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RESUMO

A utilizacdo de pesticidas na agricultura tornou-se ainda mais recorrente com 0S avancos
tecnoldgicos, havendo uma busca por um trabalho mais rapido e que visa a mitigacdo de perdas
nas plantagdes, com o ataque de pragas. Entretanto, seu manejo inadequado e excessivo oferece
aos seres humanos perigos relacionados a exposicdo ao pesticida. Neste contexto, cada vez mais
procura-se por técnicas de quantificacdo dos pesticidas que visem uma melhor aplicabilidade e
sensibilidade nos resultados. Assim, este trabalho objetivou otimizar pardmetros para a
determinacéo de acefato por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo em chama
(FID), com uma alternativa de menor custo quando comparado as técnicas acopladas a
espectrometria de massa. Para otimizacdo dos parametros cromatograficos, as amostras de
acefato foram preparadas em concentrages de 100% de ativo, 4 e 10 g L%, de acordo com RDC
n° 166, de 24 de julho de 2017 e ABNT 14029:2016, com solventes de acetona e isopropanol.
Ajustes de temperaturas de coluna, injecdo e detector, fluxos de ar e hidrogénio, volumes de
injecdo, concentracdo de amostras e coluna cromatografica foram adaptados conforme
necessidade de melhoria nas resolugdes, na busca da acentuacao do pico cromatografico. Como
resultado, a temperatura de forno fixada em 195 °C trouxe melhor tempo de retencéo, sem
interferéncia de picos fantasmas. A Temperatura de injetor em 180 °C tornou-se ideal, uma vez
que temperaturas de 270 °C possivelmente degradariam a amostra. Temperatura de detector
com 250 °C e volumes de injecéo de 1 pL trouxeram estreitamento do pico, quando comparado
a temperaturas mais baixas. ConcentracGes maiores de amostra aumentaram a altura do pico
sendo, que a melhor concentragdo avaliada foi de 10 g L. Mudancas sutis de fluxo de ar e
hidrogénio ndo trouxeram grandes mudancas, e a utilizagdo da coluna HP-5 trouxe a 6tima
resolucdo dos resultados, com numero teorico de placas de 1.708,45, valor que apresenta otima
eficacia da coluna, além da obteng&o do sinal analitico com boa resolugéo (pico simétrico). A
realizacdo da curva de calibragéo trouxe um coeficiente de correlagéo linear igual a 0,99785, e
limite de quantificacdo (LQ) e determinacdo (LD) iguais a 0,0800 ¢ 0,0300 mg kg,
respectivamente, sendo que o LQ atendeu as condi¢des de quantificacdes do acefato em culturas
como algodéo, alho, cebola, cenoura, citros e meldo, conforme o limite maximo de residuo
(LMR) estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Palavras-chave: Acefato, Espectrometria de Massa, RDC, Pico Cromatogréafico, LMR.



ABSTRACT

The use of pesticides in agriculture has become even more frequent with technological
advances, with the search for faster work aimed at mitigating losses in plantations due to pest
attacks. However, inadequate and excessive management poses dangers to humans related to
exposure to pesticides. In this context, there is an increasing demand for pesticide quantification
techniques that aim at better applicability and sensitivity in the results. Thus, this work aimed
to optimize parameters for the determination of acephate by gas chromatography coupled to the
flame ionization detector (FID), with a lower cost alternative when compared to techniques
coupled to mass spectrometry. To optimize the chromatographic parameters, the acephate
samples were prepared at concentrations of 100% active, 4 and 10 g L%, according to RDC No.
166, dated July 24, 2017 and ABNT 14029:2016, with acetone and isopropanol solvents.
Adjustments of column, injection and detector temperatures, air and hydrogen flows, injection
volumes, sample concentration and chromatographic column were adapted according to the
need to improve resolutions, in order to accentuate the chromatographic peak. As a result, the
oven temperature set at 195 °C provided better retention time, without interference from
background noise. The injector temperature at 180 °C became ideal, since temperatures of 270
°C would possibly degrade the sample. Detector temperature at 250 °C and injection volumes
of 1 pL brought a narrowing of the peak, when compared to lower temperatures. Higher sample
concentrations increased the peak height, and the best concentration evaluated was 10 g L™.
Subtle changes in air and hydrogen flow did not bring major changes, and the use of the HP-5
column brought excellent resolution of the results, with a theoretical number of plates of
1,708.45, a value that shows excellent column efficiency, in addition to obtaining the analytical
signal with good resolution (symmetrical peak). The realization of the calibration curve yielded
a linear correlation coefficient R equal to 0.99785, and quantification limit (QL) and
determination (DL) equal to 0.0800 and 0.0300 mg kg, respectively, and the QL met the
quantification conditions of acephate in crops such as cotton, garlic, onion, carrot, citrus and
melon, according to the maximum residue limit (MRL) established by the National Health
Surveillance Agency (ANVISA).

Keywords: Keywords: Acephate, Mass Spectrometry, RDC, Chromatographic Peak, LMR.
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1. INTRODUCAO

As praticas e 0s avangos do setor agricola possuem uma extensa histéria em diversas
partes do mundo. Comecando pela Crescente Fértil da Mesopotamia, que remonta a cerca de
10.000 anos antes de Cristo (a.C.), e que corresponde atualmente & maior parte do territério do
Iraque, Turquia, Siria e Jordania. E importante notar que, & medida que a populacdo se
organizava-se em comunidades agricolas estabelecidas, grandes quantidades de trigo, cevada,
ervilha, lentilha, grdo-de-bico e linho passaram a ser cultivadas (Tudi et al., 2021). Ha
aproximadamente 4.500 anos a.C., foi registrado o primeiro uso de pesticidas pelos sumérios,
gue empregavam compostos a base de enxofre para o controle de insetos e acaros. Apds a
Segunda Guerra Mundial, a introducdo da quimica organica na ciéncia dos defensivos agricolas
possibilitou avancos significativos, promovendo o desenvolvimento de compostos orgéanicos
derivados de subprodutos industriais e, posteriormente, de compostos organicos sintéticos de
menor risco a satde humana (Umetsu; Shirai, 2020).

Os pesticidas permitiram melhorias econdmicas aos produtores agricolas e
consumidores que, entre os beneficios, incluem o melhor rendimento e qualidade de colheitas
e gado, maximizacdo da vida atil do produto, reducdo de mao de obra agricola, seguranca
alimentar e qualidade de vida (Brankov et al., 2021).

O uso global de pesticidas aumentou ao longo do século XXI, em parte devido a
proliferacdo de defensivos genéricos provenientes da China e, em menor escala, da India para
outras regides do Sul Global, especialmente para o Brasil. As industrias globais e suas
regulamentagOes continuam sendo dominadas pelas empresas da Croplife International (BASF,
Bayer CropScience, Corteva, Sumitomo e Syngenta), que controlam trés quartos dos maiores
mercados mundiais de pesticidas nocivos. Essas empresas fortaleceram ainda mais o lobby do
agronegocio ao criarem a Croplife Brasil, que exerceu influéncia sobre o sistema regulatério
brasileiro. (Ollinahoa et al., 2022).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), os
pesticidas podem ser definidos como qualquer substancia utilizada para controlar, prevenir ou
dizimar pragas animais, microbiologicas ou vegetais (McNaught; Wilkinson, 1997).

No Brasil, foi aprovado o Projeto de Lei n° 1459, de 2022, chamado “PL dos
Agrotoxicos”, ou “PL dos “Defensivos”, que apresenta um grande simbolo legal para a

producdo, registro, comércio, transporte, inspecao, fiscaliza¢do e uso dos pesticidas (Anacleto,
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2023). A Lei n° 14.785/23, vigente em de 27 de dezembro de 2023, traz consigo diretrizes para
a pesquisa, experimentacdo, armazenamento, a inspecdo e a fiscalizagdo de pesticidas, de
produtos de manejo ambiental e de seus produtos técnicos (BRASIL, 2024).

Em 2019, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a
reclassificacdo toxicoldgica dos pesticidas, tornando mais claros os critérios de avaliacdo e
classificacdo de agrotoxicos no pais. A nova classificacdo passou a adotar os parametros de
toxicidade com base nos padrdes do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally Harmonized System of Classification and
Labelling of Chemicals - GHS). Nela, os agrotéxicos foram categorizados de | a IV, sendo: I)
extremamente toxico, Il) altamente tdxico, 111) moderadamente toxico, 1\V) pouco tdxico e V)
improvavel de causar dano (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

Classificado como pesticida de classe IV, ou seja, “moderadamente perigoso” (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2019), o acefato, e seu derivado, o metamidofés, fazem parte
da familia dos organofosforados, que sdo conhecidos por provocar a disfuncdo da conducgéo
nervosa, ao impedir a atividade da acetilcolinesterase em insetos (Brovini et al, 2024b). No
Brasil, seu uso é limitado a plantaces especificas. (Morato et al., 2021). Pela ANVISA, o
acefato tém aplicacdo permitida em cultivos de amendoim, algodao, batata, brécolis, citros,
couve, couve-flor, feijdo, meldo, repolho, soja e tomate para fins industriais, perante aplicagédo
por meio de equipamentos mecanizado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013).

Alguns paises estabeleceram concentracdes maximas para o acefato e metamidofos em
4dgua potavel, como 7 ug L para o Brasil, 8 ug L™ na Austrélia, e 0,1 pg L™ na Uni&o Europeia.
Assim, o monitoramento ambiental, principalmente em corpos d’agua utilizados para
abastecimento publico, é essencial para a avaliacdo da exposi¢do humana e avaliacdo de riscos
(Brovini et al. 2024a).

