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Resumo

“‘PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EM PLANTAS MEDICINAIS E
FITOTERAPICOS".
Autora: Marili Villa Nova Rodrigues

Orientadora: Profa. Dra. Susanne Rath

A contaminacdo de plantas por pesticidas, tanto para fins medicinais como
alimentares, & muito comum, podendo ser decorrente do préprio cultivo em larga
escala, por migragéo de culturas vizinhas ou provenientes da contaminagdo ambiental.
Embora banidos de muitos paises, inclusive o Brasil, devido & sua alta toxicidade e
persisténcia ambiental, os pesticidas organociorados (OCP) continuam amplamente
distribuidos no planeta. Dependendo do processamento destas plantas, os pesticidas
quando presentes, podem ter seus niveis aumentados ou reduzidos. Neste trabalho a
metodologia proposta para quantificagdo dos OCP (hexaclorobenzeno, lindano,
heptacloro, heptacloro epdxido, aldrin, dieldrin, endrin, 4,4'-DDE e 4,4-DDT) em folhas
de guaco, espinheira santa e erva baleeira foi a cromatografia gasosa com detetor
seletivo de massas (GC-MS), empregando para tanto uma coluna capilar HP-5MS
operando a 90 °C/1 min (12°C min~") 150 °C/ 1 min (2°C min ") 230 °C/ 3 min
(10 °C min ~") 275 °C/ 25 min. Duas técnicas de extracdo dos OCP das folhas foram
avaliadas, a extracdo assistida por microondas e a extracéo com solventes. Também foi
estabelecida uma metodologia analitica para quantificacdo dos OCP na infusdo destas
plantas através do emprego da técnica de SPME-GC-MS utilizando a fibra de PDMS
sob imers&o direta na solugdo amostra (90 min a 50 °C), condicdo esta otimizada
através da metodologia de superficie de resposta. Os métodos para quantificagdo dos
OCP em folhas e na infus&o foram devidamente validados e aplicados para andlise de

amostras de diferentes procedéncias, incluindo as plantas cultivadas numa regido com
altos niveis de contaminagéo.



ABSTRACT
* ORGANOCHLORINE PESTICIDES IN MEDICINAL PLANTS AND
PHYTOTHERAPICS”
Author: Marili Villa Nova Rodrigues

Supervisor: Profa. Dra. Susanne Rath

The pesticide contamination of plants as medicinal or food uses is very common,
and could be due to the own cultivation in large scale, migration of neighboring cultures
or the environmental contamination. Although banished of many countries, besides
Brazil, due to its high toxicity and environmental persistence, the organochlorine
pesticides (OCP) continue thoroughly distributed in the planet. Depending on the
processing of these plants, the pesticides when present, can have its levels increased or
reduced. In this work the methodology proposed for quantification of OCP
(hexachlorobenzene, lindane, heptachlor, heptachlor epoxide, aldrin, dieldrin, endrin,
4 4-DDE and 4,4-DDT) in leaves of Mikania sp, Maytenus ilicifolia and Cordia
curassavica was gas chromatography with mass detector (GC-MS) using HP-5MS
capillary column operating to 90 °C/1 min (12 °C min™) 150 °C/1 min (2 °C min™)
230 °C/3 min (10 °C min™") 275 °C/25 min. Two extraction techniques for OCP
quantification in leaves were evaluated, the microwave assisted extraction combined
with solid-phase microextraction (MAE-SPME) and the solvent extraction with solid-
phase extraction (SPE). The analytical methodology was also established for OCP
quantification in the infusion of these plants through the embioyment of the SPME-GC-
MS technigue by direct immersion of the PDMS fiber in the sample solution (90 min to
50 °C). This condition was optimized by response surface methodology. The methods
for OCP quantification in leaves and in the infusion were validated and applied in

samples of different origins including the plants cultivated in an area with high levels of
contamination.
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APRESENTACAO DO TRABALHO DE TESE

APRESENTA(}AO DO TRABALHO DE TESE

A organizacdo geral deste trabalho intitulado “Pesticidas Organoclorados em
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos”, esta compreendida em 8 capitulos, sendo que as
referéncias bibliograficas encontram-se dispostas no capitulo Vil para facilitar a consuita.
Com relagio as referéncias bibliogréficas, estas foram apresentadas em sua forma mais
completa, de acordo com a norma ABNT (NBR 6023, 2002).

Quanto ao texto propriamente dito, nos capitulos | e Il foram apresentados uma
revisdo bibliogréfica englobando os assuntos de interesse e os objetivos gerais e
especificos da tese, respectivamente.

No capitulo Ill foi descrito o material vegetal (plantas medicinais) utilizado em todo o
trabalho, apresentando um breve resumo de suas indicagdes terapéuticas e condigdes de
cultivo das espécies estudadas.

O desenvolvimento e o estabelecimento das condigdes cromatograficas através do
uso da cromatografia gasosa com detetor seletivo de massas, foram discutidos no capitulo
Iv.

Duas metodologias analiticas para a extragdo dos pesticidas organoclorados
presentes nas plantas em estudo (folhas) foram testadas: uma mais convencional na
analise de residuos de pesticidas em plantas, que se baseia numa etapa de extragdo com
solvente seguida da limpeza da amostra com o emprego da técnica de extragdo em fase
slida e outra metodologia altemativa que dispensa o uso de solventes organicos,
utilizando apenas agua na extragdo assistida por microondas e subsequente andlise por
SPME-GC-MS (capitulo V). Em vista dos resultados obtidos com o emprego destas
diferentes técnicas, o capituic V ainda apresenta a metodologia escolhida para a
quantificacéo dos pesticidas organoclorados nas plantas em estudo, com a validagéo do
métado e os resultados obtidos na andlise de plantas de diferentes origens de cultivo efou
fornecedores.

A metodologia para andlise de infusGes através do emprego da técnica de SPME-
GC-MS foi apresentada no capitulo VI, assim como o estudo da taxa de transferéncia dos
pesticidas da folha para a infuséo.

Finalizando, no capitulo VI estdo as conclusdes finais de todo o trabalho.
1
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.4 O Uso bE PLANTAS MEDICINAIS E MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

As definicbes de droga vegetal e medicamento fitoterapico precisam ser
devidamente compreendidas para melhor utilizagdo desses termos. Para isso, a
Resolucdo RDC n® 17, de 24 de fevereiro de 2000 que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos, define assim droga vegetal e medicamento fitoterapico:

» Droga vegetal — planta ou suas partes, ap0s processos de coleta, estabilizagdo e
secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada.

o Medicamento fitoterdpico € o medicamento obtido por processos tecnologicamente
adequados, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais, com finalidade
profildtica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que,
na sua composi¢do, inclua substéncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagbes destas com extratos vegetais.

A Organizagdo Mundial da Salde estima que 80% da populagdo mundial utiliza, de
algum modo, plantas medicinais como medicamentos. Das 365.000 espécies ja
catalogadas, 25.000 s&o utilizadas em preparagbes da medicina tradicional (GARCIA et
al., 2001). Estes valores indicam a importancia do estudo das plantas medicinais, de modo
a revelar sua eficacia, seguran¢a e qualidade, e assegurar melhor aceitagéo destas pela
classe médica e, consequentemente, pela populacéo em geral.

A quaiidade da matéria-prima vegetal € a determinante inicial da qualidade do
fitoterapico, porém, néo garante por si a eficacia, a seguranca e a qualidade do produto
final. A eficacia & assegurada através de ensaios farmacolégicos pré-clinicos e clinicos e a
seguranca determinada através de ensaios que comprovam a auséncia de efeitos toxicos,
bem como a inexisténcia de contaminantes nocivos & salde, como metais pesados,

pesticidas, microrganismos e metabdlitos, produtos de degradagéo, entre outros (FARIAS,
2001).
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No Brasil, a utilizagio de fitoterapicos é muito freqliente, gerando cerca de 360
milhGes de reais por ano, o que equivale a 2,55% do mercado brasileiro de medicamentos
(PIANOWSKI, 2003). Vérios fatores tiveram importancia para esse crescimento do
mercado de fitoterapicos, tais como a lei de reconhecimento das patentes de 1996, a lei
dos genéricos em 1999 e a moda naturalista da Ultima década, levando as indUstrias
farmacéuticas nacionais seguirem em busca de novas alternativas. Embora largamente
utilizado, poucos desses produtos possuem estudos de eficicia comprovada no homem,
os estudos de toxicidade sdo limitados e o controle de qualidade apropriado praticamente
inexistente (SIMOES et a/., 2000).

Os parémétros de qualidade para fins farmacéuticos s&o, em principio,
estabelecidos nas Farmacopéias e Cédigos Oficiais. Muito contrastante é a grande
biodiversidade da flora brasileira ao lado do atraso de nossa Farmacopéia, no que se
refere a monografias de plantas medicinais. A primeira edigdo da Farmacopéia Brasiieira
publicada em 1929 continha 257 monografias de plantas medicinais.

No final dos anos 50, juntamente com a grande expansdo do mercado de
medicamentos sintéticos, foi publicada a segunda edigéo da Farmacopéia Brasileira, onde
foram excluidas cerca de 200 espécies vegetais expressivas da flora brasileira e de outros
paises, sob alegacéo de nulidade de acéo terapéutica e completo desuso dessas drogas.

No periodo de 1980 a 1990, houve um grande aumento do consumo de piantas
medicinais, em virtude do modismo naturalista existente na €poca €, nos anos seguintes,
formaram-se varias comissdes técnicas pelo Ministério da Saude, com o objetivo de
regulamentar o registro, a produgéo e a comercializaggo dos fitoterdpicos, num mercado
de caracteristicas amplas e de baixa qualidade.

A quarta edi¢do da Farmacopéia Brasileira foi subdividida em 6 fasciculos, porém,
ainda nao foi completamente publicada, sendo que os fasciculos 5 e 6 ainda esto sob
consulta publica. A Figura I.1 apresenta o numero de monografias de plantas medicinais
presentes nas edigbes da Farmacopéia Brasileira.
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H primeira edi¢ido (1929) Osegunda edi¢do (1959)
M terceira edi¢ao (1976) B quarta edicao (1996 -2003)

\

Figura 1.1 Ndmero de monografias de plantas medicinais nas edigdes da Farmacopéia
Brasileira. Fonte: MELLO, 2003.

Na procura de certas monografias de plantas medicinais, muitas vezes torna-se
necessario a consulta de outras Farmacopéias, sendo uma das mais consultadas a
Farmacopéia Européia, devido ao maior nimero de monografias de plantas medicinais
decorrente da tradigdo européia no uso destas drogas vegetais.
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[.1.1 CONTAMINACAO POR PESTICIDAS

O desenvolvimento industrial tem levado & contaminacéo da atmosfera, soio e dgua
por diferentes tipos de poluentes e, consequentemente, transferido seus niveis de poluicdo
para as plantas medicinais.

Os pesticidas constituem uma grande variedade de produtos quimicos destinados a
prevenir, destruir ou controlar pragas, diferindo entre si quanto ao modo de acio,
absorgdo, metabolismo e toxicidade. Dependendo da finalidade para os quais sdo
empregados, s&0 conhecidos como inseticidas, herbicidas, fungicidas, entre outros.

O uso constante de pesticidas nas culturas agricolas visando aumentar a produgdo
tem causado riscos a saude humana e ao meio ambiente. Entre as diversas classes de
pesticidas os organoclorados merecem destaque por apresentarem acg&o residual
proiongada.

A contaminagdo de plantas por pesticidas, tanto para fins alimentares como
medicinais € muito comum. Indmeros artigos tém sido publicados na area de residuos de
pesticidas em alimentos (HU ef al, 1999; MIYAHARA et al., 1994: MANIRAKIZA et al.,
2000), contrastando com a pouca informagdo disponivel sobre residuos em plantas
medicinais (ABOU-ARAB et al., 1999).

A procedéncia da matéria-prima vegetal &€ de fundamental importancia no
estabelecimento dos parametros de qualidade.

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda a realizacdo de testes para a
verificagdo da presenca e quantificagdo de organoclorados, principalmente no caso de
matérias-primas de origem duvidosa (WHO, 1992), areas de cultivo agricola intensivo, e
mesmo o emprego improprio dessas substancias em culturas de plantas medicinais ou o
tratamento inadequado das drogas durante o armazenamento.

No Brasil, a legislagéo vigente ndo exige o controle da presenca de pesticidas em
fitoterapicos para fins de registro.

Nos ultimos 40 anos os organoclorados tém sido substituidos por pesticidas mais

polares e menos persistentes, representados pelos organofosforados, feniluréia, triazina e
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fenoxiacidos, que sdo amplamente utilizados no combate de pragas diversas (LACORTE
et al., 2000).

Uma vez detectada a presenca de pesticidas na matéria-prima vegetal, a
quantidade de compostos transferidos até o fitoterapico final depende, principalmente, do
tipo e quantidade de solvente e da temperatura utilizados no processo de extracio.

Para plantas medicinais contendo pesticidas, o tipo de processamento utilizado na
etapa de extracdo do principio ativo, podera interferir significativamente no teor final do
pesticida no produto final. No caso de extratos alcodlicos ocorre uma alta taxa de

transferéncia de pesticidas organoclorados, o que jé ndo ocorre com 0s extratos aquosos
(ZUIN & VILEGAS, 2000).

.2 PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

Os pesticidas organoclorados (OCP) permanecem distribuidos amplamente no
ambiente em niveis baixos. Suas propriedades fisicas permitem que eles se acumulem em
tecidos gordurosos, sendo veiculados pela cadeia alimentar, por correntes de ar e
correntes oceanicas. Entre os OCP mais estudados destacam-se o DDT, DDE, lindano,
aldrin, dieldrin, endrin, hexaclorobenzeno, heptacloro e heptacloro epéxido, os quais foram
objetos deste estudo e cujas estruturas quimicas estéo apresentadas na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 Estruturas quimica dos pesticidas organoclorados em estudo.

Pesticidas Sinonimia Estrutura Quimica MM
Cl
Cl Cl 285
HEXACLOROBENZENO HCB
, Cl Cl
Sanocide
Cl
Cl
Cl Cl
LINDANO Gama BHC 291
Cl
Kwell Cl
Ci
Cl
Cl— ¢l 373
HEPTACLORO Heptaclorano o
Ci Cl
Cl
Cl
) Cl Cl 386
HEPTACLORO EPOXIDO HCE Cl |
Cl Cl

Legenda: MM = massa molar (g mol ™).
Fonte: NIST 93.
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Tabela I.1(continuagdo) Estruturas quimica dos pesticidas organoclorados em estudo.

PestiCidas Sinonimia Estmtura Quimica MM
cl Cl
ALDRIN Aldocit cl 62
Cl
Tatuzinho /
Aldrin epéxido ca. G
DIELDRIN Alvit 55 cl 381
Cl
Dieldrex
Cl Cl
cl Cl
Cl
ENDRIN Endrex cl 381
Hexadrin
Cl Cl
Cl C Cl
DDE @ i 316
CCh
Cl H Cl
DDT Diclorodifenil @ @ 355
) CCl;
tricioroetano

Legenda: MM = massa molar (g mol™).

Fonte: NIST 98.

11
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O uso dos OCP e sua distribuicio foram proibidos em meados da década de 80,
sendo permitido somente em casos emergenciais na agricultura e saide publica, como no
caso de combate a vetores de agentes etiologicos (D’AMATO ef al., 2002).

O DDT foi um inseticida muito utilizado, principalmente por ser facil de sintetizar,
barato, estavel e muito potente. Embora ele ja& tenha sido sintetizado em 1874, sua
atividade inseticida sé foi descoberta em 1939 e patenteado em 1942. Porém, sua
popularidade foi diminuindo a medida que os insetos apresentavam resisténcia, além do
fato de contaminar amplamente 0 ambiente, devido & alta estabilidade da molécula.

O produto comercial & constituido por uma mistura de isémeros: 4, 4 — DDT
(77,1%); 2, 4 — DDT (14,9%); 4, 4 — DDD (0,3%); 2, 4 - DDD (0,1%) e impurezas (3,5%).
Ao perder uma molécula de HCI, por degradagdo biologica ou ambiental, o0 4.4’ — DDT
forma o metabdlito DDE, composto ainda mais resistente as degradagbes que o DDT. O
DDE por ser mais persistente em organismos vivos, pode servir de indicador de exposicao
dos seres vivos ao DDT (D'AMATO et al., 2002).

O hexaclorobenzeno (HCB), usado como fungicida aplicado em sementes, é um
dos poluentes mais distribuidos no globo terrestre devido a sua alta persisténcia no meio
ambiente e alta volatilidade.

Em 1942, foi descoberto um composto chamado erroneamente BHC (do ingiés
‘benzene hexachloride’) contendo uma alta atividade inseticida. O composto era
constituido por uma mistura de isdmeros produzidos pela cloragdo do benzeno com 6
atomos de cloro. No entanto, uma vez que o carater aromatico do anel desaparece
originando o hexaclorohexano, tornou—se incorreto chamar o produto de BHC, devendo
utilizar o termo HCH (do inglés “hexachlorocyclohexane”).

A molécula de HCH apresenta 2 formas de isomerismo: a do anel e a que envolve
os substituintes, porém apenas 5 isdbmeros s30 encontrados no HCH: o, B, v, d e c. Esses
isémeros diferem na atividade inseticida, sendo o isémero v, conhecido como lindano, o
mais ativo e, consequentemente, cerca de 100 a 1.000 vezes mais toxico gue os demais
isdmeros.

A classe dos “drins” inclui o dieldrin, endrin e aldrin compostos altamente téxicos e
persistentes no meio ambiente. O dieldrin e o aldrin foram extensivamente usados na

i2
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Europa durante as décadas de 50 e 60, porém promoveram uma grande mortandade de
passaros quando foram aplicados em sementes na Gra-Bretanha, o que motivou uma
agéo regulatéria na década de 60. O endrin foi usado como inseticida foliar numa grande
variedade de espécies vegetais, sendo muito usado na Africa, Asia, América Central e
América do Sul (TURNBULL, 1996).

O aldrin é biotransformado rapidamente em dieldrin em animais e plantas. Portanto,
raramente s&o encontrados residucs desse pesticida em alimentos e animais. A exposicdo
ocupacional ao aldrin, juntamente com o dieldrin e endrin, foi associada a um aumento
significativo no cancer de figado e da vesicula biliar, embora o estudo tenha apresentado
algumas limitagdes, como a falta de informagbes quantitativas sobre a exposicdo. Além
disso, um estudo realizado em mulheres na Dinamarca apontou que a exposicdo ao
dieldrin esta associada a um aumento no risco de cancer de mama e a uma maior
malignidade da doenga (SUASSUNA, 2003).

Em 1987, a Agéncia de Protecdo Ambiental norte-americana (EPA, do inglés
“Environmental Protection Agency”) classificou o aldrin e o dieldrin como provaveis
carcindgenos humancs, devidc ac aumento de tumores hepaticos em camundongos
submetidos a ingestéo de pesticidas organoclorados (STEVENSON ef a/., 1999).

As evidéncias quanto ao potencial carcinogénico na espécie humana dos pesticidas
organoclorados s&o insuficientes, entretanto, estudos em animais indicam que estes
compostos podem levar ao desenvolvimento de neoplasias no homem (NUNES &
TAJARA, 1998).

Do ponto de vista epidemioldgico, a avaliagio do potencial carcinogénico do OCP é
muito complexa, principaimente devido a grande variedade de compostos utilizados e da
auséncia de dados adequados sobre a natureza da exposicdo (BROUWER et af, 1994
apud NUNES & TAJARA, 1998, p. 374). .

NUNES & TAJARA (1998) citam em seu artigo, estudos que atribuem outros efeitos
toxicos dos OCP ligados a reproduc&o humana e sistema nervoso.

A agao dos OCP no ambiente & controlada pela sua lipossolubilidade, aprecidvel
press&o de vapor em temperatura ambiente e alta estabilidade, o que os torna resistentes
a degradagéo bidtica ou abidtica. |
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A persisténcia relativa de cada OCP determina seu impacto ambiental no planeta, o
que & determinado experimentalmente pelo seu tempo de meia-vida. O tempo de meia-
vida para cada OCP varia consideravelmente de acordo com o tipo de solo, agua e
condigbes meteoroldgicas. A Tabela 1.2. apresenta a persisténcia relativa de alguns OCP
em diferentes compartimentos ambientais.

Tabela .2 Tempos de meia-vida aproximados para alguns OCP.

Endrin Lindano Hexaclorobenzeno DDT
Ar 5 horas 2 dias 2 anos 2 anos
Agua 3 semanas 3 semanas 6 anos 6 anos
Solo 2 meses 2 meses 6 anos 6 anos
Sedimento 8 meses 8 meses 6 anos 6 anos

Fonte: TURNBULL, 1996.

Em todos os casos a persisténcia ambiental aumenta quando ocorre deslocamento
do ar para a &gua, para o solo e para o sedimento. Entretanto, este aumento da
persisténcia € mais discreto para as moléculas mais estaveis, como o hexaclorobenzeno e
DDT e mais intenso para a classe dos cicloclorodienos (aldrin, dieldrin e endrin) que sao
menos estaveis na atmosfera.

