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RESUMO

PROJETO DE CURSO

TITULO: IDENTIFICACAO DE FIPRONIL EM MATRIZES DE INTERESSE FORENSE

ALUNO: Renata Costa do Nascimento
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O fipronil é um inseticida largamente utilizado no controle de diversas pragas e de facil
obtencdo no mercado, sendo considerado moderadamente toxico, com uma DLsy = 97
mg/kg por via oral, em ratos. Centenas de casos de intoxicagdo humana séo registrados
anualmente no Brasil, tendo essa substancia como uma possivel causadora, seja por
ingestdo acidental ou intencional, sendo, portando, de interesse forense. Neste trabalho
se implantou uma metodologia para o isolamento e a identificacdo do fipronil na matriz
leite. Para tal, desenvolveu-se primeiro uma metodologia para o isolamento deste de um
produto comercial, obtendo-o em purezas de até 99%. Com essa informacgdo e dos
limites de deteccdo do fipronil em Cromatografia em Camada Fina (CCF) de 2 g/L, e
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-E) de 10 mg/L, além
do limite de quantificagdo do fipronil em CG-EM de 10 mg/L, construiu-se uma curva
analitica que permitiu que se relacionasse a area do pico proveniente do fipronil a uma
concentracdo predita. Portanto, pode-se avaliar o grau de recuperacdo deste em cada
extrato do leite fortificado, nos quais o fipronil foi identificado. O método, porém,

apresentou baixa repetibilidade, com graus de recuperacdo menores que 32%
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1 INTRODUCAO:

A Quimica Forense € uma subdivisdo da grande area do conhecimento que é a Ciéncia
Forense, que também pode ser denominada Criminalistica. Ela aplica os principios da ciéncia
natural a matérias de debate legal. Assim, podemos dizer que a Quimica Forense € a aplicacao
da quimica na investigacdo de crimes. Estes, entretanto, ndo sao limitados a a¢cBes contra
individuos, tais como homicidios, furtos, fraudes e incéndios criminosos. A Quimica Forense
também esta envolvida na investigacao de crimes contra a sociedade, tais como adulteracao de
alimentos e medicamentos, poluicdo ambiental, uso e distribuicdo de produtos quimicos
perigosos e condigbes perigosas de trabalho [1]. O trabalho do laboratério forense pode ser

dividido nas seguintes etapas:
1) identificacdo de materiais ou substancias encontradas como evidéncia de crime;

2) comparacdo de substancias ou materiais na tentativa de se estabelecer uma origem

comum;

3) reconstituicdo da cena em que se passou 0 evento, através da analise fisica da

evidéncia.

No Brasil varios casos de envenenamento sao registrados mensalmente nas Delegacias
Policiais. Os materiais suspeitos de serem o0s agentes causadores do fato criminoso séo
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.

O numero de casos de homicidios resolvidos através da investigacé@o policial no Brasil é
muito pequeno se comparado com os paises desenvolvidos (menos de 10% no Brasil e mais e
90% nos EUA) [2], sendo a Pericia Criminal peca importantissima no processo de investigagéo,

pois fornece o apoio cientifico a mesma.

As substancias mais comumente usadas em casos de envenenamentos sdo aquelas de
mais facil acesso, as quais se pode comprar em farmacias, lojas de jardinagem, loja de

produtos agricolas, supermercados etc.

O uso de pesticidas na agricultura tem como objetivo principal o controle de pragas

prejudiciais as plantagées e um consequente aumento da producgdo. Pesticidas sdo substancias



ou misturas de substancias utilizadas para repelir ou destruir as pestes alvo, que podem ser

insetos, acaros, fungos, bactérias, roedores etc [3].

Os pesticidas sao toxicos a diversos tipos de animais como insetos, moluscos, peixes,
aves e mamiferos, podendo apresentar efeitos adversos em animais nédo-alvo, como abelhas, o
gque gera prejuizo e preocupacdo devido a uma possivel influéncia no equilibrio de
ecossistemas, tanto as pragas, quanto aos seus predadores [4].

Em 2011, foram registrados 105.875 casos de intoxicagdo humana no Brasil, sendo
5.075 desses devido a agrotdxicos de uso agricola e 2.485 de uso doméstico. O nimero de
Obitos entre esses casos foi de 304, sendo a intoxicagcdo por uso de agrotdxicos agricolas o
maior agente causador, com 129 obitos. Dos 133 casos 0bitos por intoxicagdo por agrotoxicos,

121 foram registrados como homicidios ou suicidios [5].

O fipronil (Figura 1a), 5-amino-[(2,6-dicloro)-4-trifluormetil-fenil]-4-trifluormetil-sulfinil-1H-
pirazol-3-carbonitrila, € um inseticida da classe do fenilpirazol (Figura 1b), largamente utilizado
no controle de pragas como besouros, formigas, gafanhotos, cupins, pulgas de animais

domésticos etc [6].
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Figura 1: (a) Estrutura molecular do fipronil e (b) estrutura molecular genérica da classe

fenilpirazol

O fipronil € um inseticida descoberto e desenvolvido pela empresa francesa Rhone-
Poulenc Agro entre os anos de 1985 e 1987. Foi apresentado na Brighton Conference apenas
em 1992 e colocado no mercado no ano seguinte. Entre 1987 e 1996, diversos estudos foram
feitos sobre os efeitos do fipronil em mais de 250 insetos-alvo presentes em 60 colheitas pelo
mundo. Em 1997, a producdo dessa substancia era de aproximadamente 480 toneladas por

ano, sendo 39% dessa quantidade voltada para a prote¢cdo de colheitas. Ja em 1999, um



produto comercial baseado no fipronil se tornou o mais importado na &rea de inseticidas
aplicados na producéo de arroz, tratando por volta de 400 mil hectares dessas plantactes pelo
mundo. Nesse mesmo ano, a Rhone-Poulenc se fundiu a empresa AgrEvo, formando a
empresa agricola Aventis CropScience, posteriormente comprada pela Bayer. Em 2002, a
empresa BASF comprou os direitos sobre a patente (EP0295117B1) para producédo e venda
dos produtos do fipronil e outros fungicidas, os detendo até hoje em diversos paises, porém,
sem exclusividade no Brasil. Dois anos depois, 0 uso do fipronil como um produto fitossanitario
foi proibido na Franca, devido a sua possivel influéncia na mortalidade de abelhas. Apesar
disso, ainda € um dos mais usados inseticidas veterinarios [6,7].

