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MATRIX EFFECT IN PESTICIDE QUANTIFICATION BY GAS CHROMATOGRAPHY. The lack of accuracy of a chromatographic
method can be associated with the matrix effect. This effect is observed in pesticide quantification by gas chromatography when the
chromatographic signals of standards prepared in solvents are compared with those of the analyte in extracts of complex matrices.

In the competition between the matrix components and the pesticides for the active sites of the liner, a larger amount of pesticides

is transferred to the column, giving apparent extractions above 100%. In this work, we discuss factors that contribute to the matrix

effect and present some attempts to overcome the problem.
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INTRODUCAO

Virios agrotoxicos sio freqlientemente empregados na agricultura
para controle de pragas, uma vez que contribuem para aumentar a pro-
dutividade.'? No entanto, residuos desses compostos podem permanecer
em alimentos, nos solos, na dgua, etc., o que € bastante prejudicial ao ser
humano. Assim, € necessario seu monitoramento nas diversas matrizes
ambientais, para evitar a contaminacao do ser humano.?

A andlise de residuos de agrotéxicos consiste em cinco etapas
basicas: extracdo do(s) analito(s) da matriz, remoc¢do dos co-
extrativos (limpeza), separagdo, identificagdo e quantificacdo do(s)
composto(s).* Os métodos cromatograficos sdo os mais empregados
nas trés ultimas etapas da andlise de agrotdxicos, sendo a cromato-
grafia gasosa (CG) a mais utilizada para identificag@o e quantificagio
de compostos volateis ou volatilizaveis.’

A cromatografia gasosa destaca-se pela disponibilidade de uma
gama de detectores (captura de elétrons, fotométrico de chama, es-
pectrometria de massas, etc.) que permitem determinar agrotéxicos e/
ou seus produtos de degradacdo em quantidades inferiores aos limites
maximos de residuos (LMR), estabelecidos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).* Além disso, essas andlises ge-
ralmente sdo rdpidas e possibilitam quantificar um grande nimero
de agrotéxicos simultaneamente.®

Nesse sentido, a exatidao e a precisdo dos resultados obtidos nas
analises sdo imprescindiveis. Qualquer fonte de erros em potencial
deve ser investigada e caracterizada, como o efeito de matriz durante
as andlises dos agrotéxicos. Esse efeito de matriz, também conhecido
como “aumento da resposta cromatografica induzida pela matriz”,
¢ usado para explicar as taxas de recuperagdo de agrotdxicos que
excederem 100% e a baixa precisédo de resultados.” Na Tabela 1, sdo
apresentados alguns exemplos de resultados de andlises de agrot6-
xicos com taxas de recuperagio superiores a 100%.

O efeito de matriz, além de gerar porcentagens de recuperagio supe-
riores a 100%, pode causar outras alteracdes na andlise cromatografica,
como: i) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um
resultado falso negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas
de quantidade do agrotdxico no sistema de injecdo, fornecendo baixa
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Tabela 1. Porcentagens de recuperacao superiores a 100% para alguns
agrotoxicos em diferentes matrizes

Agrotoxicos Matrizes % Rec. Ref.
Captan mel 1028 8
Clorotalonil tomate 253 9
Fluvalinato sucos 403 10
Cipermetrina espinafre 147 11
DDT plantas medicinais 124 12
Deltametrina alface 133 13

resposta e dificultando a integrag@o;'” ii) erro na identificagéo do analito,
pois componentes da matriz podem ser erroneamente identificados como
o analito de interesse quando, na verdade, este estd ausente, gerando
resultado falso positivo. Este problema € mais facil de ser contornado,
com a utiliza¢@o de um espectrometro de massas para monitoramento dos
analitos;"!* jii) aumento no sinal do detector, levando & superestimacio do
resultado. Isso ocorre quando impurezas voldteis sdo eluidas com mes-
mo tempo de retencdo dos agrotdxicos;' extingdo do sinal no detector,
ou seja, o sinal do analito € diminuido gerando uma subestimac@o do
resultado, fato comum aos detectores fotométricos de chama.'®

Embora este assunto seja bem conhecido pelos analistas que tra-
balham com cromatografia, ainda hd uma caréncia de trabalhos sobre
efeito de matriz na literatura, principalmente em portugués. Assim,
este artigo tem como objetivo apresentar os principais fatores que
contribuem para o efeito de matriz, bem como mostrar alternativas
para eliminar ou minimizar este problema em andlises de agrot6xicos
por cromatografia gasosa.

ASPECTOS HISTORICOS

Embora os primeiros trabalhos sobre a influéncia da matriz nas
andlises de agrotdxicos por cromatografia tenham sido publicados a
partir de 1981, considera-se que o efeito de matriz foi sistemati-
camente estudado pela primeira vez por Erney er al.** na andlise de
organofosforados em leite e manteiga por CG. Esses pesquisadores
observaram que compostos similares ao acefato e a0 metamidofds (Fi-
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gura 1), quando preparados em solvente puro, adsorvem ou degradam
no sistema de inje¢do, em razio do estresse térmico sofrido durante a
andlise por cromatografia gasosa. Entretanto, quando injetados jun-
tamente com os componentes da matriz (extratos), estes agrotoxicos
apresentavam uma resposta mais alta quando comparada com as
respostas de um padrio livre de componentes da matriz, ocorrendo,
assim, uma superestimacgdo dos resultados analiticos.