Apenas 1% do ingrediente ativo do pesticida organofosforado atinge a praga-alvo, uma
vez que fatores como pulverizacdo, evaporacédo e condigdes ambientais podem interferir em sua
aplicacdo. Como consequéncia, os produtores aumentam a dose e a frequéncia de seu uso,
resultando em poluicdo ambiental, além de impactos negativos aos ecossistemas e a salde
humana (Yan et al., 2024). O uso em grande escala ndo apenas implica elevados custos, mas

também gera efeitos controversos aos trabalhadores de areas agricolas e, além disso, tem
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favorecido o desenvolvimento de resisténcia por parte de espécies contra os organofosforados
(Demir et al., 2022).

Métodos tradicionais para quantificacdo de residuos organicos de pesticidas, com alta
reprodutibilidade, abrangem a Cromatografia Gasosa (GC), Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GC-MS) e Cromatografia Liquida acoplada & Espectrometria de
Massa (LC-MS). Contudo, estas metodologias incluem o complexo pré-tratamento de amostras,
consumo abundante de reagentes, medicdo demorada e procedimentos complicados. Diante
deste cenério, torna-se cientificamente relevante o desenvolvimento de um método de detec¢édo
mais simples e rapido (Weng et al. 2020). Tecnicas de cromatografia gasosa acopladas a
espectrometria de massas possuem restricbes, como grandes quantidades de solventes
especificos com alta pureza, além de demandarem muito tempo e recursos, que resultam em
altos custos de andlises (Lee et al., 2020). O GC-MS possui vantagem sob 0 GC-FID, em termos
de seletividade e sensibilidade; mas, por outro lado, sua aquisi¢cao é mais cara, € 0 equipamento,
mais exigente (Hlozeka et al., 2015). Em complemento, solventes organicos, como o metanol
e a acetonitrila, no qual séo utilizados em técnicas de cromatografia liquida, apresentam perigo
significativo a salude humana e demandam alto custo financeiro em seus descartes
(Shivashanmugam; Arun, 2015).

Neste contexto, este presente trabalho tem como objetivo otimizar os principais
parametros cromatograficos para quantificacdo do acefato, utilizando da cromatografia gasosa
acoplada ao detector de ionizacdo em chama (GC-FID) como alternativa de menor custo,

quando comparado a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PESTICIDAS PARA CONTROLE DE INSETOS

O manejo de pragas é fundamental para garantir a seguranga alimentar e a
sustentabilidade do setor agricola. No entanto, esse controle frequentemente requer o uso de
pesticidas, 0s quais estdo associados a poluicdo ambiental, & reducdo da biodiversidade e a
impactos na satde publica. Diante das politicas agricolas vigentes, torna-se essencial a reducdo
do uso desses compostos, especialmente considerando que os consumidores estdo cada vez mais
exigentes quanto a minimizacéo dos riscos a salide e ao meio ambiente, o que tem impulsionado

iniciativas em nivel industrial (Finger, 2024).
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Os pesticidas s&o compostos biologicamente ativos amplamente utilizados na
horticultura, na agricultura e, sobretudo, na saude publica para o controle de pragas. Eles
apresentam uma ampla variedade de modos de agdo, como; neurotoxicas, inibicdo de
fotossintese ou inibicdo de esporos fangicos, permitindo o controle eficaz de diferentes tipos de
pragas. A eficacia desses compostos estd diretamente relacionada a sua composi¢do quimica
(Voutchkova et al., 2021), sendo que a maioria € considerada tdxica para 0s seres humanos e
prejudicial ao meio ambiente (Alizadech et al., 2021). Além disso, a exposi¢do a pesticidas tem
sido associada a diversas doencas relacionadas a idade, como cancer de tireoide, pele, rim,
laringe, pulmao, cblon e préstata (Panis et al., 2024).

Os pesticidas podem ser classificados quanto ao seu organismo-alvo; entre eles:
inseticidas (insetos), fungicidas (fungos), herbicidas (plantas daninhas), desfolhantes (queda
prematura de folhas) e acaricidas (acaros). Quanto a composic¢éo do pesticida, a divisdo envolve
compostos organicos e inorganicos, e pesticidas de origem vegetal, bacteriana e flngica
(Sanches et al., 2003).

Entre as principais classes de pesticidas organicos, destacam-se o0s organoclorados
(OC), que possuem atomos de cloro, e organofosforados (OP), que possuem atomos de fosforo.
Os organoclorados sdo lipossollveis e resistentes a hidrolise, causando danos ao meio ambiente
e as pessoas em consequéncia a sua grande instabilidade. Em contrapartida, 0s
organofosforados possuem facil degradacdo e possuem baixo nivel de toxicidade para a saude
humana (Sanches et al., 2003).

A agricultura brasileira é reconhecida como a mais diversificada do mundo, abrangendo
uma ampla variedade de cultivos e sistemas de producédo (Carbonari; Velini, 2021). O Brasil
desempenha um papel fundamental na producdo de alimentos, além de gerar quantidades
significativas de fibras, matérias-primas industriais e servi¢os ecossistémicos. No entanto,
apenas uma fracdo dos pesticidas utilizados no pais é destinada a producao de alimentos, tanto
para consumo interno quanto para exportacdo. A rigorosa andlise desses insumos busca
padronizar e fornecer informagGes sobre a area cultivada e a quantidade de producao de diversas
culturas (Carbonari; Velini, 2021). O monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos de
origem vegetal é realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). No
entanto, esse controle ndo abrange analises em alimentos processados, o0 que pode representar

uma lacuna na avaliacéo da exposi¢do do consumidor a esses compostos (Oliveira et al., 2024).
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2.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DO ACEFATO
O acefato, também denominado O,S-dimetil acetilfosforamidotioato (C4Hi:oNOsPS), é
um composto organico, quiral, existente nas formas S e R, de massa molecular 183,17 g mol
(National Library of Medicine, 2018) e que pertence a classe dos organofosforados (Lewis et
al., 2024). Sua molécula apresenta, como principal funcdo orgénica, a fosforoamida (National
Library of Medicine, 2018).

Figura 1 - Representa¢do da Estrutura Quimica do Acefato.

CH;

O/
e \P/NH CH3
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o

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

A sintese do acefato ocorre em trés etapas: substituicdo nucleofilica, isomerizacao e
acetilacdo. Na substituicdo nucleofilica, a partir da reacdo de fosforotiocloridrato de dimetila
com amonia (Figura 2), a amonia funciona como nucledfilo do fosforotiocloridrato de dimetila,
com a saida do cloro como grupo abandonador. A isomerizacdo ocorre na presenca de um
agente de metilacéo, ocorrendo isomerizacédo, sendo convertido em O,S-dimetil (metamidofos).
Na acetilagdo, um grupo acetila é acrescentado ao N-acetil, utilizando-se anidrido acético,
seguido de isomerizacdo (Matolcsy; Nadasy, 1988; National Library of Medicine, 2018).
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Figura 2 - O processo de sintese do acefato, que ocorre em trés etapas, envolvendo rea¢8es quimicas que levam
a formacdo do composto final.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Pesquisas iniciais ao redor de compostos organicos que contenham fésforo iniciaram-
se no comeco do século XIX, e estenderam-se até o fim da Segunda Guerra Mundial,
abrangendo aproximadamente um século e meio de estudos. Uma das principais investigaces
acerca destes compostos foi idealizada pelos quimicos H. McCombie e B.C Saunders (1946),
com ponderac6es sobre os fluorfosfatados (Matolscy; Nadasy, 1988).

Segundo McCombie e Souders (1946), foram desenvolvidos testes e métodos para a
sintese de fluorfosfatos, obtendo-se resultados satisfatorios a partir de um processo que envolve
a adicdo de tricloreto de fdésforo ao alcool isopropilico, dissolvido em tetracloreto de carbono,
sem a necessidade de resfriamento externo. Essas substancias apresentam um alto grau de
toxicidade e podem ser letais quando inaladas. Em concentracdes ndo fatais, podem causar
contracdo das pupilas, um efeito que pode perdurar por varios dias (Souders; McCombie, 1946).

O acefato € um pesticida neurotdxico responsavel pela inibigdo da acetilcolinesterase,
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enzima fundamental para a propagacéo de impulsos nervosos (Mota et al., 2012), resultando na
hiperexcitacdo do sistema nervoso, provocando a paralisia dos musculos.

2.3 DETERMINACAO DE ACEFATO POR DIFERENTES TECNICAS COM ENFASE
PARA AS TECNICAS CROMATOGRAFICAS
De acordo com os resultados da busca bibliogréfica na base de dados Web of Science e
Scopus no periodo de 2014 a 2024, utilizando as palavras chave “determination”
“quantification” e “acephate”, o acefato pode ser quantificado em diferentes tipos de amostras

por diferentes técnicas, destacando-se as cromatogréaficas (Figura 3 e Tabela 1).

Figura 3 - Relagdo de equipamentos e técnicas utilizadas para analise de acefato em artigos publicados
na base de dados Web of Science e Scopus.