A temperatura ambiente, o fipronil € um solido branco pouco solivel em agua (0,0019
g/L (pH 5) e 0,0024 g/L (pH 9) a 20°C), apresentando de alta a moderada solubilidade em
solventes organicos tais como acetona, metanol, etanol, acetato de etila, diclorometano, hexano
e acetonitrila [8].

O fipronil age como um potente bloqueador dos receptores do acido gama-aminobutirico
(GABA), responsaveis pela abertura de canais de cloro integrados a esses receptores, que
permitem a entrada desse ion no meio intracelular do tecido cerebral. A ruptura dos receptores
GABA impede a entrada de ions cloreto, causando uma despolarizacdo entre o meio
intracelular e extracelular e um excesso de estimulacdo neural. Essa despolarizacdo ativa
certas enzimas de degradacdo dependentes da concentracdo desses ions o que leva a morte
celular neuronal e consequente morte do inseto alvo. O fipronil e seus produtos de degradacdo
(Figura 2 pag. 9) apresentam diferentes afinidades com as subunidades dos receptores GABA
de insetos e mamiferos. Em ratos, o fipronil em altas doses causa um aumento no excitamento
neuronal, porém, esse efeito € temporario. Essa substancia apresenta uma maior afinidade com
complexos receptores de insetos, quando comparados aos de mamiferos, o que aumenta a
seletividade pelos seus alvos, deixando uma margem de seguranca maior para humanos e
outros animais. Estudos indicam que o fipronil causa efeitos de inibicdo da testosterona e na

tiredide, porém ainda é necessaria confirmacgéo destes [8,9,10].

O fipronil & considerado moderadamente téxico por via oral pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency — EPA) com uma DLg
em ratos de 97 mg/kg, sendo a menor dose que produziu efeitos adversos de 7,5 mg/kg. Este
também é de pouco a moderadamente toxico por via dérmica e inalacdo. Os sintomas descritos
de seus efeitos toxicos em humanos sdo nausea, sudorese, vomito, dor de cabeca, dor

abdominal, tontura, agitacéo, fraqueza e convulsdes [8].
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Figura 2: Os quatro principais produtos de degradac¢éo do fipronil. (Fonte: Adaptado de Le Faouder et al.)

Existem ainda poucos métodos para andlise de fipronil. Na literatura ha métodos de
analise dessa substancia em diferentes matrizes, como plasma de rato, plasma ovino, pélen,
mel, cana-de-acUcar, acUcar, leite, silagem, solo, agua etc, utilizando-se de diversas técnicas
analiticas tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia Gasosa
acopladas a detectores de Ultravioleta, Espectrometria de Massa (EM), EM sequencial, de
Captura de Elétrons etc [4, 9-14].

2 OBJETIVO:

O objetivo deste projeto é desenvolver uma metodologia analitica para o isolamento e a
identificacdo do fipronil em matrizes de interesse forense, partindo de simulagbes de

contaminacao, visando que esta seja utilizavel pelos Institutos de Criminalistica do Brasil.
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

Utilizou-se um padréo do fipronil com um percentual de pureza no rétulo de 99,3%. O
formicida comercial utilizado no trabalho contém 2% m/m do prinicipio ativo estudado nesse
trabalho e pode ser encontrado em lojas de produtos agricolas.

Foram utilizados os seguintes solventes de grau P.A: acetato de etila (Quimex), acetona
(Vetec), diclorometano (Quimex), hexano (Quimex) e metanol (Quimex).

As analises por CCF foram feitas em placas de vidro de 7,5 de altura e 2,5 cm de
largura, recobertas com silica gel 60 GF,s4 (Merck).

As diluicbes partindo da solucdo padrdo estoque foram realizadas com um pipetador
automatico multiplette plus Eppendorf com ponteiras de 2,5 e 5,0 mL e seringas de 10,00 e
250,00 pL (Hamilton Co.).

As evaporagfes dos solventes foram feitas em um rotaevaporador (Fisatom 802), com
um banho de aquecimento externo (Fisatom 550).

Para as etapas de purificacdo dos extratos do formicida comercial se utilizou: silica gel G
28-200 mesh (Merck) e uma coluna de vidro de 1,8 cm de didmetro e 21,0 cm de altura. Para a
etapa analdéga da extracdo do fipronil em leite se utilizou: florisil 60-100 mesh (Merck) e uma
coluna de vidro de 1,0 cm de diametro e 18,0 cm de altura.

As analises por CG-EM foram realizadas em um Cromatografo Varian 3800 acoplado a
um Espectrometro de Massas Triplo Quadrupolo EM-EM Varian 1200L. Utilizou-se uma coluna
Varian VF-5ms (5% fenil e 95% polisiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e
0,25 um de espessura de filme.

As analises por CG-EM também foram feitas em um equipamento CG-2010 Shimadzu
acoplado a um Espectrémetro de Massas CGMS-QP 2010 Plus Shimadzu. Utilizou-se uma
coluna DB-5 (5% fenil e 95% polisiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e

0,25 um de espessura de filme.

