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RESUMO

A Hidrametilnona (HMN) é um inseticida utilizado no combate a formigas e
baratas, tanto de uso domiciliar, quanto em areas agricolas. A HMN pertence ao
grupo dos domissanitarios que segundo o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX) séo os responsaveis por 8,55% de casos de intoxicacéo
humana. Este alto numero de casos pode ser explicado pelo facil acesso dessa
substancia em estabelecimentos comerciais. O efeito da HMN nos insetos é a
inibicao da respiracao celular da mitocéndria, levando o inseto ao 6bito. A HMN
pertence a classe da Amidino-hidrazona, apresentando-se como um po cristalino de
cor amarela. O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um
meétodo para determinar a hidrametilnona em matrizes de interesse forense em
casos de envenenamento intencional. O solvente mais adequado para a realizacao
da extragao da HMN foi 0 acetato de etila, sendo empregado o processo de clean-
up, utilizando a alumina para purificagdo da amostra. Tem-se que a HMN é eluida
com o diclorometano e analisada por CLAE-UV. O limite de detec¢do para HMN foi
de 5x10* mg/ml. O grau de recuperagdo do método de extracao foi realizado com
50,00 g de arroz e fortificada com 2,5 mg de HMN. Apds o desenvolvimento e
validagao do método, este foi utilizado para o processo de contaminagao constituido
de 200,00 g de alimento com 10,00 g da isca comercial. As analises do material
contaminado foram realizadas de 15 em 15 dias, durante 84 dias. No qual se obteve

um decaimento ao longo desse periodo.
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1. INTRODUGAO

A Quimica Forense é uma subdivisdo da grande area do conhecimento que é a
Ciéncia Forense que tem como principio a analise, classificacdo e a determinagao
de elementos presentes nos materiais encontrados em uma investigagdo'. A
Quimica Forense ndo € aplicada somente a crimes contra a pessoa, mas também na
determinacdo de substancias adulteradas, no uso de drogas ilicitas, em doping
esportivo e pericias em alimentos e medicamentos. Os vestigios coletados pelos
peritos, como sangue, veneno, impressao digital, esperma, tinta, fio de cabelo etc,
sdo encaminhados aos Institutos de Criminalistica nos quais sdo analisados por
diversos tipos de técnicas, tais como a cromatografia, espectroscopia no ultravioleta
e infravermelho, calorimetria, espectrometria de massas e termogravimetria®.

O trabalho do laboratério forense pode ser dividido nas seguintes etapas’:

1) |dentificagcdo de materiais ou substéncias encontradas como evidéncia
de crime.
2) Comparacdo de substancias ou materiais na tentativa de se

estabelecer uma origem comum.

3) Reprodugao simulada da cena em que se passou o evento, atraves da

analise fisica da evidéncia.

Os materiais suspeitos de serem os agentes causadores do fato criminoso sao
encaminhados aos Institutos de Criminalistica, para que sejam feitos exames
quimicos com a finalidade de se estabelecer a presenca ou ndo do agente causador
do delito’.

A Pericia Criminal € uma pega importantissima no processo de investigagao,
pois fornece o apoio cientifico a investigacao na fase de Inquérito Policial, e a prova
material, técnica ou objetiva na fase do Processo Penal, tendo a Quimica Forense
grande importéncia neste contexto.

A utilizagdo de medicamentos, drogas, inseticidas e agrotéxicos em casos de
envenenamento, sd0 Os responsaveis por varios casos de homicidios, suicidios e

suas tentativas no Brasil ao longo dos ultimos anos.



O Sistema Nacional de Informag¢des Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX), € um
sistema do governo que foi criado em 1980 para que se pudesse ter informacdes e
documentacdes sobre toxicologia e farmacologia. O SINITOX juntamente com a
Rede Nacional de Centros de Informagéo e Assisténcia Toxicologica (RENACIAT), é
responsavel pela coleta, andlise e divulgacédo de dados sobre casos de intoxicagao e
envenenamento®.

Segundo o SINITOX em 2013 foram registrados 42.128 casos de intoxicagao
humana, e os principais agentes toxicos sdo os medicamentos com 28,45% seguido
de animais pec¢onhentos com 14,01%, drogas de abuso com 10,29% e os produtos
domissanitarios com 8,55% dentre outros*”.

A Hidrametilnona (HMN) (Figura 1) € um inseticida muito utilizado no combate a

formigas e baratas, tanto de uso domiciliar, quanto em éareas agricolas®’.

K
ol N-cr,

Figura 1 - Estrutura quimica da Hidrametilnona

Apesar de sua baixa toxicidade (1100-1300 mg/kg em ratos por via oral), e
devido ao seu grande e facil acesso em estabelecimentos comerciais, ela pode ser
utilizada em casos de homicidio ou suicidio, pois pertence ao grupo dos
domissanitarios que sdo os responsaveis por 8,55% desses casos*®.

O efeito da hidrametilnona nos insetos € a inibicdo da respiracao celular da
mitocondria, causando a diminui¢cdo da atividade fisica e da respiracao, levando o
inseto ao 6bito®*'%", Devido a ter uma agdo lenta, permite que antes do inseto
morrer ele seja capaz de chegar até a col6nia e transmitir o inseticida para que todos
cheguem ao obito.