1.3 ANALISE DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

Num levantamento feito entre 1963 e 1998 por ZUIN & VILEGAS (2000) sobre
residuos de pesticidas em plantas medicinais e fitoterapicos foi constatada a existéncia de
um pequenc numero de artigos nessa area de estudo, o que pode ser, em parte, atribuido
a complexidade da matriz e ao trabalhoso procedimento analitico.

Os métodos estabelecidos para a andlise de residucs de pesticidas em alimentos
nem sempre podem ser aplicados iguaimente para plantas medicinais e seus produtos. Os
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fitoterapicos podem conter constituintes totalmente diferentes, necessitando de um método
seletivo para essa matriz.

De maneira geral, os métodos sao seletivos para uma determinada classe de
compostos e requerem um eficiente preparo de amostra, envolvendo etapas de extragdo,
limpeza e pré-concentracdo anteriores a determinagéo cromatografica (LACORTE ef al,
2000).

Os métodos analiticos descritos na literatura para a determinagéc de residuos de
pesticidas recomendam o emprego de metodologias classicas para analise de plantas
medicinais, ou seja, extracao com solvente e separacdo em coluna cromatografica. Esses
métodos geralmente sao trabalhosos, lentos, caros e utilizam um significativo volume de
solventes (LINO & SILVEIRA, 1997).

.3.1 PREPARQ DE AMOSTRA

Para a extragdo dos pesticidas e limpeza dos extratos, diferentes técnicas tém sido
empregadas, como a extragdo em fase sélida (SPE, do inglés “Solid Phase Extraction”)
(LACORTE et al.,, 2000; LINO & SILVEIRA, 1997; MANIRAKIZA et af., 2000; DI MUCCIO,
1997), microextragdo em fase sélida associada ao microondas (SPME — MAE, do inglés *
Solid Phase Microextraction — Microwave Assisted Extraction”) (WU & SWQOQO, 2001},
extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés “Supercritical Fluid Extraction”) (CAMEL,
1998) e dispersdo em fase sélida (MSPD, do inglés “Matrix Solid Phase Dispersion”) (ZUIN
et al., 2003)

Atualmente, devido & questéo ambiental gerada pelo descarte de solventes, além
da dificuldade de aquisicdo de solventes por serem controlados pela policia federal, tem-
se dado preferéncia aos métodos que utilizam pouca quantidade dos mesmos. Como
exemplo, a extragio por fluido supercritico, que representa um método rapido, seletivo, de
facil automacao e requer baixo volume de solvente. Este método foi utilizado com sucesso
por ZUIN e colaboradores {2003) na determinagio residuos de pesticidas organoclorados
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e organofosforados em folhas de plantas medicinais e posterior anélise por GC/ECD/FPD
(FPD, do inglés “Flame Photometric Detector”). Porém, para uma resposta satisfatoria, ha
um grande numero de parametros a serem otimizados (CAMEL, 1998).

A extracéo com fluido supercritico apresenta vantagens em relac&o & extracéo com
solventes devido & alta difusibilidade e baixa viscosidade dos fluidos supercriticos
permitindo um maior contato ou permeacdo para dentro das matrizes vegetais e,
consequentemente, uma maior difusao dos analitos (ZUIN et a/., 2003).

Um outro procedimento alternativo foi descrito por WU & SWOO (2001), que
utilizaram a associagdo entre a extragio assistida por microondas (MAE, do inglés
“Microwave Assisted Extraction”) e a SPME para a determinagdo de OCP em raizes de
plantas medicinais chinesas e posterior quantificagdo por GC/ECD. A grande vantagem da
associac@o da técnica de MAE com a SPME reside no fato de se utilizar somente agua
como solvente de extracde. A agua é um 6timo solvente de extracdo para MAE devido a
sua alta constante dielétrica, facilitando a absorgdo do microondas; além disso, facilita a
aplicacéo da técnica de SPME, onde o uso de solvente danificaria o revestimento da fibra.

A técnica de extragdo por microondas tem merecido destaque quando comparada
as técnicas tradicionais de extracdo, devido a sua rapidez de extracdo e alta eficiéncia,
com varias aplicagdes para pesticidas (PASTOR et al. 1997), hidrocarbonetos
poliarométicos, fendis, entre outros. O principio da técnica consiste no aquecimento do
solvente extrator, através do microondas, que entra em contato com a matriz, permitindo a
migragéo dos compostos de interesse para fora da matriz. Ao contrario dos métodos
classicos, o aquecimento por microondas ocorre simultaneamente em toda a amostra e,
dessa forma, a solucdo alcanga seu ponto de ebulicéo rapidamente, reduzindo o tempo
necessario para a extragdo (WU & SWOO, 2001).

A aplicagdo de microondas pode ser feita em sistemas abertos a pressao
atmosférica ou em sistemas fechados que permitem o controle de press&o e temperatura.

No desenvolvimento de um método por microondas, os principais parametros a
serem avaliados s&o a natureza do solvente, temperatura, poténcia, tempo de extragdo e a
natureza da matriz, onde o teor de dgua da amostra é de grande importancia devido a sua
alta capacidade de absorver microondas.
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Nos ultimos anos surgiram muitas publicagées com avancos na analise de residuos
de pesticidas, entre elas, o aparecimento da técnica de SPME, com o objetivo principal de
simpiificar a etapa de preparo da amostra, a qual requer procedimentos trabalhosos e
demorados e demandam um grande volume de solventes. A aplicacdo desta técnica de
extracdo foi realizada com sucessc na extragdo de OCP em diferentes tipos de matrizes,
sendo que para matrizes menos complexas, como &gua, esta técnica associada com
SPME mostrou bons resultados (LI et af., 2003, ZHAO & LEE, 2001: AGUILAR et al.,
1999).

A primeira descricdo da técnica de SPME por ARTHUR & PAWLISZYN data de
1990, e desde entédo teve um rapido desenvolvimento devido & sua simplicidade e vasto
campo de aplicagéo como alternativa as metodologias tradicionais.

A tecnica consiste na exposicéo da fibra na amostra em solucéo ou ao seu espago
confinante (“*headspace’) a fim de sorver os analitos contidos na amostra em solugdo na
camada de recobrimento da fibra; os materiais extraidos s&o transferidos da fibra para um
instrumento analitico adequado para a sua separagéo, identificacdo e quantificacéo.
FreqUentemente, a cromatografia gasosa € a técnica instrumental empregada para as
etapas de identificagio e quantificac&o que se seguem a extragdo por SPME: a fibra pode
ser introduzida diretamente no injetor aquecido do cromatografo, sendo os analitos
coletados dessorvidos termicamente e arrastados pelo fluxo de gas de arraste para a
coluna cromatografica.

O manuseio reduzido das amostras em comparacdo &s técnicas convencionais
minimiza a possibilidade de formagédo de artefatos. Os analitos podem ser extraidos e
transferidos diretamente ao cromatagrafo a gas, sem intervencéo de solventes extratores,
cujo uso, além de ser uma possivel fonte de contaminantes, é um fator critico no
gerenciamento de um laboratério analitico, pela necessidade de adogio de procedimentos
de descarte e pelos riscos ocupacionais associados a sua manipulacio.

Em 1993 a Supelco langou no mercado o “holder” para uso em SPME juntamente
com a comercializagdo de fibras de silica recobertas com um filme de material sorvente
(polimeros ou adsorventes sdlidos) utilizadas para extragdo, que inicialmente eram de
polidimetilsiloxano {PDMS) e poliacrilato (PA). Atualmente, encontram-se disponiveis no
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comércio diferentes tipos de materiais, como Carbowax-divinilbenzeno, PDMS-
divinilbenzeno e Carboxen-PDMS, e outros.

BELTRAN e colaboradores (2000) apresentaram uma revisdo do uso da técnica de
SPME na analise de residuos de pesticidas em diferentes tipos de matriz, detalhando as
condiches de andlise. Para os pesticidas organoclorados, a maioria dos autores utilizou a
fiora de PDMS sob imerséo direta na amostra devido as suas caracteristicas apolares,
informag&o que serviu como base para este estudo.

Dependendo da complexidade da matriz, algumas vezes a aplicagio da técnica de
SPME n&do dispensa uma etapa adicional de limpeza da amostra, porém, alguns
pesquisadores tém buscado uma outra alternativa para este problema, através da
fabricacdo de fibras mais seletivas para os analitos em questao. Esta foi a solugio
encontrada por CAl e colaboradores (2003) que aumentaram a seletividade da fibra para
os OCP, através da produgao e aplicag&o da fibra PPMS , uma polifenil metil siloxano.

A técnica de MSPD foi aplicada para a determinagéo de pesticidas organocliorados
e organofosforados em amostras de Passiflora L. Esta técnica inclui a homogeneizagéo da
amostra, fracionamento e limpeza num simples processo, onde a amostra é triturada com
um adsorvente selecionado e a mistura usada para empacotar um pequena coiuna
cromatografica. A eluicéo se da pela forga da gravidade e a limpeza da amostra se da pelo
uso de um solvente adequado. 0 adsorvente utilizado foi florisil, mas um procedimento
adicional de limpeza foi necessério a fim de melhorar a reprodutibilidade dos resultados.
Para isso, foi utilizada uma coluna adicional de alumina neutra antes da determinagao
cromatografica por GC/ECD. Os resultados obtidos mostraram-se equivalentes aqueles
obtidos com 0 método classico da Farmacopéia Européia, apresentando vantagens quanto
a rapidez, simplicidade e custo (ZUIN et a/., 2003).

.3.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

As tecnicas cromatogréficas instrumentais modernas constituem uma ferramenta
analitica eficiente para o controle de qualidade de plantas medicinais e do produto
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acabado. A cromatografia gasosa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
cromatografia em camada delgada sdo técnicas aceitas, sobretudo na Europa, na
padronizagéo de fitoterapicos. Entretanto, para a maioria absoluta das plantas medicinais
brasileiras ainda e necessério o estabelecimento de metodologias analiticas adequadas
(VILEGAS, 1997).

Varios tipos de detetores podem ser empregados em associacdo com as técnicas
cromatograficas. O detetor mais utilizado para a quantificacdo dos OCP & o detetor de
captura de elétrons (ECD) acoplado ao cromatografo & gas devido a sua alta seletividade
e detectabilidade para essa classe de compostos (WHO, 1992). Esse detetor continua a
ser utilizado paré determinagéo dos pesticidas organoclorados, principalmente para
analise de agua (LI et a/, 2003; ZHAO & LEE, 2003; AGUILAR et al., 1997), porém,
quando a matriz € mais complexa um procedimento eficaz de preparo de amostra deve ser
associado a fim de minimizar a presenca de interferentes.

Quando a andlise de residuos de pesticida, em matrizes complexas, ¢ realizada por
GC/ECD e é constada a presencga de algum analito, sua identidade dever ser confirmada.
Para tanto, a cromatografia gasosa acoplada ao detetor seletivo de massas € o método
recomendado, sendo utilizado por CAl et al. (2003), na confirmag@o da presenga de
isdbmeros do hexaclorociclohexano, DDT, DDE e DDD em diferentes amostras de cha. Os
niveis destes compostos encontrados nas amostras de cha verde, cha tipo oo-long e cha
preto variaram na faixa entre 0,11a 11,2 ng g

A espectrometria de massas & o melhor modo de detecgao disponivel, devido a sua
seletividade, detectabilidade e capacidade de identificacdo, sendo uma boa ferramenta
para o “screening” e detec¢éo de analitos a baixos niveis (1 ng ou menos) (MIYAHARA et
al., 1994, SLOBODNIK et al., 2000; AZEVEDO et al., 2000). A alta seletividade desta
técnica reduz a influéncia da matriz, dispensando ¢ procedimento de limpeza da amostra,
o qual consome tempo, dinheiro e é responséavel pela diminuicéio da precisdo do método,
além de reduzir os limites de deteccéo.

VIDAL e colaboradores (2002) aplicaram a técnica hifenada GC-MS-MS (do inglés,
‘Gas Chromatography with Tandem Mass Spectrometry’) para determinacio de 31
pesticidas, pertencentes a diferentes classes, entre as quais alguns organoclorados para

analise de cerca de 8.000 amostras de vegetais e frutas. O procedimento analitico foi
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baseado na extragéo dos pesticidas em diclorometano, dispensando a etapa de limpeza
da amostra devido a alta seletividade do método. O mais adequado modo de ionizagéo
(impacto de elétrons ou ionizagdo quimica) foi selecionado para cada pesticida numa
mesma corrida cromatografica e os resultados obtidos indicaram contaminacao pelos
seguintes pesticidas: metalaxil, cipermetrina, metamidofés, tebuconazol e endossulfan em
matrizes como pimenta e pepino.

HO & HSIEH (2001) utilizaram a extrag&c assistida por microondas com a SPME e
posterior andlise por GC/ ECD para determinagéo de residucs de OCP em plantas
medicinais chinesas (raizes), encontrando niveis de 10 ng g e 7,6 ng g para lindano e
heptacloro, respectivamente.

HWANG & LEE (2000) determinaram residuos de OCP em fitoterdpicos
comercializados em Taiwan encontrando niveis entre 2,2 a 119 ng g~ (@ e B HCH,
respectivamente), utilizando a SPME-GC-MS.

BARRIADA-PEREIRA e colaboradores (2003) fizeram o monitoramento de uma
regido da Espanha quanto & presenga de OCP através da andlise da vegetacdo local,
analisando tanto folhas como raizes. Entre os varios QCP pesquisados, foi encontrado a
presenca de lindano e outros isbmeros de hexaclorociclohexano em concentracdes na
faixa entre 0,06 a 12,7 ng g™*.

ZUIN e colaboradores (2003) fizeram um estudo sobre os niveis de pesticidas
organoclorados e organofosforados em amostras comercializadas no Brasil de Passifiora
L. e constataram que a maioria das amostras analisadas apresentaram niveis de OCP
(dieldrin, lindano, tetradifon, clorotalonil e a-endossulfan) na faixa entre 21 ¢ 71,4 ng g‘1. A
metodologia utilizada foi a extragdo com fluido supercritico e analise por cromatografia
gasosa com o detetor de captura de elétrons para deteccdo dos clorados e detetor
fotométrico de chama para os compostos fosforados.
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1.3.3 VALIDAGAO DO METODO ANALITICO

A validag&o de métodos analiticos é realizada através de estudos laboratoriais, com
0 objetivo de garantir a exatidao, seletividade, reprodutibilidade e robustez de um método
dentro de uma faixa especifica na qual o analito sera analisado.

Os principais parametros avaliados sdo: exatidéo, precisdo, seletividade, limite de
detecgdo (LOD), limite de quantificac@o (LOQ), sensibilidade, linearidade e faixa linear.

1.3.3.1 EXATIDAO

A exatiddo mede o quanto o valor obtido na analise esta préximo do valor
verdadeiro presente da amostra, e pode ser determinada através da andlise de materiais
certificados, fazendo-se a comparagéo entre dois métodos, sendo um deles, o método
oficial ou de referéncia, ou entéo, através de testes de recuperacgio, onde quantidades
conhecidas do analito sdo adicionadas a matriz amostra (processo conhecido como
fortificacdo). A porcentagem de recuperagio é definida como a relagdo entre a
concentragdo determinada para uma amostra fortificada e a concentragcéo adicionada na
fortificagdo, expressa através da equacio:

concentragdo encontrada na amostra fortificada (ug g™)

% recuperagdo = - _ =
concentragdo adicionada na amostra (ug g~ )

x 100

Para analise de residuos de pesticidas, recuperagdes no intervalo de 60 a 120 %
s&0 aceitaveis.
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1.3.3.2 PRECISAO

A precisao representa o grau de repetibilidade entre os resultados analiticos quando
uma mesma amostra € analisada repetidas vezes em condi¢es idénticas de andlise. O
resultado & dado em forma da estimativa do desvio padrac (RSD) ou coeficiente de
variagéo (CV) quando um namero significativo de repetices é realizado.

RSp = Stimativa do desvio padrdo © 100

média das replicatas

O valor aceitavel da preciséo ird variar em fungio da concentragdo do analito na
matriz, de acordo com a equacgéo de Horwitz:

RSD — 2 (1-0,510gC)

onde,
C = concentragio do analito expressa por unidade de massa.
RSD = estimativa do desvio padrao.

Portanto, para niveis de concentragio na faixa de 1000 ng g, o esperado é de uma

variagdo maxima de 16% (EUROPEAN COMMISSION DECISION 2002/657/EC, 2002).

1.3.3.3 Seletividade

O ICH (do inglés “International Conference on Harmonization”) define seletividade
come a habilidade do método em acessar inequivocamente o analito na presenca de
compostos que possam estar presentes, como impurezas, produtos de degradacdo ou
componentes da matriz (THE UNITED STATES PHARMACOPOQEIA, 2002).
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Quando um procedimento cromatografico € utilizado, deve-se apresentar
cromatogramas representativos a fim de demonstrar ¢ grau de seletividade. Testes de
pureza do pico (quando do uso do detetor de arranjo de diiodos ou do detetor seletivo de
massas) podem ser Uteis para mostrar que o pico cromatografico do analito nao é
atribuido a mais de um composto.

.3.3.4 Limite de Detecgéao

Limite de detecg&o & a menor concentragcdo do analito que pode ser detectada no
cromatograma, mas ndo quantificada, com um certo nivel de confianga, utilizando um
determinado método analitico.

Para determinag¢des de residuos, a forma mais empregada para calcuio do limite de
deteccdo € através da relacdo 3 vezes sinal/ruido, sendo o resuitado expresso como a
concentracio do analito na amostra.

1.3.3.5 Limite de Quantificagao

O limite de quantificacio de um método representa a menor quantidade do analito
presente numa amostra que pode ser determinado com aceitaveis precisdo e exatiddo sob
as condigdes experimentais estabelecidas. O limite de quantificagdo & uma caracteristica
de ensaios quantitativos, onde espera-se baixos niveis de concentragéo do analito. Seu
valor, expresso como concentragac do analito na amostra, € estimado pela razéo 10 vezes
sinalfruido. Esse valor deve ser confirmado experimentalmente.
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1.3.3.6 Sensibilidade

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta do detetor varia em
fungéo da concentragéo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente angular da reta
obtida a partir da regressao linear da curva analitica.

1.3.3.7 Linearidade

A linearidade € determinada pela habilidade do método em fornecer resultados que
s&o diretamente proporcionais as concentragdes do analito dentro da faixa linear da curva
analitica. O coeficiente de comrelagdo é utilizado para avaliar a linearidade da curva
analitica e deve ser maior do que 0,98.

1.3.3.8 Faixa linear

A faixa linear € definida como a faixa de concentragdo onde a sensibilidade do
método, pode ser mantida constante.

1.3.4 LimITE MAXimo DE ResiDUO (LMR)

Os niveis de residuos de pesticidas s&o controlados pelo MRL (limite maximo de
residuo) e seus valores estabelecidos por cada pais. Entende-se por MRL a concentracao
maxima de residuo de pesticida resultante de seu uso conforme a boa pratica agricola. O
MRL ¢é estabelecido pela Comissdo do Codex Alimentarius para ser legaimente aplicavel
para o alimento, produto agricola ou ragdo animal. A concentracdo é expressa em
miligramas do residuo do pesticida por quilograma do produto.
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O Comité Conjunto FAO/WHO de peritos sobre residuos de pesticidas (JMPR) tem
se reunido anuaimente desde 1966, onde os peritos da OMS tém como responsabilidade
efetuar a avaliagdo toxicoldgica e o estabelecimento da ingestdo didria aceitavel (IDA)
para os pesticidas e os peritos da FAO responsaveis pelas recomendacdes dos MRL,
assim como pelos métodos de analise dos pesticidas. Em adigio a estas fungdes, o
Comité Conjunto também atua como 6rgéc de consulta para o Comissdo do Codex
Alimentarius, especialmente para o Comité sobre Residuo de Pesticidas (CCPR).

O estabelecimento dos limites toleraveis de pesticidas em plantas medicinais esta
diretamente relacionado as regutamentagSes para alimentos, fato que tem sido
questionado por alguns pesquisadores, uma vez que muitas destas preparacbes
medicinais de origem vegetal s&o empregadas por periodos prolongados, além do que,
dependendo do tipo de processamento da planta para o consumo pode haver
concentragdo ou diluicBo destes contaminantes. Dessa forma, recomenda-se o
estabelecimento de limites especificos para plantas medicinais.

Lamentavelmente, a Farmacopéia Brasileira no define os LMR e nem recomenda
metodo analitico para determinagfio de pesticidas, o que ndo significa que a presenca
destes contaminantes deva ser tolerada (ZUIN & VILEGAS, 2000). J4 a Farmacopéia
Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2001) e a Farmacopéia Americana (THE
UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2002) estabelecem limites para uma série de
pesticidas, bem como o método de andlise.

A Tabela |.3 apresenta os valores de LMR expressos em ng g™ para os OCP.
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Tabela 1.3 Limites maximos de residuos de pesticidas organoclorados expressos na

Farmacopéia Européia .

