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RESUMO: Clorpirifés (CP), com uso permitido para tomate rasteiro, foi reportado em tomate de
mesa no Gltimo relatério do Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos da
ANVISA (2013-2015). Além do risco do CP, seus produtos de degradagdo, como o 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP), apresentam risco a salde humana. Este trabalho, como continuidade de um projeto ja
desenvolvido, visa comparar os adsorventes celite, bagaco da cana de acUcar e carvao ativo para a
purificacdo do extrato em método de determinagdo de CP e TCP em tomate (Solanum lycopersicum
L.) por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. Diferentes massas
dos adsorventes (15, 30, 40, 18 e 120 mg) foram usadas ap6s a extracdo por sonicacdo de 20 g de
tomate triturado e fortificado (~1 mg/kg) com acetonitrila (10 mL), acido acético (0,2 mL) e o0s sais
MgSO4, C:HsNaO, e NaCl. O uso do carvdo ativado foi invidvel. A recuperacdo do TCP foi
satisfatoria (70 e 120%, RSD < 20 %) quando celite (15, 30 e 120 mg) e bagago (40 mg) foram
empregados. Melhor recuperacéo para o CP foi obtida para 40 mg de ambos adsorventes, 65 + 1,2 %
(celite) e 60 + 3,4 % (bagago).
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DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHOD TO DETERMINE CHLORPYRIFOS
AND ITS DEGRADATION PRODUCT PYRIDINOL IN TOMATO

ABSTRACT: Clorpirifos (CP), with allowed use for ground tomato, was reported in table tomatoes in
the last report from the ANVISA’ Program on Pesticide Residues Analysis in Food (2013-2015). In
addition to the risk of CP, its degradation products, such as 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) present a
risk to human health. This work, as a continuation of a project already developed, aims to compare the
adsorbents celite, sugarcane bagasse and actived carbon for the purification of the extract in
determination method of CP and TCP in tomato (Solanum lycopersicum L.) by high performance
liquid chromatography with diode array detection. Different amount of adsorbents (15, 30, 40, 18 and
120 mg) were employed after sonication extraction of 20 g of ground and fortified tomatoes (~ 1 mg /
kg) with acetonitrile (10 mL), acetic acid (0,2 mL) and salts MgSO4, CoHsNaO, and NaCl. The use of
actived carbon was not suitable. TCP recovery was satisfactory (70 and 120%, RSD <20%) when
celite (15, 30 and 120 mg) and bagasse (40 mg) were employed. Better recovery for CP was obtained
for 40 mg of both adsorbents, 65 + 1.2% (celite) and 60 + 3.4% (bagasse).
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INTRODUCAO

No Brasil, utilizam-se intensamente os agrotoxicos para manter as altas taxas da producéo
agricola. Em virtude do potencial tdxico, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
administra e controla a utilizacdo de agrotéxicos considerando o risco a salde humana, desde o seu
modo de aplicacdo até aos limites maximos de residuos (LMR), criou o Programa de Analise de
Residuos de Agrotdxicos nos Alimentos (PARA) para avaliar 0s niveis de agrotoxicos nos alimentos
que chegam a mesa do consumidor (ANVISA, 2019a). No ultimo relatério do PARA, periodo de 2012
a 2015, averiguou-se irregularidades em diversos alimentos, dentre eles, o agrotoxico clorpirifés (CP)
em tomate de mesa (Solanum lycopersicum L.), sendo que seu uso € permitido apenas em tomate
rasteiro (LMR = 0,5 mg/kg) para uso industrial (ANVISA, 2019b, 2019c). Esses resultados sdo
preocupantes, principalmente quando se leva em consideracdo que os produtos de degradacdo do CP,
como o piridinol (TCP), apresentam maior potencial toxico (PENG et al.,, 2016). Assim, o
desenvolvimento de métodos analiticos simples e eficientes, que priorizem dados de validagdo como
precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo dessas substancias sdo fundamentais.
Adsorventes como carvdo ativado e terra diatomacea (HERTZOG et al., 2015) para a purificacdo dos
extratos para posterior determinacdo cromatografica tem sido apresentados na literatura. O uso do
bagaco da cana de aclcar tem sido estudado para a remocdo de corantes (GITA, 2017) e avaliado
como adsorvente para o preparo de amostra de tomate para andlise cromatogréafica (SILVA,
LOURENCETTI, 2018). Este trabalho tem como objetivo comparar os adsorventes celite, bagaco da
cana de agUcar e carvao ativado para a etapa de purificacdo do extrato em método de determinagéo de
CP e TCP por cromatografia liquida de alta eficiéncia com arranjo de diodos (CLAE-DAD).