A HMN pertence a classe da Amidino-hidrazona, a qual foi descoberta em
1987, que consiste em um po cristalino de cor caracteristica o amarelo”'>'3. Possui

estabilidade a uma temperatura entre 185°C e 190°C e tem baixa solubilidade em
2



agua (de 0,005 a 0,007 ppm a 20°C)™15,

Na forma de p6 seco ela é estavel por longos periodos, no entanto, na presenca de
luz, a HMN se decompdem em quatro principais produtos: acido p-trifluorometil-
benzoico (TFBA), acido p-trifluorometil-cinamico (TFCA), 1,5-bis (trifluoro-p-tolil) -,
4,-pentadien-3-ona (TFP) e 6,7,8,9-tetraidro-7,7-dimetil-3-[p-(trifluorometil) estiril]-4H-
pirimido-[2,1-c]-triazin-4-ona (TFPT)’. Na tabela 1 encontra-se suas propriedades

fisico-quimicas.

Tabela 1 — Propriedades Fisico-Quimicas da Hidrametilnona

Massa molecular 494,48 g/mol
Acetona (360 g/L a

209C), Etanol (72 g/L a 209C),
Metanol (230 g/L a 20°C),
Solubilidade Isopropanol (12 g/L a 202C),
Clorobenzeno (390 g/L a
209C), Acetato de Etila e

Diclorometano.
0,005-0,007 ppm em

Solubilidade em agua
20°C

Pressdo de vapor 2x10® mm Hg a 252C

o . 5 dias (272C)
Meia-vida da fotdlise no solo

Meia-vida de fotdlise aquosa <1 hora (25°C, pH 7,9)
Meia-vida aerdbica 383 dias (259C)
Meia-vida aquatica anaerdbica 455-552 dias
Meia-vida em hidrélise 30 dias (252C)

Na literatura encontra-se diversos artigos sobre o efeito da HMN em formigas
e baratas, e cada artigo trata a respeito de um estudo. Uns descrevem sobre o
modo de agao na mitocondria, a eficiéncia da isca, fotodegradagcao da HMN dentre

outros.



Vander Meer e seus colaboradores (1982), por exemplo, determinaram os
fatores ambientais que influenciariam na decomposi¢ao quando a isca € exposta as
condi¢cbes climaticas naturais do verdo na Flérida. Os autores colocaram a isca
espalhadas em 3 bandejas de 40 x 52cm e colocaram estas em uma area
desobstruida ao ar livre. Trés amostras da isca foram coletadas de cada bandeja
depois de 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 144 h para ser analisado a toxicidade. As
amostras obtidas nos mesmos intervalos de tempo foram analisadas por
cromatografia gas-liquido, utilizando cloreto de metileno como solvente. A detecgao
foi realizada por ionizagdo de chama. Outro teste foi realizado utilizando 3
bandeijas contendo a isca sendo colocadas em um forno a 52°C com aunséncia de
luz. As amostras coletadas foram com 0, 48, 96 e 144 h, sendo feito o0 mesmo tipo
de analise que a anterior. Chegou-se a conclusao de que a decomposi¢do da HMN

ocorre durante a luz do dia, e que é estavel sob altas temperaturas, 52°C™.

Um outro exemplo, € do estudo de Subhasish Chakraborty e seus
colaboradores (1993) sobre a fungdo do pH na fotodecomposicdo da
hidrametilnona em um sistema aquoso sob luz solar. Para investigar tal efeito,
100mg/L de substrato foi preparado em tampao de fosfato com valores de pH de
4.8, 6,5 e 8,0. A solugao foi colocada num balédo cénico e depois irradiada sob a luz
solar. A amostra foi extraida com acetato de etila, e o extrato organico foi seco com
sulfato de sédio anidro e em seguida colocado em um rotaevaporador a 45°C. Os
resultados que eles obtiveram mostraram que apos 10h de irradiacdo, a
recuperacao da hidrametilnona foi de 11,28%, 9,43%, e 6,32% com pH de 4,8, 6,5,
e 8,0 respectivamente e que nenhuma degradagéao significativa ocorreu no escuro
em qualquer pH°®.

Contudo, nédo foi encontrado nenhum estudo da HMN voltada para a
investigacao criminal envolvendo envenenamento de uma matriz de alimento. Com
isso, o presente estudo se fez necessario para que em possiveis casos de

envenenamento essa substancia fosse determinada.

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a determinacao e caracterizagao
da HMN, tais como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia em
camada delgada e a cromatografia liquida a pressdo atmosférica. Na figura 2 se

encontra um fluxograma para os tipos de cromatografia existentes.



Cromatografia

Planar Coluna
Centrifuga Camada Cromatografia Liquida Cromatografia Gasosa
delgada em papel supercritica
Classica Cromatografia Cromatografia Cromatografia
I|qu|_dai|ade_alta gasosa gasosa de alta
eficiéncia resolucéo

Figura 2- Fluxograma dos diferentes tipos de cromatografia, adaptado do artigo Cromatografia

um breve ensaio, 1998.



2. OBJETIVO

O estudo tem como objetivo a determinacdo e caracterizagdo da
hidrametilnona em matrizes de interesse forense e para que os Institutos de
Criminalisticas em todo o territério Nacional, em especial o Instituto de Criminalistica
Carlos Eboli no Estado do Rio de Janeiro, possam utiliza-lo, sendo um método
rapido e capaz de identificar esta substancia nas evidéncias coletadas das cenas de
crime. A matriz utilizada consiste de uma mistura de alimentos sendo eles, arroz,

feijao e frango desfiado, contaminados com uma isca comercial



3. EXPRIMENTAL.:

3.1.MATERIAIS E METODOS:

O padrao de referéncia da hidrametilnona foi adquirido pela Sigma-Aldrinch,

com pureza de 98%.