D 0
CH;—S— I"*NHCOCH3 CH;—0— I‘J*S*CH3
OCH; NH,
Acefato Metamidofos

Figura 1. Estruturas dos organofosforados: acefato e metamidofos

Além disso, esses autores verificaram que melhor precisdo dos
resultados era obtida apés injecdes sucessivas da solugdo-padrio
preparada no extrato da matriz isenta dos agrotéxicos, ou seja, s6
se conseguia boa repetitividade dos resultados apds a saturacdo do
sistema cromatografico com os componentes da matriz.>*

Em avaliagdo inicial do mecanismo do efeito de matriz, Erney
et al.verificaram que fatores como tipo de matriz, concentragdo do
agrotoxico na amostra, tipo de injetor e temperatura do sistema cro-
matografico poderiam influenciar também nos resultados.* A partir
desse estudo, realizaram-se novas pesquisas para identificar os fatores
que influenciavam no efeito de matriz e as possiveis medidas a serem
realizadas para minimizar os problemas.

FATORES QUE INFLUENCIAM NO EFEITO DE MATRIZ

O efeito de matriz € mais pronunciado em andlises de amostras
complexas, como frutas,”>? vegetais,”'* mel,*?’ sucos,”® vinhos,**
6leo de oliva,’33 tecidos animais,* leite humano,* solos,*** etc.
Os problemas gerados pelos componentes enddgenos da matriz nas
respostas do detector ndo dependem apenas das caracteristicas dos
compostos, mas também das préprias condi¢gdes cromatograficas,
particularmente no injetor, na coluna cromatografica e no detector
do CG.>* Por isso, € necessério conhecer os componentes do aparelho
e seu funcionamento, para adotar medidas preventivas ou corretivas,
na tentativa de obter resultados confidveis.

Injetor

A técnica de inje¢@o a quente (com ou sem divisor de fluxo), em
que a amostra € vaporizada no injetor, representa uma das estratégias
mais empregadas para introduzir a amostra de residuos de agrotéxicos
no CG."340 Isso se deve a facilidade de introdugdo da amostra no
aparelho, ao uso de pequenos volumes de amostra e a possibilidade
de andlise de agrotdoxicos em nivel de tragos.*’ Esta técnica, em que a
introduc@o da amostra no aparelho ¢ acompanhada pela sua vaporiza-
¢do, € a mais susceptivel ao efeito de matriz. A amostra € exposta no
injetor a uma temperatura alta e com tempo de residéncia suficiente
para que sitios ativos do insertor (/iner ou tubo de vidro) do injetor
adsorvam ou induzam a degradacao térmica de alguns analitos, antes
de serem transferidos para a coluna.?

Quando as solugdes-padrio sdo preparadas em solvente puro e
analisadas por cromatografia gasosa, os sitios ativos do insertor estao
disponiveis para a retenc@o dos analitos e, assim, menor quantidade é
transferida para a coluna e conseqiientemente detectada (Figura 2A).
Na analise do extrato da matriz contendo esses analitos, ocorre uma
competicdo entre os componentes da matriz e os analitos pelos sitios
ativos do insertor. A primeira vista, esse fendmeno € interessante,
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pois o insertor faz “uma limpeza” da amostra (clean up), impedindo
que maior quantidade de impurezas seja transferida para a coluna
cromatografica, aumentando seu tempo de vida ttil. Essa competicio
entre 0os compostos pelos sitios ativos possibilita que maior quanti-
dade de agrotéxico esteja disponivel para ser introduzida na coluna
cromatogréfica e ser, conseqiientemente, detectada (Figura 2B).*!
Quando a resposta do detector, atribuida ao analito, ¢ comparada
com a resposta de solugdes-padrdo do mesmo analito, ocorre uma
superestimagao dos resultados.

N
A N1 B

® Pesticidas
O Componentes da matriz

Figura 2. Possiveis adsor¢coes que ocorrem na superficie do vidro e ld de
vidro do insertor em uma inje¢do com divisdo do fluxo (split): A) Agroto-
xicos preparados em solvente puro. B) Agrotoxicos preparados em extratos
da matriz (branco)

Os sitios ativos sdo formados por grupos silandis livres e metais
potencialmente presentes na superficie do insertor (tubo de vidro).
Mesmo os insertores de alta qualidade classificados como “desativa-
dos” possuem estas caracteristicas. Além disso, sitios ativos adicionais
podem surgir a partir de co-extrativos ndo voldteis que se depositam
na entrada do sistema cromatografico durante repetidas andlises. ' Por
isso, as respostas do detector n@o sdo constantes e sao afetadas pelo
uso histérico do injetor. Cada injec@o anterior tem potencial de mo-
dificar a atividade do injetor pela prépria deposi¢ao dos componentes
da matriz no insertor. Desta forma, € natural que resultados diferentes
sejam obtidos quando as andlises sdo realizadas em diferentes labo-
ratérios e sob diferentes condi¢des cromatograficas.**+?

Mudangas na temperatura do injetor podem também afetar dife-
rentemente o efeito de matriz. Em temperaturas mais altas, pode-se
reduzir a adsorg¢ao tanto dos analitos como dos extrativos na superficie
do insertor. Em contrapartida, acelera também a decomposi¢do de
compostos termicamente labeis.?**

Coluna cromatogrifica e detector

Embora existam poucos estudos na literatura sobre o efeito de
matriz associado a coluna cromatografica e ao tipo de detector, sabe-se
que as conexdes entre o injetor e a coluna, e as conexdes entre coluna
e detector podem também promover o efeito de matriz.*