Pesticidas Organoclorados

Limites maximos (ng g )

Hexaclorobenzeno 100
Lindano 600
Heptacloro + heptacloro epéxido 50
Aldrin + dieldrin 50
Endrin 50
DDT (4,4-DDT + 2,4-DDT + 4,4-DDE + 4,4-DDD) 1000

Fonte: EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2001,

Os valores de LMR dos compostos que sofrem metabolizacdo ou degradagdo sdo

referentes a soma entre o pesticida e o composto formado, como exemplo o aldrin e

dieldrin, o heptacloro e o heptacloro epéxido. No casc do DDT, o valor de 1000 ng g’
refere-se & soma dos compostos 4,4'-DDT; 2,4’-DDT; 4,4'-DDE e 4,4'-DDD (Tabela 1.3).
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho visam o desenvolvimento de métodos analiticos
para a determinacdo de pesticidas organoclorados em diferentes tipos de matrizes:
plantas medicinais, mais precisamente nas folhas e na sua forma mais comum de
utilizag&o, a infusdo, bem como avaliar a presenga destes contaminantes em espécies
perenes cultivadas no Campo Experimental de Paulinia-SP.

I1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos compreendem:

+ Desenvolver e validar métodos cromatograficos, empregando a cromatografia gasosa
com o detetor seletivo de massas (GC-MS) para a determinagdo de pesticidas
organoclorados em plantas medicinais e infusdes.

» Avaliar diferentes tecnicas de preparo de amostra como: microextragéo em fase soélida
(SPME), extrac@o assistida por microondas associada a microextragdo em fase sdlida
(MAE-SPME) e extracdo em fase sélida (SPE) e aplicar a metodologia validada para a
determinacéo de OCP em algumas amostras disponiveis no comércio.

e Avaliar a presenca dos OCP no Campo Experimental de Paulinia, através da andlise
de algumas espécies perenes cultivadas como guaco, espinheira-santa e erva baleeira.

» Estudar a taxa de transferéncia dos pesticidas contidos na matriz para o cha, que é a
forma mais utilizada popularmente.
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CAPITULO III - MATRIZES VEGETAIS.
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1.1 INTRODUGAO

As plantas medicinais selecionadas para este estudo foram: Mikania laevigata
Schultz Bip, Maytenus ilicifolia e Cordia curassavica (Jacq) Roem, conhecidas
popularmente como guaco, espinheira santa e erva baleeira, respectivamente.

O uso do guaco como planta medicinal € muito antigo. Em 1870, foi criado um
preparado a base de folhas e hastes, denominado Opodeldo de Guaco, considerado
bastante eficaz no tratamento da bronquite, tosse e reumatismo.

Para o género Mikania s@o citadas cerca de 415 espécies, distribuidas
principalmente na América Central e do Sul, sendo 171 espécies no Brasil, principalmente
nas regides Sul e Sudeste (DI STASI, 1995; GOTTLIEB & KAPLAN, 1993). Essa planta
possui propriedades medicinais comprovadas, sendo muito conhecida por seus efeitos
broncodilatador e expectorante. As folhas das espécies deste género séo utilizadas pela
medicina popular como antiasmaticas, cicatrizantes, anti-reumaticas, antiulcerogénica e
antiofidicas (PIO CORREA, 1942; RUPPELT et al., 1991; GUPTA, 1994; PEREIRA et al.,
1994).

No Campo Experimental de Paulinia, a espécie selecionada para o estudo foi a
Mikania laevigata Schultz Bip (Figura Il1.1).

J 4 &
By .

Figura lll.1 Foto das folhas de Mikania laevigata, conhecida popularmente como guaco.
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Conhecida popularmente por espinheira santa, Mayfenus ilicifolia € uma planta de
porte arbéreo arbustivo pertencente a familia Celastraceae, nativa do Brasil, e utilizada na
forma de cha ou capsulas de folhas moidas no tratamento de Ulceras gastricas
(MAGALHAES, 1997).

E uma planta de dificil propagacdo, que tem preferéncia por locais sombreados,
solos humosos, no entanto, desenvolvem-se bem em luz plena. A colheita é feita apés o
segundo ano, somente uma vez por ano (MAGALHAES, 1997).

Na medicina tradicional & usada no tratamento de dlceras, indigestdo, gastrites
cronicas e dispepsia. Sua potente atividade anti-ulcerogénica foi demonstrada num estudo
farmacolégico de 1991, confirmando que um simples extrato de agua quente de suas
folhas foi tdo eficaz quanto dois dos principais farmacos usados para este tratamento:
ranitidina e cimetidina (LORENZI & MATOS, 2002).

A Figura lll.2 apresenta a foto da espinheira santa cultivada no Campo
Experimental de Paulinia.

Figura lll.2 Foto das folhas de Maytenus ilicifolia, conhecida popularmente como
espinheira santa.
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A Cordia curassavica, conhecida por erva baleeira (Figura 11l.3), € uma planta
arbérea-arbustiva pertencente a familia Boraginaceae, comumente encontrada no litoral
paulista, muito utilizada na forma de cha e em preparagdes topicas devido a sua atividade
antiinflamatéria (MAGALHAES, 1997).

E uma planta cultivada em todo o pais, tolerante a terrenos arenosos e Umidos,
florescendo nos meses de verdo. Prefere climas quentes, principalmente os da zona
litoranea (MAGALHAES, 1997).

E amplamente utilizada na medicina popular como anti-inflamatéria, anti-artritica,
analgésica, ténica e anti-ulcerogénica. O cha de suas folhas é utilizado para reumatismo,
gota, dores musculares, nevralgias e contusdes, sendo também recomendado para uso
externo em feridas e ulceragdes. Estudos farmacolégicos em ratos ja tem validado varias
propriedades atribuidas a esta planta pela medicina tradicional (LORENZI & MATOS,
2002).

Figura lll.3 Cordia curassavica (erva baleeira) com inflorescéncia.

Os critérios de escolha destas plantas foram o amplo uso popular, principalmente
na forma de infusdo e também por se tratarem de espécies perenes, que sofrem acimulo
de poluentes, a fim de avaliar a contaminagdo ambiental da regido através da analise das
plantas cultivadas no Campo Experimental de Paulinia, pertencente ao Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP).
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O Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — CPQBA-
UNICAMP, localizado em Paulinia — SP, vém desenvolvendo nos dltimos anos, pesquisas
com diversas plantas medicinais de interesse, visando a obtencdo de produtos eficazes
que possam ser utilizades no tratamento de diversas doengas. Dentre as inimeras plantas
cultivadas no CPQBA, foram selecionadas para este estudo: Mikania laevigata Schuitz
Bip, conhecida como "guaco" ou "guaco cheiroso”, Maytenus ificifolia ou espinheira santa
e Cordia curassavica (Jacq) Roem conhecida popularmente como erva baleeira. As folhas
destas trés plantas s&o amplamente utilizadas na medicina popular na forma de infuso ou
decoto e disponiveis comercialmente em farmacias.

Cabe ressaltar, que o Campo Experimental do CPQBA produz algumas espécies de
plantas medicinais para indastrias farmacéuticas com a finalidade de serem utilizadas na
elaboragdo de medicamentos fitoterapicos, além do uso em experimentos agrondmicos,
visando aclimatagdo e melhoramento genético de espécies de interesse.

O interesse no estudo da contaminagdo das plantas cultivadas nesse local, reside
no fato da cidade de Paulinia ser considerada um dos maiores centros petroquimicos do
pais, com 107 industrias, das quais 42 sdo do setor quimico, responsaveis pelo
langamento no ambiente de residuos contendo organoclorados, metais pesados e gases
toxicos, assim como pela contaminagdo da agua, solo e ar, segundo dados publicados no
jornal Folha de Sao Paulo de 26/06/01.

A CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) tem emitido, nos
altimos anos, varios relatérios a respeito da poluicdo ambiental de Paulinia, relatando,
entre outros, sobre a contaminagéo de mata ciliar por micronutrientes e metais pesados,
como chumbo e cadmio (POMPEIA et al, 1993), danos causados a vegetacdo pela
emissdo de fluoretos gasosos (AGUIAR et al, 1992) e degradacgdo da qualidade do ar
devido a elevada concentrag&o de particulas inalaveis e ozénio (LACAVA et al., 1999).

Entre os casos de maior repercussdo devido 4 sua gravidade, destaca-se o da
empresa Shell que contaminou o sclo e lencgol freatico do rio Atibaia, bem coma
moradores da regido, com pesticidas organoclorados produzidos no antigo Centro
Industrial Shell-Paulinia.

O complexo industrial Shell — Paulinia foi instalado numa area com cerca de 40

hectares, ocupando uma regido bem préxima ao rio Atibaia, um dos principais afluentes
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do rio Piracicaba, responsavel pelo abastecimento de varias cidades da regido. Na faixa
intermedidria entre a localizagéo da indtstria e o rio, existe uma regido de chacaras, onde
esta localizado o bairro Recanto dos Passaros (Figura [ll.4).

Figura lll.4 Foto aérea do complexo industrial Shell- Paulinia, mostrando em (1) o rio
Atibaia, (2) regido de chacaras do bairro Recanto dos Passaros e (3) o complexo
industrial.

O cronograma da contaminagao da regido do bairro Recanto dos Passaros pelos
pesticidas organoclorados produzidos no complexo Industrial Shell — Paulinia esta

resumido na Tabela Ill.1.
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Tabela lll.1 Resumo do caso Shell-Pautinia.

Data Acontecimento

1975 A Shell, multinacional holandesa do ramo quimico, inicia a construcdo da
planta industrial em Paulinia — SP para fabricagéo de pesticidas.

1977 Tem inicio a produgéo de aldrin e endrin e o processamento de dieldrin.

1994  Shell negocia a venda de suas fabricas de pesticidas para a American
Cyanamid Co, sendo que os negdcios incluiram uma auditoria ambiental, na
qual ficou constatada a contaminagdo das aguas subterraneas. Com base
nesses resultados, a Shell protocolou uma auto-dendncia junto ao Ministério
Pubilico.

1995 A empresa assina um Termo de Ajustamento de Conduta junto ao Ministério
Pdblico, onde compromete-se a realizar trabalhos de remediacgao.

1996 A empresa coleta amostras de agua e solo e envia para andlise num
laboratério americano (Lancaster), o qual constata a contaminagao por drins.
O laboratdrio solicita novas amostras para confirmacgédo dos resultados, mas
a Shell ndo enviou as amostras.

2000 O caso € revelado ao publico pela midia. Novas andlises foram realizadas
por 3 diferentes laboratérios (Cetesb, Ceimic e Institutc Adolfo Lutz). Os
resultados confirmaram a contaminagéo.

Fev/2001 Shell torna publico o resultado das analises e reconhece a contaminacgao por
“drins”.
ago/2001 A Prefeitura de Paulinia divulga os resultados preliminares dos 181 exames

de sangue feitos em moradores da regido e funcionarios da fabrica,
apontando contaminagéo cronica com pesticidas efou metais pesados em
156 pessoas. Dessa populacdo analisada 53% possuem contaminagao

cronica e 30,5% de 59 exames apresentam tumores hepaticos e da tiredide.

Fonte: Jornal Correio Popular de 24 de agosto de 2001,
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Foi relatado que os indices de contaminagao por dieldrin atingiram niveis de 17 ng
g” no solo e 0,47 ng g na 4gua. Esses valores ultrapassam os limites internacionalmente
aceitos, sendo que o limite maximo de dieidrin permitido para a agua, segundo a
legislagio brasileira (Portaria 1469/2000-Ministério da Sadde), é de 003 ng g*
(SUASSUNA, 2003).

lll.2 EXPERIMENTAL

l1l.2.4 MATERIAL VEGETAL

Os exemplares das exsicatas das plantas medicinais provenientes do Campo
Experimental de Paulinia (Mikania laevigata Schultz Bip, Cordia curassavica (Jacq) Roem
e Maytenus ilicifolia) estdo depositados no Herbario do Departamento de Botanica do
Instituto de Biologia da UNICAMP, sob numeros UEC - 102.046, UEC - 112.744 e UEC
112.745, respectivamente.

Também foram adquiridas amostras de guaco junio ao comércio, sendo uma
amostra proveniente de uma distribuidora de plantas medicinais em S&o Paulo e outra
obtida em uma farmacia de manipulagéo em Jundiai — SP. Quanto & verdadeira identidade
botanica das amostras comerciais de guaco, fica mais conveniente apenas usar o termo
guaco, uma vez, que ja vieram secas e parcialmente trituradas.

Segundo a distribuidora de plantas medicinais de Sao Paulo, a amostra de guaco
fornecida foi cultivada no Parana, e o guaco da Farmacia de Manipulagao, segundo laudo
apresentado pela farmacia, originario da regido sul do pais, porém estes dados s&o
apenas ilustrativos.
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H.2.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados para secagem e moagem das folhas foram: uma estufa
de circulagéo forcada da marca Blue M (Blue Island, IL, EUA) e um moinho de facas MMR
320, da MR Manesco & Ranieri (Piracicaba, SP, Brasil), respectivamente.

1.2.3 COLETA E SECAGEM DAS PLANTAS CULTIVADAS EM PAULINIA

A coleta das 3 espécies (Mikania laevigata, Cordia curassavica e Maytenus ilicifolia)
cultivadas no Campo Experimental de Paulinia foi realizada no dia 14 de janeiro de 2002
(das 15:15 as 16:20 h) sob orientagéo e supervisdo do Dr. Pedro Melillo de Magalhaes. A
Tabela 1I1.2. apresenta maiores detalhes sobre o procedimento de coleta, amostragem e

secagem das plantas.

Tabela lll.2 Coleta e secagem das plantas.

Plantas Estagio de desenvolvimento da Ndmero de Secagem e
Nome Nome planta plantas por rendimento (Y)
cientifico popular amostragem da planta seca
Maytenus | Espinheira | Plantas colhidas sem o fruto na 22 plantas 40°C/48 h
ilicifolia santa |forma de hastes com 30 a 50 cm de Y=350¢
comprimento.
Cordia Erva Plantas colhidas com 18 plantas 40 °C/48 h
curassavica | baleeira |inflorescéncias, porém estas foram Y=350¢g
removidas manuaimente antes da
secagem.
Mikania Guaco | Planta no estado vegetativo sem 20 plantas 40°C/72 h
laevigata inflorescéncias. Foram coletados Y=500g
segmentos de cerca de 1 m para a
secagem e posterior remogéo do
caule maior.
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A Figura Ill.5 apresenta algumas fotos da coleta destas plantas no Campo

Experimental de Paulinia.

() (D)

Figura IIl.5 Fotos das plantas cultivadas em Paulinia-SP: (A) coleta da espinheira santa
em hastes de 30 a 50 cm; (B) coleta do guaco em segmentos de aproximadamente 1 m;

(C) detalhe da inflorescéncia da erva baleeira e (D) plantag&o de erva baleeira.

No mesmo dia da coleta, as plantas foram colocadas em bandejas e levadas para

secagem em estufa com circulagéo forcada na temperatura de 40 °C durante 48 h para a

41




MATRIZES VEGETAIS

Cordia curassavica e o Maytenus ilicifolia. Para a amostra de Mikania laevigata foi
necessario um tempo maior de secagem, aproximadamente 72 h (Figura l11.6).

Figura lll.6 Estufa de circulacao forcada utilizada para secagem das plantas.

Apos a secagem das plantas, os talos foram manualmente retirados, as folhas
foram trituradas em moinho de facas na presenga de gelo seco, a fim de preservar a
composicdo da amostra, e embaladas em sacos duplos de papel e plastico para
armazenamento em freezer (- 18 °C) até o momento da analise. Na Figura 11l.7 esta

apresentada a foto do moinho de facas utilizado no processamento das amostras.
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Figura lll.7 Moinho de facas MMR 320 utilizado para processamento das plantas.

Esse processamento do material vegetal garantiu a homogeneidade das amostras e
a preservagao de seus constituintes. Essas plantas foram utilizadas como matriz para o
desenvolvimento de método analitico para dosagem de OCP nas folhas, também como

matéria-prima para a produgéo de infusos e para quantificagcdo dos pesticidas.
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CAPITULO IV - ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES

CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO DOS
PESTICIDAS ORGANOCLORADOS POR GC-MS.
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IV.1 INTRODUGAO

A andlise de residuos de pesticidas normalmente requer o emprego de métodos de
separacdo e a utilizagdo de detetores seletivos com alta detectabilidade. Para a
determinacéo de pesticidas organoclorados, a cromatografia gasosa com detetor de
captura de elétrons (ECD) ou detetor seletivo de massas (MS) tém sido amplamente
empregados. Embora o detetor de captura de elétrons seja o mais comumente
empregado, devido & sua alta detectabilidade para compostos clorados, ele n&o é um
detetor confirmatdrio, sendo necessaria uma analise complementar por GC-MS. Além
disso, o uso do ECD requer cuidados especiais nos procedimentos de limpeza da amostra
para evitar interferentes na andlise cromatografica.

Ja o detetor seletivo de massas pode ser utilizado tanto para fins guantitativos como
para fins confirmatérios, sendo, portanto, o detetor escolhido para as anélises de residucs
dos OCP neste trabalho.

Devido ao carater lipofilico dos pesticidas organoclorades, a maioria dos trabalhos
presentes na literatura utilizam colunas cromatograficas de baixa poiaridade para
separacdo destes compostos. A metodologia proposta pela WHO (1992) recomenda o uso
da coluna 5% fenil/95% metilpolisiloxano ou a coluna contendo 7% cianopropil/7%
fenil/86% metil polisiloxano. Dentre os artigos consultados, a coluna cromatografica mais
utlizada para separagéo dos OCP, foi a coluna contendo como fase estacionaria 5%
fenil/95% metilpolisiloxano (BARRIADA-PEREIRA et al., 2003; CAl et al., 2003; ZUIN ef
al., 2003; MANIRAKIZA et a/,, 2000; LINO & SILVEIRA, 1997). Porém, outras colunas
como a 100% dimetilpolisiloxano (AGUILAR et al, 1997), a 14% cianopropilfenil
metilpolisiloxano (DI MUCCIO et al., 1997) e uma coluna especifica para determinacgédo de
OCP denominada DB-608 produzida pela J & W Scientific (Foilsom, CA, EUA) utilizada por
HO & HSIEH (2001) também foram utilizadas com sucesso.
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IV.2 OBJETIVOS

Em vista destes fatores, este capitulo tem como objetivo otimizar a separagso
cromatografica dos 9 pesticidas organoclorados (hexaclorobenzeno, lindano, heptacloro,
heptacloro epoxido, aldrin, dieldrin, endrin, 4,4-DDE e 4,4-DDT), através da cromatografia
gasosa acoplada ao detetor seletivo de massas operando no modo SIM utilizado para

quantificagio.

IV.3 EXPERIMENTAL

IV.3.1 INSTRUMENTAGAO ANALITICA E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As analises por GC-MS foram realizadas em um instrumento HP 5890 serie I
acoplado ao detetor seletivo de massas HP 5971 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EUA) e
injetor automatico HP 7673. A coluna capilar utilizada foi HP-6MS (30 m x 0,25 mm, 0,25
um) J & W Scientific (Agilent, Folsom, CA, EUA). As injecbes foram realizadas
automaticamente (1 ul) no modo “splitless” com a valvula aberta apds 1,5 min e com o
injetor operando a 270 °C. A vazao do gas de arraste (hélio) foi de 1 mL min™.

Vérias programagdes de temperatura foram testadas e a mais satisfatéria para a
separacao dos 9 pesticidas em estudo esta apresentada como resultado no item IV.4.1.

Para a quantificacdo dos pesticidas, o detetor seletivo de massas foi utilizado no
modo SIM, atribuindo a cada pesticida o fragmento mais abundante para ser usado como
ion de quantificagéo (IQ) e outros dois ions para identificagéo (I!), considerando o tempo
de eluicdo de cada analito. Os tempos de retengéo e as abundéancias relativas de 1Q e ||

foram utilizados como critério de confirmagéo.
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IV.3.2 PADROES ANALITICOS

A escolha dos padrdes de OCP utilizados neste trabalho foi baseada em indicacGes
da literatura e disponibilidade dos mesmos. Os padrdes analiticos adquiridos junto & Chem
Service (West Chester, PA, EUA) foram: hexaclorobenzeno 99 %, lindano 98,9 %,
heptacloro 99,5%, heptacloro epoéxido (isdmero B) 99,5 %, aldrin 98,5 %, dieldrin 98,9 %,
endrin 99,0 %, 4,4’-DDE 99,3 % e 4,4-DDT 98,8 % de pureza.

IV.3.3 PREPARO DAS SOLUGOES PADRAO

As solucdes estoque de cada pesticida foram preparadas na concentragdo de 400
ug mL” em hexano grau residuo (Tedia, Fairfield, OH, EUA). Uma aliquota de 1 mL de
cada solug&o estoque dos pesticidas foi diluida em um mesmo baldo volumétrico de 25 mL
com hexano, correspondendo a concentracéo de 16 ug mL™ para cada composto (solucédo
). Tanto a solugédo { como as solugdes estoque foram devidamente armazenadas a —18 °C
até sua utilizacao.

Para checar a integridade dos padrdes em solugio, antes de sua utilizacdo eram
feitas injegdes no GC-MS e o cromatograma obtidec comparado aquele obtido
imediatamente apds o preparo da mistura. Diante do aparecimento de picos de
decomposi¢cdo no cromatograma obtido, a solu¢do era descartada e uma nova solugdo
padrao preparada.