Para a contaminacdo das matrizes, utilizou-se um inseticida comercial de 10,00
g, que contém 2% m/m de hidrametiinona como principio ativo. Este produto &

encontrado em lojas de produtos de animais.

A matriz utilizada para a contaminagao consistiu de uma mistura de 350g de
arroz, 350g de feijao e 300g de frango desfiado, cozidos e adequados para o

consumeo.

Os reagentes e solventes utilizados para analise grau P.A. foram: acetato de
etila (Quimex), diclorometano (Tedia), hexano-95% (Tedia), metanol (Merck) e sulfato

de sodio anidro (Quimex).

Foram utilizados os seguintes solventes grau CLAE: metanol (Merck) e acido

fosforico (Merck).

As medidas de pH foram realizadas em um aparelho 827 pH Lab da Metrhom,

com eletrodo de vidro.

A balanga utilizada para pesar as massas foi a balanca analitica de modelo
CP224S da Sartorius.

O pipetador multiplette plus Eppendorf e a ponteira de 2,5 ml foram utilizados

para a retirada de aliquotas para as devidas diluicoes.



A evaporacao dos solventes foi feita usando um rotaevaporador de modelo 802

da Fisatom.

Para o processo de clean-up usa-se uma coluna de vidro de 1,0 cm de
didmetro e 17 cm de altura. A coluna foi recheada com Alumina, Al.O;, da Aldrich

Chemical Company,Inc. com particulas 150 mesh.

O cromatografo utilizado para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foi o Varian ProStar de modelo 410, com detector UV da Varian de modelo Prostar
325 (A=228nm). Utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 com 4,6mm x 150mm e
5um, utilizando-se como solvente A o metanol e como solvente B solugao de acido
fosférico 0,1% em uma proporgcdo 90%A:10%B, em modo isocratico com fluxo de
0,5mL/min, com um volume de injecdo de 10,00 uyl e com tempo de analise
cromatografica de 10 min. Otimizagdo desse método a partir do método fornecido

pela Sigma-Aldrinch.

O estudo foi dividido em 6 etapas que séo:

3.1.1 Determinacao do solvente de extracao;

3.1.2 Processo de purificagao (clean-up) do extrato;
3.1.3 Determinacéo do Limite de Detecgao;

3.1.4 Construgao da Curva analitica;

3.1.5 Grau de Recuperacéo;

3.1.6 Contaminagao da matriz.

3.1.1. DETERMINAGAO DO SOLVENTE DE EXTRAGAO

Utilizou-se uma isca comercial contendo 9,00 g com 2% m/m de HMN. O
meétodo foi realizado sendo testado dois solventes, o diclorometano e o acetato de
etila. A isca foi entdo colocada em um bécher onde foi adicionado o solvente sendo
feito 5 x 20,00 ml, totalizando 100,00 ml, e feita cada extragdo por aproximadamente
3 min (Figura 3). A solugao que se obtém foi entédo transferida para um baldo que foi

colocado em um rotaevaporador, para a evaporagdo do solvente (Figura 4). O
8



extrato obtido foi dissolvido no solvente utilizado e armazenado em um frasco de
vidro.

Figura 3 - Processo de extragao da isca comercial utilizando os solventes diclorometano e

acetato de etila.

Figura 4 - Utilizac&o do rotaevaporador para a evaporagéo do solvente.

3.1.2 PROCESSO DE PURIFICAGAO (CLEAN-UP) DO EXTRATO:

O procedimento foi realizando utilizando-se uma coluna de vidro sendo testado
dois tipos de adsorventes, o florisil e a alumina. O adsorvente foi transferido para a

coluna até uma altura aproximada de 6,5 cm usando como solvente o hexano
9



(Figura 5). O extrato utilizado foi obtido a partir da extracdo de uma isca comercial.
Para a transferéncia do extrato para a coluna, foi feita uma pastilha consistindo de:
extrato, adsorvente (florisil ou alumina) e acetato de etila. Esta foi entdo transferida
quantitativamente para a coluna (Figura 6). As elui¢des foram realizadas com 50,00
ml de hexano, seguido de 50,00 ml de diclorometano e terminado com 80,00 ml de
acetato de etila (Figura 7). A fragao recolhida com o diclorometano foi transferida
para um baldo e colocada em um rotaevaporador para a evaporagao do solvente. O
extrato entédo foi solubilizado com metanol e transferido para um vial de 2,0 ml e

analisado por CLAE.

Figura 5 - Processo de preenchimento da coluna cromatografica utilizando como adsorvente a

alumina e como solvente o hexano.

Figura 6 - Preparo da pastilha, feita com o extrato, alumina e acetato de etila, para o processo
de clean-up.

10
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Figura 7 - Processo de clean-up do extrato da isca comercial. Na sequéncia, eluicdo com

hexano, diclorometano e acetato de etila.

3.1.3 DETERMINAGAO DO LIMITE DE DETECGAO

Para o limite de deteccdo o procedimento foi realizado utilizando um baldo
volumétrico de 10,00 ml para o preparado da solugdo mae contendo 5,00 mg do
padrdao utilizando como solvente o metanol. Em seguida foram preparadas 4
solugcdes em baldes volumétricos de 10,00 ml em que para cada nova solucio foi
retirado da solugao anterior 1,00 ml. Ou seja, para o preparo da solugao 1 se retirou
1,00 ml da solugao méae, para o preparo da solucéo 2 se retirou 1,00 ml da solugao
1, assim sucessivamente até a solucdo 4. Com as solugdes prontas foi retirado de

cada um 1,00 ml e colocado em vials e analisadas por CLAE.