Quando uma nova coluna capilar € colocada no sistema cromato-
gréfico, inicialmente pouco ou nenhum efeito de matriz € observado.
Entretanto, o efeito de matriz nas andlises aparece apds algumas
semanas de uso, em razdo das sucessivas inje¢oes e da conseqiiente
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contaminacdo do sistema cromatografico.*! Segundo Grob e Grob,*
a temperatura de eluicdo de substancias polares diminui com o
decréscimo da polaridade da coluna cromatografica, confirmando
o efeito da adsor¢do dos analitos. Além disso, o didmetro interno
da coluna cromatografica tem influéncia na magnitude do efeito
de matriz em uma andlise. Geralmente, colunas de maior didAmetro
interno apresentam maiores distor¢oes dos resultados em relagdo as
de menores didmetros.*

O efeito matriz € mais perceptivel em andlises pelo espectrometro
de massas que naquelas que usam detector fotométrico de chama, em
fungéo da detectabilidade (Tabela 2). Segundo Schenck e Lehotay,* a
distingdo dos resultados dos dois sistemas cromatograficos pode ser
atribuida aos diferentes tipos de insertores utilizados e ao pequeno
diametro da coluna utilizada no cromatégrafo a gés, acoplado ao
espectrometro de massas. O préprio espectrometro de massas con-
tribui para acentuar o efeito de matriz, devido a superficie metdlica
do detector e por ndo sofrer nenhuma combustdo.

Tabela 2. Aumento da resposta cromatografica (padrio em extratos
da matriz/padrdo preparado em solvente puro x 100) na andlise de
agrotoxicos sulfurados em extratos de vagens utilizando os detecto-
res fotométrico de chama (DFC) e espectrometro de massas (EM).
Adaptada da ref. 41

Agrotdxicos Detectores ~ Respostas relativas (%)

EM 640
Fosmete

DFC 149

EM 200
Malaoxon

DFC 118

EM 170
Dicrotofés

DFC 129

EM 144
Paraoxon

DFC 114

EM 150
Carbofenotion sulfona

DFC 121

Comparando-se o efeito de matriz associado aos detectores, foram
obtidos resultados mais exatos utilizando detector nitrogénio-fésforo
(DNF) em relacio ao detector por captura de elétrons (DCE) (Tabela
3).”Essa diferenca foi atribuida as maiores concentragdes dos analitos
usadas nas andlises por CG-DNF, uma vez que o limite de detec¢io
deste detector foi maior para alguns analitos. Nessa condicdo, a inter-
feréncia dos componentes torna-se menos significativa nos resultados,
gerando menor efeito de matriz.

Propriedades dos agrotéxicos

Compostos que ndo sao afetados pelo efeito de matriz sdo con-
siderados termicamente estdveis, apresentam um limitado potencial
de adsor¢do no injetor em temperaturas elevadas e a matriz € incapaz
de providenciar um efeito protetor significante.*

As taxas de recuperagdo aparentemente mais altas e com baixa
precisdo sdo observadas em andlises de agrot6xicos mais polares, sendo
o grau de polaridade classificado de acordo com a solubilidade em dgua
ou K (coeficiente de parti¢do octanol/dgua).** Compostos contendo
grupamentos -P=0 (organofosforados), -O-CO-NH- (carbamatos), -OH
(hidroxilados), -N= (imidazoles e benzimidazoles), -NH-CO-NH- (de-
rivados da uréia) sdo mais susceptiveis ao efeito de matriz.’

Schenck e Lehotay*' estudaram um grupo de organofosforados
que apresentavam, em suas estruturas, ligacdes P=O e P=S. Dentre
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Tabela 3. Resposta relativa (100% = resposta correspondente ao
padrio preparado em solvente puro) utilizando DCE na quantifica-
¢do de agrotoxicos em extratos de laranja, na faixa de concentracio
0,011-0,101 mg kg' e o DNF na quantificacdo de agrotdxicos em
extratos de laranja, na faixa de concentracdo 0,0176-0,382 mg kg'.
Adaptada da ref. 7

DCE DNF
Agrotdxicos % Recuperacdo Agrotéxicos % Recuperagio
Bromopropilato 135 Diazinon 102
A-cialotrina 131 Diclorvés 104
Cipermetrina 112 Etion 104
Diclofluanide 131 Fenitrotion 102
a-Endossulfam 105 Clorprofam 103
iﬁ?g;smfam' 138 Clorpirifds 106
Fenvalerato 105 Clorpirifés-metil 103
Clorotalonil 224 Imalazil 45
Iprodione 114 Metalaxil 101
Lindane 103 Metamidofés 74
Permetrina 110 Paration 107
Procimidone 134 Pirimicarb 82
Tolilfluanida 122 Pirimifdés-metil 104

eles, havia aqueles cujas analises ndo apresentavam efeito de matriz
significativo, como o paration e malation (Figura 3A) e outros que
tinham elevado aumento das respostas, como paraoxon ¢ malaoxon
(Figura 3B). Apesar da semelhanca entre as estruturas quimicas,
observaram que compostos mais polares e que continham ligacdes
P=0 exibiam maior efeito de matriz.

0N
A) (‘)CH3 ﬁ
?QHS CH,0— ﬁ— S— ‘CHC— OC,Hs
O—P—OGHs s CH,C— OC,Hs
Il I
S 0
Paration Malation
O,N,
B) OCH; 0
OC,Hs | Il
[ CH;0— P— S— CHC — OC,Hs
O—P—OG,H; Il \
Il o CH,C— OC,Hs
[0} Il
0
Paraoxon Malaoxon

Figura 3. Estruturas quimicas de agrotoxicos organofosforados: A) agroto-
xicos em que o efeito de matriz é pouco pronunciado, B) agrotoxicos que sdo
susceptiveis ao efeito de matriz

Os piretréides, apesar de serem menos polares, apresentam
efeito de matriz significativo. Neste caso, a elevada massa molar dos
agrotdxicos (acima de 400 g mol™) dificulta a volatilizacdo e menor
quantidade de analito € introduzida na coluna cromatografica quando
preparado em solvente puro, produzindo menores respostas.'”

