveram como ponto de partida o valor do coeficiente de
determinagdo que deve ter um valor > 0,99. %

O valor do coeficiente de determinacdo ndo ¢é, no entanto, o Unico requisito a ter em
conta. A execucdo do teste de Fisher Snedecor permite avaliar a necessidade de
reduzir a gama de concentragdes em estudo, através da comparacao entre o valor teste
obtido (PG) para um dado numero de padrdes de calibracdo (n) e o valor tabelado de
Fisher Snedecor (F) para um grau de confianca de 95% ou 99%. A fungdo so ¢
considerada como sendo linear no caso de PG < F.%*%%

Foi realizado também para cada um dos compostos em estudo, o teste da distribui¢ao
dos valores normalizados que permite avaliar a dispersdo dos valores obtidos na
calibragdo em relacdo aos valores 0ptimos. Alguns autores admitem como critério de
aceitacdo em cromatografia para a andlise de compostos organicos em concentragdes
vestigiarias, valores normalizados iguais ou inferiores a 25% do valor experimental
com melhor correlagio *°, enquanto que outros admitem uma variagio méaxima de
15% ' No caso deste trabalho, a gama de concentragdes em estudo foi reduzida por
forma a que os valores normalizados variassem na ordem dos 85% a 115%.

No teste de Fisher Snedecor para a maior parte dos compostos em estudo foi utilizado
um grau de confian¢a de 95%. No entanto, para 4 dos compostos (f-Endossulfano,
cis-Permetrina, trans-Permetrina e Cipermetrina isomero 2) optou-se por utilizar um
grau de confianga de 99%, pois caso se optasse por 95%, teriam que ser desprezados
alguns pontos da recta, o que ndo se justificava, pois tanto o coeficiente de
determinagdo como o estudo dos valores normalizados davam resultados bastante
satisfatorios nestas condi¢cdes (valores superiores a 0,997 para o coeficiente de
determinagdo e valores normalizados entre 86% a 108%), tal como se verifica na
tabela 27.

Os resultados finais obtidos para os diferentes compostos em estudo encontram-se na
tabela 27.
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Tabela 27 (continuagio) — Pardmetros das curvas de calibragdo correspondentes a gama de

linearidade determinada
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Descreve-se a titulo de exemplo os varios testes efectuados para um dos compostos
em estudo - Lindano. Foi seguida a mesma metodologia para os restantes compostos.

Iniciou-se o estudo da linearidade determinando a recta obtida a partir das areas
relativas (AR) ao padrdo interno observadas em fun¢do dos 15 niveis de concentracao

preparados (Figura 24).

Concentracao
(mg/l) AR 250
0.0007 - AR
0,0015 0,0095 200
0,0037 0,0251
0,0073 0,0708 150 1
0,0147 0,1420
0,0293 0,3070 Lo ]
0,0440 0,4928 ’
0,0586 0,6844
0,0733 0,8818 0301
0,0879 1,0613
0,1026 1,2503 0,00 - w T w
0,1172 1,4384 0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 02000
0,1319 1,6468 Concentragdio (mg/l)
0,1465 1,7717
0,1758 2,1851

Figura 24 — Curva de calibragdo (AR vs concentracdo) obtida apds analise de todos os niveis
de concentragdo testados das solugdes de Lindano (0,0015 — 0,1758 mg/1) por GC-uECD

Determinou-se a forma algébrica da equagdo da recta dada por:
y= a+bx
Sendo:

a - ordenada na origem; b - declive.

Determinou-se também o coeficiente de determinagéo (r?).

Assim , para este composto foi obtida inicialmente a equacao da recta :

y=12,53x - 0,035 ¢ r* =0,9993

90

(Equacgao 6)
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Efectou-se em seguida o teste de Fisher Snedecor, no qual a partir de um conjunto de
pares ordenados (AR vs concentracdo), foi calculada a funcdo de calibragdo linear
(ISO 8466-1) e a fungdo de calibragdo ndo linear (ISO 8466-2), assim como o0s

respectivos desvios padréo residuais S,/ e Sy2. 8889

(Equacao 7)

(Equacao 8)

Sendo:

n - numero de pontos de calibracao;

yi - sinal obtido para um padrdo de determinada concentragao;

yi- sinal estimado pela fungdo de calibragio linear para um padrio da mesma
concentracao;

yi2 - sinal estimado pela fungio de calibragdo polinomial do segundo grau para um

padrdo da mesma concentragao.

A funcio de calibragdo linear obtida para o Lindano foi :
y=12,53x - 0,0351

A funcao de calibrag¢do ndo linear obtida para o Lindano foi:
y = 2,980x" + 12,06x — 0,025

Tabela 28 — Calculos intermédios efectuados para a execugdo do teste de Fisher Snedecor
para o composto Lindano para os niveis de concentragdo testados (0,0015 — 0,1758 mg/1)

Concentragao . —\2 — —\
(mg/l) ¢ AR Vi (yi —~ yi) yi2 (yi - yiz)
0,0015 0,0095 -0,0167 0,00069 -0,008 0,00030
0,0037 0,0251 0,0108 0,00020 0,019 0,00004
0,0073 0,0708 0,0567 0,00020 0,063 0,00006
0,0147 0,1420 0,1485 0,00004 0,152 0,00010
0,0293 0,3070 0,3321 0,00063 0,330 0,00055
0,0440 0,4928 0,5157 0,00053 0,510 0,00031
0,0586 0,6844 0,6993 0,00022 0,691 0,00005
0,0733 0,8818 0,8830 0,00000 0,874 0,00006
0,0879 1,0613 1,0666 0,00003 1,057 0,00001
0,1026 1,2503 1,2502 0,00000 1,242 0,00006
0,1172 1,4384 1,4338 0,00002 1,429 0,00010
0,1319 1,6468 1,6174 0,00086 1,616 0,00094
0,1465 1,7717 1,8010 0,00086 1,805 0,00111
0,1758 2,1851 2,1682 0,00028 2,186 0,00000

A diferenca das variancias (DS?) foi calculada através da equagio:
DS® = (n-2)x S)%/x—(n—3)x Siz (Equagéo 9)
DS’ = 0,00089
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O valor teste PG foi determinado através da expressao:

2
PG =2 (Equacio 10)
S
y2
PG =2,67

Comparou-se por fim o valor teste PG com o valor tabelado F de acordo com o
numero de graus de liberdade em causa para um intervalo de confianca de 95% e
99%.

F(1,11) 99% = 9,65

F(1,11) 95% = 4,84

Como PG < F a fun¢do de calibragdo foi considerada como sendo linear para um
intervalo de confianca de 95%.

Por fim realizou-se o teste da distribuicdo dos valores normalizados no qual a partir da
equacdo da recta obtida na regressdo linear foram estimadas as AR para diferentes
concentragdes. Foi calculada a razdo entre o valor da area obtida experimentalmente e
o valor da 4rea estimada através da regressao linear.

O valor instrumental normalizado (area) foi determinado através da equacao:

(g{]x(looxqoo)

l

Valor instrumental normalizado (area) = y (Equacao 11)
100

Sendo:
4; - area correspondente a cada nivel de concentracao;

i
C;- concentragdo correspondente a area 4;;

Cyo0 - concentragdo correspondente ao ponto experimental com melhor correlagdo, ou
seja, ponto onde o quociente entre a area experimental e a area da regressdo se
aproxima mais de 1;

4,90 - area correspondente a Cy .