3.1.4 CONSTRUGAO DA CURVA ANALITICA

Prepara-se em um baldo volumétrico de 10,00 ml uma solugdo mae contendo 2
mg do padréo utilizando o metanol como solvente. A partir desta entédo fez-se 5

solugdbes com concentragdes diferentes e conhecidas, utilizando um baldo

11



volumétrico de 10,00 ml. A partir da solugdo mae retirou-se aliquotas de 0,25 ml;
0,50 ml; 1,00 ml; 1,50 ml e 2,00 ml para se ter as concentragdes de 0,050 mg/ml,

0,10 mg/ml, 0,20 mg/ml, 0,30 mg/ml e 0,40 mg/ml respectivamente.

3.1.5 GRAU DE RECUPARAGAO

Em um bécher foi colocado 50,0880 g de arroz e 2,6 mg de HMN e feita a
homogeneizagdo por 30 min. Retira-se aproximadamente 5,00 g desta mistura e
feito o processo de extracdo, por 5min, utilizando como solvente o acetato de etila
sendo usado 3x10,00 ml, totalizando 30,00 ml. A solugao obtida foi seca com sulfato
de sédio anidro e o sobrenadante foi transferido para um baldo que é entédo colocado
em um rotaevaporador para a evaporagao do solvente. Esse processo foi feito em
triplicata. Em seguida foi realizado o processo de clean-up como descrito no item
3.1.2 (pag. 9). Apos obter os extratos com a eluicdo do diclorometano, estes séo
dissolvidos em 1,00 ml de metanol sendo colocados em vial e levados para analise
por CLAE.

3.1.6 CONTAMINAGAO DA MATRIZ

Com todas as andlises anteriores realizadas se inicia o processo de
contaminagdo de uma amostra com uma isca comercial. Para essa etapa utilizou-se
uma mistura de 1,00 kg de alimento, sendo composta de aproximadamente 350,00 g
de feijao e arroz e 300,00 g de frango (Figura 8).

Dessa mistura de 1,00 kg de alimentos, foi retirado aproximadamente 200,00 g
e colocados em 5 potes diferentes. As amostras foram feitas em triplicata com a
adicao de 10,00 g da isca comercial (Amostra 1, Amostra 2, Amostra 3) e os brancos
feitos em duplicatas isentos da isca comercial (Branco 1 e Branco 2) (Figura 9) e
(Figura 10). Os potes eram hermeticamente fechados e armazenados a temperatura

ambiente. A homogeneizagao entdo das amostras foi feita por 30 min.

12



O processo de extragcdo das amostras e dos brancos foi como descrito no item
3.1.5 (pag. 12), sendo que foi retirado de cada triplicada da amostra e de cada
duplicata do branco aproximadamente 1,50 g. O volume de acetato de etila utilizado
foi de 3x5,00 ml, totalizando 15,00 ml (Figura 11).

O procedimento de clean-up foi como descrito no item 3.1.2 (pag. 9), sendo
que para as eluigdes foi usado 15,00 ml de hexano e 20,00 ml de diclorometano
(Figura 12).

Todo esse processo, desde da contaminagdo até o clean-up, foi feito no
primeiro dia. A partir da segunda semana, somente foi feito algumas etapas. A
primeira coisa a ser feita foi a visualizacado do aspecto fisico dos alimentos, tanto das
amostras quanto dos brancos, e entdo feito a homogeneizagdo por 5min. Em
seguida foi feita a medida do pH (Figura 13) e depois entdo os processos de
extragdo e clean-up.

As analises foram feitas de 15 em 15 dias, totalizando um periodo de 84 dias,
com o procedimento sendo 0 mesmo para as amostras contendo as iscas comercias

e para os brancos isentos das iscas.

Figura 8 - Arroz, feijao e frango desfiado utilizados para o processo de contaminagéo

13



Figura 9 - Armazenamento dos 200g da mistura de alimentos, em cinco frascos hermeticamente
fechados. Amostra 1, Amostra 2 e Amostra 3 contendo a isca comercial e Branco 1 e Branco 2 isentos
da isca comercial.

NN S

Figura 10 - Adicdo da isca comercial nas amostras 1, 2 e 3.
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Figura 11 - Processo de extragdo das amostras e dos brancos usando-se o acetato de etila como
solvente.

Figura 12 - Processo de clean-up dos extratos. Da esquerda para a direita, eluicdo com Hexano e
diclorometano

Figura 13 - Medida do pH das amostras e dos brancos utilizando-se um pHmetro, com um eltrodo de
vidro.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

15



41 DETERMINAGAO DO SOLVENTE DE EXTRAGAO

O extrato final obtido foi armazenado em um frasco de vidro e foi pesado em
uma balancga analitica, sendo feito tanto para o extrato com diclorometano quanto
para o acetato de etila. Na Tabela 2 encontra-se as massas finais obtidas. Essas
massas finais foram obtidas a partir da pesagem dos baldes antes e depois da

rotaevaporagao.

Tabela 2 — Massas finais obtidas das extracdes da isca comercial

Diclorometano 1,24 g
Acetato de etila 1,339

Infelizmente ndo foi feito o processo de clean-up apds a extragao, com isso nao
se pode garantir que as massas que foram obtidas sdo somente de HMN extraida.
Contudo, pode ser visto que o poder de extracdo do acetato de etila foi um pouco
melhor do que com o diclorometano e por isso ele foi o escolhido como o solvente
mais adequado para ser feita a extracdo da HMN de uma isca comercial. Porém é

necessario que seja refeito essa etapa concluindo com o processo de clean-up.