3.2 ANALISE POR CCF:

Suspendeu-se aproximadamente 10 g de silica gel 60 GF,, em agua destilada,

espalhando uniformemente por vinte placas de vidro de 7,5x2,5 cm. Deixou-se as placas



11

secarem por 12h ao ar e em seguida se ativou a silica aquecendo-as a 100 °C por 30 minutos
em uma estufa.

Preparou-se uma solucdo padrdo, pesando-se 5,6 mg de fipronil e solubilizando em 1
mL de acetato de etila, obtendo-se uma solugcdo a 5,6 g/L. Utilizando-se esta, testou-se
diferentes solventes e misturas de solventes a fim de se escolher o eluente ideal para a técnica
de CCF. Testou-se sete fases moveis diferentes, sendo essas: acetato de etila, hexano, mistura
de hexano e acetato de etila nas proporgdes 1:1, 2:1, 3:1 e 4:1 e a mistura de cloroférmio e
metanol 1:1.

Para isso, aplicou-se a solucdo padrao na placa cromatogréfica em tamanhos similares
com microcapilares permitindo uma melhor comparacéo. Colocou-se aproximadamente 5 mL de
cada solvente ou mistura de solventes em um béquer, contendo uma tira de papel de filtro,
tampado por um vidro de reldgio para garantir a saturacdo do ar na cuba cromatografica. As
bandas das substancias foram reveladas em lampada de ultravioleta, com A = 254 nm,
permitindo a comparagdo destas e a escolha do melhor eluente para a determinagédo da
presenca de fipronil.

Utilizou-se o indice de retengdo (Rf) como medida de comparagdo das manchas
observadas nas andlises por CCF. Esse valor pode ser calculado pela seguinte equacao:

dC
ds
Sendo d° a distancia percorrida pelos componentes da mistura e d° a distancia

Ry

percorrida pelo eluente.

3.3 ANALISE POR CG-EM:

As condi¢bes das analises por CG-EM foram adaptadas do trabalho de Le Faouder et al
[11]. A energia do feixe de elétrons foi de 70 eV, a temperatura da linha de transferéncia de 250
°C e do injetor de 180 °C, em modo de injecdo com divisdo de fluxo em raz&o 1:20. Durante a
programacéo de temperatuda, aumentou-se a temperatura do forno de 75 °C (3min) até 210 °C
(0 min), a uma taxa de 20 °C/min, em seguida até 225 °C (0 min) a 5 °C/min e finalmente até
320 °C (7 min) a uma taxa de 20 °C/min.
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3.4 EXTRACAO DO FIPRONIL DE UM FORMICIDA COMERCIAL:

Desenvolveu-se uma metodologia de extragdo, com o objetivo de isolar o fipronil a partir
de um produto comercial contendo 2% dessa substancia. Para isso, primeiramente se testou
quatro solventes para determinacdo do mais adequado e mais eficiente. Os solventes testados
foram: acetona, diclorometano, hexano e acetato de etila. Esses foram escolhidos, sabe

Aproximadamente 2g de formicida, previamente triturados foram transferidos para um
béquer, no qual foram adicionados 20,0 mL do solvente. A extracdo foi realizada sob agitacéo
magnética, por 30 minutos, e em seguida se filtrou para um baldo de fundo redondo de massa
conhecida, obtendo-se assim o extrato liquido. Repetiu-se esse procedimento mais um vezes,
com a mesma amostra e mesmo volume do solvente, para melhor rendimento da extragdo. A
combinacdo de ambos extratos foi, entdo, rotaevaporada, resultando no extrato solido
proveniente do formicida em cada solvente. Com o0 extrato seco, pesou-se 0s balbes,
possibilitando a medicdo da massa obtida em cada extracdo. Esta metodologia esta

demonstrada na Figura 3.

2g do formicida 2% triturado

|
< 20mL do

solvente

Formicida + solvente, sob
agitagdao por 30 minutos

Repete-se esse
procedimento 2x

< Filtragao

Extrato liquido

| Rotaevaporagdo +
< evaporagao do

restante do solvente

Extrato seco

Figura 3: Representacédo esquematica da metodologia desenvolvida para extracédo do fipronil a

partir de um formicida comercial.
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Analisou-se estes extratos por CCF e CG-EM, comparando o indice de retencédo (Ry) e 0
tempo de retencdo (tr), respectivamente, obtidos com uma solucdo padréo de fipronil, para

confirmar a presenga do mesmo nas extragdes realizadas.

3.5 PURIFICAGAO DOS EXTRATOS DE FORMICIDA COMERCIAL:

Cada extrato foi purificado, passando-os por uma coluna de vidro (1,8x21,0 cm), com um
pequeno pedaco de algoddao na ponta, contendo 10g de silica 28-200 mesh empacotada em

hexano.

Os extratos secos foram totalmente ressolubilizados em 2 mL de uma mistura de
hexano e acetato de etila 5:1, também utilizado como eluente, e transferidos quantitativamente
para a coluna. A purificagdo foi acompanhada constantemente por CCF, eluindo-se até que o
fipronil ndo fosse mais observado na revelacdo das placas comparativas. As fracdes obtidas

foram analisadas separadamente por CG-EM.

3.6 DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECCAO:

Preparou-se uma solugéo estoque padrao de fipronil a 10,1 g/L, pesando-se 0,0105 g de
fipronil com 96% de grau de pureza e o solubilizando em 1 mL de acetato de etila. A partir
dessa solucéo se diluiu sucessivamente, obtendo-se solugdes 1,0 g/L, 0,1 g/L, 0,01 g/L, 1x107
g/L, 1x10™ g/L, 1x10®° g/L, 1x10° g/L, 1x10" g/L e 1x10°® g/L. Essas diluicbes foram feitas
medindo 100 uL, com uma seringa de 250 L, da solugédo dez vezes mais concentrada do que a
se deseja obter, e se adicionou 900 uL de acetato de etila com o pipetador automatico. A
solugcdo de 1,0 g/L foi preparada se partindo da solucdo estoque, a de 0,1 g/L a partir da

solucao recém preparada de 1,0 g/L e assim por diante.