As solugdes padréoc de 4,4 — DDT e de endrin foram as que demonstraram
problema de estabilidade apds 3 meses de armazenamento no freezer (-18 °C), conforme
apresentado nas Figura IV.1-2.
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1
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Figura IV.1 Cromatogramas obtidos por GC-MS no modo “full scan” da solucéo padrao de
Endrin (436 pg mL") recém-preparada e da solugao estocada 3 meses em freezer.
Condigbes cromatograficas: coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) operando a 90 °C/ 1
min (15 °C min™) 150 °C/ 1 min (6 °C min™") 230 °C/ 3 min (10 °C min™") 275 °C/ 5 min;
temperaturas do injetor 270 °C (*splitless”) e temperatura do detetor 300 °C.

Os cromatogramas obtidos por GC-MS com a solugdo padrdo de endrin (Figura
IV.1) mostram uma peguena alteragdo nos picos de impurezas 2 e 3, quando comparadas
a solugao recém preparada com a estocada por 3 meses em freezer. A integra¢do por
area destes cromatogramas mostra nao haver alteragéio com o pico de endrin (pico 1) e
sim com as proporgdes das impurezas (picos 2 e 3), porém, como maneira de prevengio
esta solugéo era refeita a cada 2 meses.
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A Figura IV.2 mostra os cromatogramas obtidos com a solugdo padréo de 4,4’-DDT,
sendo que para os demais pesticidas em estudo nao houve alteragdo nos cromatogramas
obtidos com as solugdes estocadas até um periodo de 3 meses.

1
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500000 1 ) Solugéo padrio de 4,4'-DDT
’ recém-preparada
S00000
2
3585
300000 1 5 7
6 3000
o 2813 | 361
- 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
1 min
abundéncia
40138
900000
2 Solugdo padrio de 4,4-DDT
800000 1
P estocada por 3 meses em freezer
4 ‘
300000 - 5
630 12 B
1" 1 s
0 T T —ath L
15.00 20.00 25.00 30.00 3500 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
min

Figura IV.2 Cromatogramas obtidos por GC-MS no modo “full scan” da solugao padrao de
44 - DDT (468 ug ml.“) recém-preparada e da solugdo estocada 3 meses em freezer.
Condigdes cromatogréficas as mesmas da Figura IV. 1.
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Conforme apresentado na Figura V.2, o cromatograma da solugdo padrdo de 4,4'-
DDT recém-preparada em hexano e injetada no GC-MS apresentou picos de impurezas
do proprio padrdo analitico de 98,8% de pureza. A integracdo em area deste
cromatograma obtido no modo “full-scan” apresentou 80% em &rea para o pico maijoritario
de 4,4'-DDT (pico 1) ao passo que, quando estocada, mesmo sob baixa temperatura
durante um periodo de 3 meses, esta porcentagem de area cai para 70%, indicando a ndo
estabilidade da solugdo. Em vista deste resultado, toda vez que uma nova dilui¢do dos
padrées analiticos era feita, a solugdo estoque de 4,4-DDT era re-analisada para conferir

a proporgéoc dos picos do padréo (Tabela IV.1) e utilizada dentro de um periodo maximo
de 2 meses.

Tabela IV.1 Proporgdes das impurezas obtidas por porcentagem em area (GC-MS) da
solucdo padrdo de 4,4'-DDT.

Solugao padrao de 4,4’-DDT (% em &rea)

Ficos Recém preparada Estocada a -18 °C por 3 meses
1 80 70
) 9.7 19
3 0,85 2.2
4 6,7 4,9
s 20 3,3
. 0.25 0,51
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IV.3.4 CURVAS ANALITICAS

Foram construidas curvas analiticas contendo a mistura dos 9 pesticidas
organoclorados e verificados os seguintes parametros: faixa linear, sensibilidade,
linearidade, detectabilidade e precisio.

IV.4 RESULTADOS

IV.4.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS NO GC-MS

O primeiro passo para o estabelecimento das condicdes cromatograficas foi a
injec@o cromatogréfica de cada padrio analitico no GC-MS operando no modo “full scan”.
Os cromatogramas obtidos forneceram o espectro de massas individual dos pesticidas,
atraves do qual foi possivel selecionar um ion de quantificacdo e outros dois fons de
identificacéo para cada composto. Essa informagéo é imprescindivel para construgéo da
tabela de programagéo do detetor seletivo de massas no seu modo de quantificag@o, ou
seja, no modo SIM (do inglés “Single lon Monitoring”), assim como o tempo de retengao
dos compostos.

As Figuras IV.3 a 11 apresentam o cromatograma da solugéo padrdo de cada QCP
(lanela menor), assim como o espectro de massas do mesmo. As condicbes
cromatograficas foram: coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) operando a 90 °C/ 1 min
(15 °C min™) 150 °C/ 1 min (6 °C min") 230 °C/ 3 min (10 °C min™) 275 °C/ 5 min:
temperaturas do injetor 270 °C (“splitless’) e temperatura do detetor 300 °C. “Solvent
delay” 10 min.
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Figura IV.3 Cromatograma obtidc por GC-MS (“full-scan”) do padrao analitico de

hexaclorobenzeno (432 pg mL™" em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentacéo (B).
Condig¢Ses cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.4 Cromatograma obtido por GC-MS (“full-scan”) do padrao analitico de lindano
(420 pg mL" em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentacdo (B). Condi¢cbes

cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.5 Cromatograma obtido por GC-MS (‘full-scan”) do padrio analitico de

heptacloro (524 ug mL' em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentagdo (B).
Condig¢des cromatograficas j& descritas no texto.
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Figura IV.6 Cromatograma obtido por GC-MS (“full-scan”) do padréo analitico de aldrin

(404 pg mL' em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentacdo (B). Condigdes
cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.7 Cromatograma obtido por GC-MS (“full-scan’) do padrdc analitico de
heptacloro epdxido (404 g mL™ em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentagao (B).

Condi¢des cromatogréficas ja descritas no texto.
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Figura IV.8 Cromatograma obtido por GC-MS (*full-scan”) do padrdo analitico de dieldrin

(428 ug mL" em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentagdo (B). Condiges
cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.9 Cromatograma obtido por GC-MS (*full-scan”) do padrdo analitico de 4,4'-
DDE (472 pg mL™ em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentacdo (B). Condicdes
cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.10 Cromatograma obtido por GC-MS (“full-scan”) do padrdo analitico de endrin
(420 pug mL" em hexano) em (A) e seu especiro de fragmentagéo (B). Condi¢des
cromatograficas ja descritas no texto.
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Figura IV.11 Cromatograma obtido por GC-MS (“full-scan”) do padrdo analitico de 4,4’ -
DDT (440 ug mL" em hexano) em (A) e seu espectro de fragmentacéo (B). CondicBes

cromatograficas ja descritas no texto.
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Consequentemente, o passo seguinte foi otimizar a separagdo cromatografica dos
pesticidas em estudo (hexaclorobenzeno, lindano, heptacloro, heptacloro epoxido, aldrin,
dieldrin, endrin, 44 — DDT e 4,4 - DDE), utilizando como base as condigdes
cromatograficas descritas por MANIRAKIZA e colaboradores (2000) e fazendo os ajustes
necessarios, de modo a otimizar a resolugéo entre os picos.

Vérias programagdes de temperatura foram testadas na coluna HP-5MS e a que
mostrou melhor resolugdo entre os picos foi: 90 °C/1 min (12 °C min™) 150 °C/ 1 min (2 °C
min™) 230 °C/ 3 min (10 °C min™") 275 °Cf 25 min. O cromatograma obtido, nesta condicéo
cromatografica, com a mistura dos 9 padrbes analiticos de OCP esta apresentado na
Figura IV.12.
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Figura IV.12 Seg¢édo do cromatograma total de ions obtido por GC-MS no modo SIM da
mistura de padrées de OCP contendo: 5,11 ug mL™ de hexaclorobenzeno (tg = 15,53 min);
4,51 ug mL™" de lindano (tr = 17,13 min); 4,53 ug mL™" de heptacloro (tr = 22,07 min); 4,47
pg mL" de aldrin (tr = 24,62 min); 4,50 ug mL™" de heptacloro epéxido (g = 27,97 min);
442 ug mL™" de dieldrin (tr = 33,08 min); 4,05 ug mL™" de 4,4'-DDE {tr = 33,58 min); 5,78
ug mL™! de endrin (tr = 34,85 min) e 4,54 ug mL™" de 4,4-DDT (tg = 40,42 min) em hexano.
Condigdes cromatograficas: coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) operando a S0
°C/1 min (12 °C min™) 150 °C/ 1 min (2 °C min™") 230 °C/ 3 min (10 °C min™) 275 °C/ 25
min. Temperatura do injetor 270 °C (“splitiess®) e temperatura do detetor 300 °C.
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No cromatograma da Figura IV.12 verifica-se que a resolugdo obtida entre os picos
6 e 7 correspondentes ao dieldrin e 4,4’-DDE, respectivamente, foi de 1,7 indicando a boa
eficiéncia da coluna HP-5MS na separagdo destes pesticidas.

Finalmente, a Tabela IV.2 mostra a programagédo do detetor seletivo de massas
para operar no modo SIM, atribuindo para cada composto os ions selecionados para sua
identificagdo e quantificagdo na janela de tempo compativel com seu tempo de retengo.
Para cada OCP foi selecionado um ion de quantificacdo referente ao fragmento mais
abundante devido a sua maior detectabilidade, e outros dois fragmenfos caracteristicos do

composto, utilizados para a confirmagao de sua identidade.

Tabela IV.2 ions utilizados na programacédo do detetor de massas no modo SIM para
analise dos OCP.

Janela (min) IQ | Composto
10-19 284 286 (88), 249 (25) Hexaclorobenzeno
181 219 (97), 109 (109) Lindano
19 - 30 272 274 (84), 337 (25) Heptacloro
263 265 (70), 293 (41) Aidrin
353 355 (83), 263 (25) Heptacioro epdxido
30-38 263 345 (31), 237 (47) Dieldrin
316 245 (4), 175 (11) 4.4 - DDE
263 345 (24), 245 (46) Endrin
38-50 235 237 (65), 165 (28) 4,4 -DDT

Legenda: 1Q = ions de quantificagdo e Il = ions de identificaco.
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IV.4.2 PARAMETROS DE VALIDAGAO

Uma vez otimizadas as condigbes analiticas para a separacéo e quantificacdo dos
OCP por GC-MS foram construidas curvas analiticas (com 6 pontos de concentragio em
quintuplicata) para todos os OCP em estudo, a fim de avaliar a adequacéo do método para
a analise de residuos de pesticidas. Para isso foram determinados alguns parametros de
validacdo do métedo como: faixa linear, linearidade, sensibilidade, detectabilidade e
precisao intra-ensaio.

As curvas analiticas foram levantadas sem o emprego de padrio interno. Embora a
utilizacdo de padréo intemo numa determinag&o por cromatografia gasosa aumente a
preciséo das injecdes, a escolha do composto a ser usado como padréo interno é dificil,
pois ele deve ser similar ao analito e com tempo de retengdo proximo, e ndo estar
presente na amostra. Alguns autores sugerem o uso do carbofenotion, pesticida
pertencente a classe dos organofosforados, para ser utilizado como padréo internoc na
determinacéo dos OCP, mas para isto, ele devera estar ausente nas amostras a serem
analisadas. Uma outra possibilidade seria 0 uso de padrdes deuterados.

Para checar a real necessidade do emprego de padrdo interno nesta analise, foi
determinada a repetibilidade das inje¢Ges (injetor automatico) através da precisdo intra-
ensaio, analisando-se o ponto central da curva analitica, cuja concentracdo foi em torno de
5 pg mL™.

Outro fator importante foi verificar se 6 método possui detectabilidade suficiente
para seu emprego na analise de residuos de pesticidas, onde niveis de concentragéo em
torno ng g" sdo esperados. Dessa forma, através das curvas analiticas foi determinado o
limite de detecgéo do instrumento, que serviu como guia para o estabelecimento do limite
de detecgio do método e sua adequacao para a determinacgdo de residuos de pesticidas.

As Figuras V.13 e 14 apresentam as curvas analiticas para o hexaclorobenzeno;
lindano; heptacloro; aldrin; heptacloro epéxido; dieldrin; 4,4'-DDE; endrin e 4,4-DDT, onde
no eixo x esta representada a concentracéo do padrao (ug mL™) e no eixo y a drea obtida
no GC-MS operando no modo SIM. ‘
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Figura IV.13 Curvas analiticas para os OCP: hexaclorobenzeno, lindando, heptacloro,

aldrin, heptacloro epdxido e dieldrin.
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44’ - DDE

300000
250000
200000
150000
100000 -
50000 -

area

0 5 10 15 20

ug mL”

area

y = 11120 x + 627,0 (r = 0,9998)

Endrin
150000
|
100000
50000
0 : . ‘ ,
0 5 10 15 20
pg mL”

4,4' -DDT

300000
250000
200000
150000
100000
50000

area

pg mL™

0 5 10 15 20

y = 24840 x — 11800 (r = 0,9978)

y =6618 x — 824,4 (r = 0,9998)

Figura IV.14 Curvas analiticas para os OCP: 4,4-DDE, endrin e 4,4-DDT.

De acordo com as curvas analiticas obtidas (Figuras V.13 e 14) para os OCP em
estudo, a Tabela IV.3 apresenta os parédmetros de validacdo do método.
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ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA SEPARACAO DOS OCP POR GC-MS

Verifica-se que as linearidades encontradas para os @ OCP foram adequadas,
estando todos acima de 0,999.

As estimativas do desvio padréo relative obtidos (Tabela IV.3) ndo foram
superiores a 4%, indicando precisdo entre as replicatas de injecdo, atribuida ao uso do
injetor automatico, o que dispensou o usc de padréao interno, simplificando a analise.

A partir dos dados obtidos verifica-se que © método GC-MS apresenta
sensibilidade adequada para a determinacdo de residuos de OCP em plantas
medicinais para atender os valores de limites maximos de residuos. Os valores de
detectabilidade por GC-MS obtidos para os pesticidas em estudo (0,003 e 0,02 ng)
estdo de acordo com a faixa obtida por AGUILAR e colaboradores (1997) que foi entre
0,005 ng a 10 ng para uma classe de 17 pesticidas, entre eles alguns OCP.

IV.5 CONCLUSOES

A GC-MS, empregando uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
e um gradiente de temperatura de 90 °C/1 min (12 °C min™) 150 °C/ 1 min (2 °C min™
230 °C/ 3 min (10 °C min™") 275 °C/ 25 min, mostrou ser adequada para a separacéo de
hexaclorobenzeno, lindano, heptacloro, heptacloro epéxido, aldrin, dieldrin, endrin, 4,4’
- DDT e 4,4 — DDE.

Os valores de detectabilidade obtidos comprovam que o método por GC-MS é
adequado para analise de residuos de OCP.

A precisao intra-ensaio indica, que mediante 0 emprego do injetor automatico ¢
uso do padrao interno € dispensavel.
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CAPITULO V - AVALIACAO DE DIFERENTES

PROCESSOS DE EXTRACAO PARA A DETERMINACAO
DE OCP EM PLANTAS MEDICINAIS.
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AVALIACAO DE DIFERENTES PROCESSOS DE EXTRACAO PARA A DETERMINACAO DE OCP EM PLANTAS MEDICINAIS

V.1 INTRODUGCAO

A etapa de preparo de amostra representa o ponto critico de um protocolo analitico,
consumindo cerca de 60% do tempo total de analise, mas sendo fundamental na
disponibilidade do analito para sua determinacéo (OLIVEIRA, 2001).

Existem varias técnicas de preparo de amostra e sua escolha leva em consideragdo
a utilizacdo de um procedimento simples com baixo manuseio da amostra, pouco gasto de
reagentes e pequena geragao de residuos e efluentes.

A extracéo de residuos de pesticidas de uma amostra normalmente é realizada a
partir da desintegragdo da matriz na presenca de solvente ou mistura de solventes,
utilizando para isto um homogeneizador a alta velocidade.

Sequencialmente & extragdo da amostra segue a etapa de limpeza do extrato, e
para isso uma das técnicas mais empregadas € a extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés
“Solid Phase Extraction”).

A SPE € uma técnica de preparo da amostra aplicada nas mais diversas areas com
0 objetivo de limpeza, concentracdo e fracionamento da amostra. Uma grande variedade
de sorventes podem ser utilizados para remover seletivamente e para concentrar os
analitos, muitas vezes presentes em matrizes complexas.

Para determinagdes complexas, como a andlise de residuos de pesticidas em
matrizes vegetais, a técnica de SPE é amplamente utilizada como procedimento de
limpeza e concentrag&o do analito presente na amostra. Entre os sorventes mais utilizados
para limpeza de extratos vegetais destaca-se o florisil (TEKEL & HATRIK, 1996), porém
muitas vezes torna-se necessario 0 uso combinado de sorventes para melhorar a
separac@o dos analitos dos interferentes da matriz. MANIRAK!ZA e colaboradores (2000)
empregaram uma coluna contendo silica e florisil para limpeza dos extratos de plantas
condimentares para determinagdo de pesticidas organoclorados e concluiram que o uso
combinado destes dois sorventes permitia uma rapida purificagdo da amostra com boa
recuperagdo dos analitos (60 a 98% para dieldrin e 4,4-DDT, respectivamente). Porém, a

posic@o destes sorventes na coluna (silica na parte inferior e florisil na superior) era
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importante, pois o florisil era responsavel pela retencédo dos interferentes mais polares da
matriz e a silica 0s menos polares.

Com o avango da tecnologia e a necessidade de reduzir o volume de solventes
organicos utilizados nas analises de residuos de pesticidas, devido a sua toxicidade e
dificuldades de aquisi¢do e descarte, outras técnicas alternativas as convencionais tém
sido empregadas, como exemplo a técnica de extracéo assistida por microondas (MAE, do
ingiés “Microwave Assisted Extraction”).

A MAE pode ser efetuada em frascos abertos ou em frascos fechados através do
uso de solventes com alta constante dielétrica capazes de absorver microondas. Quando
utilizado o sistema de frascos fechados, o solvente é aquecido acima do seu ponto de
ebulicdo & presséo atmosférica aumentando a velocidade e eficiéncia da extragao.

Varios autores tém empregado com sucesso esta técnica para extracao de
pesticidas organoclorados em plantas (BARRIADA-PEREIRA et al., 2003; CAl ef &/., 2003;
HO & HSIEH, 2001).

As principais vantagens noc emprego da MAE s@o: a rapidez do processo de
extracgo (na maioria dos casos inferior a 10 min), uso reduzido de solventes organicos
quando comparado ao Soxhlet, possibilidade de extragbes multiplas guando usa o sistema
com carrossel e a simplicidade de utilizacao.

HO & HSIEH (2001) associaram a microextragdo em fase sélida (SPME) a técnica
de extrag@o por MAE na determinac&o de pesticidas organociorados em raizes de plantas
medicinais chinesas fazendo a quantificagdo por cromatografia gasosa com detetor de
captura de elétrons (GC/ECD). Neste trabalho foi utilizada agua como solvente de
extracdo, o que possibifitou a imerséo direta da fibra de PDMS no extrato para particdo
dos analitos da amostra para a fibra e subsequente desorcidc dos mesmos no
cromatografo & gas. Os resultados obtidos por HO & HSIEH (2001) na determinacdo de
OCP em plantas chinesas foram satisfatérios e tiveram como principais vantagens a ndo
utilizagao de solventes organicos e o reduzido manuseio da amostra evitando a criagio de
artefatos.

Para a determinag&o de pesticidas organoclorades em plantas medicinais, a WHO
(1992) e a USP 25 recomendam a extragéo dos pesticidas da matriz sélida com solvente,

seguida de extragdo liquido-liquido e duas etapas de limpeza, uma por cromatografia de
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permeacdo em gel e outra subsequente em coluna de silica gel. A quantificacéo é
realizada por cromatografia gasosa com detetor de captura de elétrons e a confirmacgio
através do uso de uma segunda coluna cromatografica de polaridade diferente. Esse
procedimento requer bastante manuseio da amostra o que pode gerar contaminacgdo ou
perda do analito durante as etapas de preparo, além da demanda de elevados volumes de
solventes orgénicos, gerando problemas de descarte e toxicidade durante o manuseio.

Em vista destes fatores, neste capitulo foram avaliadas duas técnicas de preparo de
amostra para a determinagio dos OCP em folhas de guaco, espinheira santa e erva
baleeira, ou seja, a SPE baseada no procedimento sugerido ‘por MANIRAKIZA e

colaboradores (2000) e a MAE associada & microextragio em fase solida (SPME) com
posterior analise por GC-MS.

V.1.1 MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

A SPME é uma técnica livre do uso de solventes organicos gue foi desenvolvida por
ARTHUR & PAWLISZYN (1990) para extracdo de poluentes orgénicos em amostras de
agua.