4.2 PROCESSO DE PURIFICAGCAO (CLEAN-UP) DO EXTRATO

Para o empacotamento da coluna foi testado primeiro com florisil, sendo que
quando era feito a eluigdo com o diclorometano, a amostra ficava dispersa pela
coluna fazendo com que a eficiéncia da separacao e a resolugdo do cromatograma
ficassem ruins. Com isso, se passou a utilizar a alumina pois foi visto que com a
eluicdo com o diclorometano, a amostra era eluida uniformemente obtendo entdo um
melhor resultado.

O hexano foi escolhido como o primeiro solvente utilizado no processo de
clean-up devido ele ser o que melhor retira toda a gordura e acido graxo presente na
matriz, deixando somente a amostra na coluna. Os resultados para este processo

16



mostraram que com a eluicdo do hexano, visualmente, tém-se uma solugao
transparente. Com a eluicdo do diclorometano foi observado a formagdo de uma
camada amarela abaixo da pastilha, sendo obtida uma solugado amarela. Com a
eluicdo do acetato de etila foi obtido uma solugdo também transparente. A utilizacao
do acetato de etila como um ultimo solvente, foi para garantir que toda a amostra
tinha eluido com o diclorometano.

Como visualmente obteve uma solugdo amarela na eluigdo do diclorometano,
esta solucao foi levada para analise em CLAE para poder ter a confirmacao. Esta foi
feita a partir do pico presente que é caracteristico da HMN e da comparagcdo com o
tempo de retengcao do padrao.

Na Figura 14 o cromatograma obtido pelo equipamento para o extrato possui
um pico com um t. = 4,20 min, e na Figura 15 o cromatograma do padréo que tem o
t- = 4,30 min. Ao comparar os cromatogramas e os tempos de retengdes foi possivel

confirmar a presencga da hidrametilnona no extrato obtido.

25 ls0 75 100

Minutes

Figura 14 - Cromatograma da HMN extraida da isca comercial, obtida por CLAE-UV, com tr = 4,20min
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Figura 15 — Cromatograma do padrao da hidrametilnona com tr = 4,30 min.

4.3.DETERMINAGCAO DO LIMITE DE DETECGAO

Na Tabela 3 encontra-se as concentragcbes e os dados obtidos pelo

equipamento e nas Figuras 16, 17, 18, 19 e 20 os cromatogramas referentes a cada
solucgao.

Tabela 3 — Concentragdes das solugdes para a determinagao do limite de detecgéo e suas

respectivas absorvancias.

Concentragao (mg/ml) Tempo (min) Absorvancia (mAU)

Solugao mae 0,5 4,2287 898
Solugao 1 0,05 4,0553 113
Solugao 2 0,005 4,0142 14,3
Solugéo 3 0,0005 4,0259 3,33
Solugao 4 0,00005 - -
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Figura 16 - Cromatograma referente a solugdo mae de concentragao 0,5 mg/ml com um pico em 4,2287
min e com absorvancia em 898 mAU.

Figura 17 - Cromatograma referente a solugéo 1 de concentragao 0,05 mg/ml com um pico em 4,0553
min e com absorvancia em 113 mAU.
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Figura 18 - Cromatograma referente a solugao 2 de concentragdo 0,005 mg/ml com um pico em 4,0142
min e com absorvancia em 14,3 mAU.
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Figura 19 - Cromatograma referente a solugao 3 de concentragdo 0,0005 mg/ml com um pico em
4,0259 min e com absorvancia em 3,33 mAU.
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Figura 20 - Cromatograma referente a solu¢do 4 de concentragédo 0,00005 mg/ml com a auséncia do
sinal.

Na Figura 20, o maximo em que se consegue ver o pico caracteristico da HMN
¢ com uma concentragdo de 5x10* mg/ml (Figura 19). Pois quando tem a
concentragdo de 5x10° mg/ml, na Figura 20, a relagéo sinal-ruido ndo é 3x maior, ou
seja, este ndo é considerado como um sinal. Com isso o limite de deteccéo para a
HMN é de 5x10* mg/ml, sendo a analise feita por CLAE-UV e utilizando o metanol

como solvente.

4.4.CONSTRUGAO DA CURVA ANALITICA

Na tabela 4 encontra-se os resultados obtidos por CLAE para a curva analitica
em metanol com as respectivas concentragées. Os cromatogramas obtidos para

cada concentragao se encontra nas Figuras 21, 22, 23, 24 e 25.
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Tabela 4 — Dados da curva analitica em metanol

Amostra Concentragao 1lempo ADsorvancia Area

(mg/ml) (min) (mAU) (mAU*sec)

3,01 151 2020

CM 1 0,050 3,00 151 2017

3,01 149 2034

3,05 250 3873

CM 2 0,10 3,03 265 3874

3,03 269 3846

3,04 534 7849

CM3 0,20 3,04 541 7877

3,03 538 7885

3,04 839 11779

CM 4 0,30 3,05 819 11669

3,05 820 11673

3,06 1080 15300

CM 5 0,40 3,058 1100 15700
3,07 1160

g
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Figura 21 - Cromatograma referente a curva analitica com concentragdo 0,05 mg/ml em metanol
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Figura 23 - Cromatograma referente a curva analitica com concentragédo 0,2 mg/ml em metanol
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Figura 25 - Cromatograma referente a curva analitica com concentragéo 0,4 mg/ml em metanol
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E realizado o Teste de Grubbs para analisar a existéncia de valores aberrantes
ou nao entre as triplicatas para cada concentracdo. O Gacuado € COmMparado com o
valor do Giabelado, €M que quando Geaicuado > Gtabelado, O Valor suspeito é aberrante. O
valor de Gunelado Para uma triplicada é de 1,155.