MATERIAL E METODOS

As condicbes cromatograficas obtidas para o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com
deteccdo por arranjo de diodo (CLAE-DAD, Prominence Liquid Chromatograph 20A, da marca
Shimadzu, software LC Solution) para separacdo, identificacdo e quantificacdo do CP e TCP
consistiram de coluna C8 (BDS Hypersil 150 mm, 4 mm diametro interno e 5 pm tamanho da
particula e 120 A tamanho do poro, Thermo Scientific), fase mével, vazdo de 0,5 mL/min, com modo
de eluicdo gradiente iniciando com acetonitrila:dgua (H-O a 0,02% de &cido acético) na proporcéo
60:40 (v/v), alterando para 40:60 (v/v), de 0 a 7 min, 10:90 (v/v) de 7 a 10 min, mantendo essa
condicdo até o tempo 15 min, com alteracdo para 60:40 (v/v) entre 15 e 18 min e permanecendo nessa
condicdo para equilibrio até o tempo 25 min. Essas condi¢bes foram obtidas apds a variacdo da
proporcdo dos solventes, porcentagem de acido acético e vazdo da fase movel, o que totalizou 12
condicdes avaliadas. A quantificacdo e confirmacdo dos picos cromatogréaficos do CP e TCP foram
feitas a partir do comprimento de onda de maxima absorbancia (Amsx) identificados no espectro de
absorbancia dos picos de CP (288 nm) e TCP (299 nm) dos cromatogramas obtidos a partir de injec6es
no CLAE-DAD de solucBes padrdo preparas a partir de padrGes do clorpirifés (99,7%, Fluxa
Pestanal®) e do piridinol (99,5%, Fluxa Pestanal®) em acetonitrila (grau HPLC, Tedia). As curvas de
calibragdo nestes comprimentos de onda e o estudo da linearidade do equipamento também foram
obtidos.

Como continuidade do trabalho de Silva e Lourencetti (2018), estudo de adigdo e recuperagao
foram realizados com amostra de tomate organico da espécie Italiano, da marca Caisp® — Organicos
com nivel de fortificacdo correspondente a duas vezes o LMR do CP para tomate rasteiro (0,969
mg/kg para CP e 0,996 mg/kg para TCP). Cerca de 0,5 kg de amostra de tomate foi limpa com
detergente neutro, seca com papel toalha, triturada em um liquidificador industrial (6 L) e mantida em
recipientes de aluminio devidamente fechada e identificada até as analises. O procedimento de
extracdo (20 g amostra) e purificacdo avaliado (modificado de Silva e Lourencetti (2018) (Figura 1)
consistiu de extragdo com acetonitrila (10 mL) e &cido acético (0,2 mL) na presenca dos sais sulfato de
magnésio (6 g), acetato de sodio (1,5 g), e cloreto de sédio (1,5 g). Apds homogeneizacdo em vortex
(30 seg), extracdo por sonicagdo (20 min, 40 kHz) e centrifugacdo (10 min, 9000 r.p.m), a fase
orgénica foi transferida para um baldo de 10 mL, sendo o volume ajustado com acetonitrila. Em
seguida, retirou-se uma aliquota (1 mL) a qual foi adicionada em um tudo Falcon (15 mL) contendo os
adsorventes em diferentes quantidades: celite e bagaco de cana de acgucar (15, 30, 40, 80 e 120 mg) e
carvao ativado (40, 80 e 120 mg). Os tubos contendo o extrato e adsorvente foram agitados em vértex
(30 seq), centrifugados (10 min, 9000 r.p.m) e os extratos filtrados com filtro PTFE hidrofilico de 45



um, 13 mm de didmetro e os analitos determinados por CLAE-DAD. A quantificacdo dos analitos foi
feita usando-se como referéncia o extrato da amostra controle, para cada condicdo experimental
testada, fortificado com a mistura dos padrbes antes da injecdo no CLAE-DAD. A eficécia das
condicBes avaliadas foi averiguada utilizando os valores das porcentagens de recuperacdo e desvio
padréo relativo obtidos do estudo de adigéo e recuperacdo das amostras fortificadas (n = 2).
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Figura 1. Esquema do procedimento experimental para determinacio do CP e TCP.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de calibracdo foram construidas a partir do programa de edi¢do de planilhas
Microsoft Office Excel, utilizando os valores de concentracfes das solucdes padrbes e as areas dos
picos cromatograficos nos comprimentos de onda de 288 nm (CP) e 299 nm (TCP), obtendo-se
coeficiente de determinacdo maior do que 0,9989 no intervalo de trabalho de 0,25 a 15 mg/mL para o
CP e 0,25a8 mg/mL parao TCP.