Esta técnica sofreu um grande avanco nos dltimos anos, tendo sido aplicada nos
mais diversos ramos da ciéncia, incluindo a andlise de residuos de pesticidas (WANG et
al, 2000; AGUILAR et al., 1999; BELTRAN et a/., 1998; MAGDIC ef a/. 1996; SU &
HUANG, 1999).

O processo envolvido na SPME baseia-se na particdo dos analitos entre a solugéo
amostra e a fase de PDMS. Como conseqiiéncia, os analitos sdo extraidos de acordo com
seu coeficiente de particéo, mas as recuperagdes nunca chegam a 100% e 0 equilibrio da
particéo requer algum tempo (MIEGE & DUGAY, 1998).

Os modelos tedricos de SPME baseiam-se nas relagbes de equilibrio dos
processos envolvidos. Na forma de extragdo mais simples, a fibra recoberta por um filme
de polimero é imersa diretamente na solugao-amostra scb agitacéo. A Equacdo 1 mostra
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a massa n de um analito extraido, quando do equilibrio entre as concentracdes do analito
na amostra e na fibra (ZHANG et a/., 1984).

y - ke x v, x v, x ¢
B uagao
(kﬁ X vf) + v, Equagao 1
onde, vr = volume de recobrimento polimérico da fibra

Vs = volume da amostra

kes = coeficiente de particdo do analito entre a matriz e o recobrimento
polimérico da fibra

Co = concentragdo inicial do analito na matriz

Como o volume de recobrimento da fibra é muito pequeno, a Equagdo 1 fica
resumida em:

s X Ve X ¢, Equagédo 2

Dessa forma, a quantidade de analito extraida é uma funcéo linear da concentracao
inicial do analito na amostra (¢,). De acordo com a Equacio 2, a massa extraida (n)
aumenta com o volume de recobrimento da fibra (vy), porém esse parametro & limitado na
pratica porque a espessura maxima & de 100 um, considerando a utilizacdo da fibra
comercial de polidimetiisiloxano (PDMS). J4 o coeficiente de particéo (ks) & caracteristico
para cada par analito/ polimero de recobrimento, com isso, a eficiéncia de extracéo esta
diretamente ligada & escolha correta do tipo de fibra.

A Figura V.1 mostra esquematicamente o dispositivo comercial para SPME.
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Figura V.1 Dispositivo para SPME: (1) fibra extratora; (2) agulha de ago; (3) corpo do
“holder” ; (4) septo de silicone; (5) guia do “holder” e (6) émbolo, com detalhe da
extremidade fibra / agulha. Fonte: ZHANG et al. (1994).

Como apresentado na Figura V.1, a fibra de silica fundida é conectada num tubo de
ago inox com a finalidade de aumentar sua resisténcia mecénica e permitir repetidas
amostragens, através do uso de um “holder”.

Durante o procedimento da técnica de SPME, a fibra & primeiramente recolhida
para dentro da agulha da seringa, para entdo, ser exposta dentro do frasco contendo a
amostra através da pressdo do émbolo. Esse tempo de exposi¢do da fibra dentro do
frasco contendo a amostra deve ser ofimizado a fim de permitir a extragao dos analitos
para a fibra.

Uma vez realizada a amostragem, a fibra é transferida para dentro do injetor do
cromatografo a gas.

O manuseio reduzido das amostras em comparagio as técnicas convencionais
minimiza a possibilidade de formagao de artefatos. Os analitos podem ser extraidos e

transferidos diretamente ao cromatografo a gas, sem intervengéo de solventes extratores,
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cujo uso, além de ser uma possivel fonte de contaminantes, é um fator complicante no
gerenciamento de um laboratério analitico, pela necessidade de adocéo de procedimentos
de descarte e pelos riscos ocupacionais associados a sua manipulacao.

A SPME n&o requer instrumentagdo complexa, envolvendo apenas a imerséo de
uma fibra de silica fundida recoberta por uma fase em uma amostra liquida ou para o
“headspace” do frasco contendo a amostra. Os pesticidas ou outros compostos de
interesse passam para a fase da fibra através de mecanismos de particdo ou adsorgéo, e
séo termicamente desorvidos no injetor do cromatdgrafo a gés e transferidos para a
coluna cromatogréfica.

O tempo requerido para estabelecimento do equilibrio depende da constante de
distribuicdo dos analitos e da espessura do fiime e a seletividade pode ser alterada pela
mudanga do tipo de fibra utilizada.

Os fatores que mais interferem na recuperacdo dos analitos s&o: agitacdo da
amostra, adigdo de sal, ajuste de pH, anélise por imers&o direta ou por “headspace’.
Portanto, as anélises por SPME necessitam de otimizacio dos parametros para uma
melhor eficiéncia e para isto uma das ferramentas mais utilizadas € o planejamento
experimental.

Os metodos de planejamento e otimizagéo, entre eles o de superficie de resposta,
sd@o muito utilizados na pratica experimental, pois requerem um pequeno numero de
ensaios e utilizam operagdes matematicas simples.

A metodologia de superficie de resposta permite verificar através de um numero
em menor de experimentos, a influéncia de diversas variaveis na resposta, bem como
otimiza-las.

Para a otimizagdo das condigdes operacionais de SPME, as principais variaveis
estudadas sao: tipo de fibra, tempo de extragéo e forga idnica (relacionadas a etapa de
extracdo) e ainda temperatura e tempo de desorgéio (relacionadas a etapa de desor¢&o).

BELTRAN e colaboradores (2000) apresentam uma revisdo sobre o emprego da
técnica de SPME na determinagéo de pesticidas em mairizes como agua, solo, alimentos
e fluidos biologicos. Para o grupo dos pesticidas organoclorados, a fibra mais utilizada é a
PDMS devido as suas caracteristicas apolares, sob imersao direta na amostra.
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Em geral o tempo de extrac@o requerido para os pesticidas organoclorados é longo
(HWANG & LEE, 2000). No trabalho de HO & HSIEH (2001} a fibra utilizada foi a PDMS
sob imers&o direta na amostra, tempo de extragdo de 90 min a temperatura ambiente,
temperatura de desor¢éo 270 °C e tempo de desorgio de 2 min.

V.2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi estabelecer um método para a determinagéo de OCP em plantas
medicinais (folhas), empregando para tantc a GC-MS no modo SiIM para quantificagéo.
Os objetivos especificos foram:

» Avaliar diferentes técnicas de preparo de amostra como a extragdo assistida por
microondas associada a microextragdo em fase sélida (MAE-SPME) e extracdo em
fase solida (SPE).

e Avaliar a presenga dos OCP no Campo Experimental de Paulinia, através da andlise
de algumas especies perenes cultivadas como guaco, espinheira-santa e erva baleeira
e em amostras de guaco disponiveis no mercado.

V.3 EXPERIMENTAL

V.3.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

As plantas utilizadas nesta etapa do trabalho foram: Mikania laevigata Schuitz Bip
(quaco), Maytenus ilicifofia (espinheira santa) e Cordia curassavica (erva baleeira)
provenientes do cultivo em Paulinia. Os procedimentos de coleta, secagem e moagem
estéo descritos no capituto fl1.
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Também foram analisadas amostras de guaco obtidas no comércio, proveniente de
uma distribuidora de plantas medicinais de Sao Paulo e de uma farmacia de manipulagio
de Jundiai. Estas amostras foram moidas no moinho de facas junto com gelo seco e
armazenadas em freezer até o momento da analise.

V.3.2 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Os reagentes utilizados para avaliacdo destas técnicas de extracao foram: n-
hexano grau pesticida (Tedia, Fairfield, OH, EUA), diclorometano para HPLC (Mallinckrodt
Baker, Kentucky, EUA), sulfato de sédio anidro para analise de residuo (Mallinckrodt
Baker, MA, EUA), Florisil® (60-100 mesh, Merck, EUA), silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm,
Merck, EUA) e agua destilada e purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

Os padrdes analiticos utilizados foram adquiridos da Chem Service {West Chester,
PA, EUA). Foram eles: hexaclorobenzeno 99 %, lindano 98,9 %, heptacloro 99,5%,
heptacloro epéxido (isdmero B) 99,5 %, aldrin 98,5 %, dieldrin 98,9 %, endrin 99,0 %, 4.4'-
DDE 99,3 % e 4,4-DDT 98,8 % de pureza.

V.3.3 MATERIAL PARA SPME

* “Holder” para SPME (Supeico, Bellefonte, PA, EUA)

» Fibras de polidimetilsiloxano 100 um (Supelco, Bellefonte, PA, EUA)
¢ Frascos de vidro com 38 mL de capacidade e boca de 20 mm

e Lacres de aluminio de 20 mm de diametro

» Septos de teflon/silicone (Pierce, Rockford, IL, EUA)

* Lacrador para frascos com 20 mm de didmetro (Merse, Campinas, SP, Brasff)
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V.3.4 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados na etapa de extragado e limpeza das amostras foram:
» Sistema homogeneizador Ultra-Turrax, Polytron PT 2000 (Kinematica AG, Suica)
e Centrifuga 5500 D (Cientec, Piracicaba, SP, Brasil)
e Rotaevaporador Fisatom 802 D (Fisatom, Sao Paulo, SP, Brasil)
e Sistema & vacuo para SPE com capacidade para 12 cartuchos (Alltech, Deerfield, IL,
EUA)
e Banho com recirculagdo de agua (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil)

e Forno de microondas para 12 frascos (Provector, Jundiai, SP, Brasil)

Na Figura V.2. esta ilustrado o sistema de homogeneizacéo tipo Ultra-Turrax utilizado
nos experimentos.

(B)

Figura V.2 Aparelho homogeneizador de amostras Polytron, em (A) visdo geral do
sistema, (B) a haste utilizada modelo PT2000 e (C) extragdo de amostra.
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Na Figura V.3 esta apresentado o sistema utilizado para os ensaios de SPME,
constituido por um banho termostatizado com recirculagdo de agua (1) conectado a um
reator encamisado (2) e agitador magnético (3).

Figura V.3 Foto do sistema utilizado para a microextracdo em fase sdlida. Do lado
esquerdo aparece o banho de recirculagdo de agua (1) ligado num pequeno reator
encamisado (2) e do lado direito o frasco dentro do banho do reator com a fibra inserida e
sob uma placa de agitagdo magnética (3).

A Figura V.4 mostra a foto do forno de microondas utilizado nos ensaios e os
frascos de teflon, onde era colocada a amostra para extracdo. Os frascos de teflon eram
inseridos num suporte para acomodagéo no carrossel do forno.
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Figura V.4 Foto do forno de microondas Provector utilizado para os experimentos (2
esquerda) frascos de teflon (1), onde a amostra & colocada para extracdo, e o frasco
inserido no suporte (2) para acomodac&o dentro do forno.

V.3.5 INSTRUMENTACAO ANALITICA E CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

As anélises cromatograficas foram realizadas no cromatégrafo a gas HP 5890 serie
Il acoplado ao detetor seletivo de massas HP 5971 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EUA)
e injetor automatico HP 7673. A coluna capilar utilizada foi HP-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25
um) operando a 90 °C/1 min (12 °C min™') 150 °C/ 1 min (2 °C min') 230 °C/ 3 min (10 °C
min™") 275 °C/ 25 min. As injecdes foram feitas no modo “splitless® com o injetor a 270°Ce
detetor a 300 °C. A vazao do gés de arraste (hélio) foi de 1 mL min™".

Para a quantificagdo dos pesticidas, o detetor seletivo de massas foi utilizado no
modo SIM, atribuindo a cada pesticida o fragmento mais abundante para ser usado como
jon de quantificagdo (IQ) e outros dois ions para identificagao (lI), considerando o tempo
de eluicdo de cada analito (Tabela V.1.). Os tempos de retencdo e as abundancias
relativas de 1Q e |l foram utilizados como critério de identificacéo.

As condigdes de andlise foram estabelecidas previamente e estdo descritas no
capitulo IIl.
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V.3.6 TRATAMENTO DOS DADOS ESTATISTICOS

A metodologia de superficie de resposta permite verificar através de um numero
reduzido de experimentos, a influéncia de diversas variaveis na resposta, bem como
otimiza-las. Neste trabalho, as condi¢es operacionais do MAE e do SPME foram
otimizadas através do uso de 2 planejamentos experimentais do tipo fatorial completo 2% e
triplicata do ponto central. Para gerar as superficies de resposta nos planejamentos foi
utilizado o software “Statistica” (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) versao 5.5.

V.4 PROCEDIMENTOS PARA AVALIAGAO DA TECNICA DE SPE

A partir da metodologia sugerida por MANIRAKIZA e colaboradores (2000) para
determinagdo de OCP em plantas condimentares, foram feitas algumas adaptagées e
otimizagbes no procedimento analitico, para sua utilizagdo nas plantas em estudo (folhas
de guaco, espinheira santa e erva baleeira).

As principais modificagGes foram o uso do homogeneizador na etapa de extracao,
alteracdo da forga do eluente e volume de eluigio na etapa de limpeza e a quantificagéo
por GC-MS ao invés de GC/ECD.

As fortificagdes foram feitas através da adi¢éo volumétrica de 1,00 mL da mistura
padréac de OCP em hexano sobre 2,00 g da planta seca e moida.

A otimizagdo da técnica de SPE, ou, mais precisamente da composicéo do eluente
bem como do volume necessdrio para eluicdo dos OCP da coluna de silica e florisil, foi
realizada mediante a analise de amostras fortificadas juntamente com seu branco, a fim de
avaliar a taxa de recuperagao.
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V.4.1 PREPARO DAS CURVAS ANALITICAS PARA SPE

Foram construidas curvas analiticas para os OCP em estudo a partir de solugdes
estoque (400 pg mL™) contendo a mistura dos padres analiticos em hexano para
concentragdes de 0,0200; 0,100; 0,500; 1,00; 2,00; 5,00; 10,0 € 20,0 pg mL™".

V.4.2 ANALISE DE AMOSTRAS UTILIZANDO SPE

O procedimento analitico para determinagdo dos OCP nas plantas em estudo,
baseado no trabalho de MANIRAKIZA et a/. (2000), ja adaptado e otimizado para as
plantas em estudo, iniciou com a extracdo de 2 g da amostra (folhas secas moidas) em 15
mL de uma mistura hexano:diclorometano (4:1 v/v) durante 1 min no homogeneizador. O
extrato obtido foi submetido a centrifugacdo a 2000 rpm (5950 g) durante 12 min e 0
sobrenadante transferido para baldo de fundo redondo de 125 mL. O sedimento foi
reextraidc com mais 10 mL da mistura hexano:diclorometano (4:1 viv) e novamente
centrifugado. Os sobrenadantes foram combinados no baldc de fundo redondo e
concentrados em rotaevaporador (40 °C - 45 °C) até o volume aproximado de 1 mL.

Para a etapa de limpeza da amostra foram utilizadas seringas de vidro de 5 mL (75
x 13 mm) empacotadas sucessivamente com 2 g de silica Gel 60 (0,063 — 0,200 mm), 1,5
g de Florisil® e 0,65 g de sulfato de sédio anidro. Esta coluna foi adaptada no sistema a
vacuo e condicionada com 6 mL de diclorometano. Em seguida, foi adicionada a amostra
(aproximadamente 1 mL) e a eluicdo dos QCP foi feita com 45 mL da mistura de hexano :
diclorometano (6:4 viv). O eluato foi concentrado até secura, diluido com hexano para 1
mL e 1 pL injetado automaticamente no GC-MS. A quantificacdo foi realizada por
padronizag&o externa, com as concentragtes descritas em V.4.1.
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V.4.3 ENSAIO DE RECUPERACAQ

As amostras foram fortificadas em trés diferentes niveis de concentragac em
triplicata, totalizande nove fortificacGes para a espinheira santa e em dois niveis de
concentragao (triplicata) para o guaco e erva baleeira.

Para fortificagdo das amostras foi utilizada uma solugdo contendo a mistura dos
padrbes analiticos de OCP preparada em hexano.

V.5 PROCEDIMENTO PARA AVALIAGAO DA TECNICA MAE-SPME-G C-MS

O artigo de HO & HSIEH (2001) serviu como base para definir as principais
variaveis na otimizacéo das condi¢des de extragcdo por MAE, bem como definir a faixa de
variac@o de cada variavel a ser utilizada na construcdo de um planejamento experimental.

Para a avaliagdo da técnica de MAE-SPME-GC-MS foi necessario otimizar as
condicdes da extracdo assistida por microondas, cujo procedimento esta descrito no item
V.51 e as condigdes de andlise por SPME-GC-MS. também realizada mediante
planejamento experimental descrito no item V.5.2.

V.5.1 PROCEDIMENTO PARA OTIMIZACAC DA MAE

A proporg@o de amostra e solvente utilizada para extrag&o dos OCP na MAE foi
baseada no artigo de HO & HSIEH (2001), porém as condi¢cdes de operacéo do forno
foram otimizadas, uma vez que se tratava de outro aparelho e outro tipo de amostra.

Para isso, foi utilizado um planejamento composto central 22 com triplicata do ponto
central, totalizando 11 ensaios, onde as varidveis estudadas foram a poténcia do forno e o

tempo de extracdo. As faixas das variaveis estudadas, bem como as condigdes
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experimentais de cada ensaio estdo apresentados na Tabela V.1. Como resposta foi
utilizada a massa recuperada dos pesticidas através de anélise por SPME-GC-MS.

Os ensaios no MAE foram realizados com 1,00 g da planta seca e pulverizada e 20
mL de agua destilada e purificada no sistema Milli-Q. O tempo de extragdo e a poténcia
foram otimizados através de um planejamento experimental (Tabela V.1).

Tabela V.1 Planejamento composto central 22 para otimizagdo das condi¢gdes de extragio
dos OCP por MAE.

VARIAVEIS NIVEIS
1,4y (1) (0) (+1) (+1,4)
{(x1) Tempo de extragdo (min) 1,5 4 10 16 18,5
(x2) Poténcia (W) 96 200 450 700 803
ENSAIOS X1 Xz
01 4 200
02 4 700
03 16 200
04 16 700
05 1,5 450
06 18,5 450
07 10 06
08 10 803
- 09 | 10 . 450
10 10 | 450
11 10 450

O procedimento de MAE foi realizado sempre com 0 mesmo namero de amostras
dentro do forno, a fim de distribuir homogeneamente a energia de microondas entre as
amostras. Sendo assim, cada ensaio do experimento foi realizado em duplicata, com 6
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frascos dentro do forno de microondas, 4 deles contendo 20 mL de agua (branco) e os
outros 2 contendo a amostra (1,00 g) fortificada com cerca de 25 ng g” dos OCP e 20 mL
de agua, na poténcia e tempo estabelecidos para cada ensaio.

Ao término de cada ensaio, os frascos contendo amostra foram retirados do forno e
colocados em banho com &gua durante aproximadamente 30 min para acelerar o
resfriamento. Os frascos foram abertos e seu conteldo transferido para tubos de
centrifuga de 20 mL com tampa, centrifugados a 20.000 (g) durante 6 min e mantidos sob
refrigeragdo para serem analisados por SPME-GC-MS.

V.5.2 PROCEDIMENTO PARA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE SPME-GC-MS

Segundo a literatura, para a determinagdo dos OCP, a fibra mais recomendada & a
de PDMS devide a sua baixa polaridade. Na revisdo sobre a aplicacéo da técnica de
SPME para determinagéo de OCP, publicada por BELTRAN e colaboradores (2000), a
fibra de PDMS foi utilizada sob imersdo direta na amostra na maioria dos trabalhos
citados, desde matrizes mais simples como agua até as mais complexas como mel, suco
de laranja, vinho e frutas em geral. No trabalho de HO & HSIEH (2001), onde as matrizes
eram plantas medicinais, essa informag&o se confirmou, ou seja, a fibra de PDMS também
foi utilizada sob imerséo direta.

Sendo assim, a otimizagéo das condigSes de operacgao da SPME foi feita através de
um planejamento experimental do tipo fatorial completo 22 com triplicata do ponto central,
utilizando como varidveis o tempo de exposicdo da fibra e a temperatura do banho (Tabela
V.2). A resposta dos ensaios foi determinada em termos da massa recuperada dos
pesticidas através da analise por GC-MS.
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Tabela V.2 Ensaios do planejamento experimental para otimizacdo das condigbes
operacionais da fibra de PDMS.

VARIAVEIS NIVEIS
(-1.4) (-1} (0} (+1) (+1.4)
(x1) Tempo de exposi¢ido (min) 55 20 55 80 105
(x2) Temperatura do banho (°C) 21,7 30 50 70 78
ENSAIOS X4 X2

01 20 30

02 20 70

03 90 30

04 90 70

05 5,5 50

06 105 50

07 55 217

08 55 78

09 55 _ 50"

10 55 - 50 -

11 55 o 50

Foram mantidos constantes o tempo de dessorgao da fibra em 5 min e a
temperatura de dessor¢do em 270 °C. Para a realizagéo dos ensaios foram utilizados 25
mL de uma solugdo contendo cerca de 25 ng de cada pesticida organoclorado contida
num frasco de 38 mL lacrado e termostatizado sob agitacdo magnética constante. Em
seqiiéncia, a fibra de PDMS foi exposta, imersa na solugéo durante o tempo previsto no
planejamento experimental e imediatamente introduzida no injetor do cromatografo. O
tempo de permanéncia da fibra no injetor foi de 5 min.