Tabela 29 — Calculo dos valores normalizados efectuado para o composto Lindano para a
gama de concentracdes testada (0,0015 — 0,1758 mg/1)

Concentracao AR woreniment AR i AR exp erimental Valgr
(mg/1) 1 AR, i normalizado
0,0015 0,0095 -0,0167 -0,5675 53,19
0,0037 0,0251 0,0108 2,3234 56,21
0,0073 0,0708 0,0567 1,2485 79,28
0,0147 0,1420 0,1485 0,9562 79,50
0,0293 0,3070 0,3321 0,9244 85,94
0,0440 0,4928 0,5157 0,9555 91,97
0,0586 0,6844 0,6993 0,9786 95,79
0,0733 0,8818 0,8830 0,9987 98,74
0,0879 1,0613 1,0666 0,9951 99,03
0,1026 1,2503 1,2502 1,0001 100,00
0,1172 1,4384 1,4338 1,0032 100,66
0,1319 1,6468 1,6174 1,0182 102,44
0,1465 1,7717 1,8010 0,9837 99,19
0,1758 2,1851 2,1682 1,0078 101,95

AR - area relativa ao padrao interno.
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Tragou-se o grafico de valores normalizados em funcao do logaritmo da concentragao,
tal como ilustra a figura 25.

Valor normalizado

70,00 -

60,00 -

50,00 -

logC

Figura 25 — Curva da distribuicdo dos valores normalizados para a gama de concentragdes
testada (0,0015 — 0,1758 mg/1)

Através da andlise do grafico verificou-se que neste caso os dois primeiros pontos
apresentam um grande desvio comparativamente aos restantes pontos, devendo ser
excluidos.

Foram efectuados novamente todos os testes atras descritos sem entrar em linha de
conta com os dois primeiros pontos e quando se chegou novamente ao estudo dos
valores normalizados verificou-se que os dois pontos seguintes apresentavam ainda
um desvio superior aos restantes pontos, tento sido também eliminados.

As figuras 26 e 27 ilustram a curva de calibragdo obtida com os pontos finais, assim
como a distribui¢cdo dos valores normalizados.

93



Resultados e discussao
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Concentracio (mg/1)

y =12,76x - 0,0620; ’=0,9993
Figura 26 — Curva de calibragao (AR vs concentragdo) obtida apos analise das solugdes de
Lindano correspondentes a gama de linearidade determinada (0,0293 — 0,1758 mg/l) por
GC-pECD
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4
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Figura 27 — Curva da distribui¢do dos valores normalizados para a gama de linearidade
determinada (0,0293 — 0,1758 mg/1)

5.3. Estudo da gama de trabalho

Depois de ter sido definido o intervalo de concentragcdes para o qual a resposta do
detector ¢ linear, o passo seguinte foi o de definir a gama de trabalho, através da
verificagdo de que ndo existem diferencas significativas entre as variancias dos
extremos do intervalo de concentragdes da gama de linearidade. ™

Foi executado o teste de homogeneidade de variancias, no qual, para cada um dos
compostos em estudo, o ponto correspondente ao nivel de concentragdo mais baixo e

94



Resultados e discussao

o ponto correspondente ao nivel de concentragdo mais elevado da gama de linearidade
foram analisados em 10 réplicas independentes.

O teste de F permite verificar se existem diferengas significativas entre as variancias
dos dois niveis de concentragdes em estudo, através da comparacao entre o valor teste
PG ¢ o valor tabelado F, para um determinado grau de confianga. *

Foram estudados para cada um dos compostos, diferentes niveis de concentracdo
sucessivamente até ter sido obtida uma homogeneidade de variancias que ¢ verificada
sempre que PG < F. Desta forma, a gama de linearidade foi reduzida até que se
cumprisse este requisito.

E apresentado em seguida um exemplo de todos os calculos efectuados para o
composto Lindano. Os outros compostos foram avaliados seguindo a mesma
metodologia de célculo.

Assim, os possiveis extremos da gama de trabalho para o Lindano sdo os pontos
correspondentes a concentracao 0,0293 mg/l e o ultimo ponto (0,1758 mg/l). Foram
preparadas e analisadas 10 solu¢des independentes correspondentes aos niveis de
concentracgao referidos.

Tabela 30 — Valores de AR de 10 solugdes independentes de Lindano correspondentes aos
niveis de concentragdo 0,0293 mg/l e 0,1758 mg/l, obtidos ap6s analise por GC-uECD

AR obtida para concentrac¢io 0,0293 mg/l AR obtida para concentrac¢io 0,1758 mg/l
0,1360 2,3772
0,1233 2,3548
0,1312 2,3781
0,1361 2,4334
0,1251 2,3879
0,1330 2,3409
0,1406 2,3440
0,1268 2,4595
0,1338 2,3840
0,1396 2,3835

Foi determinado o valor teste PG através das equagdes:
Sio” <
PG = —1% para §,)* > s’ (Equagdo 12)
1

2

S ~
PG = = para 5,° > §,,° (Equagdo 13)
10

Sendo:
S, - Desvio padrdo do padrdo de concentracdo mais baixa;

S0 - Desvio padrao do padrao de concentragcdo mais elevada.
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Para os valores estudados obteve-se:
$,>=0,00004
S,,>=0,00139
G- 0,00139 _ 39,
0,00004
Comparou-se o valor PG calculado com o valor tabelado da distribui¢do F de Fisher
Snedecor para n-1 graus de liberdade para um intervalo de confianca de 99,5%.

F(9;9; 0,995) = 6,54

Como neste caso PG > F, logo a diferenga entre as variancias foi significativa, o que
implicou que a gama de trabalho fosse reduzida até que se verificasse um valor de
PG <F.

Procedeu-se entdo a andlise do padrao de nivel de concentragdo seguinte
(0,0440 mg/l) e do padrio de concentragio mais elevada (0,1758 mg/l) e a
determinacao de PG.

Tabela 31 — Valores de AR de 10 solugdes independentes de Lindano correspondentes aos
niveis de concentragdo 0,0440 mg/l e 0,1758 mg/l, obtidos ap6s analise por GC-UECD

AR obtida para concentracao 0,0440 mg/1 AR obtida para concentracao 0,1758 mg/1
0,5593 2,3772
0,5494 2,3548
0,4962 2,3781
0,5353 2,4334
0,5309 2,3879
0,4927 2,3409
0,5297 2,3440
0,5334 2,4595
0,4945 2,3840
0,4852 2,3835

Para os valores estudados obteve-se:

S,2=0,00069

S,,2=10,00139
_ 000139
0,00069

Como PG < F para um intervalo de confianca de 99,5%, a diferenga entre as
variancias ndo ¢ significativa, tendo sido considerada para o Lindano a gama de
trabalho de 0,0440 — 0,1758 mg/I1.
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A tabela 32 indica a gama de trabalho obtida para cada composto em estudo, assim
como o resultado do teste de homogeneidade de variancias.