Compostos hidrofébicos, porém, como os agrotéxicos organoclo-
rados, ndo apresentam efeito de matriz pronunciado. Estes compostos
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sd0 menos susceptiveis a adsor¢ao pelos sitios ativos do insertor. Uma
excecdo € o DDT, que pode ser termicamente degradado no injetor
ap6s acimulo de co-extrativos. !

Outra caracteristica de alguns agrotoxicos € a susceptibilidade de
sofrer degradagdo térmica quando analisados em solvente puro. Nesta
condicdo, sinais destes compostos sdo apenas detectados. Entretanto,
na presenga dos componentes da matriz, torna-se possivel a integragdo
dos picos para a quantificacio.

Propriedades da matriz

A intensidade do efeito de matriz para dado agrotéxico € influen-
ciada pela natureza da amostra e pelo tipo de co-extrativos (tamanho
das moléculas, polaridade, estabilidade térmica, volatilidade, etc.),
Um exemplo que ilustra isso € a andlise de agrotéxicos em laranja,
pois o alto contetdo de 6leos essenciais da matriz interfere significa-
tivamente na quantificagio dos analitos.” Co-extrativos como lipidios
(triacilglicerdis, fosfolipidios, etc.), alguns pigmentos (clorofila,
carotendides, etc.) e outros componentes de massa molar elevada
(resina de plantas) também podem permanecer solubilizados nos
extratos, mesmo apoés a purificagido da amostra, promovendo o efeito
de matriz nas andlises cromatograficas.'

A influéncia da natureza da matriz foi observada também nas
andlises de organofosforados utilizando o modo de injecao sem divisor
de fluxo. Esses compostos sofrem maior efeito de matriz quando anali-
sados em extratos obtidos da manteiga do que obtidos de leite (Tabela
4).2* Outro exemplo € o agrotéxico pirimicarbe cuja anélise sofre um
efeito de matriz similar em amostras de tomate e pimenta (taxa de
recuperagio 114 e 117%, respectivamente). No entanto, a andlise desse
composto em amostras de pepino ndo apresenta efeito de matriz (87%).
Jana andlise do clorotalonil observa-se efeito de matriz completamente
diferente para as trés matrizes, sendo o mais critico o do tomate, em
que foi encontrada taxa de recuperagéo superior a 250%.°

Tabela 4. Efeito de matriz observado em andlises de agrotdxicos
organofosforados em extratos de leite e manteiga usando a injecéo
sem divisor de fluxo para introdu¢@o da amostra no CG. Adaptada
daref. 24

Resposta do agrotéxico em extrato da matriz/

Agrotéxicos resposta do agrotéxico em solvente puro
Extratos de leite Extratos de manteiga
Acefato 1,14 1,36
Ometoato 1,07 1,33
Diazinon 1,00 1,25
Dimetoato 1,06 1,31
Clorpirifés 1,04 1,07

Concentracio dos agrotéxicos

O efeito de matriz € mais significativo na andlise de agrotoxicos
quando estes se encontram em concentragdes mais baixas ou quando
a proporgdo de componentes da matriz/analito € muito alta.” Nessa si-
tuagdo, quando injetada a solu¢do-padrio dos agrotoxicos preparados
em solvente puro, em baixa concentracdo, uma quantidade expres-
siva do analito € retida na interface do insertor. Conseqiientemente,
pequena quantidade de analito € detectada. Quando se analisam os
extratos, apenas uma quantidade insignificante do analito € adsorvida,
porque a propor¢do de componentes da matriz/analito € muito alta e
os interferentes sdo preferencialmente adsorvidos. Este fato faz com
que o efeito de matriz seja maior para os extratos em que o analito estd
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em menores concentracdes, como pode ser verificado pela maioria
dos resultados contidos na Tabela 5. Entretanto, hd exce¢des, como
iprodione e paration-metil.

Tabela 5. Porcentagem de recuperacdo de agrotdxicos obtidos utili-
zando curva analitica preparada em solvente puro para amostras de
tomate em diferentes concentracdes. Adaptada da ref. 9

Concentragdes
Agrotoxicos < 0,02 mg kg! > 0,21 mg kg
Porcentagem de recuperag@o

Clorotanolil 253 230
Vinclozolina 150 112
Captan 245 146
Procimidone 196 150
a-Endossulfam 150 115
Bifentrina 135 82
Cis-permetrina 256 103
trans-permetrina 206 130
Fluvalinato-I 135 113
Fluvalinato-II 238 121
Deltametrina 320 171
Iprodione 176 185
Paration 97 85
Paration-metil 97 105
Clorpirifés 111 102
Pirimicarb 114 106
Metamidofés 152 98

Alguns compostos nio apresentam nenhum efeito de matriz em
altas concentracdes. Entretanto, podem apresentar um efeito de matriz
pronunciado quando analisada menor propor¢do do agrotéxico na
matriz, como foi observado, por exemplo, na andlise de terbufés e
pirazofés em frutas e vegetais.*!

Esses sdo os principais fatores que contribuem para o efeito de
matriz em andlises de agrotdxicos por cromatografia gasosa.