Técnica utilizadas em cromatografia gasosa

@ Detector Fotométrico de
Chama (GC-FPD)

@ Espectrometria de Massa
(GC-MS)

Técnicas utilizadas para determinacéo de acefato
Detector Termibnico de
Chama (GC-FTD)

@ Detector de Captura de
Elétrons (GC-ECD)

Biosensor
etroforese
Cromatografia Gasosa

trassom

Croscopa

Mmwiz el erm

spectrofotdmetro

Espectroscopia

Cromatografia Liquida

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Tabela 1 - RelagGes de técnicas de analise na determinagéo/quantificacdo de acefato, contemplando diferentes
tipos de amostras publicadas na literatura no periodo de 2014 a 2024.

Técnica de Andlise Tipo de amostra Referéncia

Cromatografia Gasosa por
Detector de Captura de Ervilha Verde Jan et al. 2023
Elétrons (GC-ECD)

Biosensor TEOS Sol-Gel Alimenticios ndo especificados  Raghu et al. 2014
Espectroscopia Raman (RS) Arroz Weng et al. 2020

Biosensor a base de Silica Teor de ativo Pabbi e Mittal 2017
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Espectroscopia Ultravioleta
Visivel (UV-VIS),
Espectroscopia no
Infravermelho com
Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia
Eletrénica de Varr (MEV)

Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC)

Espectroscopia Raman (RS)
Espectroscopia Raman (RS)
Eletroforese Capilar (CE)

Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia por Ultra
Violeta (HPLC-UV),
Cromatografia Gasosa por
Detector de Captura de
Elétrons (GC-ECD)

Dispersdo em Fase Sélida de
Matriz Assistida por
Ultrassom (UA-MSPD)

O Espalhamento Raman
Aprimorado Por Superficie
(SERS)

Cromatografia Gasosa por
Detector Fotométrico de
Chama (GC-FPD)

Espectrofotbmetro

Teor de ativo

Pesticidas formulados

Manga
Arroz

Sucos de frutas e vegetais

Frutas

Frutas e vegetais

Asa de libélula

Caldo de cana e agucar
refinado

Solo, &gua e vegetais

Kumar et al. 2018

Patil et al. 2023

Pham et al. 2022
Weng et al. 2023

Chen et al. 2021

Srivastava et al.
2021

Santos et al. 2019

Wang et al. 2018

Ramasubramanian e

Paramasivam 2020

Shah et al. 2015
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Cromatografia Liquida de
Ultra Rapida acoplado a

Espectrometria Massa em
Tandem (UFLC-MS/MS)

Cromatografia Gasosa por
Detector Termidnico de
Chama (GC-FTD)

Cromatografia Liquida
acoplado a Espectrometria de
Massa em Tandem com
Triplo Quadruplo (LC-TQ-
MS/MS)

Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de
Massa (LC-MS)

Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia acoplado a
Espectrometria Massa em
Tandem (UPLC-MS/MS)

Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de
Massa (GC-MS)

Cromatografia Liquida com
Espectrometria De Massa Em
Tandem (LC-MS/MS)

Leite bovino

Folha de betel

Ervas medicinais

Quiabo

Vinho

Boldo-do-Chile

Pimentdo

Oliveira et al. 2014

Phodhan et al. 2023

Fontana et al. 2024

Elgailani e Algamdi
2018

Dias et al.2019

Maestroni et al.
2020

Morais et al. 2017
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Cromatografia Liquida

acoplado a Espectrometria de

Massa em Tandem (LC-

MS/MS), Cromatdgrafo Améndoas Balkan et al. 2023
Gasoso acoplado a

Espectrometria de Massa

(GC-MS)

Cromatografia Liquida Com
Espectrometria De Massa Em Agua Brovini et al, 2024
Tandem (LC-MS/MS)

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Com o passar dos anos, é notavel o aprimoramento das técnicas de quantificacdo. Assim,
pode-se notar que artigos publicados a partir de 2014 (Tabela 1) ja utilizavam o acoplamento
da espectrometria de massas (MS - do inglés, Mass Spectrometry) nos cromatédgrafos, uma vez
que todos os artigos estudados estdo relacionados a identificacdo de residuos de
organofosforado em amostras. O acoplamento de um cromatdgrafo a um espectrémetro de
massas combina as vantagens da cromatografia, como a alta eficadcia na separacdo e a
seletividade, com os beneficios da espectrometria de massa, permitindo a obtencdo de
informacdes estruturais, determinacdo da massa molar e um acréscimo adicional de seletividade
(Junior et al., 2021). No entanto, o elevado custo dos reagentes de alta pureza e da aquisi¢do do
acoplamento, especialmente da espectrometria de massa, estimula a busca por estratégias de
otimizagdo de parametros em técnicas de menor custo.

Com base no levantamento bibliografico realizado por meio das bases de dados Web of
Science e Scopus, foi possivel elaborar um mapa bibliografico das palavras-chave dos artigos
selecionados para a revisao, utilizando-se do software VOSviewer. Os resultados indicaram que
a técnica mais recorrente nos estudos analisados é a cromatografia liquida (Figura 4), sendo a

maioria dos sistemas acoplada a espectrometria de massa (MS).
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Figura 4 - Mapa bibliografico de 18 artigos fornecidos pelo banco de dados Web of Science, palavras-chaves
como “Acephate”, “Extraction” e “Liquid-Chromatography” destacam-se em circulos maiores.
oo gas-chromatography
performance lig@id-chromatogra

tandem masgspectrometry

solid-phasgiextraction

gas chromatography

validation
pesticides
pesticidgsresidues
organophospligrus pesticides
methangidophos
acetylcholinesterase
acephate extilliion liquid-chramatography
J# VOSviewer " — :
= 2016 2017 2018 2019

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Neste trabalho, procurou-se evidenciar a técnica de cromatografia gasosa com o intuito
de ampliar as possibilidades de quantificacdo, além de vislumbrar a utilizacdo de técnicas

alternativas para a quantificacdo de acefato.

2.4 O ESTUDO DA CROMATOGRAFIA GASOSA

A disseminacdo da cromatografia como técnica analitica ocorreu em meio a contextos
desafiadores. Originalmente, a cromatografia € uma técnica do século XIX, mas foi com a
proximidade da revolugdo eletrbnica nos anos 1960 que ela experimentou uma evolugdo
significativa, o que a transformou de maneira notavel (Guiochon, 1993).

Em margo de 1903, Mikhail Siemionowic Tswiett, professor de boténica da
Universidade Imperial de Varsovia e da Universidade de Tecnologia de Varsovia, apresentou a
ideia e os resultados da pesquisa ordenada sobre a cromatografia liquida em coluna, na
separagdo de corantes, como clorofilas, cloroplastos e carotendides. Ele utilizou carbonato de
calcio (giz moido) como preenchimento da coluna (leito), e a fase movel constituiu-se de

solventes, como alcool etilico ou benzeno. A técnica responsavel pelo processo de separagdo
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foi de adsorcéo e separacdo (Buszewski, 2022). Mais tarde, Martin e Synge apresentaram o
conceito de cromatografia gas-liquido (Skoog et al., 2005).

No momento em que uma gota de um liquido que contém algumas substancias é posta
em um papel, o liquido, de forma gradual, comeca a se espalhar. As substancias presentes no
papel comegam a se espalhar em velocidades distintas e originam marcas de diferentes cores
no papel. Na década de 1940, Martin e Synge utilizaram estes e demais fendmenos similares
em misturas de gases, para o desenvolvimento de tipos de cromatografia (The Nobel Prize,
2025).

A cromatografia gasosa é uma técnica amplamente utilizada para a separacdo de
misturas gasosas, na qual ocorre a divisdo dos componentes de uma amostra vaporizada por
meio de uma parti¢do entre uma fase mdvel gasosa e uma fase estacionéria liquida (ou sélida),
que esta confinada na coluna cromatografica. Diversos métodos de separacédo por cromatografia
gasosa (GC) podem ser aplicados, como o modo de elui¢do, no qual a amostra é injetada na
coluna e é transportada por meio de um gas de arraste. O cromatograma resultante (ou curva de
eluicdo) consiste em um conjunto de picos, sendo gque, idealmente, cada pico corresponde a um
unico analito presente na amostra (Kolomnikova et al., 2018; Skoog et al., 2005).

A cromatografia gasosa é constituida por quatro principais sistemas: gas de arraste,
injecdo de amostras, coluna e forno, e detecgéo.

Figura 5 - Diagrama de blocos para a cromatografia gasosa. O gas de arraste é responsavel por “viajar” a

amostra por todo o sistema até chegar ao detector, responsavel pela emissdo de sinais analiticos, vistos por meio
de cromatogramas.

Fluxo de Gas

Sistema de

Gas de Arraste Deteccao

Sistema de
Injecao
Sistema de Coluna
e Forno

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)
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2.4.1 Sistema de Gas de Arraste

Os gases de arraste precisam atender a diversos requisitos para serem Uteis.
Primeiramente, ele deve ser inerte, seco, seguro, ultra puro e adequado ao injetor escolhido
(McCann, 2020). Gases como nitrogénio, argbnio e helio, fornecidos em cilindros
pressurizados, sdo utilizados como fase moével no cromatografo gasoso, os quais recebem a
denominacdo de gases de arraste. Esses gases, por sua natureza inerte, percorrem a coluna
cromatografica (fase estacionaria) sem estabelecer qualquer interacdo com o analito de
interesse. A vazdo do gas é habitualmente regulada por meio de dispositivos de controle de
pressao e/ou fluxo acoplados ao equipamento, podendo também ser ajustada com o auxilio de
um rotametro. (Skoog et al., 2005).

