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RESUMO: Um procedimento em pequena escala para determinacdo de heptacloro,
aldrin e mirex em aguardente de cana-de-agiicar é descrito. A extragdo dos pesticidas é
efetuada com n-hexano e o extrato é purificado em uma microcoluna empacotada com
alumina e silica gel. A eluicdo dos pesticidas é realizada com n-hexano, o eluato é
concentrado e analisado por cromatografia gasosa. A eficiéncia do método proposto é
demonstrada pelos valores médios de recuperagio de 93% para heptacloro, 94% para
aldrin e 101% para mirex, com desvio padrdo inferior a 4,9, obtidos para amostras
fortificadas in vitro.

UNITERMOS: Determinacdo de residuos; pesticidas organoclorados; aguardente;
cromatografia gasosa.

INTRODUCAO

A cana-de-agiicar constitui uma das culturas economicamente mais importantes em
diversos Estados brasileiros, principalmente na Regido Nordeste do Estado de Sio
Paulo.

Embora a maior parte da safra de cana seja utilizada na produgéo de agiicar e de 4l-
cool, uma parte consideravel € destinada a fabricagdo de aguardente. Esta € a bebida al-
coblica fermento-destilada tipica do Brasil, com amplo consumo, principalmente pela
populagao de menor poder aquisitivol.

Uma grande variedade de produtos quimicos é aplicada nas plantagdes de cana-de-
agficar, como herbicidas pré e p6s-emergentes, fungicidas e pesticidas organoclorados.
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Entre as pragas que atacam a cultura de cana estdo os cupins ¢ as formigas. Resultados
eficientes %mnm o controle de cupins sdo obtidos pela aplicagdo de heptacloro no sulco
de plantio®, € o combate as formigas ¢ realizado ao longo do ano pela aplicagio de iscas
de dodecacloro (mirex) no solo. A legislagao brasileira de 1985°, que proibiu a comer-
cializagdo e o uso de organoclorados destinados 4 agropecudria, ainda permite que al-
drin e mirex sejam empregados como cupinicidas e iscas formicidas.

Apesar da importdncia econdmica da cultura de cana e do uso de pesticidas para
controle de diversas pragas, sdo extremamente limitados os estudos sobre residuos de
pesticidas em derivados de cana. Especificamente em aguardente, ndo h4 registro na li-
teratura sobre a identificagdo e/ou determinagao de residuos de pesticidas.

Existe, no entanto, uma preocupagio com a presenga de pesticidas em bebidas alcoé-
licas de grande consumo, como demonstram os estudos sobre residuos de carbamatos
em vinho, uisque e cherry*S, de organoclorados em vinho’, cerveja® ¢ em cidras®, de

DDT e parathion em arak'? e de organofosforados em uisque!l.

Este trabalho relata um procedimento em pequena escala para a determinagéo, por
cromatografia gasosa, de heptacloro, aldrin ¢ mirex em aguardente. O estabelecimento
dos pardmetros cxperimentais, envolvendo a extragdo dos pesticidas da matriz e a puri-
ficagdo dos extratos (clean-up) por cromatografia de adsorgio, é descrito.

MATERIAIS E METODOS

Os padrdes de pesticidas organoclorados foram fornecidos pela U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), Research Triangle Park, N.C., USA. Todos os solventes usa-
dos nos processos. de extragdo ¢ purificagdo dos extratos (n-hexano, p.a. e n-hexano,
grau pesticida, Merck), na preparagdo de solugdes padrio (acetona grau pesticida,
Merck e iso-octano p.a., Fisher) ¢ na limpeza do material (acetona p.a., Merck) e da 1a
de vidro foram previamente concentrados e testados por cromatografia gasosa. As im-
purezas presentes em n-hexano p.a. foram eliminadas por tratamento com solugio
aquosa de hidréxido de sédio 50% na proporgéo 3,5:1, por agitagdo em funil de separa-
¢ao. A fase orgénica foi lavada com 4gua, seca com sulfato de sédio e submetida a desti-
lagao fracionada. Sulfato de sédio (p.a., Grupo Quimica) foi calcinado a 600°C durante
vinte e quatro horas e mantido em estufa a 130°C. Alumina neutra (70-230 mesh, Merck,
Art. 1.077) foi aquecida a 600°C, durante quatro horas ¢ desativada a 4,6%. Silica gel
60(70-230 mesh, Merck, Art.7.734) foi lavada varias vezes com 4gua, duas vezes com
n-hexano, seca a 130°C durante vinte e quatro horas e desativada a 10%. Apbs desativa-
¢ao os adsorventes foram mantidos em repouso por vinte e quatro horas, ao abrigo da
luz e da umidade, estando adequados para o uso por uma semana. A 13 de vidro, utiliza-
da como suporte para os adsorventes na microcoluna, foi lavada por decantagio cinco
vezes com acetona e seca em estufa. A seguir, foi enxaguada trés vezes com n-hexano,
seca novamente em estufa e armazenada em frasco Ambar.