Tabela 32 — Gama de trabalho para cada um dos compostos em estudo

Teste Homogeneidade de variancias
Gama de trabalho
Composto
(ppm)
PG F
o — Hexaclorociclo-hexano 0,0194 - 0,0774 2,77
Hexaclorobenzeno 0,0059 - 0,0237 2,95
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0260 - 0,0780 4,81
Lindano 0,0440 - 0,1758 2,02
8 — Hexaclorociclo-hexano 0,0218 - 0,0654 1,99
€ — Hexaclorociclo-hexano 0,0200 - 0,0599 6,37
Heptacloro 0,0035 - 0,0140 1,57
Aldrina 0,0010-0,0119 4,64
cis — Heptacloro-epdxido 0,0020 - 0,0080 2,95
o,p’—DDE 0,0598 - 0,2394 3,52
o — Endossulfano 0,2552 - 0,7655 1,97
Dieldrina 0,0030 - 0,0119 1,18
p.p’—DDE 0,0668 - 0,2668 1,36
o,p’—DDD 0,0685 - 0,2743 1,19 6,54
Endrina 0,0046 - 0,0183 2,13
B — Endossulfano 0,1784 - 0,7135 1,53
op’ —DDT 0,0656 - 0,2624 5,50
p.p’—DDT 0,0614 - 0,2458 6,32
cis — Permetrina 0,0105 - 0,1261 1,25
trans — Permetrina 0,0133 -0,1600 4,37
Cipermetrina_1 0,0478 - 0,2869 5,56
Cipermetrina_2 0,0956 - 0,2869 2,58
Cipermetrina 3 0,0956 - 0,2869 6,25
Cipermetrina_4 0,0956 - 0,2869 5,56
Fenvalerato 1 0,1302 - 0,3906 5,39
Fenvalerato 2 0,0976 - 0,3906 5,49
Deltametrina 0,0183 -0,0733 5,46

PG - Valor teste de Fisher Snedecor; F - Valor tabelado de Fisher Snedecor para 99,5%

de confianca (n=10).

Depois de determinar a gama de trabalho procedeu-se a determinag¢do dos parametros
associados a regressdo linear, tais como a equacdo da recta e o coeficiente de
determinagdo (r*) para cada um dos compostos em estudo, tal como indica a tabela 33.
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Tabela 33 — Parametros das curvas de calibragdo correspondentes a gama de trabalho para os

padrdes em estudo

Composto Equacio da recta r’ n
a — Hexaclorociclo-hexano |y =14,57x - 0,0228 0,9887 9
Hexaclorobenzeno y=11,29x - 0,0001 0,9982 9
B — Hexaclorociclo-hexano |y =5264x - 0,0154 0,9976 7
Lindano y=12,74x - 0,0589 0,9991 9
S — Hexaclorociclo-hexano |y =11,50x - 0,0663 0,9954 7
€ — Hexaclorociclo-hexano |y =7,642x - 0,0188 0,9945 8
Heptacloro y = 8,552x - 0,0055 0,9970 9
Aldrina y=10,46x - 0,0010 0,9955 11
cis — Heptacloro-epoxido y = 18,64x - 0,0032 0,9943 9
o,p’—DDE y =5,514x - 0,0531 0,9964 9
o — Endossulfano y =6,688x +0,7373 0,9949 8
Dieldrina y=8,275x - 0,0015 0,9939 9
p.p’—DDE y =10,82x + 0,0641 0,9982 9
o,p’—DDD y = 5,506x + 0,0795 0,9917 9
Endrina y=6,319x + 0,0796 0,9826 9
B — Endossulfano y =7,076x + 0,4293 0,9972 8
o,p’—DDT y=4,895x +0,0111 0,9986 8
p,p’ —DDT y =6,967x + 0,0075 0,9919 9
cis — Permetrina y = 2,464x + 0,0084 0,9983 11
trans — Permetrina y =1,942x + 0,0084 0,9983 11
Cipermetrina_1 y =1,156x - 0,0043 0,9992 10
Cipermetrina_2 y =0,948x - 0,0214 0,9985 8
Cipermetrina_3 y=0,576x - 0,0106 0,9990 8
Cipermetrina 4 y = 0,432x - 0,0084 0,9985 8
Fenvalerato_1 y =2.914x - 0,0385 0,9949 8
Fenvalerato_2 y = 0,639x - 0,0005 0,9951 9
Deltametrina y = 3,402x - 0,0031 0,9899 7

r’— Coeficiente de determinagio; n — Numero de pontos de calibragio.
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5.4. Estudo da precisao

5.4.1. Repetibilidade da injec¢do

A repetibilidade da injeccao foi avaliada através da determinagdo para cada um dos
compostos do desvio padrdo relativo (DPR) do tempo de retencdo (tg) e das areas
relativas (AR) de 6 injec¢des consecutivas, tal como esta indicado na tabela 34.

Tabela 34 — DPR para os tg ¢ AR obtidos em 6 injec¢des consecutivas de solugdo combinada
de padroes

Composto DPR tg (%) DPR AR (%)
o — Hexaclorociclo-hexano 0,007 1,23
Hexaclorobenzeno 0,007 1,65
B — Hexaclorociclo-hexano 0,004 1,06
Lindano 0,009 1,19
8 — Hexaclorociclo-hexano 0,011 0,61
& — Hexaclorociclo-hexano 0,005 0,88
Heptacloro 0,009 0,52
Aldrina 0,006 1,38
cis — Heptacloro-epoxido 0,007 0,92
o,p’—DDE 0,008 1,31
o — Endossulfano 0,009 1,33
Dieldrina 0,003 0,75
p.p’—DDE 0,005 1,44
o,p’—DDD 0,006 1,09
Endrina 0,005 0,66
B — Endossulfano 0,007 1,06
op’—DDT 0,007 0,47
pp’ —DDT 0,003 0,83
cis — Permetrina 0,007 1,98
trans — Permetrina 0,005 0,98
Cipermetrina 1 0,006 0,62
Cipermetrina 2 0,005 0,91
Cipermetrina_3 0,010 0,80
Cipermetrina 4 0,005 1,09
Fenvalerato 1 0,005 1,14
Fenvalerato 2 0,006 1,04
Deltametrina 0,009 1,60

DPR tR (%) - Desvio padrio relativo dos tempos de retengéo paran = 6;
DPR AR (%) - Desvio padrio relativo das areas relativas ao padro interno para n = 6.

Os resultados da tabela 34 mostram que os valores de DPR (%) para o tg variam de
0,003 a 0,011, enquanto que para a AR os valores sao da mesma ordem de grandeza
para os varios compostos, sendo < 2%.

Os valores obtidos sdo considerados como sendo aceitaveis em cromatografia gasosa
e uma vez que ndo sdo impostos limites pela Farmacopeia Europeia para estes
parametros, poderdo ser considerados como sendo valores de referéncia para
posteriores aplicagdes do método analitico em estudo.
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5.4.2. Repetibilidade do método

Foi determinada para cada um dos compostos e para cada nivel de concentragdao por

interpolagdo na curva de calibragdo, a percentagem do valor de concentragdo obtido
em funcdo do wvalor esperado, assim como o desvio padrao relativo das 9

determinagdes efectuadas.

A tabela 35 resume os resultados obtidos para cada um dos compostos.
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Tabela 35 (continuaciio) —Repetibilidade do método para diferentes niveis de concentragdo