2.4.2 Mecanismo de Injecdo de Amostra

As amostras devem apresentar volume adequado e formar uma “zona estreita de vapor”,
evitando injecdes lentas ou excessivamente volumosas, que podem comprometer o
espalhamento das bandas cromatograficas e reduzir a resolucdo. Para garantir a precisao na
injecdo de amostras liquidas, torna-se imprescindivel a calibracdo periddica das seringas
utilizadas. Essas amostras sdo introduzidas na entrada da coluna cromatografica por meio de
septos de silicone ou diafragmas, e de uma abertura de admissdo previamente aquecida,
localizada na extremidade superior da coluna. Essa abertura € mantida a uma temperatura de
aproximadamente 50 °C superior ao ponto de ebulicdo do componente menos volatil da
amostra, assegurando a vaporizacdo total e eficiente. No caso de amostras solidas, estas sao
previamente dissolvidas para a obtencdo de uma solucédo, que deve ser acondicionada em vials
hermeticamente fechados com tampas de paredes finas. Esse tipo de vedacdo permite a

introdugdo precisa e segura da solugdo na entrada da coluna cromatografica (Skoog et al., 2005).

2.4.3 Sistema de Coluna e Forno

Os cromatdgrafos gasosos empregam dois modelos principais de colunas: as colunas
recheadas e as colunas capilares (também denominadas tubulares abertas). As colunas
recheadas tém sido progressivamente substituidas pelas colunas capilares, devido a

superioridade destas em termos de rapidez e eficiéncia operacional (Skoog et al., 2005).
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As colunas cromatogréaficas capilares sdo constituidas por materiais como aco
inoxidavel, vidro, silica ou Teflon, com comprimentos que variam entre 2 a 50 metros. Essas
colunas sdo geralmente enroladas em carretéis que possuem diametros de 10 a 30 centimetros
e sdo posicionadas em um forno termostatizado, uma vez que a temperatura da coluna constitui
uma variavel de significativa relevancia para a obtencdo de resultados analiticos precisos
(Skoog et al., 2005). As fases estacionérias podem ser liquidas ou solidas.

Fases estaciondrias liquidas apresentam trés fundamentais interaces: forca de
dispersdo, momento dipolo e ligacdo de hidrogénio (Nascimento et al., 2018). As propriedades
dos liquidos iénicos de relevancia sdo ponto de fusdo, pressdo de vapor, estabilidade térmica,
tenséo superficial, viscosidade, solubilidade em solventes organicos, e reatividade com diversos
grupos funcionais (Poole; Lenca, 2014).

Para assegurar sua integridade e evitar possiveis danos, € imprescindivel o uso de gases
de arraste com pureza superior a 99,99%. Além disso, cada coluna capilar possui seletividade
especifica, podendo ser polar, ndo polar ou intermediéaria, e apresenta uma temperatura maxima
recomendada, cujo excesso pode comprometer sua performance ou causar danos irreversiveis.
A temperatura ideal da coluna deve ser mantida ligeiramente acima do ponto de ebulicdo do
componente menos volatil da amostra, de modo a assegurar tempos de retencdo adequados e
desempenho eficiente da separacdo cromatografica (Grob; Barry, 2004).

Apds a injecdo, a amostra é vaporizada a alta temperatura e conduzida pela fase mével
por meio do fluxo na coluna cromatogréafica. A vaporizacdo € definida como a mudanca de uma
substancia da fase liquida para fase gasosa, sem alteracdo de sua composi¢ado (Britannica, 2025).
A velocidade do fluxo e regulada pela pressdo aplicada na porta do injetor. Durante seu percurso
pela coluna, na amostra, ocorre uma série de interacBes, nas quais ha a adsor¢do pela fase
estaciondria, seguida da subsequente dessor¢do de volta ao fluxo da fase mdvel. Cada uma
dessas interacdes € denominada placa tedrica (Agilent Technologies, 2016).

A teoria de placas teodricas presume que a coluna é repartida em varias zonas. A altura
e espessura da zona (HEPT - Height Equivalent to a Theoretical Plate) é determinavel,
presumindo que ha o perfeito equilibrio entre as fases liquidas e gasosas no interior de cada
placa. O desempenho resultante decorrente da coluna de placas é mensurado com fundamento

na suposicdo de que o coeficiente de distribuicdo ndo é acometido pela existéncia de outros
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solutos, e que a isotérmica de ordenacéo é linear. E desconsideravel a difus&o do soluto na fase
movel de uma placa para outra (Grob; Barry, 2004).

Equacdo 1 - Derivacdo da quantidade total g, de soluto na placa n e o volume de gas de arraste que passa pela
coluna.

_ 1 ox {—[(V/UR) — NJ?
= 2aNyz P 2N

dn }

Em que vy é igual ao volume de retencdo por placa e IV como volume total de retencéo.
Com base nas propriedades geométricas da curva, tem-se a obtencéo da equacdo 2, que

mensura a eficiéncia de uma coluna de um cromatografo gasoso.

Equacéo 2 - Eficiéncia de coluna em cromatégrafo gasoso.

N =16 Ve
=165

Em que I/, é igual ao tempo de retencdo do pico, em minutos ou segundos, e w;, equivale

a largura total da base do pico.

2.4.4 Sistema de Deteccéo

Ha diversos tipos de detectores seletivos utilizados em cromatdgrafos gasosos. O
Detector de ionizacdo em Chama (Flame lonization Detector - FID) € o0 mais recorrente
acoplado ao equipamento, no geral. A deteccao abrange a vigilancia da corrente produzida pela
exacao de portadores de carga, desprendidos a medida que ha a producdo de ions e elétrons
qguando compostos organicos sdo pirolisados a temperatura da chama de ar/hidrogénio. A
corrente consequente resultante, em voltagem do processo de pirdlise, é medida em um
picoamperimetro, amplificada e captada pelo registrador (Collins et al., 1997; Skoog et al.,
2005). Visto que o FID replica o niUmero de atomos de carbono que atravessam seu detector,
ele é considerado um dispositivo sensivel & massa (Skoog et al., 2005).

A pirdlise e definida como a degradacéo de um composto por meio de energia térmica,
geralmente na auséncia de oxigénio. A decomposicdo da amostra resulta na formacdo de
pequenas moléculas, que posteriormente sdo associadas & composi¢do do material original. A

quebra inicial de moléculas mais complexas, por meio da clivagem homolitica de ligacGes
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quimicas, proporciona condigdes favoraveis e respostas reprodutiveis ao longo do processo
(Silvério; Barbosa, 2008).

A utilizacdo do FID torna-se ainda mais eficiente em analises de compostos organicos,
englobando o estudo de amostras contaminadas com agua, 0xidos de enxofre ou hidrogénio,

uma vez que o detector € insensivel a gases que ndo sdo combustiveis (Skoog et al., 2005).

2.4.4.1 Registrador

O registrador € responsavel por transcrever graficamente o sinal gerado pelo FID. Na
cromatografia gasosa, o0 potenciométrico opera em escalas de 1 mV, com um tempo de retorno
em segundos. O cromatograma € formado a partir de sinais que podem ser processados em
integradores ou softwares, quando acoplados ao detector, que registram também os tempos de
retencdo e areas de cada um dos picos presentes. Para softwares programados apropriadamente,
é possivel a obtencdo de outros dados calculados a partir do cromatograma, como area do pico
(Collins et al., 1997).

A area do pico pode ser calculada tracando-se tangentes nos dois lados do pico; o
encontro entre estas duas tangentes, com a linha de base, proporciona um triangulo, dita area

pode ser calculada pela equacéo 3.

Equacao 3 - Célculo de area de pico em cromatograma.
h x wy,
)

Em que A representa a area do pico, h a altura do pico e w;, a largura do pico na linha

de base.

2.5 A CROMATOGRAFIA PARA IDENTIFICA(;AO DE RESIDUOS
O rapido desenvolvimento tecnologico na area da quimica analitica tem contribuido
significativamente para o aprimoramento da proficiéncia nas analises. O monitoramento de
residuos de pesticidas exige uma metodologia multirresiduo que seja rapida, simples e
altamente sensivel para a deteccdo, uma vez que 0s residuos podem estar presentes em
concentracdes tdo baixas quanto partes por bilhdo. No entanto, atualmente, ndo existem
procedimentos multirresiduos especificos que possam ser aplicados a analises sincronas,

abrangendo o amplo espectro de agrogquimicos (Kottadiyil et al., 2024).
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Uma alternativa para analise de residuos de pesticidas é o chamado método QUEChERS,
“Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe”, que possui como objetivo de superar
limitacGes pertencentes aos métodos existentes, com a otimizacdo para suportar uma ampla
variedade de analitos (Abdulra’uf et al., 2025)

Para a resolucdo de problemas de quantificacdo do acimulo de pesticidas no corpo
humano, com toxicidade aguda ou cronica, uma forte énfase foi disposta na avaliagéo do perigo
alimentar de residuais de pesticidas em produtos alimenticios. Para a padronizacdo dos limites
méaximos de residuos (LMR) em produtos pecuarios, é fundamental o estabelecimento de um
método multirresiduos confidveis que possam ser aplicados (Lee et al., 2022).