Andlises em branco, consistindo de todos os reagentes e materiais de vidro emprega-
dos durante o procedimento experimental, foram periodicamente realizadas para testar
contaminagcao.
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As amostras de aguardente foram obtidas em um pequeno alambique da cidade de
Penapolis-SP, coletando-se diretamente em frascos de vidro dmbar, previamente lava-
dos e testados por cromatografia gasosa. Estes frascos foram armazenados em freezer.

Os pesticidas organoclorados foram extraidos com 5 ml de n-hexano em um tubo de
ensaio com tampa esmerilhada (capacidade, 15 ml) contendo 5,0 ml de aguardente. Este
processo foi repetido duas vezes e em cada extragdo o tubo foi vigorosamente agitado
por dois minutos. Os extratos orgénicos combinados foram filtrados por sulfato de sédio
anidro e recolhidos em um tubo Kuderna Danish (capacidade, 25 ml). Este foi conecta-
do a uma microcoluna de Snyder ¢ o extrato foi concentrado em banho-maria a 80°C,
até cerca de 1 ml e 4 secura sob suave corrente de nitrogénio. O volume exato de 1,0 ml
foi retomado em iso-octano (extrato A) e¢ 5ul foram analisados por cromatografia

gasosa.

O extrato. :oi quantitativamente transferido para uma coluna cromatogréfica de vi-
dro (didmetro interno, 1 cm; altura, 35 cm com reservatério na extremidade superior e
torneira de teflon), empacotada com 3,0 g de alumina desativada a 4,6%, 0,5 g de silica
gel desativada a 10% e 1 cm de sulfato de sédio. A eluigao foi processada com 20 ml de
n-hexano, sob velocidade de 60 gotas/minuto. O extrato obtido foi concentrado como in-
dicado anteriormente e 5«1 foram analisados por cromatografia gasosa.

As andlises de recuperagdo foram efetuadas pela fortificagdo das amostras in vitro,
obedecendo a seguinte seqiiéncia: 1,0 ml de solugdo padrio de pesticidas foi adicionado
a 5,0 ml de aguardente contida em um tubo de ensaio com tampa esmerilhada. Este foi
submetido 2 agitagdo vigorosa por dois minutos ¢ mantido em repouso por duas horas,
podendo entdo ser realizada a extragdo dos pesticidas, de acordo com procedimento
descrito acima.

As andlises cromatogréficas foram efetuadas em um cromatégrafo a gis, modelo CG
35370, equipado com detector por captura de elétrons, fonte de niquel (43Ni). Foi usada
uma coluna de vidro (183 ¢cm x 2 mm d.i.), empacotada com 5% QF-1 sobre Chromosorb
WHP (100-120 mesh). As tempcraturas de operagao foram 190, 210 e 250°C para colu-
na, injetor ¢ detector, respectivamente. Nitrogénio U (Oxigénio do Brasil) foi usado co-
mo g4s de arraste, sob fluxo de 40 ml/minuto a 1x 108A.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A determinagio das condigdes experimentais do procedimento proposto foi efetuada
analisando-se os cromatogramas obtidos em cada uma das etapas.

Numa primeira fase foi estudada a extragdo dos pesticidas da matriz, bem como 0
método de purificagdo dos extratos obtidos. A auséncia de picos negativos nos cromato-
gramas ¢ também de picos correspondentes aos tempos de retengio dos pesticidas exa-
minados, significa que o processo de clean-up da matriz € eficiente. Foi possivel, entao,
iniciar o estudo de recuperagéo, fortificando-se as amostras in vitro com solugéo padrao
dos pesticidas heptacloro, aldrin e mirex em niveis de 0,85; 0,85 e 2,6 ppb, respectiva-
mente. Nessa ctapa, definiu-se a técnica usada para a fortificacio ¢ a viabilidade do pro-
cedimento por meio dos valores percentuais de recuperagao.
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Os valores apresentados na Tabela |, recuperagio entre 81 e 95% para heptacloro, 83
€ 95% para aldrin e 94 € 111% para mirex, demonstram a possibilidade de um procedi-
mento que compreende apenas a extragdo dos pesticidas com n-hexano, filtragio por
sulfato de sédio e concentragdo em microcoluna de Snyder. Os valores de desvio padrio
inferiores a 4,7 confirmam a reprodutibilidade do método. Os cromatogramas obtidos
apresentam picos devidos a presenca de substancias interferentes, com tempos de reten-
géo diferentes dos pesticidas de interesse (Fig. 1a).