s

o
g e ||| e oo |w| ool w|e-] o E'g
=] £ et I L A R A A R R o ey
o By AR A I R IR R mﬁ
= (=] v g
- a
i | s 2
| - | elalz| = 2| e e =+ I
] = alaleleleele=|=2(=|2 o =
= = I oo
o = g u
= - [ E
-E = qﬂ_-.' o
s =] =1 =1=1k T I I i | i | emy LTI ]
By | |ooloolealoo|an|ant = W
L L e B 1 L L R Y Y e a =
[ ) ey e e e e e N ) i Y -
o (==
LTl
s K
wlwlitle|lolalve|lo|o =+ e A=
[ A R e T R R I =1 e oo
= By rlln:rln:.\HHH\o\aﬂ [
T [=] ; 2 o
-
. =)
g £ E g &
= — e | =t || en | — =g p
y .
i . Ll ezlele|lo|lo|2|2 vi u
.; 2 — | === = k= H
] =
in = a8 o
= = " H
By g e e el =1 =1 =T = I Y =] = v Lo
o | S W S| | | | | SED | RED | 0T =] = [=]
b B B e o e ! ! e =g ™
Lo e e e Y (Y e Y e e N Y (e Y e e | Ui [=]
(] (=T =1 .
=
=TI - -
= o e B Pl e = el Rl el B Elg_,'u.ﬁm
£ bt B I R A R PR R R R LT R g
=1 Py TAR-I AR EAR IR AR AR ow g § B
H = ol [ oo, o O
- £ Uy
= L= T T
= g T,
-5 g = - oo
N i || S| = 2w |2 2|2 %335"8,
B = AN R e N e - A - A e =1 = S omE o
a u o oy 5 g
em : [= "R TR T
o] . P =T E
= = TEma i
By g = el Bl B A = R R =L R T s W H o
SEX | WL | et | e | oy e | oy | enp | oy | e w (=] a -l
5 b B B i B e et B ! B = = .
Lo e e e Y (Y e Y e e N Y (e Y e e | [LE - a o o
o 52 e om
Yo
Uy
o2 o g 2
o El
A o2
a3 5™ o
[= I TR
o =]
(5 E 'E -g erd
£ B0 & g
w 2 oo
= o= Ba o,
=% o L H s g' &
=] o g = oo E S 2
= I o BB -
S E 2 e SECEE
S| Wl m| @] = ] =
|| T| B o| = P~ Tl
=| wl. . . . =y = 7]
22| 8| a o e Vo TR
= e ol ol ol o B 8w —_— D
ad U gl g2l 2l 2l=l=| & 2o u &
o w Bl BB B[ B[] & o> .3
- | =l a)| ul al| w a’ E = B U o = M
TSP TS IR=T = IR =T B I T =gy
ol o] o] &B|O|S|O)0n|w|al o8 3 =28

Avaliando a dispersdo dos resultados nos 3 niveis de concentragdo estudados,
verifica-se que existe uma tendéncia para esta dispersdao ser menor a medida que o
nivel de concentracdo aumenta, o que ndo ¢ surpreendente.

O valor de desvio padrao relativo € para todos os compostos inferior a 10%, excepto
para a Aldrina, cis-Permetrina, e trans-Permetrina, chegando neste ultimo caso a
atingir os 16% na concentracao mais baixa testada.

Os valores de desvio padrao relativo para os varios compostos variam de 2,35% a
15,71% para o primeiro nivel de concentragcdo estudado, de 0,64% a 12,54% para o
segundo nivel e de 0,97% a 6,93% para o terceiro nivel de concentracao.
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5.4.3. Precisao intermédia

Foi determinada para cada um dos compostos e para cada nivel de concentragao por
interpolag¢do na curva de calibragdo, a percentagem do valor de concentragdo obtido
em funcdo do wvalor esperado, assim como o desvio padrao relativo das 9
determinagdes obtidas em 3 dias diferentes.

A tabela 36 resume os resultados obtidos para cada um dos compostos.

Tabela 36 — Precisdo intermédia para diferentes niveis de concentracao
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Tabela 36 (continuacio) — Precisdo intermédia para diferentes niveis de concentragao
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Os resultados observados sdo semelhantes aos encontrados no estudo da
repetibilidade. Verifica-se, tal como era expectavel, uma maior dispersdo de
resultados, uma vez que estas determinacdes foram efectuadas em 3 dias distintos.
Comparativamente aos resultados obtidos para a precisdo, existem mais compostos
para os quais o desvio padrdo relativo € superior a 10%, atingindo um valor maximo
de 13%.

Os valores de desvio padrdo relativo para os varios compostos, variam de 2,27% a
13,10% para o primeiro nivel de concentra¢do estudado, de 2,44% a 12,78% para o
segundo nivel, de 1,46% a 11,38% para o terceiro nivel e de 1,06% a 10,46% para o
ultimo nivel de concentracao.

5.5. Estudo dos limites analiticos

Para efectuar o estudo dos limites analiticos efectuou-se uma primeira abordagem que
consistiu na sua determinacdo através do desvio padrdo residual da recta de
calibracdo, ja que para métodos analiticos que envolvam calibragdes lineares, esta ¢
uma das formas possiveis para a obtengao destes valores.

Foram determinados os limites de deteccdao (LD) e limites de quantificacdo (LQ) para
cada um dos compostos através das expressdes seguintes:

33xS, .
D :Ty (Equagdo 14)
10xS,
:Ty (Equagdo 15)
Sendo:
Sy - desvio padrio residual da curva de calibragao;
b - declive.

A tabela 37 indica os valores de LD e LQ expressos em ppm obtidos para cada
pesticida em estudo.
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Tabela 37 — Limites analiticos obtidos através das curvas de calibragdo para os varios

compostos
LD LQ

Composto Gama de trabalho (ppm) (ppm) (ppm)
o — Hexaclorociclo-hexano 0,0194 - 0,0774 0,0071 0,0216
Hexaclorobenzeno 0,0059 - 0,0237 0,0009 0,0026
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0260 - 0,0780 0,0032 0,0096
Lindano 0,0293 - 0,1758 0,0045 0,0137
6 — Hexaclorociclo-hexano 0,0218 - 0,0654 0,0035 0,0107
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0200 - 0,0599 0,0035 0,0107
Heptacloro 0,0035 - 0,0140 0,0006 0,0018
Aldrina 0,0010 - 0,0119 0,0008 0,0025
cis — Heptacloro-epoxido 0,0020 - 0,0080 0,0005 0,0016
o,p’—DDE 0,0598 - 0,2394 0,0124 0,0376
o — Endossulfano 0,2552 - 0,7655 0,0435 0,1319
Dieldrina 0,0030 - 0,0119 0,0008 0,0024
p.p’—DDE 0,0668 - 0,2668 0,0099 0,0300
o,p’—DDD 0,0685 - 0,2743 0,0217 0,0657
Endrina 0,0046 - 0,0183 0,0021 0,0064
B — Endossulfano 0,1784 - 0,7135 0,0350 0,1061
o,p’—DDT 0,0656 - 0,2624 0,0088 0,0265
p.p’—DDT 0,0614 - 0,2458 0,0191 0,0579
cis — Permetrina 0,0105 - 0,1261 0,0052 0,0158
trans — Permetrina 0,0133 - 0,1600 0,0066 0,0200
Cipermetrina_1 0,0478 - 0,2869 0,0108 0,0329
Cipermetrina 2 0,0956 - 0,2869 0,0108 0,0329
Cipermetrina_3 0,0956 - 0,2869 0,0072 0,0218
Cipermetrina 4 0,0956 - 0,2869 0,0088 0,0268
Fenvalerato 1 0,1302 - 0,3906 0,0222 0,0674
Fenvalerato 2 0,0976 - 0,3906 0,0235 0,0714
Deltametrina 0,0183 - 0,0733 0,0071 0,0216

LD — Limite de Detec¢do; LQ — Limite de Quantificagao.

Os valores de LD obtidos através das curvas de calibracao variam entre 0,0005 e
0,0435 ppm, enquanto que para o LQ os valores variam de 0,0016 a 0,1319 ppm,
sendo o cis-Heptacloro-epoxido o composto que apresenta valores mais baixos e o
a-Endossulfano o composto para o qual foram determinados valores mais elevados de
LQeLD.

Como ¢ possivel observar para os varios compostos, os LQ obtidos através das curvas
de calibragdo apresentam valores que normalmente sao inferiores ou estdo proximos
do ponto inferior da gama de trabalho pelo que este ponto foi considerado como sendo
experimentalmente o LQ, tal como ¢ indicado na tabela 38.