Essas solugfes foram injetadas no CG-EM em modo varredura e em modo ion seletivo,
observando em cada caso, a menor concentracdo da solugéo de fipronil na qual se detectava o
seu pico caracteristico, ou seja, quando o pico era, pelo menos, trés vezes maior do que o ruido

da analise.

As analises de CG-EM em modo ion seletivo monitoraram os fragmentos de 213, 255,
351, 367, 369 e 420 m/z.



14

A partir da solucéo estoque a 10,1 g/L, preparou-se solucdes 8,0 g/L, 6,0 g/L, 4,0 g/L,
2,09g/L,1,09g/L e 1,0 g/L. Para o preparo dessas solu¢cbes, mediu-se com uma seringa de 250
ML os seguintes volumes da solucdo a 10,1 g/L: 95 uL,110 pL,100 pL, 50 puL e novamente 100
pL. Esses volumes foram diluidos com um pipetador automatico se adicionando 25 pL, 75 pL,
150 pL, 200 pL e 900 pL de acetato de etila, respectivamente, obtendo-se assim, as solugbes
na ordem dita anteriormente. Essas solu¢fes foram analisadas por CCF, determinando a menor
concentracdo na qual se observava a mancha caracteristica do fipronil através da revelacao por
UV (A = 254 nm).

3.7 CURVA ANALITICA NO CG-EM:

Preparou-se 6 solu¢gbes-padrdo com concentra¢des de 2,0 g/L, 1,0 g/L, 0,8 g/L, 0,5 g/L,

0,2 g/L e 0,1 g/L para construc¢édo da curva analitica.

Utilizando-se uma seringa de 250 uL e um pipetador automatico, fez se as seguintes
diluicdes com acetato de etila: retirou-se 200 pL de solucdo estoque a 10,1 g/L e diluiu-se até 1
mL, obtendo-se uma solugéo 2,0 g/L. A partir dessa solucdo recém preparada, mediu-se 100 pL
e se adicionou 900 pL do solvente, resultando em uma solucéo a 0,2 g/L. Preparou-se, entdo,
uma solucao a 0,1 g/L, retirando-se 100 pL de uma solugéo padrdo 1,0 g/L e a diluindo com 900
puL. Dessa mesma maneira se preparou uma solucdo 0,8 g/L a partir da padréo a 8,0 g/L. Por
fim, mediu-se 100 puL da solucéo a 4,0 g/L, a diluindo com 700 pL de acetato de etila, obtendo

uma solucdo com concentracéo final de 0,5 g/L.

Injetou-se essas solugbes no CG-EM, na programacao de temperatura ja estabelecida,
obtendo-se a intensidade do pico de fipronil em cada concentracédo e assim construindo a curva

analitica.

3.8 FORTIFICACAO DO LEITE:

Pesou-se 10,1 mg de fipronil com 99% de pureza e o adicionou-se a 50,0 mL de leite
integral UHT comercial, agitou-se magneticamente em uma placa de agitacdo por 10 minutos

para melhor homogeneizacéo. Fez-se esse procedimento em triplicata.
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3.9 EXTRACAO DO FIPRONIL DO LEITE:

O método de extracdo do leite foi adaptado de Le Faouder et al [11].

Colocou-se 10,00 mL do leite fortificado em um funil de separacédo, onde se extraiu duas
vezes com 30,0 mL de acetato de etila. Juntou-se os extratos e se adicionou sulfato de sédio
anidro até que este tivesse absorvido toda a agua presente. O extrato foi, entdo, seco no
rotaevaporador.

Solubilizou-se o extrato seco em 1,0 mL de acetonitrila, transferindo-o em seguida para
um funil de separagéo. Adicionou-se em seguida 6,0 mL de hexano e ap0és agitacdo, as deixou
decantar. Recolheu-se a fase da acetonitrila e se reextraiu a fase do hexano com mais 1,0 mL
de acetonitrila. Ambas as fases polares foram combinadas e lavadas com 1,0 mL de hexano.
Todas as fases apolares foram, entdo, descartadas e se obteve o extrato seco evaporando a

acetonitrila das fases polares.

3.11 PURIFICAGCAO DOS EXTRATOS DO LEITE:

Para se certificar da completa remocdo da gordura proveniente do leite, fez uma
extracdo em fase sélida em uma coluna de vidro de 1,0 cm de diametro e 18,0 cm de altura, na
qual se colocou 1,0 g de florisil. A fase de florisil foi condicionada com 5,0 mL de metanol. O
extrato seco foi solubilizado em 2,0 mL de metanol e adicionado na coluna. Eluiu-se com 30,0
mL de metanol, acompanhando a purificagdo por CCF. Deixou-se 0 solvente evaporar,
solubilizando o extrato seco com 1,0 mL de acetato de etila e o transferindo para um vial de 2

mL.

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Primeiramente, testou-se as condicdes das técnicas analiticas, analisando-se uma
solucdo padrao de fipronil a 5,6g/L.

Comparou-se diferentes solventes e misturas de solventes para a CCF, visando a
determinacdo da melhor fase mével para a analise da substancia de interesse. No Quadro 1,

podemos observar a comparacao dos valores de R.
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Quadro 1: Valores de R; do fipronil, em diferentes fases moéveis, na CCF.