O trabalho apresentado por Prodhan et al., (2023) retrata a otimizagéo e validacdo de
um método analitico, baseado nos principios da QUEChERS, para a determinacdo de residuos
de pesticidas organofosforados e piretrdides. Para o preparo do equipamento foram utilizados
os parametros cromatograficos de coluna capilar Restek Rtx-OPPesticide2 (30 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno, 0,32 pm de espessura de filme), temperaturas de
injetor e detector como 250 °C e 280 °C, respectivamente, temperatura de forno gradiente, com
inicio em 150 °C até a 220 °C, com acréscimo de 10 °C por minuto, volume de injegdo de 1 pL,
split com razéo de 10:1 e 10 minutos de corrida.

A partir dos conceitos apresentados, é viavel realizar adaptacfes metodoldgicas visando
otimizacGes nos resultados da analise de compostos organofosforados, em GC-FID, com base

em um ponto inicial definido por parametros previamente estabelecidos.

2.6 EFEITOS DO ACEFATO A SAUDE HUMANA

Sem pesticidas, a producdo agricola global teria sido reduzida em até 30-40% devido as
infestacBes por diversas pragas. Embora possam exercer um papel critico na garantia da
seguranca alimentar, o rendimento agricola necessita aumentar em até 60% até 2050. Contudo,
devido ao uso excessivo em diversos paises, particularmente em paises em desenvolvimento,
surgem preocupacdes substanciais em relacdo a saude dos consumidores (Andrade et al., 2023),
com possiveis efeitos agudos e cronicos, com base na quantidade de exposi¢do dos seres
humanos. Os trabalhadores agricolas sdo os principais afetados, uma vez que estdo em contato
direto com estes produtos (Evaristo et al, 2022; Akande et al., 2020).
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Os organofosforados (OP) e carbamatos (CB) foram considerados seguros comparados
aos pesticidas organoclorados, como aldrina, dieldrina e diclorodifeniltricloroetano (DDT).
Contudo, mais de quarenta pesticidas OP foram apontados por 6rgdos como a Organizagédo
Mundial da Saude (OMS), Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (EPA), como nivel de perigo médio a alto para a saide humana (Kanja et al., 2020).
Entre os sintomas, quando expostos a altos niveis de OP, a inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) pode trazer impactos neurolégicos, como tremores, fadiga e nausea. Constatou-se que
a inibicdo da AChE (acetilcolinesterase) é o efeito mais relevante para a saude humana ao
avaliar as exposigdes ao acefato (EPA, 2024).

Anaélises clinicas do envenenamento por OPs podem desenvolver-se com uma crise
colinérgica aguda, que se caracterizam do acumulo de acetilcolina enddgena de transmissédo
colinérgica. A sindrome intermediaria pode ocorrer de 12 a 96 horas ap6s a exposicdo ao OP,
durante o quadro de colinérgica aguda, diante do blogueio neuromuscular pré e pds-sinaptico,
combinado da estimulacdo prolongada da nicotina. Efeitos tardios ou crénicos constituem da
neuropatia tardia induzida por organofosforados (OPIDN) (Pannu et al., 2020). A OPIDN é
uma axonopatia distal que atinge o sistema nervoso periférico, caracterizado pela polineuropatia
motor-sensorial, e central, apresentado por sintomas mielopaticos, provocando perda gradual
dos movimentos do corpo (Chhabra et al., 2024).

A exposicdo a compostos organofosforados também esta atrelada a aumento de risco de
infeccbes por COVID-19 e SARS-COV-2, contribuindo para a imunossupressdo e
suscetibilidade a doencas infecciosas em pessoas que contém niveis de biomarcadores do
pesticida (Lopez et al., 2024).

2.7 REGULAMENTACAO
Em suma, a Lei n® 14.785/2023, intitulada Lei dos Agrotoxicos, determina instruces
para, entre os topicos de armazenamento e comercializacdo, o destino final de residuos e
embalagens, registro, classificacéo e o controle e fiscalizacdo de agrotoxicos, para produtos de
controle ambiental e seus produtos técnicos (BRASIL, 2023). Diante da extensdo do

documento, o artigo 2, pardgrafo XVII, dispde:

Limite Maximo de Residuo (LMR): quantidade méaxima de residuo de agrotdxicos ou
afins oficialmente aceita no alimento, em decorréncia de aplicacdo adequada em fases
especificas, desde a sua producdo até o consumo, expressa em partes (em peso) do
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ingrediente ativo do agrotéxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes (em peso)
de alimento (ppm ou mg kg*) (BRASIL, 2023).

A Tabela 2 prevé o limite de residuo (LMR) de acefato em cada uma das culturas em
que sua utilizacdo € permitida, listados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Tabela 2 — Relagdo de limite de residuo (LMR) para cada uma das culturas em que o acefato ¢ aplicavel.

Culturas LMR (mg kg?)
Algodao 0,09
Alho 0,15
Amendoim 0,02
Batata 0,20
Cebola 0,15
Cenoura 0,15
Citros 0,20
Feijao 0,02
Meléo 0,10
Milho 0,02
Soja 0,02
Tomate 0,02

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2022.

A Resolucgéo Diretoria Colegiada - RDC n° 45, de 02 de outubro de 2013, trouxe a
reavaliacdo toxicologica do ingrediente ativo e as recomendac6es da Comissdo de Revalidacéo
Toxicologica, que, segundo o Art. 3, estabelece 0 LMR para o produto de degradacdo de
metamiddfos deverd ser menor que 0,01 ppm, além do limite de Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA) parametrizada em 0,0012 mg kg™ do peso corporeo/dia (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, 2013). A Resolucdo n° 2.080, de 31 de julho de 2019, estabeleceu que produtos a base
de acefato sejam classificados na categoria 4, faixa azul e produto pouco toxico, além de fixar
que produtos técnicos a base de acefato devem conter no minimo 98% de pureza de ingrediente
ativo (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2019).

No Brasil, foi sancionado em 2001 o Programa de Analise de Residuos em Alimentos

(PARA), que visa 0 monitoramento de residuos produtos agricolas potencialmente toxicos em
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alimentos de origem vegetal, com foco na diminuig&o de riscos a salde decorrente da exposicao
dessas substancias. Em conjunto ao PARA, o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCR) traz uma ferramenta adotada pela ANVISA que visa a seguranca
quimica de alimentos de origem animal (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2024;
Jardim; Caldas, 2024).

3. METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

O padrdo de referéncia de Acefato utilizado na medida das amostras possui pureza
certificada de 98,5% e foi adquirido da UPL Limited (Gujarat, india). Os solventes organicos
utilizados, como a acetona (pureza 100,0%) e o isopropanol (pureza 99,0%), foram adquiridos
pela Neon (Suzano, Sdo Paulo, Brasil) e Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), respectivamente.
A coluna cromatogréafica HP-5, composta por por 5% de fenil-metilpolissiloxano como fase
estaciondria, foi adquirida pela Agilent Technologies (Wilmington, DE, USA) e possui 30 m de
comprimento; 0,320 mm de diametro e 0,25 um de espessura do filme. Os filtros para seringa
utilizados para filtragem das amostras possuem membrana de 0,45 um e foram adquiridos pela
MERCK (Darmstadt, Frankfurter, German). O Padréo Interno (PI) de benzoato de benzila foi
adquirido igual ao isopropanol, pela Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Mediu-se as
amostras em Balanca Analitica Sartorius Cubis Il (Goéttingen, Lower Saxony, Germany). O
Cromatdgrafo Gasoso 7890A (sistema de deteccdo FID), fornecido pela Agillent Technologies
(Wilmington, DE, USA), foi utilizado para quantificacdo do acefato. O gas de arraste utilizado
foi 0 N2, com pureza de 99,999%, fornecido pela Air Liquid (Paris, Tle-de-France, France).

3.2 PREPARO DE SOLUCOES
3.2.1 Preparo de Amostras
As massas medidas em Balanca Analitica foram transferidas para baldes volumétricos
e avolumadas com os solventes organicos, individualmente. As solugdes foram
homogeneizadas e colocadas em banho ultrassdnico por 10 minutos, a fim de garantir a
dissolugdo completa do organofosforado. Apés homogeneizagdo, uma aliquota de 1 mL de

amostra foi retirada do baldo com auxilio de uma seringa de plastico, e, posteriormente, filtrada



34

com filtro de membrana para seringa de 0, 45 um. A aliquota filtrada foi colocada em vial e
posicionada na bandeja no equipamento.

As solucdes possuiam concentracdes de 4 e 10 g L. A cada resultado, novas amostras
foram preparadas com ajustes de parametros em cromatégrafo gasoso, conforme listado na

seccdo 3.3.

3.2.2 Preparo de Curva Analitica

Para preparo da curva de calibracéo, utilizou-se do intervalo de trabalho estabelecida
pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos.
A Conforme determina o artigo 25, para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no
minimo, 5 concentracfes diferentes da substancia quimica de referéncia (SQR) (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017). Para calculo dos 5 pontos, utilizou-se de concentracfes
equivalentes as porcentagens de 60%, 80%, 100%, 120% e 140% de ingrediente ativo de
acefato.

A ABNT NBR 14029:2016, intitulada validacdo de métodos analiticos para agrotoxicos
e afins, também traz estas mesmas concentracdes para preparo de curva analitica (linearidade).

Partindo deste principio, e, considerando a pureza do padrdo utilizado sendo 98,5%,
aplicou-se a Equacdo 4 para calculo das concentracgdes.