METODOS PARA MINIMIZAR O EFEITO DE MATRIZ

A quantificagdo exata de residuos de agrotéxicos em amostras
ambientais ¢ importante, sendo necessdrio o desenvolvimento de mé-
todos para contornar o problema da alta recuperagdo de determinados
agrotoxicos. Embora ja existam na literatura varios métodos, nenhum
deles pode ser considerado universal, ou seja, ndo € capaz de eliminar
totalmente o efeito de matriz na quantificacdo de qualquer agrotéxico nos
diversos tipos de matrizes. A escolha do método adequado para minimizar
os erros depende do conjunto de agrotdxicos que se deseja analisar, do
método analitico, das condi¢des do equipamento, da disponibilidade de
tempo e de recursos, etc. As propostas a seguir sfio as mais comuns de
serem encontradas em trabalhos cientificos e em laboratdrios oficiais para
monitoramento de residuos de agrotxicos em alimentos.

Curva analitica da matriz

Uma estratégia aparentemente adequada para contornar o proble-
ma criado pela presenga dos sitios ativos no injetor € o mascaramento
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intencional desses sitios (grupos silanéis livres, metais, etc.). Nesta
técnica, as solugdes-padrdo sdo preparadas em extratos da matriz, livres
de residuos de agrotéxicos (branco) e analisadas por CG. Dessa forma,
os préprios componentes da matriz ocupam os sitios ativos durante
a andlise do padrdo, assim como ocorre nas andlises dos extratos.”*
Essa é uma metodologia muito utilizada nas andlises interlaboratoriais
de agrotdxicos, a fim de minimizar a diferenca entre os resultados
associada ao efeito de matriz. Na Tabela 6 € possivel observar essa
diferenca na quantifica¢@o de agrotéxicos por CG-EM, quando se utiliza
solugdo-padrao preparada em solvente puro e em extratos de amostras
de batata fortificados. Para a maioria dos agrotdéxicos, foram obtidas
porcentagens de extracdo superiores a 100% quando a curva analitica
preparada com solvente puro foi utilizada para quantificag@o.

Tabela 6. Quantificagio de agrotdxicos em batata por CG-EM, uti-
lizando solucdo-padrdo dos agrotoxicos preparada em solvente puro
e em extratos de batata (branco). Adaptada da ref. 25

Porcentagem de recuperagdo (%)

Agrotoxicos Curva Analitica
Solvente puro Extrato de batata

Mevinfés 161 88
Clorprofam 145 97
Diazinon 90 91
Dissulfoton 81 85
Dimetoato 239 94
Vinclozolin 110 86
Clorpirifés 145 90
Carbaril 277 81
Malation 169 85
Captan 207 38
Iprodione 230 94

Para andlise de rotina de agrotéxicos em diferentes matrizes, o
preparo dos padrdes nos proprios extratos requer muito tempo. Para
tais andlises, seria mais vidvel utilizar uma matriz representativa de
diversos tipos. Hill e Reynolds* sugeriram que essa amostra deveria
ser selecionada baseando-se em sua composi¢ao (teor de dgua, agucar,
contetdos dcidos, lipidios, etc.). Ja Vidal er al.*’ relatam que a matriz
de referéncia deveria ser escolhida comparando-se as inclina¢des das
curvas analiticas, obtidas a partir de solugdes-padrao de agrotoxicos
preparadas em diversas matrizes. Por exemplo, amostras de pepino
poderiam ser usadas como amostra de referéncia para vegetais, como
o proprio pepino, a pimenta, a abobora e a berinjela; a melancia como
referéncia para frutas como a propria melancia e o meldo. Outro cri-
tério proposto seria selecionar amostras de referéncias baseado em
sua composicdo: cenoura representando os alimentos que sdo raizes;
morango representando as amostras com alto teor de agucar; alface
representando matriz com alto teor de clorofila, etc.*®

Essas estratégias, entretanto, ndo sdo recomendadas para as
metodologias oficiais de andlises de residuos de agrotéxicos, por
apresentarem algumas limita¢des, como: estabilidade limitada de
alguns agrotéxicos quando estocados por longo tempo na presenca
dos componentes da matriz,* bem como a estabilidade dos préprios
componentes da matriz; dificuldade de obter amostras da matriz com
composicoes semelhantes;*® aumento da demanda para manutencéo
da instrumentacio, devido a excessiva contaminacdo do CG; aumento
do custo das andlises.
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Formas de injecao

Virios fatores podem estar envolvidos no aumento da resposta
induzido pela matriz, mas observa-se que o principal responsével € o
insertor. A a¢@o do insertor depende da temperatura de inje¢ao, da vazao
e da pressdo do gas de arraste do volume de inje¢do, do tipo de solvente,
do diametro da coluna e do tempo de retencao, pois todos esses fatores
influenciam na interagio do analito com a superficie.’!

Baseado nisso, Vogt et al., em 1979, propuseram uma nova
técnica para a introdug@o da amostra no CG, denominada de tem-
peratura programada de vaporizagdo (TPV).5>% Nessa técnica, um
grande volume de amostra € introduzido no injetor em temperatura
apropriada a vaporizag@o apenas do solvente, para formar depdsitos
de agrot6xicos e componentes da matriz no compartimento de inje-
¢do. Posteriormente, este compartimento € aquecido em temperatura
apropriada de forma a vaporizar e transferir os compostos para a
coluna cromatogréfica.>*>