Fase movel R;
Cloroférmio/Metanol 1:1 1,0
Acetato de etila 1,0

Hexano 0
Hexano/Acetato de etila 1:1 1,0
Hexano/Acetato de etila 2:1 0,91
Hexano/Acetato de etila 3:1 0,88
Hexano/Acetato de etila 4:1 0,45

Os resultados apresentados no quadro 1, mostram que as fases méveis que eluiram o
fipronil junto a frente do solvente (R¢ = 1,0) ou ndo o eluiram do ponto de aplicacdo (R = 0), ndo
sao satisfatorios, pois impedem que se observe a mancha por completo. Esse fato impossibilita
a distincdo de manchas provenientes de substancias diferentes, mas que em certa fase movel é
totalmente ou nada eluida, apresentando mesmo R;. Portanto, os solventes hexano e acetato
de etila e as misturas cloroférmio/metanol 1:1 e hexano/acetato de etila 1:1 sdo ineficientes
nesse caso.

Como se observou que fases méveis predominamente polares néo foram bons eluentes,
assim como fases moéveis apolares. Testou-se misturas de solventes, em diferentes proporgoes,
para se obter variados graus de polaridade.

As misturas de solventes de hexano/acetato de etila nas proporgbes 2:1, 3:1 e 4:1
permitiram a observagdo na mancha em sua totalidade. Apesar das manchas serem visiveis
nas corridas dessas misturas nas propor¢cdes de 2:1 e 3:1, estas ficam proximas a frente do
solvente. Escolheu-se, entdo a mistura de hexano/acetato de etila 4:1 (Figura 4, pag. 17),
porque esta fase mével elui a substancia de interesse até aproximadamente a metade da placa
(Rf = 0,45), permitindo uma melhor observacéo, portanto sendo ideal.

Quando se analisou a solucdo padrdo de fipronil 5,6g/L por CG-EM, obteve-se o
cromatograma da Figura 5 (pag. 18). Observou-se que, ao contrario do esperado, haviam dois
picos relevantes, designados como 1-A (g = 13,5 min) e 1-B (tr = 14,4 min), dos quais 0s
espectros de massas das respectivas substancias estdo ilustrados na Figura 6 (pag. 18) e 7

(pag. 19), respectivamente.
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Figura 4: Analise de uma solucao padrao de fipronil a 5,6g/L por CCF em silica gel, com
a mistura hexano/acetato de etila 4:1 como fase movel.

O pico mais intenso, 1-A (txg= 13,5 min), foi identificado como o fipronil ao se comparar
seu espectro de massas (Figura 6, pag. 18) com a da literatura (Figura 1 do Anexo 1) obtido na
Spectral Database of Organic Compounds. O fipronil é, visivelmente, mais abundante que a
substancia do pico 1-B (tz= 14,4 min). Os célculos de integracdo apontaram uma pureza de
aproximadamente 96%, sendo menor que a pureza indicada no rétulo de 99,3%. Outra
informacé&o importante obtida a partir deste resultado foi o tempo de retencéo do fipronil nestas
condi¢cdes de analise, de aproximadamente 13,5 minutos. Como o tempo de reten¢éo de uma
substancia ndo varia substancialmente nas mesmas condi¢cdes de andlises e em uma mesma
coluna, essa informacdo permite a comparagdo deste pico com outros que se suspeite serem

do mesmo composto, para confirmacéo da presenca ou néo do fipronil.
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Figura 5: Cromatograma de ions totais da solugéo padréo de fipronil a 5,6 g/L.
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Figura 6: Espectro de massas do pico 1-A com tg=13,5 minutos.

Devido a improbabilidade do pico 1-B (tr = 14,4min) ser referente a uma impureza
qualquer, visto que esta era uma solucdo padrdo e se sabia que a impureza nado era
proveniente do acetato de etila, pois este foi analisado nessas mesmas condicBes. O seu
espectro de massas foi, entdo, comparado com os dos principais produtos de degradacdo do
fipronil (Figuras 2, 3, 4 e 5 do Anexo 1). O espectro (Figura 7) foi identificado como sendo o da
fipronil sulfona quando comparado com os da literatura (Figura 2 do Anexo 1), proveniente da

reacdo de oxidacao do fipronil.
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Figura 7: Espectro de massas do pico 1-B com tg=14,4 minutos.

——
400

——
500
Acguired Hange  miz

Com essas informacdes sobre o comportamento do fipronil nas condigbes de analise

utilizadas, pode-se entdo, confirmar a presencga ou ndo do fipronil nos extratos provenientes do

formicida e da matriz leite.

Devido a pouca quantidade de fipronil padréo disponivel, fez-se diversas extracdes de

um formicida comercial (Figura 8), visando obtencéo desta substancia em um nivel de pureza

alto. Podendo-se, entdo, usar esse fipronil obtido em diversas analises, impedindo que a

substancia padrao fosse utilizada em sua totalidade ou até faltasse para a continuidade do

trabalho.

Figura 8: Formicida comercial contendo 2% de fipronil. A esquerda se observa o produto nao triturado e a

direita, este parcialmente triturado sendo preparado para a extragao.
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Para se determinar o melhor solvente de extracdo do formicida, comparou-se a
capacidade de extracdo do diclorometano, acetato de etila, hexano e acetona, obtendo-se os
valores do Quadro 2.

Escolheu-se os solventes diclorometano, acetato de etila e acetona devido a sua
probabilidade e por se saber da solubilidade do fipronil nestes, sendo potencialmente eficientes
para extracdo destes. O hexano, apesar de ser apolar, e o fipronil ndo ser muito sollvel neste,
foi testado devido a sua baixa afinidade com a 4gua, podendo ser Util em etapas futuras deste
trabalho.