Equacdo 4 - Célculo de concentragdo (g L) para preparo de curva analitica

% de ativo x EH€%4 dlool(?)gdrao 9)

Volume do baldo (L)

Concentragdo (g L™1) =

O preparo da curva analitica partiu de concentracgdes variando de 2,4 a 5,6 (2,4; 3,2; 4,0;

4,8e5,6 g L), equivalente as porcentagens citadas acima.

3.2.3 Preparo do Padré&o Interno
O preparo do padrao interno partiu da diluicdo do benzoato de benzila em isopropanol.

A solucdo preparada possuia concentragdo de 3 g L™
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3.2.4 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccéo (LD)
De acordo com a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, e Skoog et al (2005), os valores

de LQ e LD podem ser calculados de acordo com a Equacdo 5 e 6.

Equacéo 5 - Calculo para limite de quantificacao
10xo0
IC

LQ =

Equagéo 6 - Célculo para limite de deteccdo
33x0

LD
IC

Em que ¢ equivale ao desvio padrao do branco, e IC, como o coeficiente angular da

curva de calibracéo.

3.3 OTIMIZAC}AO DE PARAMETROS PARA QUANTIFICAQAO DE ACEFATO

Os parametros cromatograficos utilizados para a realizacdo deste trabalho foram
baseados no artigo publicado por Phodhan et al (2023). O artigo citado apresenta indicadores
para a validacdo de oito residuos de pesticidas, incluindo o acefato, em folha de betel, utilizando
da Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector Termionico de Chama (DTC). Embora o
sistema do Cromatografo Gasoso utilizado para este presente trabalho faz uso do FID,
parametros de temperaturas de coluna, injetor e detector permaneceram semelhantes, assim
como as dimensBes de coluna utilizada e volume de injecdo. Diante da disponibilidade de
materiais, como gas de arraste e coluna, ajustes foram necessarios.

Os parametros cromatograficos otimizados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros cromatograficos utilizados para analise de teor de ativo de acefato em Cromatdgrafo

Gasoso 7890A.
Descricao Parametros Unidade
Temperatura da coluna (isotérmico) 185, 195 e 200 °C
Temperatura do injetor 160, 195 e 270 °C
Temperatura do detector 200, 220, 230, e 280 °C
Presséo de entrada da coluna 16,75 Psi

Vazao de nitrogénio na coluna 2 mL min’?
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Vazio total split 19,4 mL min-?
Fluxo de gas Nitrogénio no Make Up 25 mL min’?
Fluxo de gas Hidrogénio 28 e 30 mL min’?
Fluxo de Ar 280 e 300 mL min?

Volume de Injecdo le2 pL

Split Ratio 75:1 -
Split Flow 150 mL
Coluna HP-5 30 m; 0,32 mm; 0,25 um

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

3.4 AJUSTES DE PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Os parametros cromatogréaficos partiram das especificaces listadas na Tabela 3. Foram
realizados diversos testes com variacdes de fluxo de gas hidrogénio e ar, volume de injecédo e
temperaturas de coluna, injetor e detector, sendo que os restantes dos parametros permaneceram
inalterados.

Para a primeira etapa, 0s parametros cromatograficos iniciaram-se do fluxo de gas e
hidrogénio em 28 e 280 mL min™, respectivamente, e volume de injecdo em 2 pL; estes valores
foram fixados, enquanto as temperaturas sofreram varia¢des, conforme a Tabela 4. Os demais

parametros estdo listados na Tabela 3.

Tabela 4 - Ajustes de temperaturas realizadas para a primeira etapa de analises.

Temperatura de coluna Temperatura de injetor  Temperatura de detector

(°C) (°C) (°C)
200 195 220
180 160 230
180 160 200
180 160 220
195 160 230
195 160 200
195 160 250

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)
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Para a segunda etapa, houveram mudangas de volume de injecdo para 1 pL e fluxo de
hidrogénio e ar, para 30 e 300 mL min, respectivamente. As mudancas de temperatura estdo

listadas na Tabela 5, enquanto os demais parametros permaneceram inalterados.

Tabela 5 - Ajustes de temperaturas realizados para a segunda etapa de analises. As demais especificacdes estdo
listadas na Tabela 3.

Temperatura de coluna Temperatura de injetor Temperatura de detector
(°C) (°C) (°C)
180 270 280
195 160 250

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

3.5 QUANTIFICACAO DE ACEFATO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

O equipamento utilizado para a otimizacdo de parametros para quantificacdo de acefato
foi o Cromatografo Gasoso 7890A, marca Agilent Technologies, (Wilmington, DE, USA) com
a técnica de Cromatografia Gas-Liquido (Kravchenko, 2024), com utilizacdo do sistema de
Detecgdo por lonizagdo de Chama (FID). O GC é compreendido com um injetor, colunas, um
forno, detectores, um sistema de controle e a pneumatica do gas de suporte e de reposicdo
(Laajimi et al., 2022). Anterior ao comec¢o das andlises, as valvulas de gas e a solucdo de
limpeza e descarte do equipamento foram inspecionadas, a fim de garantir que o fluxo de gas
de arraste seja constante e uniforme e as seringas, a cada injecao, sejam limpas. A amostra foi
preparada e o vial posicionado na bandeja, acoplada ao cromatografo. Ao inicio da corrida, o
equipamento, de forma automatizada, retirou do vial, e, com auxilio de uma seringa, uma
aliquota foi injetada na ponta da coluna cromatografica, com a amostra ja totalmente
vaporizada. A amostra atravessou toda extensédo da coluna, com auxilio do gas de arraste, até

chegar ao detector, que registrou 0s picos cromatograficos em um registrador.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 PARAMETRIZACAO DE PICO CROMATOGRAFICO NA IDENTIFICACAO DO
ACEFATO
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4.1.1 Solvente e Identificacéo de Pico de Solvente

O emprego dos solventes acetona e isopropanol resultou, no inicio de cada corrida, em
um pico mais intenso com tempo de retencdo de 1,0 minuto (Figura 6). Esse pico indica a
presenca de um solvente organico altamente volatil, conhecido como pico de solvente. Sua
rapida eluicdo, quando submetido a altas temperaturas, deve-se ao baixo ponto de ebuli¢do (PE),
permitindo que os solventes alcancem o detector antes dos demais compostos, apds percorrerem
toda a coluna. A selecdo do solvente adequado é crucial em cromatografia gasosa para evitar
que o analito de interesse seja eluido na cauda do pico do solvente (Grob; Barry, 2004). Além
disso, a chegada do solvente ao detector pode estar relacionada a afinidade do composto com a
coluna (Figura 7). Fases estacionarias apolares separam 0s compostos principalmente com base
no PE, enquanto fases polares promovem a separacdo de compostos com PE semelhantes

devido a interacOes especificas (Laajimi et al., 2022).

Figura 6 - Cromatograma somente de isopropanol, empregado como solvente nas anélises de otimizacdo de
parametros para analise de acefato.

QLE HEBWIA £L RO roosomonimmn B

VACETONA | FIDTA | 2024-04-23 13-67-20-03-00-02.dx

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)



39

Figura 7 - A medida que o gas de arraste, inerte, percorre a coluna cromatografica com os analitos, a afinidade
de cada composto define quanto tempo levara para eluir. Compostos que possuem maior afinidade apresentam-se
mais tardiamente, enquanto compostos com menor afinidade apresentam-se mais cedo.

Resposta

Resposta
Resposta

Tempao de retengiio (min) Tempo de retengio (min)

Yov o] o
Analito OYO v v v ®
Transportador 0'5 v o‘r @ v o ©
Vo v v

v Composto com maior afinidade

o

Tubo Capilar © Composto com menor afinidade

Fase estacionaria

Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Tanto a acetona como o isopropanol, ambos solventes organicos polares, apresentaram
facil solubilizagdo do acefato, sendo a solubilidade do acefato em acetona igual a 150 g L™
(National Library of Medicine, 2018).

4.1.2 ldentificacédo de Picos Fantasmas

Conforme observado na Figura 6, identificaram-se picos préximos a linha de base. Esses
picos, conhecidos como picos fantasmas ou picos desconhecidos, podem surgir em analises
cromatograficas devido a diversos fatores. A presenca desses picos compromete a resolucéo
cromatogréfica, pois podem coincidir com o tempo de retencdo do analito, dificultando sua
identificacdo precisa. A formacdo desses pseudo-picos pode estar relacionada a diferentes
causas, como a presenca de gases de arraste com pureza inadequada, que interagem com fases
estacionarias compostas por polidimetilsiloxanos, sangramentos de septos revestidos com
silicone e a degradacao de amostras ou solventes organicos devido a sua decomposicao na porta
injetora (Kumar; Sharma, 2022). Devido a utilizacdo do solvente, a maioria dos picos
desconhecidos apresenta caracteristicas vestigiais e classificagdo imprevisivel, tornando
morosa a realizacdo de uma pesquisa sistematica para sua identificagédo e controle (Zhang et al.,
2022)

O artigo publicado por Laajimi et al. (2022) relata sobre as possiveis causas do
aparecimento de picos desconhecidos durante o estudo da cromatografia gasosa, e, entre eles,
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razOes de amostras, entradas contaminadas e sangramento do septo foram apontadas. Como
acdo corretiva, a limpeza do injetor ou substituicdo do revestimento e septo e analise minuciosa
do método foram citados.