O compartimento de injecdo empregado na TPV € menor que o
compartimento de inje¢ao cldssico no modo sem divisor de fluxo, sendo
mais facilmente aquecido ou resfriado, diminuindo o estresse térmico
para os analitos ldbeis. Da mesma forma, permite maior velocidade
do gés de arraste, reduzindo o tempo de permanéncia dos compostos
no insertor aquecido. Outro beneficio adicional obtido € a reducado da
superficie de contato dos sitios ativos do insertor com o analito.*® Em
geral, a substituicio de técnicas de inje¢des convencionais, como a
injecdo a quente no modo sem divisor de fluxo, pela TPV, diminui o
efeito de matriz, mas ndo o elimina para todos 0s compostos.™

Outra tentativa para minimizar o efeito de matriz foi o desenvol-
vimento de um controle de presséo eletronico no injetor em 1990.%
Nessa técnica, a amostra € vaporizada com uma alta vazao de gas de
arraste para a coluna, para onde € carregada rapidamente, apresentan-
do menor tempo de residéncia no insertor. Conseqiientemente, ocorre
uma eficiente supressdo da adsorcéo ou degradac@o do analito. Depois
da injecdo, a vazao de gds para a coluna € ajustada automaticamente
para o valor otimizado, para assegurar a separaciao dos componentes
na coluna. Essa técnica minimiza o efeito de matriz, mas ainda nao
o elimina definitivamente.> %

Perdas de analitos no sistema de injecdo também podem ser
evitadas utilizando-se a injecdo direta na coluna (on-column). Erney
et al.* observaram que anélise de agrot6xicos organofosforados em
leite, utilizando inje¢do na cabega da coluna, permite a entrada de
maior quantidade de agrotéxico na coluna cromatografica, quando
comparada com a técnica de injecdo de vaporizacio do agrotéxico
no injetor. Embora ocorra uma transferéncia ndo discriminativa dos
componentes da amostra no sistema CG, a injecdo na cabecga da
coluna ainda apresenta efeito de matriz, sendo atribuido a coluna
cromatogréfica e ndo a forma de injecdo. Além disso, a injecdo na
cabeca da coluna requer maior freqiiéncia de manutengao, sendo uma
técnica impraticdvel para anélises de rotina em matrizes complexas.’!
Zrostlikovd et al.*® verificaram que apés cerca de 30 injegdes de ex-
tratos de trigo na cabeca da coluna, os picos atribuidos a compostos
polares como carbaril, acefato, metamidofés, etc., preparados em
solvente puro, eram distorcidos ou desapareciam.

Estudos envolvendo outros modos de introducdo da amostra na
coluna capilar sdo encontrados na literatura. Esses estudos visam
encontrar a forma de injecio que apresente menor interferéncia dos
componentes da matriz nas anélises.?* %-%2

Analitos protetores
A primeira tentativa de mascarar os sitios ativos do insertor,

com o objetivo de minimizar a adsor¢do dos analitos de interesse,
foi proposta por Erney er al..** Esses pesquisadores propuseram a
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saturacao de todo o sistema cromatografico com o extrato da matriz
para que os compostos fossem adsorvidos na interface do insertor.
Assim, ao se realizarem as andlises dos padrdes e extratos, estas
ndo seriam afetadas pelo efeito de matriz. Entretanto, observaram
que a saturag@o no era permanente, pois as dreas correspondentes
aos padrdes de agrotéxicos variavam, gerando um grande actimulo
de material ndo voldtil no sistema cromatografico.”* Neste mes-
mo ano, Erney e Poole®® propuseram a adigdo de compostos nas
solucdes-padrdo que apresentassem fortes interagdes com o sistema
cromatogréfico, para diminuir a adsor¢io ou a degradagado dos agro-
téxicos. Entretanto, os compostos selecionados ndo proporcionaram
resultados satisfatérios.®

Em 2003, o uso de analitos protetores foi reintroduzido. Des-
ta vez, foram utilizados compostos ou misturas que imitavam o
comportamento dos componentes da matriz. Solu¢des-padrao de
agrotoxicos foram preparadas em solvente puro, adicionando-se
baixa concentracdo de aditivos (analitos protetores) capazes de
interagir fortemente com a interface, como através de ligacdes
de hidrogénio com os grupos silandis do insertor. Esses analitos
protetores devem ter volatilidade similar a dos agrotdxicos, im-
pedindo a adsorcdo destes durante a andlise da solu¢do-padrio,
assim como ocorre nos extratos.”! Uma substincia é considerada
um bom analito protetor se a sua eficiéncia for independente da
natureza da matriz, for solivel no solvente da solu¢do-padréo, ndo
reagir com os agrotéxicos de interesse, ndo se acumular no siste-
ma cromatografico e ndo apresentar o mesmo tempo de retencao
dos analitos. Esses compostos devem apresentar grupos polares,
como hidroxilas, carboxilas, grupos nitrogenados, etc., para que,
ao competirem com os agrotoxicos, sejam predominantemente
adsorvidos no insertor, liberando o analito para a coluna croma-
tografica. Baseados nessas informacdes, Anastassiades e colabo-
radores®! avaliaram 93 compostos como analitos protetores para
andlise de 30 agrotoxicos. Os analitos protetores selecionados eram
agucares e seus derivados (poliidroxilados), dcidos carboxilicos,
aminodcidos, compostos alifdticos como o dodecano, compostos
bésicos como a uréia, etc.”!