O uso dos sais para a extracdo dos analitos foi fundamental para permitir a recuperagdo dos
mesmos, pois com o aumento da forga idnica do sistema, diminui-se a solubilidade dos compostos
organicos na fase aquosa, favorecendo passagem destes para a fase organica. Ja o uso do meio acido,
devido a diminuicdo da polaridade do TCP, permitiu a sua extracdo para a fase organica (nenhuma
recuperacao havia sido obtido em meio neutro). O uso da fase acida para a fase mdvel possibilitou o
aumento da interacdo do TCP com a coluna cromatografica, diminuindo assim a possibilidade de
coeluicdo com coextrativos do tomate. O uso do carvdo ativo ndo resultou em recuperacdo dos
analitos. Apesar de ter apresentado o extrato mais claro ¢ cromatogramas mais “limpo”, eliminando
maior quantidade de coextrativos, a sua alta area superficial resultou na reten¢éo dos analitos.

A recuperacdo do TCP foi satisfatoria, enquadrando-se nas porcentagens de recuperacao
aceitaveis (entre 70 e 120%) e desvio padrdo relativo menor do que 20 %, de acordo com
recomendacao de Thier e Zeumer (1987), quando celite (15, 30 e 120 mg) e bagaco de cana de agucar
(40 mg) foram utilizados (Figura 2). Melhores porcentagem de recuperacdo para o CP foram obtidas
guando 40 mg de ambos os adsorventes foram usados, 65 % (1,2%) para celite e 60 % (3,4%) para
bagaco de cana de aglcar. A filtracdo dos extratos das condigdes que receberam a adigdo das massas
80 mg e 120 mg de bagaco de cana de acucar (Figura 2-B) néo resultou em volume suficiente para a
determinacdo cromatografica devido a retencao pelo material sélido.

Comparando-se os cromatogramas obtidos com o uso dos adsorventes celite (Figura 3) e
bagaco de cana de agucar (Figura 4) para o uso da massa 40 mg (melhor resultado de recuperacgao para
0 CP), pode-se averiguar que, ao se comparar os controles fortificados com as amostras fortificadas,
observa-se que o adsorvente celite apresenta picos melhor resolugdo cromatografica em comparagédo
ao bagaco de cana (Figura 4). Foi observado também que o bagago de cana apresenta coextrativos na
regido de tempo entre 10 a 15 min, que provavelmente se originam do prdprio bagago.
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Figura 2. Porcentagem de recuperacdo para clorpirifés (CP) e piridinol (TCP) utilizando celite (A) e
bagaco e cana de agucar (B) como adsorventes.
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Figura 3. Exemplos de cromatogramas da condicdo experimental utilizando celite como adsorvente

(40 mg) para a purificagdo do extrato. 1-TCP (Amax= 299 nm). 2-CP (Amax = 288 nm).
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Figura 4. Exemplos de cromatogramas da condigéo experimental utilizando bagago de cana de aglcar
como adsorvente (40 mg) para a purificacdo do extrato. 1-TCP (Amax= 299 nm). 2-CP (Amax= 288 nm).



Outras condicGes experimentais serdo avaliadas empregando menor porcentagem de acidez do
solvente extrator, o que pode ter resultado na baixa recuperacdo do CP. O uso do bagaco de cana de
acUcar continuara sendo avaliado e comparado com celite devido ao seu baixo custo e facil obtencéo.
Resultados satisfatorios para esse adsorvente, seguido da validacdo e aplicacdo do método para
amostras reais poderdo demonstrar a sua aplicacdo como um adsorvente mais acessivel para o preparo
de amostras para analises cromatogréficas.

CONCLUSOES

Através da realizacdo deste trabalho concluiu-se que o uso dos sais e meio acido sdo
importantes para a extracdo do produto de degradacdo TCP. Entretanto, novas condi¢cdes necessitam
ser consideradas para melhorar a recuperacdo do CP. O uso do carvéo ativo se faz inviavel, pelo fato
deste absorver completamente o analito, mas resultados satisfatérios foram obtidos utilizando celite e
bagaco de cana de acUcar como adsorvente, demonstrando a viabilidade da continuidade deste
trabalho.
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