A massa tedrica de fipronil em 2g de formicida comercial contendo 2% dessa substancia
ativa é 0,04g. Observa-se, entdo, que 0s solventes que extrairam uma maior massa foram a
acetona e o acetato de etila, esse Ultimo se pode visualizar na figura 9 (pag. 21), o baldo
contendo seu extrato seco. O diclorometano e 0 hexano extrairam uma massa nao satisfatéria
de produto, sendo consideravelmente menor que a quantidade de fipronil no formicida, além
disso essa massa extraida contém, possivelmente, outras substancias presentes no formicida.
Esse poder de extracdo pode ser comparado também ao se analisar esses extratos por CCF,
que € uma técnica semi-quantitativa, quando ndo combinada a um detector quantitativo. Na
figura 10 (pag. 21), observa-se a andlise por CCF dos quatro extratos provenientes de cada
solvente. As manchas 1 e 3 sdo referentes aos extratos em diclorometano e hexano,
respectivamente, apresentando manchas de menor intensidade que os 2 e 4, referentes aos

extratos em acetato de etila e acetona, claramente mais concentrados.

Quadro 2: Comparacédo de quatro solventes na extragdo de fipronil do formicida comercial.

Solvente Massa de Massa de fipronil | Massa extraida
formicida (g) tedrica (g) (9)
Diclorometano 2,0088 0,0401 0,0158
Acetato de etila 2,0031 0,0401 0,0395
Hexano 2,0118 0,0402 0,0058
Acetona 2,0083 0,0402 0,0464
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Figura 9: Baléo de fundo redondo contendo extrato seco do formicida comercial em acetato de etila.

Figura 10: Placa comparativa das extra¢des do formicida comercial em quatro solventes diferentes: (1)
diclorometano, (2) acetato de etila, (3) hexano e (4) acetona, utilizando-se hexano e acetato de etila 2:1
como fase moével (R=0,91).

Baseando-se nos resultados apresentados no quadro 2 (pag. 19) e na figura 10, sugeriu-
se que tanto o diclorometano quanto o hexano, ndo foram bons solventes para a extracdo do
fipronil a partir do formicida. O acetato de etila e a acetona extrairam uma massa semelhante e

apresentaram manchas intensas na CCF, demonstrando que sdo bons solventes de extracéo.
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Para confirmar que estes solventes estavam de fato extraindo a substancia de interesse,
fez uma placa comparativa de ambos os extratos e uma solucdo padrdo de fipronil a 5,6g/L
(Figura 11). Observou-se que as manchas 1 e 3 provenientes das solucdes extraidas do
formicida comercial apresentam um R; préximo ao da mancha 2 de fipronil padrdo. Essa
diferenca pode ter ocorrido pela alta concentracdo dos extratos, que faz com que as
substancias eluam um pouco mais, porém, ndo se descarta que estas sejam provenientes, de
fato, do fipronil. A presenca de outras manchas é um indicativo que se extrairam outras
substancias além do fipronil. Esse indicativo sugere a necessidade de uma purificacdo dos

extratos, visando aperfeicoar o método de extracao e isolamento.

Figura 11: Placa comparativa de extratos de formicida comercial em (1) acetona e em (3)
acetato de etila com (2) uma solucao padréo de fipronil a 5,6g/L, utilizando-se hexano/acetato
de etila 4:1 como fase movel.

Simultaneamente & andlise por CCF, usou-se a CG-EM para confirmar a presencga do

fipronil e verificar o grau de pureza dos extratos, identificando quando possivel as impurezas.

Analisou-se a solucdo do extrato em acetato de etila (Figura 12, pag. 23) e a do extrato
em acetona (Figura 13, pag. 23), verificando-se um comportamento semelhante, com picos de
mesmo tempo de retencao e intensidades parecidas. Em ambos cromatogramas ha um pico em
tr=13,5 minutos, que indica a presenca do fipronil nos extratos, confirmados também pelo
espectro de massas. O observado corroborou com os resultados da CCF, de que haviam outras

substancias sendo extraidas além do fipronil. Como se analisou os solventes utilizados, essas
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impurezas eram provenientes da extracdo, portanto, houve necessidade de uma purificacdo do
extrato, visando a otimizacdo do método para obtencdo de uma solucéo de fipronil com pureza
elevada a partir do formicida.

A partir destes resultados, pdde-se também obter a porcentagem de fipronil em cada
extrato, sendo no extrato em acetato de etila de 58% e em acetona de 51%. O acetato de etila
€, portanto, um solvente mais seletivo para essa extracao, resultando em uma solu¢cdo com

uma proporgdo menor de impurezas.
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Figura 12: Cromatograma de ions totais da solugéo extraida do formicida em acetato de etila
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Figura 13: Cromatograma de ions totais da solugdo extraida do formicida em acetona

Purificou-se o extrato obtido pela extracdo do formicida comercial em acetato de etila
através de uma filtracdo em coluna de silica. Obtiveram-se trés fracfes, de aproximadamente 8

mL, que foram analisadas para se avaliar se 0 método de purificacéo foi eficiente. Observa-se a
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primeira fracdo obtida neste método (Figura 14), onde claramente se nota a auséncia dos picos
com tempo de retencdo menor que 7 minutos, antes presentes no extrato. O fipronil continua
presente, como desejado, agora numa pureza de 98%. Porém ainda ha uma pequena fracéo de
fipronil sulfona, tz=14,4 minutos, que néo foi retirada na purificacao.

A segunda e a terceira fragdo obtidas na purificagdo (Figura 15 e 16, respectivamente),

sdo bem semelhantes a primeira, conseguindo também um grau de pureza elevado de 98%.
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Figura 14: Cromatograma de ions totais da primeira fragdo obtida na purificagdo do extrato em acetato de
etila
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Figura 15: Cromatograma de ions totais da segunda fracdo obtida na purificacdo do extrato em acetato

de etila
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Figura 16: Cromatograma de ions totais da terceira fragdo obtida na purificagdo do extrato em acetato de

etila

Repetiu-se esse procedimento de extracdo e purificacdo diversas vezes, para se adquirir
uma maior quantidade de fipronil, obtendo-o em purezas de até 99%.