O Teste de Grubbs foi feito para todas as concentragcdes da curva analitica,
utilizando a seguinte equagao:

x4l

Calc — S

G

Em que X é o valor suspeito, X é o valor médio da triplicada e S é o desvio
padrdo. Na Tabela 5 encontra-se os valores obtidos de G cicuado para cada

concentragao.

Tabela 5 — Dados e valores obtidos para a determinagéo do Geacuiaco.

Concentracdao  Areas Média das Valor Desvio
(mg/ml) (mAU*sec) areas suspeito Padrao
2034
0,05 2017 2023,67 2034 9,07 1,139
2020
3873
0,1 3874 3864,33 3846 15,89 1,154
3846
7849
0,2 7877 7870,33 7849 18,9 1,129
7885
11779
11669
11673
16200
0,4 15300 15733,33 16200 450,92 1,035
15700

Gcalc

0,3 11707 11779 62,39 1,154

Apos determinado os valores de Geacuado para todas as concentracdes

constatou-se que ndo ha nenhum valor aberrante, pois, todos 0S Geaicuiados fOram
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menores do que 1,155. Entdo n&do sendo necessario descartar nenhum valor. Pode-
se entdo realizar o Teste de Cochran para poder verificar a homocedasticidade.

Para o Teste de Cochran foi utilizado a seguinte formula:

_ Si/laior
= Z 52

Em que S%v.ior € 0 valor da maior variancia, e £S? € a soma das varancias. O

CCalc

valor de Cw, para a triplicata € de 0,684. Na Tabela 6 encontra-se os valores da

variancia para cada concentracao.

Tabela 6 — Dados para a determinagao do Ccaiculado

Concentragao Areas Média das areas Desvio
(mg/ml) (mAU*sec) (mAU*sec) Padréao
2034
0,050 2017 2023,67 9,07 82,26
2020
3873
0,10 3874 3864,33 15,89 252,49
3846
7849
0,20 7877 7870,33 18,9 357,21
7885
11779
0,30 11669 11707 62,39 3892,51
11673
16200
0,40 15300 15733,33 450,92 203328,8
15700

Variancia

Z =207913,27

O C.a. foi de 0,978, o que caracteriza um comportamento heterocedastico pois

Ccalc > Ctab-
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Com isso foi feito entdo a curva analitica, na qual esta representada na figura
26 e na tabela 7 os dados obtidos para o y previsto, que é calculado utilizando a
concentracado na equacao Y=5,181+39212,15X. A diferenca entre o y previsto e o y
obtido do equipamento € o que se chama de residuo, e estes podem ser vistos na
Figura 27 e na Tabela 7.

Hidrametilnona

17000
15000 f(x) = 39212,15x + 5,18
13000 R2 =1
11000
9000
7000
5000
3000
1000

0

Area (mAU*sec)

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Concentragao (mg/ml)

Figura 26 - Curva analitica da hidrametilnona obtida da analise por CLAE-UV

A partir da Figura 26 e da equacgéao da curva, o método mostrou-se linear
possuindo um R? bem préximo de 1, ou seja, a variavel independente X consegue

explicar quase todas as variaveis dependentes Y.
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Figura 27 - Grafico representando os residuos obtidos pela diferenga entre o y previsto e o y obtido

Tabela 7 — Resultados de residuos

Observacga Y Residuo
o previsto s

1 1965,79 54,21
2 1965,79 51,21
3 1965,79 68,21
4 3926,40 -53,40
5 3926,40 -52,40
6 3926,40 -80,40
7 7847,61 1,39
8 7847,61 29,39
9 7847,61 37,39
10 11768,83 10,17
11 11768,83 -99,83
12 11768,83 -95,83
13 15690,04 -390,04
14 15690,04 9,96
15 15690,04 509,96
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Mesmo o método nado sendo o ideal, que é de homocedasticidade, foi possivel
utilizar esta curva para as proximas analises, pois neste caso ndo esta sendo
analisado tragos e sim grande quantidade. Na Figura 26, temos que os primeiros
quatros pontos estdo coincidentes um com o outro, somente o ultimo ponto referente
a ultima concentracdo é que possui uma pequena dispersdo. Um outro ponto
importante € que a curva analitica € 1000 vezes maior que o limite de detecgéo, ou
seja, o fato de ela ser heterocedastica n&o ira influenciar nos resultados. Porém é
necessario que o método seja refeito para que seja obtido um método
homocedastico. Uma sugestado é que seja refeito o ultimo ponto com, mas triplicatas,
para garantir que nao tenha disperséo.

Com os dados da curva analitica € obtido que Fcacuiade =10781,5247 € 0 Fiabelado
= 2,29964x10°. Quando o F calculado é maior que o F tabelado tem-se a existéncia

de uma correlagéo entre o x e 0 'y, e como pode ser visto, essa correlagcao existe.

4.5.GRAU DE RECUPERAGAO

Para o grau de recuperacao, obteve que a homogeneizacao foi mais eficiente
quando era realizada por 30 min e sendo confirmado que o acetato de etila é o
solvente mais adequado para a extragao.