Para a determinagdo do LD experimental, foram preparadas e analisadas solugdes
padrdo em 5 dias independentes, tal como estd descrito na parte experimental, por
forma a determinar a razao entre o sinal e o ruido por comparacdo com a dos brancos
com o objectivo de determinar a concentragdo minima para a qual o analito pode ser
detectado com confianca. Foi aceite uma razao sinal/ruido de 3:1.
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A tabela 38 indica os valores de LD e LQ obtidos experimentalmente.

Tabela 38 — Limites analiticos obtidos experimentalmente para os varios compostos

st LD experimental LQ experimental

(ppm) (ppm)
o — Hexaclorociclo-hexano 0,0016 0,0194
Hexaclorobenzeno 0,0010 0,0059
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0032 0,0260
Lindano 0,0015 0,0293
4 — Hexaclorociclo-hexano 0,0027 0,0218
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0025 0,0200
Heptacloro 0,0012 0,0035
Aldrina 0,0005 0,0010
cis — Heptacloro-epoxido 0,0007 0,0020
o,p’—DDE 0,0020 0,0598
o — Endossulfano 0,0032 0,2552
Dieldrina 0,0010 0,0030
p.,p’—DDE 0,0056 0,0668
o,p’—DDD 0,0023 0,0685
Endrina 0,0015 0,0046
B — Endossulfano 0,0030 0,1784
o,p’—DDT 0,0022 0,0656
p.,p’—DDT 0,0051 0,0614
cis — Permetrina 0,0053 0,0105
trans — Permetrina 0,0067 0,0133
Cipermetrina_1 0,0120 0,0478
Cipermetrina_2 0,0239 0,0956
Cipermetrina_3 0,0239 0,0956
Cipermetrina_4 0,0478 0,0956
Fenvalerato 1 0,0081 0,1302
Fenvalerato 2 0,0325 0,0976
Deltametrina 0,0061 0,0183

LD — Limite de Detecgdo; LQ — Limite de Quantificagéo.

Os valores de LD obtidos experimentalmente variam entre 0,0005 e 0,0478 ppm para
a Aldrina e para o 4° isomero da Cipermetrina, respectivamente. No que diz respeito
ao LQ experimental, os seus valores variam entre 0,0010 ppm para a Aldrina e 0,2552
ppm para o a-Endossulfano.

Os valores obtidos poderdao ser considerados como sendo valores de referéncia para
posteriores aplicagdes do método analitico em estudo, uma vez que ndo sdo indicados
na Farmacopeia valores de referéncia para os limites analiticos.
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5.6. Ensaios de recuperacio

A exactiddo do método analitico foi estudada através da determinagdo da percentagem
de recuperacdo (% Rec) dos varios compostos a partir da adicdo de solugdo
combinada de padrdes de referéncia em 3 niveis de concentracdo a 3 matrizes
distintas, tendo sido a matriz fortificada sujeita a todo o processo de extrac¢do e
purificacao descrito anteriormente.

As tabelas 39A, B e C resumem os resultados obtidos.

Tabela 39A — Percentagem de recuperagdo na matriz Ginkgo biloba, para diferentes niveis de
concentracao

Matriz — Ginkgo biloba
Nivel fortificacao 1 Nivel fortificagcao 2 Nivel fortifica¢do 3
Composto
Ifa.drao o, Ira.drao % I?a.drao o,
adicionado Rec adicionado Rec adicionado Rec
C (ppm) C (ppm) C (ppm)
o — Hexaclorociclo-hexano 0,0229 120 0,0344 109 0,0459 105
Hexaclorobenzeno 0,0060 135 0,0091 115 0,0121 100
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0280 115 0,0420 104 0,0560 104
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0408 88 0,0612 87 0,0815 91
Lindano 0,0212 128 0,0318 112 0,0424 127
6 — Hexaclorociclo-hexano 0,0200 126 0,0300 114 0,0400 110
Heptacloro 0,0038 24 0,0057 28 0,0075 46
Aldrina 0,0042 35 0,0063 41 0,0085 53
cis — Heptacloro-epoxido 0,0017 108 0,0025 94 0,0033 75
o,p’— DDE 0,0797 95 0,1195 94 0,1594 97
o — Endossulfano 0,2279 97 0,3419 102 0,4558 107
Dieldrina 0,0034 120 0,0051 122 0,0068 134
p.p’—DDE 0,0781 80 0,1171 78 0,1561 71
o,p’—DDD 0,0743 104 0,1115 101 0,1487 105
Endrina 0,0034 101 0,0052 104 0,0069 132
B — Endossulfano 0,2234 106 0,3351 106 0,4468 109
o,p’—DDT 0,0759 103 0,1138 94 0,1517 92
p.p’—DDT 0,0759 117 0,1139 102 0,1518 97
cis — Permetrina 0,0281 75 0,0422 67 0,0562 60
trans — Permetrina 0,0369 122 0,0554 114 0,0738 99
Cipermetrina 1 0,0836 114 0,1254 104 0,1672 92
Cipermetrina_2 0,0836 117 0,1254 100 0,1672 87
Cipermetrina_3 0,0836 109 0,1254 99 0,1672 95
Cipermetrina 4 0,0836 252 0,1254 170 0,1672 142
Fenvalerato 1 0,1106 112 0,1659 95 0,2212 87
Fenvalerato 2 0,1106 140 0,1659 109 0,2212 111
Deltametrina 0,0382 114 0,0573 103 0,0764 80

C (ppm) - Valor da concentragdo do padrdo adicionado expresso em ppm;
% Rec - % de Recuperacdo obtida.
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Tabela 39B — Percentagem de recuperacdo na matriz Valeriana, para diferentes niveis de

concentracao
Matriz - Valeriana
Nivel fortificacao 1 Nivel fortificagao 2 Nivel fortificacido 3
Composto
Padrio Q Padrio Q Padrao o
adicionado Rf:c adicionado Rf:c adicionado Rf:)c
C (ppm) C (ppm) C (ppm)

o — Hexaclorociclo-hexano 0,0229 80 0,0344 81 0,0459 87
Hexaclorobenzeno 0,0060 151 0,0091 97 0,0121 120
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0280 106 0,0420 97 0,0560 100
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0408 81 0,0612 83 0,0815 85
Lindano 0,0212 101 0,0318 100 0,0424 96
6 — Hexaclorociclo-hexano 0,0200 109 0,0300 103 0,0400 104
Heptacloro 0,0038 66 0,0057 45 0,0075 51
Aldrina 0,0042 143 0,0063 73 0,0085 77
cis — Heptacloro-epoxido 0,0017 121 0,0025 75 0,0033 120
o,p’— DDE 0,0797 88 0,1195 92 0,1594 95
o — Endossulfano 0,2279 90 0,3419 94 0,4558 107
Dieldrina 0,0034 124 0,0051 120 0,0068 130
p.p’—DDE 0,0781 66 0,1171 66 0,1561 76
o,p’—DDD 0,0743 87 0,1115 87 0,1487 94
Endrina 0,0034 126 0,0052 125 0,0069 123
B — Endossulfano 0,2234 100 0,3351 103 0,4468 112
op’—DDT 0,0759 98 0,1138 104 0,1517 102
pp’ —DDT 0,0759 102 0,1139 103 0,1518 106
cis — Permetrina 0,0281 87 0,0422 79 0,0562 83
trans — Permetrina 0,0369 109 0,0554 109 0,0738 101
Cipermetrina 1 0,0836 112 0,1254 110 0,1672 104
Cipermetrina_2 0,0836 128 0,1254 126 0,1672 109
Cipermetrina 3 0,0836 127 0,1254 128 0,1672 114
Cipermetrina_ 4 0,0836 137 0,1254 125 0,1672 108
Fenvalerato 1 0,1106 95 0,1659 96 0,2212 86
Fenvalerato 2 0,1106 100 0,1659 100 0,2212 98
Deltametrina 0,0382 99 0,0573 100 0,0764 93