Os dcidos graxos de cadeias longas, presentes em azeite de oliva,
também sdo bons exemplos de analitos protetores. Esses compostos
sdo eficientes na andlise de piretréides, pois ambos apresentam
faixas de volatilizacdo semelhantes e elevadas massas molares.
Este analito protetor € adsorvido preferencialmente no insertor e
somente se volatiliza apds analise do piretréide. Por exemplo, na
andlise de fluvalinato em mel, quando se utiliza azeite de oliva
(contém 4cido graxo) como analito protetor, € obtida uma taxa de
recuperagdo de 100,3% para o agrotéxico. Entretanto, quando se
utiliza um analito protetor ineficiente, como L-glucono-§-lactona,
obtém-se uma recuperacdo de 521,1%.'° Este mesmo composto ain-
da pode ser utilizado como protetor para varios outros agrotoxicos.
O L-glucono-d-lactona e também o sorbitol se degradam no injetor,
formando varios compostos com temperatura de volatilizacdo dis-
tinta, com vdrios tempos de retencdo na andlise cromatografica. J&
para agrotdxicos voldteis, € conveniente utilizar analitos como o
3-etoxipropano-1,2-diol como protetor.

Para uma analise de multirresiduos de agrotéxicos, com dife-
rentes temperaturas de volatiliza¢do, pode ser utilizada uma mistura
de agentes protetores, como a mistura dos trés compostos citados
anteriormente (L-glucono-d-lactona, sorbitol e 3-etoxipropano-1,2-
diol),**% ou ainda agicares, como glicose, frutose e xilose.*! %

A principal limitacdo desta técnica € que os melhores analitos
protetores sdo muito polares, sendo necessdria a utilizagido de sol-
ventes, como acetonitrila ou d4gua, para preparar as solugdes-padrao,
o que limita sua utilizacdo para andlises de agrot6xicos apolares por
cromatografia gasosa.

Quim. Nova

Limpeza dos extratos

Ap0s a extracdo de agrotdxicos da amostra, uma etapa adicio-
nal pode ser realizada para separar satisfatoriamente os analitos de
co-extrativos remanescentes, denominado limpeza dos extratos.
Comumente, sao empregados procedimentos como cromatografia de
permeacdo em gel,” cromatografia por adsorgéo,® cartuchos de ex-
tracdo em fase sélida empregando varios tipos de adsorventes (silica,
C-18, carvéo ativado, alumina, florisil, C-8, etc.),”®7 dispersdo da
matriz em fase s6lida (DMFS)”>7 e, mais recentemente, a extragao
com particdo em baixa temperatura.>”>”7 As duas dltimas técnicas
consideram a extragdo e a limpeza realizadas simultaneamente.

Embora o processo de limpeza dos extratos possa resultar em
perda de alguns compostos, bem como aumentar o tempo e o custo
das andlises, esta etapa representa a alternativa mais recomendada
para reduzir o efeito de matriz, por causar menos danos ao sistema
cromatogrifico.’

Schenck e Lehotay*' observaram que a utilizagdo de carvao
ativado na etapa de limpeza resultou na total remocéo de pigmentos
de extratos de frutas e vegetais. Entretanto, os resultados mostraram
que os pigmentos ndo eram os principais responsdveis pelo efeito de
matriz. Ao combinar carvao ativado com cartuchos de extracdo em
fase solida (adsorventes trocadores de fons € com grupos aminos),
além da eliminacdo dos pigmentos, havia também reducio signifi-
cativa do efeito de matriz (Tabela 7).

Tabela 7. Aumento da resposta cromatografica (solucdo-padrao pre-
parada em extratos da matriz/solucio-padrao preparada em solvente
x 100) na recuperagdo de agrotdxicos, usando CG-DFC na analise
de extratos de magd, com o uso do método oficial de extragdo, se-
guido por limpeza com EFS para agrotéxicos (0,070-0,600 mg kg™).
Adaptado da ref. 41

Recuperacao média (%)

Agrotéxicos Nenhuma Carvao Adsorventes
limpeza ativado combinados*
Ometoato 145 141 108
Monocrotofds 143 145 108
Malaoxon 132 126 100
Dimetoato 130 126 107
Fosmete 129 120 92
Acefato 122 125 104

* Combinacdo de adsorventes: carvao ativado + trocador de anion
forte + adsorvente com grupamento amino.

A dificuldade de realizar limpeza adequada dos extratos pode ser
observada pelos resultados encontrados por Pinho.””-”8 Na andlise de
agrotoxicos empregando a extragdo sélido-liquido e purificacdo em
baixa temperatura (ESL-PBT), verificou-se que a limpeza com carvao
ativado, além de remover os interferentes em andlises de extratos de
amostras de tomate (confirmados por espectrofotometria), também
diminui a porcentagem de extragdo dos agrotéxicos na analise por
CG-DCE (Figuras 4 e 5).

Funcio de correcao

A porcentagem de extragdo dos analitos pode ser determinada
com maior exatiddo fazendo-se uma corre¢ao nos resultados obtidos
ap6s andlise cromatogréfica. Este procedimento significa desconsi-
derar o aumento da resposta devido ao efeito de matriz. Para isso,
duas curvas analiticas dos padrdes de analitos sdo preparadas, sendo
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Figura 4. Espectros de absor¢do dos extratos obtidos a partir da ESL-PBT
de amostras de tomate isentas de agrotoxicos (branco) com a adi¢do de 0, 5,
10, 15 mg de carvado ativado
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Figura 5. Porcentagens de recuperagdo dos agrotoxicos clorpirifos, ciperme-
trina, h-cialotrina e deltametrina com a adi¢do de 0, 5, 10 e 15 mg de carvio
ativado durante o processo de extragdo empregando a técnica ESL-PBT

uma em solvente puro e a outra no extrato da matriz, em determinada
faixa de concentracd@o. Essas solugdes sdo analisadas vdrias vezes por
determinado periodo, para verificar a repetibilidade e linearidade dos
sinais cromatograficos.*> A partir das diferengas entre os parimetros da
regressdo (coeficientes angular e linear) de ambas as curvas, uma funco
de correcgdo € determinada e validada por tratamento estatistico.