Na tabela 8 encontra-se os resultados obtidos para a extrac&o realizada com
acetato de etila na qual utilizou 2,6 mg de HMN, que resultou na obtencédo da
amostra com a eluigdo do diclorometano. Para o calculo da % do grau de
recuperacao é utilizado a seguinte equacao: % = (massa obtida / massa tedrica) x
100. Em que a massa obtida foi a massa pesada no baldo apds a rotaevaporagao, e
a massa teodrica de HMN foi de 0,260 mg, pois foi retirado 5,00 g da mistura de

50,009 de arroz contaminados com 2,6mg de HMN.

Tabela 8 — Dados obtidos para determinacdo da % de recuperagao

Tempo Absorvancia Area Media das Massa obtida
Amostra (min) (mAU) (mAU*sec) Areas (mg) "
(mAU*sec)
GR1 4,18 603 9590 9447,5 0,241 92,6
4,17 567 8585 X

29



4,14 600 9305

4,18 239 3545

GR2 4,39 226 3378 3461,5 0,088 33,9
4,35 222 3145 X
4,18 234 3991 X

GR3 4,14 241 3784 3820 0,097 37,4
4,16 232 3855

O valor baixo para GR2 e GR3 pode ser atribuido ao fato de que a
hidrametilnona n&o estava uniformemente distribuida pela matriz, estando ela
principalmente na parte superior, aonde foi coletado o GR1. Sendo necessario entao
uma melhor homogeneizagdo da mistura arroz e HMN, ou seja, € necessario que o
método seja refeito.

Uma forma de melhorar o rendimento do método, seria a possibilidade de
alterar a forma de extragdo utilizando algum outro método, como por exemplo, o

ultrassom.

4.6.CONTAMINAGAO DA MATRIZ

A contaminacdo da matriz de arroz, feijdo e frango desfiado com
aproximadamente 10,00 g de uma isca comercial foi analisada por 84 dias. Durante
esse periodo foi observado uma mudanca fisica tanto nas amostras quanto nos
brancos. No primeiro dia consistia de pedacos dos alimentos, e com o passar dos
dias as amostras ficaram com aspecto de um puré grosso com pequenos pedagos
de alimentos e com um odor de podridao. Ja os brancos ficaram com o passar das
semanas cada vez mais liquidos e com presenca de pequenos pedacos de
alimentos e também com o odor forte de podre. O pH teve um leve decaimento ao
longo das semanas, na Tabela 9 e na Figura 28 encontra-se os valores de pH para
as amostras e para os brancos ao longo dos 84 dias. A partir disso pode-se dizer
que o pH n&o influenciou na determinagdo da HMN ao longo das analises. Uma
comparagao que pode ser feita € com o estudo de Subhasish Chakraborty e seus
colaboradores (1993) em que os resultados obtidos foram que independentemente
do pH se tem uma decomposicdo da HMN ao longo das analises. Para a extracao

das amostras via-se que a solugcdo amarela clareava com o passar das semanas
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como era o esperado. E que nos brancos era obtido solugbes transparentes. A
utilizacdo de uma quantidade menor de solvente tanto na extracdo quanto no
processo de clean-up, com relagdo ao grau de recuperacao, foi devido a quantidade
de amostra ser menor na contaminagdo. No grau de recuperagdo usou-se 5g de
amostra, ja na contaminagdo 1,5g, com isso tem-se a redugdo da quantidade de
solvente a ser utilizada. A utilizagdo de 1,50g de alimento na contaminagao, foi para
que a concentragao caisse dentro da curva analitica. Como no processo de clean-
up, no item 3.1.2 (pag. 8), para a eluigado do acetato de etila, foi obtida uma solugao
transparente, garantindo entdo que toda a amostra era eluida com o diclorometano,
optou-se pela ndo utilizacido desse solvente nessa etapa de contaminacio. Para os
brancos, as solugbdes obtidas tanto com a eluigdo com o hexano quanto com o
diclorometano foram transparentes ao longo de todo a analise. Nas Tabela 10 e 11
encontra-se os dados obtidos pela analise em CLAE-UV e a determinagao da
quantidade de HMN obtida ao longo dos 84 dias. E nas Figuras 30, 31, 32, 33, 34 e
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 e 43 estao representados os cromatogramas dessas

analises.

Tabela 9 — pH das amostras contaminadas e dos brancos ao longo dos 84 dias da

contaminagao.

pH
12 3 52 72 9 112 132
semana semana Semana Ssemana Semana sSemana Ssemana
Amostra1 5,41 5,36 5,30 5,18 5,12 5,01 5,03
Amostra2 5,44 5,28 5,20 5,05 5,18 5,06 5,10
Amostra3 5,15 5,31 5,05 4,88 4,96 4,90 5,05
Branco 1 5,85 5,46 4,87 4,72 4,92 4,81 5,57
Branco 2 5,72 5,32 4,99 4,92 4,85 4,72 5,06
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Figura 28 - Grafico referente ao pH das amostras e dos brancos ao longo dos 84 dias.

100

el
=

&
[

Hydramethyinon (% of orginal)

(%)
=

.
=]

- AN
‘“&l‘:‘;\k\%!
| | L 1 |
2 f 10
Time {h)

Fig. 1. Photodecomposition of hydramethylnon in agueows
medium at (@) pH 45, (W) pH 65 and (&) pH 80,

Figura 29 - Grafico relacionando a quantidade de HMN com o pH. Resultado obtido pelo estudo de
Subhasish Chakraborty e seus colaboradores (1993)

Tabela 10 — Dados obtidos pela analise em CLAE-UV para as amostras e a determinagéo da

quantidade de HMN ainda presente nas amostras da 1% a 72 semana.