Para obtencao dos resultados, em termos de massa recuperada de pestucuda foram
construidas curvas analiticas para os OCP através da injegao direta (sem uso da fibra) da
mistura de padrdes na faixa entre 0,17 e 7 ng. Os resultados obtidos em termos de massa

recuperada de cada composto foram processados pelo programa “Statistic” para obtengao
das superficies de resposta.
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V.6 RESULTADOS

A seguir estdo apresentados os resultados obtidos com a avaliagdo dos dois
diferentes métodos de preparo de amostra, o primeiro envolvendo a extracao com
solvente seguida da limpeza em coluna de florisii e silica (SPE) e andlise por GC-MS e o
segundo utilizando a técnica hifenada MAE-SPME-GC-MS.

Também estéo apresentados os valores obtidos na determinacido dos OCP nas
plantas cultivadas em Paulinia (guaco, espinheira santa e erva baleeira), que por tratarem
de amostras perenes estiveram sujeitas ao acimulo de poluentes da regifio, assim como
nas amostras comerciais de guaco. |

V.6.1 AVALIAGAO DO METODO UTILIZANDOC A TECNICA DE SPE

C preparo de amostra por SPE foi baseado no trabalho de MANIRAKIZA e
colaboradores (2000), no qual foi recomendado como eluente dos OCP uma mistura de
hexano:diclorometano 80:20 v/v numa coluna contendo florisil e silica. No entanto,
empregando as condigdes recomendadas pelos autores para amostra de guaco fortificada
uma recuperagdo menor do que 50% foi obtida, necessitando de um aumento da
polaridade do eluente para hexano:diclorometano 60:40% v/v, além de um maior volume
de solvente. As quantificagdes dos OCP foram realizadas mediante curva externa, sendo
que a mesma foi realizada de tal forma que partindo de 2 g de amostra seria possivel
quantificar os OCP.

O método foi validado, usando-se as seguintes figuras de mérito: faixa linear,
sensibilidade, linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, precisdo e exatidio
atraveés do teste de recuperacdo (Tabela V.3).
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Tabela V.3 Parametros de validagao para o método utilizando SPE.

Faixa linear Sensibilidade Linearidade LOD* LOQ**

OocP (ngmL")  (ua. mLng”) (1) (ngg™) (ngg”)

Hexaclorobenzeno 5,00 a 5,11.10° 22,8 0,9992 1,0 50
Lindano 20,0 a 4,51.10° 12,4 0,9994 7.0 20
Heptacloro 8,00 a 4,53.10° 7,30 0,9990 2,0 8,0
Aldrin 500 a 4,47.10° 7,70 08999 1,0 5,0
Heptacioro epdxido 7,00 a 4,50.10° 7,40 0,9999 2,0 7,0
Dieldrin 10,0 a 8,84.10° 3,10 0,9999 3,0 10

44 -DDE 2,00 a 4,05.10° 11,5 0,9997 050 20
Endrin 30,0 a 5,78.10° 3,30 0,9998 9,0 30

44 -DDT 3,00 a 4,54.10° 7,90 0,9993 0,80 3,0

Legenda: (*) LOD estimado em relag&o ao ruido da linha de base (3 vezes); (**) LOQ estimado em
relagio ao ruido da finha de base (10 vezes) e verificado experimentaimente e ( r) coeficiente de
correlagao.

Os coeficientes de correlagio apresentaram valores acima de 0,999, considerados
satisfatérios para fins quantitativos.

A exatiddo do método foi avaliada através de teste de recuperacgéo, utilizando
amostras fortificadas de guaco e espinheira santa (Tabelas V.4 e V.5, respectivamente).
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Tabela V.4 Teste de recuperagZo (exatiddo) para as folhas de guaco.

oCP FortificagOes Recuperagdes Precisido

(ug g™) (%) RSD (%)

Hexaclorobenzeno 0,436 108 1,5 (n = 4)
1,02 70,0 6,0 (n = 6)

Lindano 0,405 94,1 49 (n=4)
0,810 70,4 47 (n =6)

Heptacloro 0,420 118 1,5 (n = 4)
0,840 76,9 6.4 (n = 6)

Aldrin 0,411 89,1 1,0 (n = 4)
0,822 74,3 58 (n = 6)

Heptacloro epéxido 0,440 107 1,1(n=4)
0,880 726 55(n=4)

Dieldrin 0,428 71.4 12 (n=4)
0,856 69,7 12 (n = 6)

4,4'-DDE 0,501 107 3,1(n=4)
0,799 84,3 7.8(n=6)

Endrin 0,401 120 21 (n=4)
1,20 90,0 56 (n = 6)

4,4'-DDT 0,450 118 1,0 (n = 4)
0,900 108 9,0 (n = 6)

Legenda: RSD = estimativa do desvio padrio relativo.

Os valores das recuperagdes dos OCP em folhas de guaco encontram-se na faixa
entre 70 a 120% e os resultados da precis@o foram satisfatorios, com um valor maximo de
12 %.
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Tabela V.5 Ensaio de recuperagao (exatidao) para a amostra de espinheira santa.

OCP Fortificagoes Recuperagoes médias RSD (%)
(ng g™ (%) n=3

Hexaclorobenzeno 20 74 14

40 97 1.0

210 113 4,2

Lindano 20 79 7,0
50 99 11

250 110 4.8

Heptacloro 20 87 83

40 105 24

200 105 2,7

Aldrin 20 86 15

50 106 2,9

260 115 4.0

Heptacloro epéxido 20 99 9,5

50 96 3,2

240 125 6,4

Dieldrin 20 89 13

50 103 57

200 96 4,9

4,4’-DDE 20 ' 88 8,4

40 91 3,5

220 99 46

Endrin 20 89 9,2

40 95 2,8

200 106 51

4,4-DDT 20 78 7,7

40 124 5,2

220 101 5,2

Os valores obtidos com o ensaio de recuperagdo foram satisfatorios, confirmando
os resultados obtidos com a amostra de guaco. Para as amostras de erva baleeira, as
recuperacoes estao apresentadas na Tabela V.6.
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Tabela V.6 Ensaio de recuperacdo (exatidéo) para a amostra de erva baieeira.

OCP Fortificagoes Recuperagées médias RSD (%)
(ngg”) (%) n=3
Hexaclorobenzeno 20 69 9.3
210 93 5,1
Lindano 20 88 10
250 83 6,4
Heptacloro 20 104 12
200 77 ' 4.8
Aldrin 20 71 11
260 66 4.8
Heptacloro epoxido 20 111 8,8
240 75 7,3
Dieldrin 20 85 9,9
200 97 52
4,4’-DDE 20 79 9,2
220 92 54
Endrin 20 100 7,5
200 97 4,8
4.4°-DDT 20 74 9,0
220 90 6,5

Os resultados do teste de recuperacfio para as amostras de espinheira santa,
guaco e erva baleeira apresentaram valores satisfatorios, em vista disso, foi realizada a
dosagem de OCP nas plantas em estudo.

A Figura V.5 apresenta os cromatogramas da amostra de espinheira santa
proveniente do cultivo em Paulinia (A) e da mesma amostra fortificada com a mistura de
padrdes de OCP (B).
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Figura V.5 Cromatogramas total de ions obtidos por GC-MS (SIM) da amostra de
espinheira santa proveniente do Campo Experimental de Paulinia (A) com jansia
expandida mostrando a contaminagéo por dieldrin em (B) a mesma amostra de espinheira
santa fortificada com os OCP. Os picos apresentados correspondem aos seguintes
compostos: (1) hexaclorobenzeno; (2) lindano; (3) heptacloro; (4) aldrin; (5) heptactoro
epoxido; (6) dieldrin; (7) 4,4 — DDE; (8) endrin e (9) 44 - DDT. Condicdes
cromatograficas ja descritas no texto.
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Nos cromatogramas da Figura V.5 verifica-se a contaminagcé&o por dieldrin da
amostra de espinheira santa proveniente do cultivo em Paulinia (cromatograma A) e o
cromatograma da mesma amostra fortificada com os 9 padrées de pesticidas
(cromatograma B). A confirmagdo da identidade do pico de dieldrin se deu através do
monitoramento dos ions selecionados para o dieldrin, ou seja, o0 m/z 263 utilizado para
quantificagdo (1Q), o m/z 237 e o m/z 345 utilizados como ions de identificacdo (Figura
V.6).

3600 7

3000 5

-_ T 263
: \ /\ 237
\ 345
TIC: BR1D : = /\\\\k
2400 1
18004
1200 1 M
6004 M RFAR o ——«-JlUL——x \ |
i T 3000 3500 4000

WL P T i e =T
15.00 20.00 25.00

/A__.._MJ

| 4500 50,00

Figura V.6 Cromatograma obtido por GC-MS no modo SIM da amostra de espinheira
santa proveniente do Campo Experimental de Paulinia, com janela mostrando o pico de

dieldrin (2 direita) e a confirmac&o de sua identidade pelos fragmentos m/z 263, 237 e 345.
Condig¢des cromatograficas ja descritas no texto.

Dessa forma, a utilizagdo do GC-MS permitiu confirmar a presencga do dieldrin na
amostra analisada (Figura V.6) e a metodologia de extracdo avaliada apresentou

resultados satisfatdrios para a quantificagéo dos OCP nas plantas em estudo (folhas).
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V.6.2 AVALIAGAO DO METODO UTILIZANDO A TECNICA DE MAE

A avaliagdo da téecnica de MAE foi realizada afravés da analise dos ensaios por
SPME-GC-MS, por isso, estdo apresentados primeiramente as condi¢des otimizadas de
uso da fibra de PDMS sob imerséo.

V.6.2.1 OTIMIZAGCAO DAS CONDIGCOES OPERACIONAIS DA SPME

O desenvolvimento de um procedimento para determinacéo de pesticidas usando a
técnica de SPME, normaimente requer a otimizagdo das variaveis das fases de extracdo e
desorcao.

Nesse estudo, a otimizagdo das condigdes operacionais do SPME para analise dos
OCP, foi realizada através de um planejamento fatorial 22 completo, com 3 repeticdes do
ponto central, onde as variaveis estudadas foram o tempo de exposicdo da fibra e a
temperatura do banho.

A temperatura de dessor¢&o da fibra, foi mantida a 270°C. Esta temperatura mais
elevada é requerida devido a alta afinidade dos OCP para a fibra PDMS, necessaria para
transferir os analitos extraidos na fibra para dentro da coluna cromatografica (CHEE et af.,
1999).

Ja o tempo de dessorgdo da fibra foi mantido em 5 min, pois ensaios preliminares
demonstraram n&o haver compostos remanescentes apds a inje¢do de padrdes (efeito de
memoaria).

A adigdo de sal (cloreto de sédio) para aumentar a forga idnica da solugdo amostra,
também foi avaliada e ndo teve efeito significativo na resposta, portanto nao foi utilizada.
As respostas obtidas para os 9 pesticidas nos ensaios do planejamento experimental, em

termos da massa (ng) de pesticida recuperado, estdo apresentadas na Tabela V.7.
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Verifica-se na Tabela V.7 que o ensaio 06 (extracdo em 105 min a 50 °C, ver
Tabela V.2) foi o que apresentou a melhor resposta em termos de recuperacéo para a
maioria dos compostos em estudo, excetuando-se o 4,4-DDT, que apresentou melhor
resposta no ensaio 04 (extragdo em 90 min a 70 °C). As Figuras V.7 - 11. apresentam

as superficies de resposta geradas para os OCP.

HEXACLOROBENZENO

Bl above

Figura V.7 Superficie de resposta obtida para o hexaclorobenzeno na otimizagao das
condicdes operacionais da SPME.
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Figura V.8 Superficies de resposta obtidas para o lindano e heptacloro na otimizacéo
das condicdes operacionais da SPME.
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Figura V.9 Superficies de resposta obtidas para o aldrin e heptacloro epdxido na
otimizacao das condicGes operacionais da SPME.
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Figura V.10 Superficies de resposta obtidas para o dieldrin e 0 4,4'-DDE na otimizacéo
das condigGes operacionais da SPME.
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Figura V.11 Superficies de resposta obtidas para o endrin e 0 4,4-DDT na otimiza¢éo
das condi¢des operacionais da SPME.
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O modelo que melhor representou os dados experimentais foi o modelo
quadratico. As tabelas de andlise de variancia (ANOVA) para os modelos testados para
cada um dos 9 OCP est&o detalhadas no Anexo B (p.136-145), assim como as tabelas
com os efeitos das variaveis.

Pela analise das superficies geradas conclui-se que a tendéncia geral para todos
os OCP € um tempo de exposicdo elevado, o que esta de acordo com o artigo de
HWANG & LEE (2000) e temperatura de extracdo a 50 °C. Essas condigbes satisfazem
a maioria dos compostos estudados.

Porém, um tempo de exposicédo de 105 min prolonga demais o tempo de andlise,
por isso foi necessario estabelecer um compromisso entre esse tempo de exposicio da
fibra e a quantidade de OCP recuperada, de modo a tornar a analise vidvel. Por este
motivo, foi reduzido o tempo de exposigéo da fibra para 60 min, o que, embora leve a
uma menor sensibilidade do método, permite uma maior frequéncia analitica.

As superficies também indicaram que os experimentos atingiram a faixa
otimizada, com excegéo do lindano que necessita de tempo de @XpOosicao superior a
130 min para aumentar a resposta, 0 que estenderia muito o tempo de analise. Esse
comportamento do lindano j4 era esperado devido ao baixo valor da constante de
distribuicdo (k) do lindano entre a fase de PDMS e a solugdo amostra, verificado
também por WU & SWOO (2001).

A porcentagem de recuperagdo dos analitos nas condi¢des otimizadas da fibra,
(60 °C durante 60 min) variou entre 4% e 24%, para o lindano e dieldrin,
respectivamente, considerando a quantidade inicial destes pesticidas adicionados em
agua e quantificados por SPME-GC-MS através de uma curva analitica obtida por
injegéo direta dos padrées de OCP no GC-MS (sem utilizar a fibra).

V.6.2.2 OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO ASSISTIDA POR MICROONDAS (MAE)

Esse sistema difere dos métodos cldssicos de extragdo com solvente, onde o
solvente migra para dentro da matriz e extrai os compostos por solubilizagdo. Na MAE
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uma grande variedade de solventes pode ser utilizada, uma vez que a exiragéo ndo
depende da afinidade do analito pelo solvente de extragdo, como no caso em questio
onde se utilizou agua como solvente extrator para analitos lipofilicos (OCP).

Na extracéo dos pesticidas das plantas medicinais, o solvente a ser usado sera
apenas agua, o que constitui uma grande vantagem, pois isso permite a imerséo direta
da fibra de PDMS e concomitante andlise por GC-MS, onde as condi¢des ja foram
previamente estabelecidas.

A utilizacdo da técnica hifenada MAE-SPME-GC-MS, a principio parece ser
bastante vantajosa, pois associa a extragdo por microondas utilizando agua como
solvente de extragéo, seleciona os analitos de interesse através da imerséo da fibra de
PDMS na solugdo de extragdo que é introduzida diretamente no cromatégrafo & gas
com detetor seletivo de massas, fazendo a quantificacéo e identificagdo dos pesticidas
simultaneamente.

A ofimizagdo das condicbes operacionais para a extragdo assistida por
microondas dos OCP, foi feita através de um planejamento experimental composto
central 22 com triplicata do ponto central, totalizando 11 ensaios e utilizando como
amostra, o guaco fortificado na faixa entre 23,8 a 31,2 ng g‘1.

Apos submetidas as condigbes de cada um dos ensaios, 0s exiratos foram
fittrados em funil de placa porosa e avolumados para 25 mL com agua e retirada uma
aliquota para analise por microextracdo em fase soélida nas condi¢des j& estabelecidas
anteriormente.

Visualmente, foi possivel notar a alta eficiéncia de extragdo do microondas,
através da coloragdo intensa dos extratos. Porém essa alta capacidade extrativa,
prejudicou a subsequente anélise, por SPME, aumentando o nimero de interferentes e
dificultando a detecgdo dos OCP por GC-MS, devido a acentuada queda na
sensibilidade do método.

A utilizacdo de amostra fortificada se deu devido a falta de amostra certificada,
porém essa situagio nao retrata a real disponibilidade do pesticida na planta.

Ficou evidente que a falta de seletividade da fibra de PDMS e a alta capacidade
extrativa do microondas inviabilizaram a analise por MAE-SPME-GC-MS. Também foi
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testada a particdo com hexano do extrato obtido por microondas, mas o resultado foi
uma emulsao persistente.

A utilizagao de cartuchos de C-18 para limpeza dos extratos obtidos nos ensaios
por MAE, também foi testada, porém houve saturagdo dos cartuchos (contendo 1 g de
fase C-18) devido ao grande numero de compostos extraidos da matriz. Os testes
foram interrompidos, porque o uso da extracéo em fase sdlida associada ao MAE ndo
traria vantagens sobre o método convencional de analise de residuos de pesticidas,
pois desviaria do objetivo central do uso do microondas, que era de simplificar a andlise
e evitar o uso de grandes quantidades de solventes.

Esse mesmo procedimento descrito por WU & SWOO (2001) mostrou resultados
satisfatorios por ter sido utilizada outro tipo de matriz, ou seja, raizes ao invés de folhas,
portanto com interferentes totalmente distintos. Dessa forma, os ensaios obtidos por
MAE foram descartados e escolhida a metodologia de extragéo por solvente e limpeza
por SPE (avaliada no item V.6.1) para a quantificagéo dos OCP nas plantas em estudo.

V.6.3 ANALISE DAS PLANTAS PROVENIENTES DE PAuLiniA

Em vista de toda a problematica ambiental da regiao de Paulinia-SP, ja discutida
no capitulo I}, bem como do incidente envolvendo o complexo industrial Shell-Pauliinia,
a anadlise de algumas espécies perenes de plantas medicinais cultivadas no Campo
Experimental de Paulinia foi realizada no intuito de avaliar a presenca de OCP nestas
plantas como conseqUéncia dos elevados indices de poluicio da regizo.

A dosagem dos OCP nas plantas cultivadas no Cambo Experimental de Paulinia
esta apresentada na Tabela V.8.
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Tabela V.8 Quantificagdo dos OCP nas plantas cultivadas em Paulinia-SP.

Teor médio (ngg”), n=3

Pesticidas
Guaco Espinheira-Santa Erva baleeira

Hexaclorobenzeno <5,0 <5,0 <50

Lindano nd ® nd ? nd ®

Heptacloro nd® nd ° nd®

Aldrin nd ° nd ¢ nd °

Heptacloro epéxido nd ¢ nd ¢ nd ¢

Dieldrin 110 72 100

44 -DDE <20 nd ° <20

Endrin nd’ ndf nd '

4,4 -DDT ng ¢ nd 9 nd ¢
Legenda:  nd = ndo detectado; (?)<7,0ngg™; (°)<20ngg™; (°)<1,0ngg™;
(9)<20ngg"  (°)<05ngg”;  (")<90ngg";  (°)<08ngg’.

Pelos resultados apresentados na Tabela V.8 das plantas provenientes do cultivo
em Paulinia-SP, verifica-se que dos 9 pesticidas analisados, 6 deles nao foram
detectados em nenhuma das 3 espécies vegetais analisadas. Sio eles: lindano,
heptacloro, heptacloro epdxido, aldrin, endrin e 4,4-DDT.

O hexaclorobenzeno foi detectado nestas 3 plantas (guaco, espinheira santa e
erva baleeira), porém, a niveis inferiores ao limite de quantificacdo do método. A
presenca deste pesticida ndo & de surpreender, pois como ja dito no capitulo |, ele é
considerado o pesticida mais distribuido no planeta devido a sua alta persisténcia e
volatilidade (TURNBULL, 1996). O importante & que seus niveis ndo ultrapassem aos
limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos na Farmacopéia, que no caso & de
100 ng g”' (Tabela V.9).

Outro OCP detectado foi 0 4,4'-DDE encontrado nas amostras de guaco e erva
baleeira, porém a niveis inferiores ao limite de quantificagéo.
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Significantes foram os niveis encontrados para dieldrin nas 3 amostras
provenientes do Campo Experimental de Paulinia, que foram de 110 ng g™, 70 ng g”' e
100 ng g para o guaco, espinheira santa e erva baleeira, respectivamente. Estes
niveis encontram-se acima do limite maximo tolerado expresso na Farmacopéia
européia (EUROPEAN PHARMACOPOQOEIA, 2001), a qual estabelece um valor maximo
de 50 ng g”' para a soma de dieldrin e aldrin (Tabela V.9).

Contudo, nota-se uma certa concordancia entre os valores obtidos para os OCP
nas 3 amostras de Paulinia, apontando para uma problematica ambiental.

O meétodo utilizado para a quantificagdo dos OCP nas plantas (folhas de guaco,
espinheira santa e erva baleeira) apresenta sensibilidade adequada em relacéo aos
LMR estabelecidos na Farmacopeia Européia. A Figura V.12 apresenta de forma
esquematica a dimensdo da diferenca entre o limite de quantificacdo do método
empregado e os LMR recomendados pela Farmacopéia Européia (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2001).

ngg”
1000~
Legenda:
800" (1) Hexaclorobenzeno
600 1 (2) Lindano
400 (3) Heptacloro + Heptacloro epéxido
(4) Aldrin + Dieldrin
2001 (5) DDT + isdmeros
0

: ' ’ ; (6) Endrin
1 2 3 4 5 6

| B LMR (Farmacopéia Européia, 2001) ELOQ

Fonte: EUROPEAN PHARMACQOPOEIA, 2001.