Quando se obteve quantidade suficiente de fipronil, preparou-se solu¢des-padrdo em
diversas concentragfes a fim de determinar o LD do fipronil em CCF e em CG-EM, tanto em
modo varredura, como em modo de ion seletivo.

O limite de deteccao € definido pela Resolugdo RE n° 899 da Anvisa de 29 de Maio de
2003 como a menor quantidade da substancia de interesse que pode ser detectada pela técnica
analitica utilizada. Em CCF, este limite seria a menor quantidade em que se observaria a
mancha dessa substancia. Ja4 nas técnicas que possuem linha de base, como o CG-EM, o LD é
a menor concentracdo em que o pico da substancia de interesse €, no minimo, trés vezes maior
gue o ruido da linha de base.

Para se determinar o LD do fipronil em CCF nessas condicdes de andlise, fez-se
diversas placas comparativas, aplicando-se 2 uL de solugbes padrdo do fipronil em diferentes
concentracdes. Na figura 14, observamos trés placas comparativas com solug¢des padréo de
10,0; 8,0; 6,0; 4,0; 2,0; 1,0 e 0,1 g/L. As manchas 1, 2 e 3 sdo claramente visiveis, porém a 4 ja
€ pouco intensa, mais dificil de se observar. Testou-se, por fim, uma solucdo a 1,0g/L (mancha
6 na figura 17, pag. 26) e nenhuma mancha foi observada. Portanto, a menor concentragdo em
gue uma mancha de fipronil é observavel por CCF esta entre 1,0 e 2,0 g/L, sendo o LD

considerado como 2,0 g/L para este trabalho.
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Figura 17: Determinac&o do LD do fipronil em CCF em silica gel, adicionando-se solu¢des padrédo de
concentracdes (1) 8,0g/L, (2) 6,0g/L, (3) 4,0d/L e (4) 2,09/L,(5) 10,1g/L, (6) 1,0g/L e (7) 0,1g/L utilizando-
se hexano/acetato de etila 4:1 como fase mével e 2uL de amostra em cada spot.

Por CG-EM, determinou-se o LD em ambos cromatégrafos usados no trabalho. No
cromatografo Varian se determinou este limite tanto em modo varredura, quanto em modo de
ion seletivo, monitorando os fragmentos de 213, 255, 351, 367, 369 e 420 m/z. J4 no
cromatégrafo Shimadzu, determinou-se apenas em modo varredura.

O limite de quantificacdo, analogamente ao LD, é definido pela mesma Resolucao da
Anvisa como sendo a menor quantidade em que uma substancia de interesse pode ser
determinada com precisdo e exatiddo. Como a CCF ndo é uma técnica quantitativa, esse limite
nao é apropriado para esta. Para a CG-EM e demais técnicas que possuem linha de base, o0 LQ
€ a menor concentragdo em que o pico da substancia de interesse €, no minimo, dez vezes
maior que o ruido da linha base.

No cromatografo Varian, analisou-se solu¢des-padréo a 1,0 g/L, 0,1 g/L, 0,01 g/L, 1x107
g/L, 1x10™ g/L, 1x10™ g/L, 1x10° g/L,1x10” g/L e 1x10® g/L. Em modo varredura, a menor
concentracdo em que o fipronil foi detectado foi de 0,01 g/L (Figura 18, pag. 27), obtendo-se
uma razao sinal ruido igual a 20 (Figura 19, pag. 27), nesse cromatograma € perceptivel que ha
um sangramento da fase estacionaria da coluna capilar. A solucéo a 1x10° g/L ndo gerou um
pico detectavel de fipronil, portanto, nesse caso, o LD coincide com o LQ, sendo igual a 0,01 g/L
ou 10 mg/L. J& em modo ion seletivo, a menor concentragcdo em que o pico referente ao fipronil
pode ser observado foi de 1x10” g/L (Figura 20, pag. 27). O fipronil ndo foi detectado na analise

da solucdo-padréo a 1x10°® g/L, portanto tanto o LD quanto o LQ desta substancia no CG-EM
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em modo ion seletivo esta entre esses dois valores, sendo considerado igual a 0,1ug/L,

obtendo-se um pico com razéo sinal ruido de 23 (Figura 21, pag. 28).
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Figura 18: Cromatograma de ions totais em modo varredura no cromatdgrafo Varian de uma solugéo-
padréo de fipronil (tzr = 13,5min) a 10,0mg/L para determinacédo dos LD e LQ.
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Figura 19: Ampliag&o do pico referente ao fipronil com um tg = 13,5min da Figura 15, na determinagao
dos LD e LQ no cromatografo Varian em modo varredura.
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Figura 20: Cromatograma de ions totais em modo de ion seletivo no cromatografo Varian de uma
solucao-padréo de fipronil (tr = 13,4min) a 0,1ug/L para determinagéo dos LD e LQ.
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Figura 21: Ampliag&o do pico referente ao fipronil com um tg = 13,4min da Figura 17, na determinagao
dos LD e LQ no cromatdgrafo Varian em modo ion seletivo.

Devido a um problema no cromatografo usado no trabalho até entéo, teve-se que utilizar
outro também acoplado a um Espectrédmetro de Massas, portanto se deve determinar o LD e o
LQ para este equipamento, feito apenas em modo de varredura. Analisou-se solugfes-padréo
de fipronil a 1,0 g/L, 0,1 g/L, 0,01 g/L e 1x10° g/L. A menor concentracdo em que a substancia
de interesse foi detectada foi de 0,01 g/L (Figura 22). Como o pico referente ao fipronil nao foi
observado na solucdo a 1x10°3 g/L, novamente os LD e LQ estdo entre esses valores, sendo
considerados iguais a 10,0 mg/L.