A Tempo A A Me'dla das Concentragao
mostra (min) Absorvancia Area areas (mg/ml) mg/g
(mAU) (mAU*sec) (mAU*sec)
12 4,28 620 10419
semana AM1 4,28 624 10397 10408 0,27 0,176
4,28 629 10467 X
AM2 4,22 392 6076 6069 0,15 0,103
4,20 392 6011 X
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4,21 394 6062
4,32 766 14876
AM3 4,32 764 14814 14845 0,38 0,252
4,33 767 14956 X
4,21 427 6775 X
AM1 4,20 419 6635 6612,5 0,17 0,112
4,21 417 6590
32 4,18 375 6298
AM2 4,21 366 6392 6345 0,16 0,108
semana
4,14 383 6512 X
4,24 465 8089
AM3 4,23 470 8209 X 8098,5 0,21 0,137
4,22 488 8108
4,13 523 8893 X
AM1 4,23 511 8600 8594 0,22 0,145
4,22 530 8588
5a 4,13 330 5681
AM2 4,13 333 6531 X 5726,5 0,15 0,097
semana
4,13 335 5772
4,16 565 9924
AM3 4,17 560 10695 X 9977.,5 0,25 0,169
4,16 539 10031
4,10 512 8135
AM1 4,13 541 8602 X 7966,5 0,2 0,135
4,14 515 7798
- 4,08 305 4530 X
AM2 4,06 300 4375 4393,5 0,11 0,074
semana
4,06 301 4412
4,10 483 7323 X
AM3 4,09 493 7570 7679 0,2 0,130
4,06 471 7788
Tabela 11 — Dados obtidos pela analise em CLAE-UV para as amostras e a determinacéo da
quantidade de HMN ainda presente nas amostras da 9% a 132 semana.
Tempo A . . Mé,d ia das Cocentragao
Amostra (min) Absorvancia Area areas (mg/ml) mg/g
(mAU) (mAU*sec) (mAU*sec)
4,13 463 6712
AMA1 4,12 466 6735 6723,5 0,17 0,114
4,07 429 6327 X
g2 4,16 448 6749
AM2 4,12 443 6836 6792,5 0,17 0,115
semana
4,07 450 6620 X
4,15 517 7794
AM3 4,15 512 8044 7919 0,2 0,134
4,11 519 8231
112 AM1 4,16 547 8139 X 8396,5 0,21 0,142
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4,19 54 8351
4,20 556 8442
4,12 387 6504 X
semana AM2 4,15 386 6392 6401 0,16 0,108
4,15 383 6410
4,13 406 6004
AM3 4,13 414 6046 6025 0,15 0,102
4,14 420 6322 X
4,19 529 8985 X
AM1 4,23 529 7952 7978,5 0,2 0,135
4,25 546 8005
130 4,19 355 5330 X
semana AM2 4,06 339 5013 5062,5 0,13 0,086
4,16 337 5112
4,12 219 3004
AM3 4,10 223 3176 3090 0,08 0,052
4,15 224 3416 X
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Figura 39 - Cromatograma referente a nona semana de contaminagédo, Amostra 3.

Figura 40 - Cromatograma referente a décima primeira semana de contaminaminagéo, Amostra 1.
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Figura 41 - Gréfico representando as quantidades de extratos obtidos ao longo dos 84 dias.

Tabela 12 — Dados das quantidades obtidas de extratos ao longo dos 84 dias.

3a
12 seman 52 72 92 112 132
semana a semana semana semana Ssemana Ssemana

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/lg) (mg/g) (mgl/g) (mg/g)

Amostra1 0,176 0,112 0,145 0,135 0,114 0,140 0,144

Amostra2 0,103 0,108 0,097 0,074 0,115 0,109 0,088

Amostra3 0,252 0,137 0,169 0,130 0,134 0,102 0,052
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5. CONCLUSAO

O método de extracio precisa ser refeito, para incluir o processo de clean-up,
para poder obter um resultado mais confiavel. Contudo o acetato de etila foi
escolhido como o solvente mais adequado para fazer a extragao da hidrametilnona
presente em iscas comercias nas condi¢des realizadas.

O método de clean-up mostrou ser eficiente para o presente estudo, em que a
utilizacdo da alumina como adsorvente é o mais eficiente e que com a elui¢gao do
diclorometano se obtém a HMN.

O limite de detecgéo do método para a hidrametilnona é de 5x10* mg/ml.

O grau de recuperacao para o meétodo aplicado precisa ser refeito, utilizando
uma matriz mais adequada, como uma mistura de arroz, feijao e frango.

Mesmo a curva analitica obtida sendo heterocedastica, ela pode ser usada
para as analises nesse estudo, devido a analise ser em grandes quantidades e pelo
fato de ela ser 1000 vezes maior que o limite de deteccdo. Porém a curva analitica é
necessaria ser refeita sempre que for fazer um novo estudo.

A matriz, composta por arroz, feijao e frango desfiado, contaminada com uma
isca comercial foi analisada por CLAE-UV com um tempo de analise cromatografica
de 10 min. Para o a analise completa de uma amostra, desde a extracio até a
analise no cromatografo tem-se um tempo total de anélise de 1h40min.

Chegasse entao a conclusao de que para a contaminagao de uma matriz
composta de alimentos proprios para o consumo com uma isca comercial, tem-se
que a HMN permanece na matriz mesmo depois de 84 dias.

Quando o perito recebe uma evidencia nem sempre se sabe ha quanto tempo
esta foi coletada. No caso da HMN esse tempo indeterminado nao faria muita
diferenga pois como ela permanece por um longo periodo na matriz, € possivel

determina-la sem que haja um falso negativo.
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