C (ppm) - Valor da concentragdo do padrdo adicionado expresso em ppm;

% Rec - % de Recuperacdo obtida.
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Tabela 39C — Percentagem de recuperacdo na matriz Sene, para diferentes niveis de

concentracao
Matriz - Sene
Nivel fortificacao 1 Nivel fortificagao 2 Nivel fortifica¢ao 3
Composto
Padrao o Padrao o Padrao o
adicionado Rf:c adicionado Rf:c adicionado Rf:)c
C (ppm) C (ppm) C (ppm)

o — Hexaclorociclo-hexano 0,0229 76 0,0344 88 0,0459 77
Hexaclorobenzeno 0,0060 98 0,0091 117 0,0121 97
B — Hexaclorociclo-hexano 0,0280 106 0,0420 106 0,0560 97
¢ — Hexaclorociclo-hexano 0,0408 82 0,0612 90 0,0815 81
Lindano 0,0212 108 0,0318 106 0,0424 99
6 — Hexaclorociclo-hexano 0,0200 111 0,0300 110 0,0400 100
Heptacloro 0,0038 38 0,0057 54 0,0075 67
Aldrina 0,0042 46 0,0063 58 0,0085 57
cis — Heptacloro-epdxido 0,0017 94 0,0025 104 0,0033 31
o,p’— DDE 0,0797 90 0,1195 94 0,1594 92
o — Endossulfano 0,2279 88 0,3419 101 0,4558 99
Dieldrina 0,0034 128 0,0051 127 0,0068 105
p.p’—DDE 0,0781 64 0,1171 78 0,1561 80
o,p’—DDD 0,0743 89 0,1115 95 0,1487 94
Endrina 0,0034 128 0,0052 134 0,0069 122
B — Endossulfano 0,2234 100 0,3351 109 0,4468 105
o,p’—DDT 0,0759 101 0,1138 104 0,1517 99
p.p’—DDT 0,0759 114 0,1139 107 0,1518 100
cis — Permetrina 0,0281 81 0,0422 87 0,0562 84
trans — Permetrina 0,0369 114 0,0554 119 0,0738 116
Cipermetrina 1 0,0836 117 0,1254 116 0,1672 110
Cipermetrina 2 0,0836 149 0,1254 136 0,1672 124
Cipermetrina 3 0,0836 142 0,1254 131 0,1672 124
Cipermetrina_4 0,0836 150 0,1254 136 0,1672 126
Fenvalerato 1 0,1106 100 0,1659 96 0,2212 91
Fenvalerato 2 0,1106 103 0,1659 103 0,2212 98
Deltametrina 0,0382 105 0,0573 99 0,0764 78

C (ppm) - Valor da concentra¢do do padrdo adicionado expresso em ppm;

% Rec - % de Recuperacdo obtida.
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A Farmacopeia Europeia refere que através da execucdo da metodologia descrita sdo
obtidos valores de recuperacdo para os varios compostos que oscilam entre 70% e
110%. ** No entanto, para alguns dos compostos em estudo e dependendo do nivel de
fortificacdo, ndo foi sempre possivel obter experimentalmente estes valores para as
matrizes analisadas.

Durante o estudo da exactiddo verificou-se por vezes a existéncia de picos
interferentes com tg proximo de alguns dos compostos em estudo.

Assim, verificou-se a existéncia de um pico proximo do composto Heptacloro nas trés
matrizes analisadas.

No estudo da matriz Sene, verificou-se a existéncia de um interferente proximo do
composto Aldrina nos trés 3 niveis de fortificacdo e do composto cis-Heptacloro-
-epoxido apenas no nivel de fortificagdo mais elevado.

No que diz respeito a Ginkgo biloba verificou-se um interferente proximo do 4°
isomero da Cipermetrina.

A existéncia de interferentes que apresentavam um tempo de retengdo muito proéximo
de alguns dos compostos em estudo, impossibilitou a determinagdo inequivoca da sua
percentagem de recuperagao.

Nao entrando em consideracdo com os compostos onde se verificou a existéncia de
interferentes da matriz, onde ocorreu alguma dificuldade na integragdo dos picos e
consequentemente no calculo da sua percentagem de recuperacdo, foi possivel
concluir que a percentagem de recuperagdo dos varios compostos em estudo varia
consoante o tipo de matriz analisada, tendo sido obtidos valores entre 35% a 140% no
caso da Ginkgo biloba, 66% e 151% no caso da Valeriana e entre 64 a 150% no caso
do Sene.

Os valores de exactiddo indicados na Farmacopeia Europeia » sdo comuns aos
indicados noutros documentos, nomeadamente na Norma Portuguesa NP EN 12393-1
de 2002 **. No entanto, esta norma refere que a média de recuperagdo de replicados
deve encontrar-se na gama de 70% a 110%, com um desvio padrao relativo menor ou
igual a 20% mas ressalva que em determinadas circunstancias, dependendo dos
pesticidas, dos seus niveis e matrizes, esta gama pode ndo ser conseguida.

O facto dos valores obtidos se encontrarem por vezes afastados do intervalo desejado,
podera dever-se ao tipo de matrizes testadas, sendo necessario um estudo mais
aprofundado para avaliar a exactiddo do método analitico.
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6. Analise de amostras

Foram analisadas amostras de Ginkgo biloba, Valeriana e Sene.
Para cada amostra foi efectuada a sua preparagdo em triplicado e injectada em triplicado
no sistema cromatografico GC-uECD onde foi efectuada a quantificagdo dos compostos

em estudo. Foi efectuada em seguida uma confirmacdo no sistema cromatografico
GC-MS.

Para as 3 amostras analisadas, todos os pesticidas estudados apresentam-se abaixo do
limite de detec¢ao do método.

As figuras 28, 29 e 30 ilustram os cromatogramas obtidos para as varias amostras as
quais foi adicionado o padrdo interno (Etido). Os restantes picos observados sdo inerentes
as proprias matrizes.
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Figura 28 — Cromatograma obtido no GC-uECD de amostra de Ginkgo biloba com o padrao
interno Etido, sendo os restantes picos pertencentes ao perfil do extracto
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Figura 29 — Cromatograma obtido no GC-uECD de amostra de Valeriana com o padrao interno
Etido, sendo os restantes picos pertencentes ao perfil do extracto
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Figura 30 — Cromatograma obtido no GC-uECD de amostra de Sene com o padrio interno Etido,
sendo os restantes picos pertencentes ao perfil do extracto
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Tal como foi anteriormente referido, as amostras em estudo foram também analisadas no
GC-MS.

Foi efectuado o método em SIM, onde foram pesquisados os ides caracteristicos de cada
composto e determinada a sua abundancia relativa, por forma a que tenha sido possivel o
calculo dos factores de resposta obtidos pela divisdo da abundancia do i3o mais intenso
caracteristico do composto a pesquisar pelos restantes ides.

Assim, efectuando o método em SIM foram detectados determinados picos que saiam a tg
muito préximos dos compostos em estudo. Nestes casos, foram determinados os factores
de resposta para os compostos em causa e efectuou-se a sua compara¢do com os valores
anteriormente obtidos aquando da injec¢ao de solugdo combinada de padroes nas mesmas
condigoes (ver tabela 20).

No que diz respeito a critérios de aceitacdo para a tolerdncia méxima recomendada para a
abundancia relativa dos i0es neste tipo de metodologia, o documento
SANCO/10232/2006 *° que fornece orientagdes relativamente a monitorizagdo de
residuos de pesticidas na Unido Europeia recomenda os valores indicados na tabela 40.