Figura V.12 Comparagdo entre os valores (ng g ') dos limites maximos de residuo
recomendados pela Farmacopéia Européia e os limites de quantificacdo para os OCP

em estudo.
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Pela Figura V.12 fica evidente que o método utilizado para a quantificacdo dos
OCP em plantas medicinais (folhas) apresenta sensibilidade adequada em relacdo aos
limites maximos de residuos recomendados pela Farmacopéia Européia.

V.6.4 ANALISE DAS PLANTAS DE DIFERENTES FORNECEDORES COMERCIAIS

A Tabela V.10 apresenta os teores dos OCP encontrados para as amostras de
guaco de diferentes procedéncias, ou seja, a amostra cultivada em Paulinia-SP, a
amostra proveniente da distribuidora de plantas medicinais de S&o Paulo-SP e a
amostra obtida junto a farmacia de manipulagéo em Jundiai-SP.

Os resultados obtidos com o guaco cultivado em Paulinia ja foram apresentados
anteriormente, mas para fins de comparagéo foram repetidos na Tabela V.9.

Tabela V.9 Andlise dos OCP em folhas de guaco de diferentes procedéncias.

Teor médio (ng g™') em amostras de guaco de diferentes

Pesticidas
origens, n= 3.
Paulinia-SP Distribuidora Farmacia

Hexaclorobenzeno <50 <50 <5,0

Lindano nd ® nd ? nd?®

Heptacloro nd® nd® nd”®

Aldrin nd ° nd ¢ nd °

Heptacloro epéxido nd ¢ nd ¢ nd ¢

Dieldrin 110 22 nd €

4,4-DDE <20 2,0 ng’

Endrin nd 9 nd 9 nd ¢

4,4-DDT nd" nd " nd"
Legenda: nd = ndo detectado; (®)<7.0ngg™; (®)<20ngg™; (°)y<1,0ngg"
(“)<20ngg";  (°)<30ngg’; (')<05ngg™; (®)<90ngg”;

(")<08ngg™.
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Os resultados obtidos com essas trés amostras de guaco diferem
significativamente no teor de dieldrin, onde a amostra do Campo Experimental de
Paulinia apresentou um valor cerca de cinco vezes superior a amostra proveniente da
distribuidora de plantas medicinais, sendo que na amostra adquirida junto a farmécia de
manipulago, néo foi detectado este composto.

O hexaclorobenzeno foi detectado nas trés amostras de guaco, porém a niveis
inferiores ao limite de quantificagdo do método e, consequentemente, inferior ao LMR
estabelecido. O 4,4-DDE foi detectado nas amostras de guaco provenientes de
Paulinia e da distribuidora de plantas medicinais, porém, a niveis inferior e igual ao
limite de quantiﬂéag:éo do método, respectivamente.

Os resultados obtidos com a anélise do guaco confirmaram a contaminacéo por
dieldrin nas plantas cultivadas em Paulinia. As amostras adquiridas junto ao comércio
n&o apresentaram problema quanto aos niveis de OCP encontrados.

V.7 CONCLUSOES

O método utilizado para a quantificacdo dos OCP nas plantas (folhas) em estudo
mostrou sensibilidade adequada de acordo com os LMR recomendados pela
Farmacopéia Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2001 ).

Os niveis de dieldrin encontrados nas amostras provenientes do cultivo em
Paulinia estdo acima do LMR estabelecido pela Farmacopéia Européia (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2001), o que pode ser decorrente da poluicdo da regido, uma vez
que estes pesticidas n&o foram aplicados no Campo Experimental, de acordo com
informagdes obtidas sobre o local.

Pelo vasto historico de contaminacao de Paulinia, principalmente pelos
acontecimentos envolvendo pesticidas organoclorados ("drins”) no antigo complexo
industrial Shell - Paulinia, localizado a cerca de 15 km do campo de cultivo destas
plantas (foto por satélite no ANEXO A, p. 135), é possivel que essa contaminag&o seja
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decorrente da &gua de irrigacéo, que no Campo Experimental de Paulinia é realizada a
partir de pogos artesianos.
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CAPITULO VI - DETERMINACAO DE OCP EM

INFUSOES E ESTUDO DA TAXA DE TRANSFERENCIA
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V1.1 INTRODUGAO

Dentre as plantas selecionadas para este estudo, 0 guaco e a espinheira santa séo
as mais utilizadas na forma de infusdo pela populagdo em geral. O guaco para disturbios
respiratorios e a espinheira santa para problemas estomacais.

O processamento de plantas medicinais para produgéo de fitoterapicos pode alterar
a concentracao dos possiveis contaminantes presentes na planta, por isso, alguns autores
consideram mais importante 0s niveis de residuos na prepara¢do final do que na planta
em si € a concentragao presente na infusdo depende basicamente da solubilidade do
pesticida em agua. A influéncia de degrada¢éo quimica durante a infuséo nédo parece ser
significativa (ZUIN & VILEGAS, 2000).

Segundo a literatura, uma alta taxa de transferéncia dos OCP é cbservada no
preparo de extratos aicodlicos, ja para os extratos aquosos essa taxa e bem inferior. No
caso de tinturas a quantidade transferida chega a 90%, para extratos secos 60%, para
infusbes 25% e decocgdes apenas 14%, entretanto, essas taxas n&o minimizam o perigo
da ingestao destes compostos altamente téxicos por pessoas com o estado fisico
debilitado (ZUIN & VILEGAS, 2000).

A presenca de residuos de OCP em plantas € muito comum, visto a persisténcia
ambiental destes compostos, porém, sua detectabilidade em infusbes nem sempre é
possivel, visto a baixa solubiiidade destes compostos em dgua. ALI (1987, apud SIMOES
et al., 2000, p. 215) determinou o teor de OCP em 45 lotes de 14 espécies de plantas e
demonstrou que a taxa de transferéncia destes pesticidas da planta para a infus&o variou
de 3 a 67% do teor encontrado na matéria-prima. BLUMENTHAL & CERNY (1976)
afirmaram que menos de 6% dos OCP presentes na planta é transferido para a bebida
durante o preparo da infus&o.
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Vi.2 OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram estabelecer um método analitico para dosagem
dos OCP em infusdes de guaco (folhas fortificadas), utilizando a técnica hifenada SPME-
GC-MS a partir das condigdes j& otimizadas de operacdo do SPME apresentadas no
capitulo V e determinar a taxa de transferéncia dos pesticidas presentes na folha para a
infusdo. Para tanto, o método foi devidamente validado e aplicado para a dosagem dos
OCP em infusbes de guaco e espinheira santa. Para facilitar o estudo da taxa de
transferéncia dos pesticidas da folha para a infusdo e trabalhar dentro dos limites de
quantificacdo do método, foi realizada a fortificacdo das folhas de guaco antes da
obtenc&o da infusdo de guaco.

VI.3 EXPERIMENTAL

V1.3.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas folhas secas de guaco (Mikania laevigata) e espinheira santa
(Maytenus ilicifolia) provenientes do cultivo em Paulinia, devidamente processadas em

moinho de facas na presenca de gelo seco e armazenadas em freezer até o momento da
analise.

VI.3.2 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Foi preparada uma solugéo estoque de OCP contendo cerca de 16 ug mL™ de cada
composto em hexano grau pesticida (Tedia, Fairfield, OH, USA). Os padrdes de pesticidas
utilizados foram: hexaclorobenzeno 99 %, lindanc 98,9 %, heptacloro 99,5%, heptacloro
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epdxido (isdmero B) 99,5 %, aldrin 98,5 %, dieldrin 98,9 %, endrin 99,0 %, 4,4-DDE 99,3

% e 4,4'-DDT 98,8 % de pureza, adquiridos da Chem Service (West Chester, PA, USA).
Os experimentos de SPME utilizaram a fibra de PDMS 100 pm acoplada no “holder”

(Supelco, Bellefont, PA, USA) sob imersao direta na infuséo para extragéo dos OCP.

VI.3.3 MATERIAL PARA SPME

¢ “Holder" para SPME (Supelco, Bellefonte, PA, EUA)

» Fibras de PDMS 100 um (Supelco, Bellefonte, PA, EUA)

s Frascos de vidro com 38 mL de capacidade e boca de 20 mm
» Lacres de aluminio de 20 mm de diametro

¢ Septos de teflon/silicone (Pierce, Rockford, IL, EUA)

¢ Lacrador para frascos com 20 mm de didmetro (Merse, Campinas, SP, Brasil)

V1.3.4 INSTRUMENTAGAO ANALITICA E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As andlises foram realizadas num GC-MS da marca Hewlett-Packard modelo 58390
Series Il (Palo Alto, CA, EUA) equipado com um detetor seletivo de massas HP 5971
operando no modo SIM. As separagSes cromatograficas foram realizadas numa coluna
capilar HP-5MS (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EUA) de 30 m x 0,25 mm e 0,25 pym de
flme. O sistema cromatografico foi operado no modo “splitless” com o injetor a 270 °C.
Como gas de arraste foi utilizado hélio a 1 mL min™. A programag&o de temperatura do
forno utilizada foi: 90 °C durante 1 min, 12 °C min™ até 150 °C durante 1 min, 2 °C min”
até 230 °C por 3 min, 10 °C min™ até 275 °C durante 25 min.

A tabela SIM para a quantificagdo dos OCP em estudo esta descrita no capitulo V.
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e R AR D TN ANSTERENCIA

V1.4 PROCEDIMENTOS

V§L.4.1 PREPARO DAS INFUSOES

As infusdes de guaco e de espinheira santa foram preparadas a partir de 20 g da
planta seca e moida em 1 L de agua fervente, sob agitagdo magnética e abafamento por 1
h (CHERNOVIZ, 1996). |

Depois de atingir a temperatura ambiente, o infuso foi filtrado sob funil de placa
sinterizada e analisado por SPME-GC-MS.

V1.4.2 FORTIFICAGAO DO GUACO PARA AVALIAR A TAXA DE TRANSFERENCIA

A fortificacdo das folhas de guaco foi realizada através da adicdo de 500 ML de uma
mistura padréo de OCP em hexano em 20 g de folhas de guaco. Essa amostra fortificada
foi armazenada durante 1 semana antes da obtencg&o da infusio em temperatura ambiente
para evaporacao do soivente. Os niveis de fortificagdes obtidas estdo apresentados na
Tabela Vi1,

Tabela V1.1 Fortificagbes nas folhas de guaco.

oCP Solugéo usada para fortificar (ug mL™") Fortificagdo (ug g™')
Hexaclorobenzeno 434 10,8
Lindano 479 12,0
Heptacloro 398 10,0
Aldrin 520 13,0
Heptacloro epoxido 476 11,9
Dieldrin 407 10,2
44 -DDE 445 11,1
Endrin 404 10,1

4,4 - DDT 444 11,1
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V1.4.3 PROCEDIMENTO ANALITICO

Aliquotas de 25 mL da infusdo foram transferidas para frascos de 38 mb de
capacidade. Diluigdes apropriadas dos padroes de OCP foram obtidas de modo a
adicionar quantidades equivalentes a 20, 40, 65, 85 e 100 ng de cada pesticida. Estes
frascos foram selados e submetidos a analise por SPME nas condigdes previamente
otimizadas (capitulo IV), ou seja, banho de 50 °C durante 60 min, utilizando a fibra de
PDMS sob imers&o. Cada amostra foi agitada vigorosamente em placa de agitacdo
magnética. Depois da extracdo, a fibra foi diretamente exposta no injetor do cromatografo
a 270 °C para a dessorgéo térmica dos analitos durante 5 min.

Cada ponto da curva de adigdo de padréo (0, 20, 40, 65, 85 e 100 ng de OCP) foi
feito em triplicata para ser submetido & andlise por SPME-GC-MS.

V1.5 RESULTADOS

Antes de iniciar os ensaios com amostras e padrbées, a fibora de PDMS foi
condicionada conforme instrugdes do fabricante (250 °C durante 30 min) e feito um branco
da fibra, através de sua exposicdo direta no injetor do cromatégrafo a 270 °C para verificar
possiveis interferéncias da fase liquida da fibra.

A agua utilizada na produgéo da infusdo também foi amostrada, a fim de certificar
da auséncia de contaminacdo da mesma e atribuir & planta qualquer eventual residuoc de
pesticida encontrado. Para isto, foram realizadas friplicatas de extragéo da agua e
sequencial analise das infusies.

Os resultados obtidos com o branco da fibra ndo indicaram a presenga de
interferentes com os pesticidas analisados durante a andlise cromatogréfica.

Quanto & andlise da agua utilizada no preparo das infusdes ndo foi detectada a
presenga dos OCP em estudo.
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VI.5.1 ANALISE DAS INFUSOES

Foram construidas curvas de adicdo de padrao para os 9 pesticidas em estudo.
Estas éuwas continham 6 diferentes pontos de massa adicionada (faixa entre 20 e 100 ng)
incluindo o ponto zero (sem adigdo de padrdo) realizados em triplicata. O valor médio foi
utilizado para construgao das curvas analiticas.

VI1.5.2 EFEITO MATRIZ

Os primeiros cromatogramas obtidos com a adicdo de padréo na infuséo
apresentaram perda na detectabilidade dos analitos, por isso, foi feita uma comparagéo
entre as curvas de adigdo em agua e na infuséo.

Esse teste foi aplicado para infusbes de guaco e comparado com os resultados

obtidos na adi¢do de padréo em agua. As curvas obtidas estéo apresentadas nas Figuras
VI1.1-3.

Hexaclorobenzeno Lindano
75000+ 30001
50000~ 2000
9 $
& 25000+ & 10004
0+ 0'1
-25000 T T T — -1000 r T ' .
0 10 20 30 40 o 10 20 30 40

ng hexaclorobenzeno adicionado ng lindano adicionado

s Agua . infuséo|

2+ Agua - infuséol

Figura V1.1 Curvas de adi¢éo de padrdo do hexaclorobenzeno e lindano em agua e na
infus&o de guaco para visualizagdo do efeito matriz. Andlises realizadas por SPME-GC-

MS utilizando a fibra de PDMS sob imerséo direta na amostra durante 60 min a 50 °C e
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tempo e temperatura de desorg&o de 5 min e 270 °C. Demais condi¢Bes cromatograficas

jé descritas no texto.

Heptacloro Aldrin
40000+ 30000+
30000 20000+
3 20000 a .
& « 10000-
10000
0+ 0=
'10m0 T ¥ T T T T 1 —10000 T T T T T T 1
O 10 20 30 4 50 60 70 0 10 20 30 40 50 70
ng heptaclorc adicionado ng aldrin adicionado
| s+ &gua = infusdo « agua = infuséo—l
Heptacloro epéxido Dieldrin
75000+ 75000~
50000+ - 50000
o Y o :
O [ s
& 250004 5 25000
0+ 0 —
-25000 . . r ] -25000 1 . . 1
0 25 50 75 100 ] 25 50 75 100
ng heptacloro epdxido adicionado ng dieldrin adicionado
|+ 4gua = infusao | « dgua =« infusdo

Figura V1.2 Curvas de adigio de padrdo do heptacloro, aldrin, heptacloro epéxido e
dieldrin em agua e na infusdo de guaco para visualizagdo do efeito matriz. Analises
realizadas por SPME-GC-MS utilizando a fibra de PDMS sob imerséo direta na amostra
durante 60 min a 50 °C e tempo e temperatura de desorgdo de 5 min e 270 °C. Demais
condi¢des cromatogréficas ja descritas no texto.
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4,4' -DDE Endrin
50000+
400060~ *
30000
g Y
& 20000
10000+
0
-10000 T T T 1 '10m0 T T T T T T
0] 10 20 30 40 0 25 50 75 100 125 150
ng 4,4'-DDE adicionado ng endrin adicionado
s+ agua = infusdo |+ &gua  « infusdo
44" -DDT Figura V1.3 Curvas de adigdo de padrio
20000 do 4,4-DDE, endrin e 4,4'-DDT em agua e
na infusdo de guaco para visualizagéo do
a " efeito matriz. Andlises realizadas por
© SPME-GC-MS utilizando a fibra de PDMS
D-l -
sob imers&o direta na amostra durante 80
10000 | ' ' . min a 50 °C e tempo e temperatura de
0 10 20 30 40 - . o .
ng 4,4DDT adicionado desorcdo de 5 min e 270 °C. Demais
agua_+ infusdo | condigbes cromatograficas ja descritas no
texto.

Pela analise dos graficos acima, verifica-se uma acentuada diminuicdo do
coeficiente angular da reta ou sensibilidade, comparando-se a adi¢io dos OCP na agua
com a infuséo de guaco. Esse fendmeno foi comum para todos os pesticidas estudados,

indicando a interferéncia dos constituintes da matriz (efeito matriz) pela fase da fibra de
PDMS.
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A Tabela V1.2 compara os valores de sensibilidade do método SPME-GC-MS com a

fibra de PDMS sob imerséo direta na agua e na infusdo, ambas matrizes adicionadas dos
padroes de OCP.

Tabela VI. 2 Sensibilidade do método SPME-GC-MS, comparando a imersdo da fibra
PDMS na agua ¢ na infuséo de guaco.

Sensibilidade (u.a. ng™)
Pesticidas . Perda (%)
Agua Infuséo

Hexaclorobenzeno 1,93.10° 280 85
Lindano 68,6 39,2 43
Heptacloro 603 63,8 89
Aldrin 400 248 94
Heptacloro epoxido 913 159 83
Dieldrin 639 65,9 90
4,4-DDE 759 30,0 96
Endrin 300 53,6 82
4,4-DDT 509 63,7 87

Pelos resultados apresentados nas Figuras IV.1 a 3 e Tabela V1.2 fica evidente a
perda de sensibilidade do método quando a fibora de PDMS é imersa na infus&o
(comparando com a imersdo da mesma em agua) devido ao grande numero de
interferentes extraidos da amostra.

Também foi realizado um ensaioc de adigdo de padrdo na infuséco de espinheira
santa, a fim de verificar a ocorréncia desta perda de sensibilidade em outro tipo de
amostra de infus@c. Os valores obtidos dos coeficientes angulares das curvas de OCP
para a infus&o de espinheira santa apresentaram a mesma ordem de grandeza da infuséo
de guaco, o que sugere que a matriz vegetal das duas espécies tem efeito similar, mas
ndo idéntico. Dessa forma, o ideal seria otimizar as condigbes da fibra diretamente na
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matriz a ser usada no estudo, uma vez que dependendo de seus constituintes, a extracao
para a fibra sera diferente. Porém esse procedimento é problematico quando se tem
diferentes tipos de matrizes e também por se tratar de amostras vegetais com grande
variabilidade biolégica.

Para contornar o problema de interferéncia da matriz, o recomendado é construir a
curva de calibragdo usando a propria infusdo para veicular os pesticidas a serem sorvidos
pela fibra. Porém, essa infusdo deve ser isenta dos analitos de interesse, © que no nosso
caso nao foi possivel, consequentemente, a solugdo encontrada foi utilizar o método de
adic&o de padréo. '

A perda de sensibilidade do método oscilou entre 80 - 90% (Tabela V1.2) para os
OCP em estudo, exceto para o lindano, que mesmo sendo adicionado em agua
apresentou baixa detectabilidade devido ac baixo valor da sua constante de distribuicéo k
da agua para a fase de PDMS, conforme ja discutido no capitulo anterior.

Embora vérios autores tenham utilizado o método de imersdo direta da fibra de
PDMS para determinagéo dos OCP, a complexidade da matriz teve influéncia direta na
sensibilidade do método, porém decidiu-se verificar se esta perda de sensibilidade
inviabilizava totalmente a aplicacio do método SPME-GC-MS sob imers&o direta da fibra
para determinagdo dos OCP em infusdes. Para isso, foram determinados outros
parametros de validag&io do método, aplicando-se o método de adicio de padréo.,

O método da adigdo de padrao é o método de calibraco utilizado quando a matriz
exerce grande influéncia na resposta do sistema analitico. Neste método a amostra é
subdividida em varias fragbes antes da andlise, e em cada fragdo é adicionada uma
quantidade conhecida do analito e construida uma curva analitica, onde o valor
extrapolado da curva indica o teor do analito na amostra. Este procedimento possui como
principais desvantagens a necessidade de um grande volume de amostra para analise e o
fato de tratar-se de um método de extrapolagéo e ndo de interpolagdo (MILLER & MILLER,
1993).

Esse método utiliza amostras fortificadas com diferentes quantidades do analito e
todas diluidas para um mesmo volume para plotar a curva de calibragio onde o eixo x

representa as quantidades de analito adicionadas e y a 4area do pico. Considerando a
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equacéo da reta y = ax + b, o ponto representado por y = 0 é dado por x= -b/a. Esse
Intercepto negativo representa a quantidade do analito presente na amostra.