TABELA 1 — Nivel de fortificagio, porcentagem de recuperacio e desvio padrae dos
pesticidas organoclorados estudados (extragio)

Pesticidas Nivel de Recuperacao (%) Desvio padrio
Fortificagio Inter- Média®
(ng/g) valo
Heptacloro 0,85 81-95 87 4,1
Aldrin 0,85 83-95 89 36
Mirex 2,6 94-111 101 4,7

a = correspondente a 9 andlises

Dois sistemas de solventes foram testados para efetuar a extragio dos pesticidas da
aguardente: n-hexano e n-hexano-acetona (9:1-v/v). Foi verificado que a recuperagio
dos pesticidas € praticamente independente do solvente utilizado; assim, optou-se
por n-hexano dada a simplicidade de se usar um finico solvente.

A execugdo de uma purificagio adicional do extrato hexénico acima obtido, empre-
gando uma microcoluna empacotada com dois adsorventes, propicia a eliminagio de in-
terferentes em toda a faixa de tempo de retengdo dos clorados, como exemplifica o
cromatograma apresentado na Figura 1b. Recuperagdo superior a 85%, valores médios
de 93, 94 e 101% para heptacloro, aldrin ¢ mirex, respectivamente, e dados de desvio
padrao inferiores a 4,9, discriminados na Tabela 2, comprovam a eficiéncia do procedi-
mento. A obtengdo de extratos isentos de substéncias interferentes, que sdo co-eluidas
com os pesticidas, € importante porque as anslises podem ser realizadas sem acarretar a
contaminagio da coluna e do detector.

Microcolunas empacotadas com alumina, silica gel ¢ alumina/silica gel foram tes-
tadas. O extrato purificado com alumina forneceu cromatogramas que ainda apre-
sentavam picos negativos. Cromatogramas totalmente isentos de picos negativos ¢ de
picos devido a substincias interferentes foram obtidos empregando sflica gel ou alumi-
na/sflica.

Optou-se pelo uso da coluna mista, porque j4 haviam sido estabelecidas anteriormen-
te, neste laboratério’?, as condigdes adequadas para a recuperagio de solugdes padrao
de pesticidas organoclorados, neste sistema de adsorventes.
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TABELA 2 — Nivel de fortificagio, porcentagem de recuperacéo e desvio padrao dos
perticidas estudados (extracéo e clean-up em microcoluna)

Pesticidas Nivel de Recuperacio S@W Desvio padrao
Fortificacao Inter- Média
(ng/g) valo
Heptacloro 0,85 87-100 93 49
Aldrin 0,85 85-99 94 4,7
Mirex ) 2,6 99-102 101 1,1

b = correspondente a 9 andlises

Foi verificado, também, que a técnica empregada para fortificar as amostras in vitro
tem marcante influéncia nos resultados de recuperagao. Um método de fortificagdo des-
crito por GUPTA et al13, quando aplicado as amostras de aguardente, forneceu baixos
valores de recuperagio para heptacloro (47%) e aldrin (63%). A modificagdo deste
procedimento, através de adigao da solugdo padrdo 2 amostra, em substituigdo a adigao
da amostra ao residuo obtido pela evaporagdo da solugdo padrao, forneceu valores de
recuperagio da ordem de 80% para heptacloro ¢ de 90% para aldrin.

Foi examinado, ainda, o efeito do solvente empregado na preparagio das solugdes
padrdo dos pesticidas utilizados na fortificacdo. A substituicio da acetona por iso-
octano produz uma diminuigao nas porcentagens de recuperagdo dos pesticidas. Aceto-
na foi selecionada devido A sua miscibilidade com a aguardente, de modo que 0s
pesticidas sdo efetivamente incorporados 2 matriz, possibilitando que se reproduza em
laboratério amostras semelhantes 3s amostras reais. ;

A busca de métodos mais simples — que demandam pequeno nimero de operagdes,
¢ mais econdmicos — que utilizam pequeno volume de solvente e pequena quantidade
de reagentes — tem sido registrada na literatura, para as mais diferentes matrizes' .
Entre estes, 0 emprego de microcolunas de adsorgao, empacotadas com um ou mais ad-
sorventes¥1820 merecem destaque. Considerando que os principios metodol6gicos,
adotados pelos autores, sio adequados 2 realidade brasileira, julgou-se apropriado
aplics-los na elaboragdo do método proposto, para monitoramento de organoclorados
em aguardente.

Deve-se observar ainda que o interesse pelo desenvolvimento desta metodologia €x*

trapola a sua aplicagdo as amostras de aguardente, pois € possivel adapta-la a outras be-
bidas fermento-destiladas.
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ABSTRACT: A small scale method for determination of heptachlor, aldrin and mirex
in sugar cane potable spirits is described. The pesticides are extracted with n-hexane. The
extract is submitted to clean-up over an alumina/silica gel microcolumn and eluated with
n-hexane. The eluate is concentrated and analysed by gas-liquid chromatography. Samples
fortified with heptachlor, aldrin and mirex were tested by recovery analysis and the mean
values obtained were 93, 94 and 101%, respectively. The standard deviations were less than

4.9, thus making this method very suitable for residue analysis.

KEYWORDS: Residues determination; organochlorine pesticides; sugar cane potable
spirits; gas chromatography.
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