Tabela 40 — Tolerancia maxima recomendada para a abundancia relativa dos ides utilizando o
. 45
método de GC-MS

Abundincia relativa Tolerancia
(% relativamente ao iio mais abundante)
> 50% +20%
>20% a 50 % +25%
>10% a 20 % + 30%
<10% +50%

A tabela 41 indica os factores de resposta obtidos para os para os varios compostos nas
amostras em estudo.
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Tabela 41 — Analise das amostras em GC-MS, modo SIM e determinacao dos factores de
resposta dos valores de m/z caracteristicos nos picos com tg muito proximos dos compostos em

estudo
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Ginkgo biloba Valeriana Sene
Composto a Valores de m/z Valores de m/z Valores de m/z
- a ] Factor a P Factor a - Factor
pesquisar caracteristicos caracteristicos caracteristicos
o -Hexaclorociclo- 183 /183 - 183 /183 1,000
—hexano 0,47 183 /111 - 0,47 183 /111 0,297
183/219 - 183/219 6,103
B -Hexaclorociclo- 181/ 181 1,000 181/ 181 1,000 181/ 181 1,000
“hexano 0,52 181 /111 0,017 0,52 181/111 0,006 0,52 181/111 0,021
181/219 2869,8 181/219 7,113 181/219 3,534
181/ 181 1,000
Lindano 0,52 181/111 0,014
181/219 0,074
¢ - Hexaclorociclo- 183 /183 - 183 /183 1,000
“hexano 0,59 183 /147 - 0,59 183 /147 -
183/219 - 183/219 0,914
263 /263 1,000
Aldrina 0,71 263/ 66 0,030
263 /293 2,788
263 /263 1,000
Dieldrina 0,90 263 /277 0,206
263 /345 0,934
317/317 1,000 317/317 1,000
Endrina 317/193 0,028 0.94 317/193 0,132
0,94 317/263 0,053 ’ 317/263 0,396
317/345 2,232 317/345 1,333
195/ 195 -
B - Endossulfano 0,96 195 /159 -
195 /237 -
Etizio 231/231 1,000 231/231 1,000 231/231 1,000
(padrio interno) 1,00 231/153 1,822 1,00 231/153 1,880 1,00 231/153 1,871
231/384 6,383 231/384 6,670 231/384 6,615
183 /183 1,000 183 /183 1,000
cis - Permetrina 1,32 183 /127 0,111 1,33 183 /127 0,311
183/163 0,023 183/163 298,0
163 /163 1,000
Cipermetrina_2 1,42 163 /181 87,75
163 /207 37,55

o — Tempo de retengdo relativo, Factor — Razdo entre a abundéncia do ido mais intenso pelos restantes ides.

Como ¢ possivel observar através da comparacdo dos valores indicados na tabela 41 com
os da tabela 20, os factores de resposta obtidos nas amostras apresentam diferengas
relevantes comparativamente aos valores obtidos através da injec¢do da solug¢do padrdo.
Desta forma, através do método de GC-MS em modo SIM foi possivel efectuar uma
confirmacao rapida relativamente a identidade dos picos, refor¢ando a conclusdo de que
nas amostras analisadas os pesticidas pesquisados apresentam-se abaixo do limite de
deteccao do método analitico utilizado.
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IV. Conclusées e perspectivas futuras

O método indicado na Farmacopeia Europeia, ap6és uma cuidadosa optimizagao,
demonstrou ser adequado para andlise de pesticidas organoclorados e piretrdéides nas
matrizes estudadas de medicamentos a base de plantas contendo Valeriana, Sene e
Ginkgo biloba.

Os resultados referentes a validacdo do método analitico permitiram a obtencao de dados
que servirdo como referéncia para futuras utilizagdes desta metodologia, uma vez que a
Farmacopeia ¢ omissa relativamente a critérios de aceitagdo para a maior parte dos
parametros de validacao estudados.

Desta forma, verificou-se que o intervalo de linearidade varia de 0,0003 ppm a 0,7655
ppm, enquanto que a gama de trabalho se situa entre 0,0010 ppm e 0,7655 ppm consoante
0 composto em estudo.

O método apresenta limites de deteccdo que variam entre 0,0005 ppm e 0,0478 ppm para
a Aldrina e para o 4° isomero da Cipermetrina, respectivamente, enquanto que os valores
do limite de quantificacdo obtidos experimentalmente variam entre 0,0010 ppm para a
Aldrina e 0,2552 ppm para o a-Endossulfano, o que sdo considerados adequados para os
niveis de concentra¢do em causa.

A repetibilidade do método ¢ aceitavel para os trés niveis de concentracdo estudados,
variando os valores de desvio padrdo relativo entre 2% e 16% para o primeiro nivel de
concentragdo, entre 1% e 12% para o segundo nivel e entre 1% e 7% para o terceiro nivel
de concentracao estudado.

No que diz respeito ao estudo da exactiddo do método analitico, a percentagem de
recuperagdo dos varios compostos nas trés matrizes analisadas saiu por vezes fora do
intervalo de 70% a 110%, indicado pela Farmacopeia Europeia **, variando os valores
obtidos consoante o composto ou o nivel de concentragdo em causa. Foram obtidos
valores de exactidao entre 35% a 140% no caso da Ginkgo biloba, 66% e 151% no caso
da Valeriana e entre 64 a 150% no caso do Sene.

Os valores de exactiddao indicados na Farmacopeia Europeia sdo comuns aos indicados
noutros documentos, nomeadamente na Norma Portuguesa NP EN 12393-1 de 2002
relativa a consideragdes gerais para métodos multi-residuos para a determinacdo de
residuos de pesticidas por cromatografia em fase gasosa em alimentos ndo gordos. No
entanto, esta norma refere que a média de recuperacao de replicados deve encontrar-se na
gama de 70% a 110%, com um desvio padrao relativo menor ou igual a 20% mas ressalva
que esta gama pode nado ser conseguida, dependendo este facto dos pesticidas em estudo,
dos seus niveis de concentracdo e das matrizes em causa. +*

O documento SANCO/10232/2006 que permite fornecer linhas orientativas relativamente
a monitoriza¢do de residuos de pesticidas na Unido Europeia, refere ainda que os valores
de recuperacdo para determinagdes individuais variam normalmente entre 60% e 140% e
que resultados elevados de recuperacdo obtidos de uma forma consistente deverdo ser
investigados. ¥
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r

Desta forma, ¢ necessario um estudo da percentagem de recuperagao dos varios
compostos noutro tipo de matrizes para que seja possivel tirar uma conclusdo mais
aprofundada relativamente a exactidao do método analitico em causa.

O método utilizado de Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massa
permitiu efectuar uma confirmagdo rapida dos vérios compostos sempre que surgiram
davidas relativamente a identidade do pico.

No que diz respeito a amostras analisadas, estas demonstraram nao possuir nenhum dos
pesticidas estudados acima do limite de detec¢do do método analitico. No entanto, existe
a necessidade de estudar um numero mais elevado de amostras, nomeadamente aquelas
que apresentem um maior impacto na saide publica para que seja possivel tirar uma
conclusao relativa a presenga de pesticidas organoclorados e piretréides em
medicamentos a base de plantas que se encontrem no mercado.

Uma vez que a Farmacopeia Europeia apresenta igualmente uma metodologia para a
classe de pesticidas organofosforados, havera posteriormente todo o interesse em estudar
esta metodologia no mesmo ambito em que foi estudada para as classes dos pesticidas
organoclorados e piretroides.