Embora represente uma boa maneira de viabilizar o problema do efeito matriz, o
método de adicdo de padrdc apresenta algumas desvantagens: como a dificuldade de
automagao, necessita de quantidades maiores de amostra quando comparada com outros
meétodos, maior tempo de analise e estatisticamente, sua principal desvantagem se dé
pelo fato de ser um método de extrapolagdo, menos preciso que as técnicas de
interpolagao.

VI1.5.3 VALIDAGAO DO METODO SPME-GC-MS PARA DOSAGEM DOS OCP NAS
INFUSOES

Para validar o método SPME-GC-MS foram avaliados os seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, limites de deteccdo, limites de quantificacdo,
repetibilidade (precisdo intra-ensaio) e exatiddo. Os resultados dos cinco primeiros
parametros estdo apresentados na Tabela VL.3.

Tabela VI.3 Parémetros de validagdo para SPME-GC-MS aplicado para a infusdo de
guaco.

Pesticidas Faixa linear Sensibilidade Linearidade LOD LOQ
Organoclorados (ng) (uang™) (r) {ngg”) (ngg")
Hexaclorobenzenc 0,100 -519 280 0,9984 0,060 0,20
Lindano 6,00 - 50,4 39,2 0,9987 4.0 12
Heptacloro 0,300 -63,0 63,8 0,9979 0,18 0,60
Aldrin 0,500 - 48,6 248 0,9975 0,40 10
Heptacloro epdxido 0,200 - 48,6 159 0,9970 0,12 0,40
Dieldrin 0,900 - 51,3 65,9 0,9989 0,60 1,8
4 4-DDE 0,600 - 56,7 30,0 0,9972 0,40 1,2
Endrin 1,00-522 53,6 0,9971 0,60 2,0
4.4-DDT 0,300 -37.4 63,7 0,9981 0,16 0,60

Legenda: r = coeficiente de correlagio; LOD = limite de detecgdo; LOQ = limite de quantificagéo.
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Os resultados apresentados na Tabela VI.3 indicam a aplicabilidade do método
para analise de infusdes, pois os limites de quantificacdo obtidos permitem a determinagéo
dos OCP em relagéo aos LMR estabelecidos (capituio V).

A repetibilidade do método foi avaliada mediante determinagdo dos QCP sob
estudo (n = 5) em 2 concentragGes diferentes durante o mesmo dia. Os resultados obtidos
para duas concentragdes estio apresentados na Tabela VI.4.

Tabela V1.4 Precis&o intra-ensaio na determinacio dos OCP por SPME-GC-MS.

Massa RSD (%) Massa RSD (%)
OoCP
(ng) n=5 (ng) n=5

Hexaclorobenzeno 17,3 15 26,0 15
Lindano 8,40 10 16,8 12
Heptacloro 21,0 17 31,5 16
Aldrin 16,2 10 243 16
Heptacloro epéxido 16,2 13 243 4
Dieldrin 17,1 13 257 6
4,4 - DDE 18,9 15 28,4 10
Endrin 8,70 16 26,1 10
4,4 -DDT 18,7 8 281 7

Legenda: RSD - estimativa do desvio padrio relativo.

Pela andlise da Tabela VI.4, observa-se que a estimativa do desvio padrao relativo
oscilou na faixa entre 4 e 17% para os OCP em estudo.

A exatiddo do método foi avaliada mediante teste de recuperagdo, onde para
fortificacbes de cerca de 25 ng mL™? dos OCP na infus&o de guaco, as recuperacdes
encontradas situaram-se na faixa entre 90 a 108 %.
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V1.5.4 TAXA DE TRANSFERENCIA

O estudo da taxa de transferéncia dos pesticidas organoclorados presentes nas folhas
para a infuséo, foi realizado através da fortificacdo da amostra de guaco e posterior
dosagem destes na infus@o usando a técnica de SPME-GC-MS.

A taxa de transferéncia foi calculada pela seguinte equagéo:

m x 100

infusdo

% transferéncia =
M ptpas X CORC gy

onde, m infusso = Massa (ng) do pesticida encontrada na infusao
m rinas = Massa (g) da folha em 25 mi da infuséo
CONC fomas = CONcentracéo (ng g') do pesticida na folha

A Tabela VI.5 apresenta os resultados obtidos na dosagem dos OCP na infusdo de
guaco (amostra fortificada) e os valores da taxa de transferéncia (%) considerando a

quantidade adicionada na fortificagcdo das folhas e a recuperada na infusao.
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Pelos resultados apresentados na Tabela V1.5 verifica-se que a menor taxa de
transferéncia foi obtida para o composto 4,4-DDT, o que pode ser explicado pela sua
baixa solubilidade em agua (1,2 pg L™"). De maneira geral, a taxa de transferéncia dos
OCP presentes na planta para a infus@o variou entre 0,34 e 3,4% para 0 44-DDT e o
lindano, respectivamente. Esses baixos valores s&o devido a lipossolubilidade dos
OCP.

Conforme apresentado no capitulo V, a andlise das plantas cultivadas em
Paulinia-SP mostraram contaminagao por dieldrin (Tabela V.8), porém, considerando a
baixa taxa de transferéncia dos OCP para a infuséo (no caso, 1,4% para o dieldrin) este
método ndo apresenta sensibilidade suficiente para detec¢do destes niveis na infusao.
Isto foi comprovado experimentalmente, através da andlise de infusdes de guaco e

espinheira santa sem fortificacdo prévia das folhas, utilizando 0 metodo de adicdo de
padrao.

V1.6 CONCLUSOES

A aplicacio da técnica de SPME-GC-MS através da imers&o direta da fibra de
PDMS para a determinagao dos OCP em infusdes necessitou da utilizagdo do método
de adi¢do de padrdo, devido a interferéncia dos constituintes da matriz. Isto aumentou
significativamente o tempo de analise devido a construgdo da curva analitica, das
replicatas dos pontos da curva e do tempo de exposicédo da fibra de PDMS requerido
para determinagdo dos OCP. Por outro lado, o ganho foi a baixa manipulagdo da
amostra, que ndo necessitou de limpeza, apenas a exposigdo da fibra na infuséo e
transferéncia dos analitos para a analise por SPME-GC-MS, aliada a simplicidade da
técnica de SPME e 3 alta seletividade do detetor de massas operando no modo SIM.

Apesar da perda de sensibilidade do método devida ao efeito matriz, foi possivel
quantificar os OCP na infus&o na faixa entre 0,2 e 2,0 ng g™, exceto para o lindano que

apresentou limite de quantificacéo de 12 ng g™ devido ao seu baixo valor de k para a
fibra de PDMS.
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Com relagéo as taxas de transferéncia dos OCP para a infuséo, obtidas a partir
da amostra de guaco fortificada, conclui-se que os baixos valores encontrados s&o
devido ao carater hidrofébico destes compostos.
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CAPITULO VII - CONCLUSOES FINAIS
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De maneira geral, a realizagdo deste trabalho de tese levou as seguintes

conclusdes finais:

A. Quanto aos niveis elevados de dieldrin encontrados nas plantas cultivadas em
Pauiinia-SP:

o As plantas medicinais provenientes do Campoc Experimental de Paulinia-SP
apresentaram niveis elevados de dieldrin, ou seja, acima do LMR expresso na
Farmacopéia Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2001), o que pode ser
consequéncia da poluigdo ambiental da regiao de Paulinia. O episddio de
contaminag&o por pesticidas organoclorados, mais precisamente os drins (aldrin,
dieldrin € endrin), nas margens do rio Atibaia pelo antigo complexo industrial Shell-
Paulinia talvez possa explicar os niveis encontrados de dieldrin nas plantas
estudadas, devido & proximidade do local, a facilidade de migracdo destes
compostos através da agua, migracdo por correntes de ar a partir de culturas
vizinhas e a ndo utilizag@o destes pesticidas no Campo Experimental.

¢ A possibilidade da contaminacgio, das plantas do Campo Experimental de Paulinia,
por dieldrin ser proveniente da aplicagéo no solo foi descartada, pois as 3 culturas
estudadas (guaco, espinheira santa e erva baleeira) encontram-se bem dispersas no
Campo Experimental (cultivos distantes) e ao mesmo tempo os teores de dieldrin
encontrados parecem bem similares, indicando uma homogeneidade do teor nas
diferentes culturas. Outro fator complementar se deve ao fato de ter sido solicitado a
uma empresa prestatora de servigos da regido, um laudo sobre os teores dos OCP
no solo do Campo Experimental de Paulinia, considerando diferentes pontos de
coleta. Os resultados n&o mostraram indices de contaminagio, embora, esta
informacao deva ser utilizada com muita cautela, uma vez que, esta anélise fol

realizada por terceiros, € ndo se tem conhecimento do método analitico empregado
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C.

e nem dos dados brutos da anélise. Portanto, esta informacdo fica mais a nivel
ilustrativo.

O cuttivo de plantas medicinais deve ser evitado em regides com altos niveis de
poluicdo ambiental. As plantas cultivadas em Paulinia devem ser de uso exclusivo

para pesquisas de campo e n&o para comercializagéo visando o consumo humano.

Quanto & metodologia analitica aplicada para analise de OCP nas folhas:

A utilizaggo do detetor seletivo de massas para a quantificagdo dos OCP foi muito
satisfatoria, pois apresentou niveis adequados de deteccdo dos analitos |
considerando os LMR estabelecidos, além de servir como ferramenta de
confirmagao.

O método validado para determinagéo de OCP nas folhas utilizou a extragdo com
solventes, seguida da limpeza em coluna mista de florisil e silica e quantificagao por
GC-MS. Este método néo apresentou muitas inovagdes analiticas, mas mostrou-se
adequado e razoavelmente simples para a determinacéo simultanea de 8 OCP nas
plantas estudadas quando comparado com o método oficial proposto.

O procedimento que utiliza extragdo assistida por microondas (MAE) diretamente
sobre as folhas em meio aquoso, e, subsequente andlise por SPME-GC-MS, nao foi
aplicavel para a andlise das folhas devido & grande complexidade da matriz.
Embora, este método tenha sido utilizado na determinagdo de OCP em algumas
raizes de plantas medicinais, para a andlise das folhas, a quantidade de
interferentes extraidos pelo microondas dificultou a utilizagdo da fibra de PDMS sob
imersdo no extrato, pois diminuiu consideraveimente a detectabilidade dos
compostos na superficie restrita da fibra de PDMS. Taivez a utilizacdo de um
procedimento adicional de limpeza antes da imersdo da fibra aumente a
sensibilidade do método.

Quanto a metodologia para determinag¢do dos OCP nas infusées:
A determinacdo dos OCP em infusGes através da imersdo direta da fibra de PDMS

mostrou uma perda consideravel na sensibilidade da curva de adicdo de padrao
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guando comparada com a adicdo dos padrées em agua, isto ocorreu em
conseqiiéncia do grande numero de interferentes da matriz particionados para a
fibra. Embora exista uma queda acentuada na sensibilidade do método (SPME-GC-
MS) quando a fibra de PDMS é utilizada sob imersdo direta nas infusdes, a
utilizagéo desta técnica apresentou bons niveis de detectabilidade (variando de 0,06
a4 ng g’ para o hexaclorobenzeno e lindano, respectivamente).

O tempo de exposicdo da fibra de PDMS requerido na determinagdo dos OCP
somado ao tempo total de corrida cromatografica foi longo (110 min), sem
mencionar as repeticdes de injegdo (triplicatas) e a construcdo da curva de adigio
de padréo, porém, o principal ganho foi atribuido & simplicidade da técnica e ao
baixo manuseio da amostra, evitando assim a criaco de artefatos na andlise.

. Quanto ao estudo da taxa de transferéncia e sugestio para trabalhos futuros:
Devido a lipossolubilidade dos OCP, sua transferéncia da planta (folhas) para a
infuséo foi relativamente baixa (inferior a 4%), porém isso ndo reduz o perigo do
consumo, visto a alta toxicidade destes compostos, seu efeito acumulativo e sua
utilizag&o para fins terapéuticos por pessoas com o estado fisico debilitado.

A infus&o, sem davida, € uma das formas mais comumente empregada para o
consumo de plantas medicinais, pela facilidade de seu preparo pela populagio em
geral. Porém, estudos tém mostrado a grande utilizagsio do éleo essencial obtido de
plantas medicinais e aromdticas, no combate as mais diversas moléstias. Isto,
somado a grande Iucratividlade do comércio de fitoterapicos (ja discutido
anteriormente no capitulo [), tem despertado grande interesse das industrias
farmaceuticas na comercializagdo de fitoterapicos a base de dleo essencial, tanto
para uso externc como interno. Portanto, a determinacéo da taxa de transferéncia
dos OCP da planta para o 6leo essencial fica como sugestéo para trabalhos futuros,
uma vez que nao faz parte do escopo desta tese.
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E. Quanto a determinagdo de residuos de OCP em plantas medicinais e
fitoterapicos:

* A legislagio brasileira ndo € muito clara quanto A obrigatoriedade da andlise de
contaminantes quimicos, entre eles os OCP, em plantas medicinais e fitoterapicos,
além do que, a fiscalizacdo é praticamente inexistente. Porem, a contaminacéo
global pelos OCP ¢é fato, atingindo também as plantas medicinais (e,
consequentemente os fitoterapicos), sendo assim, a determinagdo de seus residuos
nestas amostras € de fundamental importancia e n&o constitui por si uma
‘propaganda negativa’, mas sim uma preocupac&o com sua qualidade.

» 0 avanco da tecnologia constitui um aliado no desenvolvimento de novas técnicas e
equipamentos {com maiores niveis de detectabilidade) para a determinacdo de
residuos de pesticidas em matrizes complexas, como a matriz vegetal, buscando
combinar simplicidade, rapidez e baixo custo deste tipo de analise.
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ANEXO A

A.1 Foto por satélite da regia

3 14 8§« £ 574 S

=}

o de Paulinia-SP, mostrando em (1) o Campo Experimental; (2)
antigo complexo industrial Shell — Paulinia e (3) Replan.
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ANEXOS

ANEXO B

Planejamento Fatorial 22 completo para otimizagao das condicdes
operacioniais da SPME:

B.1 HEXACLOROBENZENO

Tabela B.1 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) de hexaclorobenzeno.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 2,04
Tempo (Q) -1,14*
Temperatura (L) -0,80*
Temperatura (Q) -1,02*
Tempo x Temperatura 0,89*

Legenda: (L) = linear; (Q) quadratico; (*) valores significativos.
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Tabela B.2 Analise de variancia para ajuste do modelo quadratico aos dados obtidos com
a Tabela V.7 para o hexaclorobenzeno.

Fonte de variagio Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressio 12,1759 5 2,4352

10,00 5,05
Residuos 1,2171 5 0,2434
Falta de ajuste 0,3667 3 0,1222

0,29 19,16
Erro puro 0,8504 2 04252
Total 13,3930 10

% de variagdo explicada = 90,91
% de variacéo explicavel = 93,65

B.2 LINDANO

Tabela B.3 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do tindano.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 0,2566™
Tempo (Q) 0,1229

Temperatura (L) -0,2815*

Legenda: (L) = linear; {Q) quadréatico; (*) valores significativos.
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Tabela B.4 Anélise de variancia para ajuste do modelo quadratico acs dados obtidos com
a Tabela V.7 para o lindano.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressido 0,3135 3 0,1045

7.08 4,35
Residuos 0,1031 7 0,01473
Falta de ajuste 0,1029 5 0,02058

156 19,30
Erro puro 0,000264 2 0,000132
Total 0,4166 10

% de variagio explicada = 75,25
% de variagcao explicavel = 99,94

B.3 HEPTACLORO

Tabela B.5 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do heptacloro.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 2,4946*
Tempo (Q) -0,8779
Temperatura (L) -1,2839*
Temperatura (Q) -1,8409*
Tempo x Temperatura -0,9482

Legenda: (L) = linear; (Q) quadratico; (*) valores significativos.
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Tabela B.6 Andlise de variancia para ajuste do modelo quadratico aos dados obtidos com
a Tabela V.7 para o heptacloro.

Fonte de variacdo Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressido 22,1054 5 4,421

16,00 5,05
Residuos 1,3818 5 0,2764
Falta de ajuste 1,3549 3 0,4516

33,63 19,16
Erro puro . 0,02885 2 0,01343
Total 23,4872 10

% de variacio explicada = 94,12
% de variagio explicavel = 99,89

B.4 ALDRIN

Tabela B.7 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do aidrin.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 1,4144*
Tempo (Q) -0,3711
Temperatura (L) -0,02942
Temperatura (Q) -0,6672
Tempo x Temperatura 0,1242

Legenda: (L) = linear; (Q) quadratico; (*) valores significativos.

155



ANEXOS

Tabela B.8 Analise de variancia para ajuste do modelo quadratico aos dados obtidos com
a Tabela V.7 para o aldrin.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F caiculado  F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 3,8889 5 0,7778

2,91 5,06
Residuos 1,3348 5 0,2670
Falta de ajuste 0,4404 3 0,1468

0,33 19,16
Erro puro 0,8944 2 04472

Total 5,2237 10

% de variagio explicada = 74,45
% de variagdo explicavel = 82,88

B.5 HEPTACLORO EPOXIDO

Tabela B.9 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do heptacloro epéxido.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 3,1973*
Tempo (Q) -1,4747*
Temperatura (L) -0,3098
Temperatura (Q) -1,4245*
Tempo x Temperatura -0,3799

Legenda: (L) = linear; (Q) quadratico; (*) valores significativos.
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Tabela B.10 Andlise de variancia para ajuste do modelo quadratico aos dados obtidos

com a Tabela V.7 para o heptacloro epdxido.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 25,3690 5 5,0738

13,60 5,05
Residuos 1,8661 5 0,3732
Falta de ajuste 1,7475 3 0,5825

9,83 18,16
Erro puro 0,1185 2 0,05925
Total 27,2350 10

% de variacao explicada = 93,15
% de variacdo explicavel = 99,56

B.6 DIELDRIN

Tabela B.11 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do dieldrin.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 3,3345*
Tempo (Q) -1,1778*
Temperatura (L) 0,4880
Temperatura (Q) -1,1465*
Tempo x Temperatura 0,2877

Legenda: (L) = linear; (Q) quadrético; {*) valores significativos.
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Tabela B.12 Analise de variancia para ajuste do modelo quadrético aos dados obtidos
com a Tabela V.7 para o dieldrin.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F calculado  F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 257444 5 5,1489

18,69 5,05
Residuos 1,3776 5 0,2755
Falta de ajuste 1,3145 3 0,4382

13,88 19,16
Erro puro 0,06314 2 0,03157
Total C 27,1220 10

% de variagdo explicada = 94,92
% de variacdo explicavel = 99,77

B.7 4,4’-DDE

Tabela B.13 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do 4,4’-DDE.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 2,2222*
Tempo (Q) -0,9425
Temperatura (L) 0,9962
Temperatura (Q) -1,2002
Tempo x Temperatura 0,6842

Legenda: (L) = linear; (Q) quadrético; (*) valores significativos.

158



ANEXOS

Tabela B.14 Anélise de variancia para ajuste do modelo quadrético aos dados obtidos

com a Tabela V.7 para 0 4,4-DDE.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressio 14,9000 5 2,9800

7.41 5,05
Residuos 20117 5 0,4023
Falta de ajuste 41,7731 3 0,5910

4,85 19,16
Erro puro 0,2386 2 0,1193
Total 16,9116 10

% de variacao explicada = 88,11
% de variagio explicave! = 98,59

B.8 ENDRIN

Tabela B.15 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do endrin.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 1,8699*
Tempo (Q) -0,7350
Temperatura (L) 0,09128
Temperatura (Q) -0,9466
Tempo x Temperatura 0,1673

Legenda: (L) = linear; (Q) quadréatico; (*) valores significativos.
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Tabela B.16 Andlise de variancia para ajuste do modelo guadratico aos dados obtidos
com a Tabela V.7 para o endrin.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média F calculado  F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regresséo 8,6253 LS 1,7251

572 5,05
Residuos 1.5087 5 0,3017
Falta de ajuste 1,4645 3 0,4882

2208 19,16
Erro puro 0,04422 2 0,02211
Total 10,1340 10

% de variacio explicada = 85,11
% de variagio explicavel = 99,56

B.9 4,4°-DDT

Tabela B.17 Estimativa dos efeitos sobre a massa recuperada (ng) do 4,4'-DDT.

Variaveis Efeitos
Tempo (L) 1,3409*
Tempo (Q) -0,6536*
Temperatura (L) 1,0663*
Temperatura (Q) -0,2395
Tempo x Temperatura 0,8291*

Legenda: (L) = linear; (Q) quadratico; (*) valores significativos.
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Tabela B.18 Andlise de variancia para ajuste do modelo quadratico aos dados obtidos
com a Tabela V.7 para o 4,4’-DDT.

Fonte de variacao Soma Graus de Média F calculado F tabelado
Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 7,1636 5 1,4327

47,63 5,05
Residuos 0,1504 5 0,63008
Falta de ajuste 0,03982 3 0,01321

0,24 19,16
Erro puro 0,1108 2 0,05540
Total 7.,4644 10

% de variacdo explicada = 95,97
% de variagio explicavel = 98,52
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