A funcio de corre¢do permite converter a concentracio do analito
na amostra, obtida a partir da curva analitica preparada em solvente
puro, de forma a refletir o valor equivalente como se estivesse utili-
zando a curva de calibracdo preparada no extrato da matriz.”-?

Na Figura 6A, B e C estdo representadas as curvas analiticas de
andlises cromatograficas de deltametrina em tomate,”” thiametoxan em
solo e batata.®3 Em cada gréfico, as curvas analiticas dos agrot6xicos
foram obtidas em solventes puros e em extratos das matrizes.

A equagdo obtida por linearizagao dos dados, para as solu¢des-padrao
preparadas em solvente puro, pode ser expressacomoY =a_X + bps (ps

= padrio em solvente puro). A equagdo Y = a X+ bpm (gmm: padrio
em extratos da matriz) € obtida a partir da curva analitica preparada em
extrato da matriz.” A relagéo entre as duas equacgoes (Xpm = AXps +B)
pode ser obtida igualando-as. Esta fun¢@o de corre¢@o permite estimar a
concentragao exata do agrotoxico, apds extracdo e andlise cromatografica,
utilizando a equac@o em que as solugdes-padrdo foram preparadas em
solvente puro. A constante B da fungéo de corregio representa a relagdo
entre os coeficientes (bps - bpm)/ale e a constante A representa a razao

entre os coeficientes angulares originaisa / %0
ps apm
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Figura 6. (A) Curvas analiticas preparadas em acetonitrila e em extratos de
tomate para a deltametrina; (B) curvas analiticas preparadas em acetonitrila
e em extratos de solo para o thiatomexan;(C) curvas analiticas preparadas
em acetonitrila e em extratos de batata para o thiatomexan

Quando apenas o coeficiente angular (a) nas duas curvas ana-
liticas para o mesmo agrotoxico € diferente, significa que os com-
ponentes da matriz introduzem um erro sistemdtico proporcional e
a funcdo de corregdo pode ser expressa como X =AX (Figura
6A). Quando apenas o coeficiente linear (b) difere, quando se
comparam as duas curvas, significa que houve um erro sistemdtico
constante, e a fun¢ao de corre¢@o pode ser expressa como Xpm = Xps
+ B (Figura 6B). Ambos os erros podem ocorrer também quando
os dois coeficientes sdo distintos para as duas curvas (X, = AX
+ B) (Figura 6C).81:84

A relagdo entre essas curvas analiticas pode ser usada continu-
amente caso ndo haja mudanca estatisticamente significativa nos
coeficientes angulares e lineares. A principal vantagem deste método
¢ areducdo do custo da andlise e do tempo necessdrio para preparar a
curva analitica no extrato da matriz de cada andlise, além de diminuir
a freqiiéncia de manutencio do CG devido a menor introdugio dos
componentes da matriz no aparelho.

A aplicacdo da fungdo de correcdo, entretanto, limita-se a quan-
tificacdo de agrotdxicos, variando somente numa estreita faixa de
concentracdo, pois a extensio do efeito de matriz depende da razdo das
concentracdes do analito e componentes da matriz.®* 8! Além disso,
a fun¢@o de corregdo € dependente da estabilidade do agrotéxico em
todo o procedimento analitico, por exemplo, o uso de um sistema CG
diferente ja conduz a resultados variados.
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Método de adicio de padrao

Esta ferramenta também pode ser utilizada para corrigir a influ-
éncia dos componentes da matriz na quantifica¢do exata de agrotd-
xico numa amostra individual. A amostra contendo o agrotéxico de
interesse € submetida a um processo de extragdo, e o extrato obtido
¢é dividido em uma série de subamostras. Quantidades diferentes e
conhecidas de padrdes do agrotdxico sdo adicionadas em cada su-
bamostra, que s@o aferidas para o mesmo volume, e analisadas nas
mesmas condi¢des cromatograficas. A concentracdo do agrotdxico
é determinada por regresséo linear.”

As desvantagens deste método € que, para cada amostra, € ne-
cessdrio construir uma curva analitica. Logo, restringe-se a andlise a
pequeno nimero de amostras. Além disso, pode conduzir a resultados
errdneos, porque considera que o efeito de matriz ¢ independente
da concentragdo do analito. Esta técnica proporciona maior conta-
minagdo do sistema cromatogréfico, necessitando de manutencao
com maior freqiiéncia, por isso observa-se na literatura a escassez
de trabalhos utilizando-a.

CONCLUSAO

Em termos gerais, a exatidao e precisdo dos resultados das and-
lises de tragos de agrotéxicos por cromatografia gasosa sdo afetadas
pelo efeito de matriz; principalmente, quando se utilizam solugdes-
padrdo de agrotoxicos preparadas em solvente puro para a quantifica-
¢do destes em matrizes de natureza complexa. E necessario conhecer
as propriedades dos agrotdxicos analisados (volatilidade, estabilidade
térmica, polaridade, etc.), bem como os principais componentes da
matriz, para propor uma metodologia de prevengdo (limpeza, injecio
na cabega da coluna, PTV, etc.) ou mesmo compensacdo da ocorréncia
de efeito de matriz (analitos protetores, func¢io de corre¢ao, adicéio de
padrdo, etc.). Entre os diversos métodos propostos para minimizar o
efeito de matriz, o mais comum € o uso de solu¢des-padrdo preparadas
no proéprio extrato da matriz, enquanto o uso de analitos protetores
tem se mostrado muito promissor nesta rea.
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