A Figura 8 evidencia uma falha significativa na resolucdo do pico cromatogréafico.
Analisando a Figura 6, verificou-se que picos desconhecidos se estabilizam por volta de 1,60
minutos, entretanto, o surgimento do pico cromatografico de acefato ocorre em uma regido
temporal muito proxima, prejudicando a separacdo e a qualidade do sinal analitico, com a
presenca de “ombros”. Ruidos, desorientagdo da linha de base, coleta impropria de dados ou

rejeitos de pico s&o capazes de levar a erros relevantes (Olive et al, 1989).

Figura 8 - Sobreposicéo de dois picos cromatogréficos.

PACETONA 10 mL | FID1A | 2024-04-23 14-13-23-03-00-01 dx

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

4.1.3 Mudanca de Tempo de Retencdo em Efeito a Temperatura de Coluna

A utilizacdo de temperatura de coluna em 195 °C apresentou resultados satisfatorios em
relacdo ao tempo de retencdo (RT) do acefato, com a elui¢do do pico em 1,53 minutos (Figura
9). Quando a coluna foi operada a 180 °C, o RT observado foi de 1,80 minutos. Além disso, a

diferenga no tempo de retengdo entre as amostras preparadas com diferentes solventes,
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considerando a mesma temperatura da coluna, foi de poucos centésimos de segundo, nédo
impactando a resolugdo do pico cromatografico.

O aumento da temperatura pode alterar o tempo de retencdo (RT) de um determinado
composto e também pode estar relacionado a outros fatores de pequeno impacto, como
temperatura ambiente e taxas de fluxo de gas. Essas influéncias estdo associadas a
caracteristicas como volatilidade, polaridade e grupos funcionais. Mudancgas drésticas nas

configurac@es do sistema podem alterar a ordem de elui¢cdo dos analitos (Zang et al., 2023).

Figura 9 - Cromatograma com identificacdo de pico de acefato, com temperatura de forno a 195 °C e injetor 160
°C.

| »IS0 25 mL FID 260 | FID1A | 2024-04-24 13-36-21-03-00-03.dx
1

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

4.1.4 Possivel Degradacdo de Analito em Decorréncia a Altas Temperatura de
Injecao

Segundo Emmanouil et al. (2021), o periodo de injecdo € considerado mais arduo em
GC, quando comparado ao LC-MS. A amostra possui grande potencial de sofrer degradacéo
térmica no tempo em que é induzida ao sistema de entrada. O autor destaca um efeito

semelhante de potencial degradacdo de pequenas moléculas organicas, em que é reforcado a
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relevancia da etapa de injecdo, uma vez que a degradacdo pode ser acelerada por produtos de
degradacdo resultante de interior sujo ou da propria amostra.

Amostras que utilizaram temperaturas de injetor em 160 °C apresentaram picos mais
préximos de uma curva gaussiana, simétrica e acentuada, vista na Figura 9. Temperaturas de
270 °C trouxeram uma “inversao” do pico cromatografico, em que houve a formagdo de uma
espécie de triangulo (Figura 10). A amostra, ao ser inserida no sistema de injecéo, é vaporizada
totalmente, mas quando expostas a limites altos de temperaturas de injecdo, possuem tempo de
estancia suficiente para que sitios ativos do insertor do injetor absorvam ou incitem a
degradacgdo térmica de um nimero de analitos, antes mesmo de serem transportadas para a
coluna (Neves; Queiroz, 2009). H& a possibilidade do aparecimento de caudas de acordo com
o perfil de injecdo, em que a temperatura da porta de injecdo ndo é suficientemente alta para

total vaporizacao da amostra (Papai; Pap, 2002).

Figura 10 - Cromatograma de possivel degradacéo de analito de interesse devido a altas temperaturas
do sistema de injecéo.

SOPROPANOL 10 mL | FID1A | 2024-04-25 11-64-26-03-00-04.dx |

Detalhes do Pico

[ ISOPROPANOL 10 mL (2024-04-25 11-54-26-03-00-04.dx)

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

A assimetria de um pico cromatografico, como apresentado na Figura 10, pode ser
entrelacada a funcdes de modelos, que englobam no minimo trés parametros: um referente a
posi¢do do pico, sua variancia (amplitude) e o ultimo, & assimetria em si. Outro fator é a area

do pico ou altura, que esta relacionado a concentragdo do soluto (Bolanca et al., 2009).
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4.1.5 Efeitos Ajuste de Fluxo de Gases Combustiveis e Temperatura do Detector
(FID) na Resolucao do Pico Cromatografico

A Figura 11 representa a mudanca de temperatura de detector entre duas amostras, com
0s mesmos parametros (Tabela 3). E visivel que a Figura 11a possui melhor resolucéo, com um
pico mais estreito, quando comparada a Figura 11b, que apresenta cauda e uma area maior. Essa
melhor resolucdo esta relacionada a condicdo de que a temperatura do FID foi superior a
temperatura da coluna, evitando possiveis condensacdes de componentes da amostra, nas linhas
de transferéncia e no jato (Grob; Barry, 2004). As sutis mudancas de fluxo de ar e hidrogénio,
combustiveis da chama do FID, ndo apresentaram mudancas significativas na resolucéo do pico.
A competéncia do detector depende, também, da razdo das vazdes dos gases que alimentam a
chama. Usualmente, boa sensibilidade e imutabilidade sdo alcancaveis usando a proporcao de
1:1:10 para o gas de arraste, hidrogénio e ar comprimido, respectivamente (Collins et al., 1997).
Entende-se que as desigualdades nas respostas dos compostos decorrem do tempo de
permanéncia na chama sob diferentes condigdes de operacdo, o que pode resultar em uma

combustdo parcial (Poole, 2015).

Figura 11 - Cromatogramas para otimizacgao de pico cromatogréafico de acefato, com pardmetros da Tabela 3, em
que a) temperatura de FID igual a 250 °C, b) temperatura de FID igual a 230 °C.
‘ |

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

4.1.6 Melhor Resolugdo de Pico em Volumes de InjecGes Menores e Amostras
Concentradas
As amostras que utilizaram como parametro 1 puL de volume de injecdo obtiveram

melhores resolucgdes, quando comparado as amostras que utilizaram 2 pL. Como resultado,
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obteve-se topos mais acentuados e estreitos. Volumes grandes de injecdo podem sobrecarregar
a porta de injecdo e distorcer e alterar a forma do pico, com frente afiada e cauda difusa,
enguanto volumes menores apresentam pico simétrico (Grob; Barry, 2004).

Amostras com concentragao de 10 g L' apresentaram picos de maior altura quando
comparadas as amostras com concentracao de 4 g L™'. Essas concentragdes foram estabelecidas
conforme a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, na qual ambas correspondem a 100% do ativo
do padrdo, porém utilizando baldes volumétricos de capacidades distintas. O célculo para a

concentracdo equivalente a 100% é apresentado na Equacéo 7.

Equagdo 7 - Célculo de concentracédo (g L) de amostra, com 100% de ingrediente ativo

pureza do padrao (g)
100 x 1000
Volume do baldo (L)

Concentragdo (g L™1) =

4.1.7 Eficécia de Coluna HP-5

A escolha da coluna capilar HP-5 trouxe excelentes resultados, com a apresentacao dos
picos cromatograficos e possiveis quantificacBes. Ela é composta por uma fase estacionaria
liquida do tipo Wall Coated Open Tubular (WCQOT), ou seja, é constituida por uma fina pelicula
liquida que reveste a parede interna da coluna, e sua tubulacdo é composta de silica fundida
(Agilent Technologies, 2024; Laajimi et al, 2022).

As colunas capilares possuem maior controle de separacdo e menor sangria da coluna,
acarretando em picos mais simétricos (Laajimi et al, 2022). A utilizacdo de colunas compostas
por silica fundida em sua tubulacao € ideal para compostos que ndo necessitam de temperaturas
acima de 350 °C para anélises de compostos organicos (Grob; Barry, 2004).

A eficiéncia da coluna pdde ser calculada a partir da Equacéo 2, com rela¢do de nimero
teorico de placas. O tempo médio de retencdo das amostras que obtiveram melhores resultados
de resolucéo de picos foi de aproximadamente 1,55 minutos (Vy), e a largura de pico para estes

cromatogramas foram de 0,15 minutos (wy).

Equacéo 2 - Eficiéncia de coluna em cromatégrafo gasoso.

Vg
N =16 (—)
wWp
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O N encontrado é de aproximadamente 1.708,45. A teoria das placas descreve que,
valores de N maiores, acarretam picos mais nitidos (Shimadzu, 2025). Segundo Grob e Barry
(2004), os valores de N s&o maiores em condicGes de: emprego de colunas capilares, quando
comparadas as compactadas, e comprimento da coluna, ou seja, quanto maior ela for, mais
eficaz ela sera.

O numero de placas tedricas pode ser utilizado para avaliar o desempenho da coluna sob
condicBes isotérmicas (Meng et al., 2024). De acordo com Hartig et al. (2015), analises
preliminares demonstraram que, para 0 modelo de Langmuir em uma superficie homogénea, o
valor de N (numero de placas tedricas) deve ser, no minimo, 2000 para reduzir falhas
cromatograficas em pelo menos 3% e 5000 para reduzi-las em 5%. Embora esses valores sejam
alcancaveis, nem todos os adsorventes ou colunas permitem atingi-los, especialmente nos
estagios iniciais do desenvolvimento metodoldgico. Nessa fase, a disponibilidade de adsorvente
e eluente pode ser limitada, e as combinagOes das fases de separacdo ainda ndo estdo
completamente otimizadas, o que resulta em desvios no desempenho real da coluna em relagédo
as condicdes ideais. Além disso, a eficiéncia da coluna € influenciada por diversos fatores, como
ndo idealidades na adsorcdo dindmica de fluidos, resisténcia a transferéncia de massa, taxas
finitas de adsorcdo e dessorcao, além de isotermas nao lineares. Em uma anélise comparativa,
0 numero de placas teoricas encontrado neste trabalho estd de acordo com o estabelecido por
Hartig et al. (2015), com um valor muito préximo a 2000 em uma superficie homogénea,

sugerindo que aperfeicoamentos na metodologia sejam necessarios para atingir esse valor.