A metodologia utilizada apresentou contudo limitagdes, nomeadamente o seu elevado
tempo de andlise na fase de extrac¢do e purificagdo, pelo que houve a necessidade de
procura de métodos alternativos que para além de apresentarem uma maior rapidez e
simplicidade de execugdo, apresentassem também uma reducdo da quantidade de
solventes utilizados € consequentemente um menor custo.

O método alternativo estudado para a preparacdo de amostra (QUEChERS) demonstrou
ndo ser tdo eficiente como o método classico de extraccdo referido na Farmacopeia
Europeia para as matrizes analisadas. ¢’

Desta forma, foi possivel concluir que embora o método indicado na Farmacopeia
Europeia seja adequado para a pesquisa de residuos de pesticidas nas matrizes em estudo,
a sua aplicacdo requer cuidados especiais € o uso de técnicas adequadas na fase de
extrac¢do a fim de maximizar os factores de recuperacao e a sua repetibilidade.
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Anexo I

Anexo I
Propriedades dos pesticidas pesquisados e dos padrdées internos utilizados

Tabela 42A - Propriedades dos pesticidas organoclorados e piretroides pesquisados. '19%!1%
Nome Estrutura molecular | N° de CAS Sl e
molecular Molecular
H
o ©
: cl i
o - Hexaclorociclo-hexano o \l ~H 319-84-6 CeH(Clq 290,83
H
kel L
Cl
Cl Cl
Hexaclorobenzeno 118-74-1 CeClg 284.78
Cl Cl
Cl
B - Hexaclorociclo-hexano 319-85-7 CeHCl 290,83
Lindano 58-89-9 CeHCl 290,83
6 - Hexaclorociclo-hexano 319-86-8 CeHCl 290,83
¢ - Hexaclorociclo-hexano 6108-10-7 CeHCl 290,83
1 |
Heptacloro Cl
76-44-8 C,0HsCl, 373,32
Cl Cl

II
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Tabela 42A (continuacdo) - Propriedades dos pesticidas organoclorados e piretroides

pesquisados. 101,102,103
Nome Estrutura molecular N° de CAS L. Peso
molecular Molecular
Tl
Aldrina Cl 309-00-2 C,HyCl, 364,91
cl &1
cis — Heptacloro-epoxido 1024-57-3 CoHsCLO 389.32
Cl Cl

, | Cl

op’~DDE ] I 3424-82-6 | CuHiCl, 318,03
Cl
ClI Cl
Cl
ClI
o — Endossulfano s 959-98-8 | CoHeCl,05S 406,92
Cl Cl o 0
N
e
0
1

1 o1

Dieldrina 60-57-1 | CpHClLO | 38091
0
1 1

II
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Tabela 42A (continuagdo) - Propriedades dos pesticidas organoclorados e piretroides
pesquisados. '0!10%1%

Nome Estrutura molecular N° de CAS e LAz
molecular Molecular
oL .Cl
pp "—DDE | 72-55-9 C14H8C14 3 16,50
cl I I ~ql
Cl Cl
Cl
op'~DDD ‘ ' s3-19.0 | CutlCle 135004
Cl
cl
N cl ol
Endrina 0(@ 72208 | CLHCLO | 38091
|
cl c
Cl
Cl
Cl Cl
_ @)
p—Endossulfano | Cl 3 33213-65-9 | CoH(ClOsS | 406,92
/ AS=0
@)
Cl” CJ
(L) )
op —DDT 789-02-6 CHyCls 354,49
Cl Cl Cl
Cl
Cl Cl
Cl
p.p —DDT O ‘ 50-29-3 CrHLCls 354,49
Cl

1Y%



Anexo I

Tabela 42A (continuagdo) - Propriedades dos pesticidas organoclorados e piretroides

pesquisados. 101,102,103
o Formula Peso
Nome Estrutura molecular N° de CAS
molecular Molecular
(9]
0
cis - Permetrina cl z > 0O 61949-76-6 Cy1HyCl,05 391,29
Cl
E O
trans - Permetrina \ Cl 61949-77-7 C21H20C1203 391,29
‘0
) O
HaC CHsy
H H
cl _ OY@ /@
Cipermetrina 0 52315-07-8 Cy,H,9CILNO; 416,30
cl O CN
HsC CH,
o L
Fenvalerato - 0O CHM 51630-58-1 C,5H,,CINO; 419,91
|
H4C. LCHs
5 H, ;} H
>_ w0
Deltametrina y; 0 52918-63-5 | C,5H9Br,NO; 505,20
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Tabela 42B - Propriedades dos padrdes internos utilizados. '*'*>'%

o Férmula Peso
Nome Estrutura molecular N° de CAS molecular Molecular
B O—0CH,—CH
\ / 2 3
. N
Carbofenotido stHz_S O—CH,—CH: | 786.19-6 C1H,4ClO,PS; 342,85
Cl—4 —
5 O—CH,—CH
\P/ 2 3
Eti3 CH;—CH,—0 5—CH —S/ \O—CH —CH
t1a0 TN PR 563-1222 CoH,04P,S, 384,46
CHS—CHQ—O/ \S
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Anexo 11

, oy . ~ A r 14,54
Formulas utilizadas para a determinacio dos parametros cromatograficos o

Factor de capacidade (K)

=R_M (Equagao 16)

tr - tempo de retencdo ou distincia (ou volume) sobre a linha de base entre o ponto de injec¢do e a
perpendicular baixada a partir do maximo do pico correspondente ao componente considerado;

tm - tempo morto ou distincia (ou volume) sobre a linha de base entre o ponto de injecgo e a perpendicular
baixada a partir do maximo do pico correspondente a um componente ndo retido.

Numero de pratos tedricos (n)
2

n=>5,54 Ir (Equagdo 17)
W,

tr - tempo de retencdo ou distancia (ou volume) sobre a linha de base entre o ponto de injec¢do e a
perpendicular baixada a partir do maximo do pico correspondente ao componente considerado;
W, - largura do pico a meia altura.

Numero de pratos tedricos efectivos (N)

2
N =554 & (Equacdo 18)
Wh
sendo: t'y =1ty — 1), (Equagao 19)

t'Rr - tempo de retencdo ajustado;

tr - tempo de retencdo ou distincia (ou volume) sobre a linha de base entre o ponto de injec¢do e a
perpendicular baixada a partir do maximo do pico correspondente ao componente considerado;

tm - tempo morto ou distancia (ou volume) sobre a linha de base entre o ponto de injec¢do e a perpendicular
baixada a partir do maximo do pico correspondente a um componente ndo retido;

W, - largura do pico a meia altura.
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Sendo a relagdo entre N e n:

K 2
N=n Equagdo 20
(1 N Kj (Equagdo 20)
n - Numero de pratos teoricos;
K - Factor de capacidade.
Factor de simetria (Ay)
Wo.05
4, =— Equacdo 21
Ay (Equagao 21)

W05 - largura do pico a um vigésimo da sua altura;

d - distancia entre a perpendicular baixada a partir do maximo do pico e o ponto localizado no ramo
ascendente do mesmo pico a um vigésimo da sua altura.

Resolucio (R) ¥

R= L18(tgy —tg1) (Equagdio 22)
Wi + Wy,

para trx > trg
tr; € try - tempos de retengdo ou distancias sobre a linha de base entre o ponto de injec¢do e as

perpendiculares baixadas a partir dos maximos de dois picos adjacentes;
Whi € Why - larguras dos picos a meia altura.

Tempo de retencio relativo nio ajustado(a)

a= 2 (Equacgao 23)

tr2 - tempo de retengdo do pico de interesse;
tr1 - tempo de retengdo do pico de referéncia (padrao interno).

" Qutros autores consideram o valor de 2 em vez de 1,18 na formula para a determinagio da resolugio. >*
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