4.1.8 Padrdo Interno para Quantificacdo de Acefato e Curva Analitica

O Padrdo Interno foi utilizado para fins de quantificagdo do melhor resultado obtido a
partir das parametrizacOes testadas (Tabela 3). O benzoato de benzila foi escolhido como padrao
interno por possuir massa molecular semelhante ao acefato, como alternativa para uma possivel
eliminacdo de intervengdes da matriz ambiental na analise quantitativa em GC (Yang et al.,
2022). Com a adigd@o de uma concentracdo conhecida de benzoato de benzila, qualquer variagao
no processo pode ser visualizada no cromatograma, uma vez que ele também sera afetado, caso
alguma intercorréncia aconteca (SCION Instruments, 2024). A Figura 12 representa o

cromatograma para a concentracdo de 100% da curva analitica.
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Figura 12 - Cromatograma para o acefato, com utilizacdo de PI. Parametros cromatograficos: temperatura de
coluna 185 °C; injetor 160°C; FID 250 °C; vazdo de gas de arraste 2 mL min, fluxo N, Make Up 25 mL min,
fluxo de gas Hz 30 mL mint; fluxo de ar 300 mL min-1, volume de injecéo 1 uL, split Ratio 75:1; split Flow 150

e Coluna HP-5.
Cromatogramas Detalhes do Pico
Qe [Nl L& [ & wodo deexbisso separado +| €53 STD 60% (2024-05-02 10-19-12-03-00-01.dx)
L FID1A

»STD 60% | FID1A | 2024-05-02 10-18-12-03-00-01.dx

’g_ I . f

Fonte: Elaborada pela Autora (2024)

Figura 13 - Curva de calibracdo para o acefato, com emprego de PI.

Curva de Calibragao
ACEFATO (FID1A), 1,810 min (ISTD: BENZOATO (FID1A))

ormula "y =0,18 Desvio pad sidt

Onge Ignorar
Método de ponderacdo - Nenhum

40 45

Quantidade Réf

Fonte: Elaborado pela Autora (2024)

A curva analitica preparada (Figura 13) apresentou excelente resultado, com coeficiente
de correlacdo linear igual a R = 0,99785. O coeficiente de correlacdo linear (R) é um valor
numerico que varia entre -1 e 1, utilizado para expressar a intensidade e a direcao da relacdo
entre variaveis. Esse coeficiente representa a similaridade entre medi¢des de duas ou mais
variaveis dentro de um conjunto de dados (Bhadalari, 2023).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que
estabelece a respeito da validagdo de métodos analiticos e da outras providéncias, prevé
pardmetros para realizacdo de validagOes analiticas. Entre elas, o artigo 27 rege a avaliacdo da
associacdo linear entre as variaveis, por meio dos coeficientes de correlacdo (r) e de
determinacéo (r?), sendo esta r = 0,99 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).

Os limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) foram calculados a partir das equagdes
5e6.
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Equacao 5 - Célculo para limite de quantificacdo

Lo = 10x0
=7
Equacao 6 - Célculo para limite de detec¢édo
LD = 33x0
- IC

O desvio padréo do branco para os valores de ruido (0,0089; 0,0092; 0,0085; 0,0113 e
0,0114) foi igual a 0,0014 e IC de 0,1807. Os resultados encontrados para LD e LQ foram,
respectivamente, 0,0300 e 0,0800 mg kg™

O limite de deteccdo (LD) pode ser definido como a menor concentragdo a ser
mensurada (detectada) significativamente, de forma confidvel, do zero; enquanto o limite de
quantificacdo (LQ) significa a menor quantidade ou a menor concentracdo de uma substancia
possivel de ser determinada, ambas em um procedimento analitico (Pawliszyn, 2012; Paschoal,
Rath, 2008).

As analises realizadas por Imoto e Freitas (2008) na determinacdo de LD e LQ de
residuos de pesticidas organohalogenados, com a técnica de cromatografia gasosa, trouxeram
resultados de 0,0050 a 0,0300 mg kg* para limites de deteccdo e 0,0012 a 0,0060 para
quantificacdo. O autor também compara estes valores de LQ com o de LMR estabelecido de
cada pesticida de acordo com a legislacdo vigente no ano de publicacao.

Comparando o limite de quantificagdo (LQ) encontrado igual a 0,0800 mg kg™ e os
maximos de residuos (LMR) de acefato apresentados na Tabela 2, observa-se que a
quantificacdo do pesticida € viavel em culturas como algodao, alho, batata, cebola, cenoura,
citros e mel&o, uma vez que o LQ esta abaixo dos valores de LMR estabelecidos pela ANVISA.

Tabela 2 — Relacdo de limite de residuo (LMR) para cada uma das culturas em gue o acefato € aplicavel.

Culturas LMR (mg kg™?)
Algodéo 0,09
Alho 0,15
Amendoim 0,02
Batata 0,20
Cebola 0,15

Cenoura 0,15
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Citros 0,20
Feijao 0,02
Meldo 0,10
Milho 0,02
Soja 0,02
Tomate 0,02

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2022

5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como principal objetivo a otimizacao de parametros cromatograficos
para a quantificacdo de acefato por meio da cromatografia gasosa acoplada ao detector de
ionizacdo em chama (GC-FID), uma alternativa de menor custo em comparagcdo com a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS).

A andlise de residuos em alimentos frequentemente exige etapas rigorosas de pré-
tratamento, caracterizadas pelo alto consumo de tempo, necessidade de equipamentos de
elevada sofisticacdo tecnoldgica e uso de reagentes quimicos. Nesse contexto, a otimizagdo de
métodos analiticos representa uma contribuicdo significativa para o desenvolvimento de
abordagens mais eficientes e economicamente viaveis, possibilitando a obtencdo de resultados
analiticos mais precisos e reprodutiveis.

As analises realizadas para a otimizagdo do método por GC-FID resultaram na obtencéo
de picos cromatograficos simétricos e bem definidos. A utilizacdo de uma temperatura de
coluna de 195 °C proporcionou excelente resolucéo do pico cromatogréfico, sem sobreposicdo
de sinais indesejados, como os provenientes do solvente ou de picos fantasmas. A elevagéo
significativa da temperatura reduziu o tempo de retencéo da amostra (RT), proporcionando uma
analise mais rapida. No entanto, temperaturas elevadas comprometeram a resolugédo
cromatografica, resultando na sobreposigéo de picos e na perda de definig&o.

A otimizacdo do sistema de injecdo mostrou-se uma etapa crucial para a analise do
analito de interesse, uma vez que temperaturas excessivas poderiam levar a degradacdo da
amostra logo na fase inicial do processo. Foi observado que temperaturas do injetor de 270 °C

resultaram na inversdo do pico cromatogréafico, possivelmente indicando degradacao térmica
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do analito. Em contrapartida, a temperatura de 160 °C revelou-se ideal, favorecendo a formacéo
de um pico mais proximo ao perfil de uma curva gaussiana.

A temperatura do detector FID de 250 °C proporcionou melhor resolugdo dos picos
cromatograficos. Por outro lado, temperaturas inferiores a 230 °C resultaram em caudas no pico
cromatogréafico e aumento da area proxima a linha de base, possivelmente devido a proximidade
da temperatura do detector em relagdo a temperatura da coluna. Altera¢des sutis no fluxo de
hidrogénio e ar ndo produziram impactos significativos na formacéo dos picos cromatogréaficos.
Em relacdo ao volume de injecao, volumes menores (1 pL) resultaram em picos mais estreitos
e bem definidos, enquanto volumes maiores (2 uL) apresentaram picos mais largos. Amostras
mais concentradas produziram picos de maior intensidade.

A escolha da coluna HP-5 mostrou-se adequada para a analise do acefato, uma vez que
ndo houve sangria entre a amostra e a fase estacionaria. As dimens@es selecionadas foram
apropriadas, conforme indicado na literatura para a analise de organofosforados, e o nimero de
placas teoricas encontrado (1.708,45) demonstrou a eficiéncia do sistema cromatografico
adotado.

Por fim, os parametros otimizados permitiram a obtencdo de uma curva analitica, com
0 auxilio de um padrdo interno, cujo coeficiente de correlagdo linear (R) foi de 0,99785,
atendendo aos critérios estabelecidos pela Resolu¢do RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Além
disso, os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados como 0,0300 mg
kg e 0,0800 mg kg™, respectivamente. O valor de LQ atendeu as exigéncias para quantificagao
do acefato em culturas como algodao, alho, batata, cebola, cenoura, citros e meldo, conforme
os limites maximos de residuo (LMR) estabelecidos pela ANVISA. Dessa forma, os resultados
obtidos demonstram a adequacgdo da técnica de GC-FID para a quantificacdo do acefato,

apresentando-se como uma alternativa eficiente e acessivel para essa finalidade.
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