O fato de o LD ser igual para ambos cromatégrafos, tendo eles o mesmo detector e se

usando a mesma fase estacionaria, demonstra que essa técnica é robusta.
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Figura 22: Cromatograma de ions totais em modo varredura no cromatégrafo Shimadzu de uma solugéo-
padréo de fipronil (tzr = 13,25 min) a 10,0 mg/L para determinacéo dos LD e LQ.

Mesmo se considerando que a coluna utilizada nas analises do cromatdgrafo Shimadzu
contém a mesma fase estacionaria que o equipamento utilizado anteriormente, pequenas

diferencas no tempo de retencéo do fipronil pode ocorrer. Para comprovar que o pico em 13,25
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minutos é de fato a substancia de interesse, observa-se seu espectro de massas (Figura 23),
comparando-o com o da literatura (Figura 1 do Anexo 1), confirma-se que este é de fato

referente ao fipronil.
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Figura 23: Espectro de massas referente ao pico de tg = 13,25 min da Figura 19.

Conhecendo-se os LD e LQ do fipronil na metodologia analitica, construiu-se uma curva
analitica utilizando soluc¢des-padrao de 2,0; 1,0; 0,8; 0,5; 0,2 e 0,1 g/L. Todos os pontos foram
analisados em triplicata. Essa curva analitica permite que se determine o grau de recuperacao

do fipronil na extragdo da matriz leite.
Os valores de area do pico do fipronil obtidos para cada concentracdo foram plotados

versus as concentragfes das solucao-padréo no Gréfico 1.
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Gréfico 1: Curva analitica de analise de fipronil por CG-EM no cromatografo Shimadzu.

Como a curva foi representada por uma reta, esta pode ser representada pela equacéo
y=ax+b. Com os dados obtidos, determinou-se os coeficientes dessa equacdo, com seus

respectivos intervalos de confianca (IC), calculados pela equacé&o abaixo:
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Na qual, t é o t de Student, s é o desvio padrdo e n € 0 nimero de experimentos
realizados. O valor obtido do coeficiente angular foi de 12.354.174,59, com um IC de
961.621,712 e do coeficiente linear foi de 1.336.687,484 com um IC de 956.735,0365.

Para se comprovar que esta curva tem sua varidvel dependente e independente
correlacionadas, fez-se um teste-F (Quadro 3), em que se levantou duas hipo6teses:

Ho:a; =0

Hi:a; 20
onde a é o coeficiente angular calculado pela regressao. Para tal, o valor de F calculado para o

teste € dado pela equagédo abaixo:
MQ@R
Fcalc = M—gE

Quadro 3: Analise estatistica por ANOVA dos dados da curva analitica.

ANOVA
Fonte de Soma de Graus de Média Feale
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica
Regressao 1,10501E+15 1 1,10501E+15 1203,2894
Erro ou Residuo 1,46932E+13 16 9,18324E+11
Total 1,1197E+15 17

Nesse caso, MQR é a média quadratica da regressédo e MQE é a média quadratica do
erro. Para que a hip6tese Hy seja valida, este valor de F.. deve ser menor que o F.; do
experimento, que é igual a 4,49 (Anexo 2). Portanto, como F. > Fqi, a hipdtese H; é
verdadeira, concluindo-se que ha correlagéo entre as variaveis dependente e independente.

Com todos esses dados sobre o comportamento do fipronil nas técnicas utilizadas,
comecou-se as extracdes na matriz leite.

Ao se fazer a primeira extracdo do leite fortificado com acetato de etila, observou-se que
as proteinas do leite foram desnaturadas. Isso dificultou o recolhimento da fase desejada
durante a segunda extracdo com o mesmo solvente e impossibilitou que uma terceira extracédo
fosse feita para aumentar a eficiéncia do método.

Retirou-se a agua presente na combinacdao dos extratos com sulfato de sédio anidro,
obtendo em seguida o extrato seco por rotaevaporacdo. Para retirada das gorduras do leite, fez-

se extracdes liquido-liquido com acetonitrila e hexano, nas quais se recolhia a fase polar.
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Para garantir que este extrato estava livre das gorduras provenientes do leite, fez-se
ainda uma purificacdo por extragdo em fase sélida em coluna de florisil. A fracdo recolhida
desta extracao foi, entdo, analisada por CG-EM. Todas as extracfes, assim como as analises
em branco, foram feitas em triplicata.

O leite, 50,0mL, foi fortificado com 10,1mg de fipronil 99%. Em 10,0 mL deste leite, tera,
portanto, 2,0 mg da substancia de interesse.

Primeiramente, analisou-se a solucdo em branco do extrato de leite ndo-fortificado, para
se observar se alguma substancia presente nesse extrato iria eluir no mesmo tempo de
retencao do fipronil (tg = 13,25 min). Pode-se observar que ndo houve picos nesse tempo de
retencdo no cromatograma (Figura 24), porém h& uma substancia que eluiu em tg=13,35 min. O
espectro de massas dessa substéncia (Figura 25) comprova, no entanto, que esta nao se trata
do fipronil.

Sabendo-se que impurezas do extrato ndo coeluem com o fipronil, pode-se analisar os

extratos do leite fortificado.
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Figura 24: Cromatograma de ions totais da andlise branco do extrato de leite.
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Figura 25: Espectro de massas do pico em tz=13,35 min da analise branco do extrato do leite.
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A primeira triplicata, L1, foi analisada (Figura 26) e se observou o pico referente ao
fipronil com tz=13,3 min, confirmando a presenca deste nos extratos. Em 14,3min, observa-se
um pico de menor intensidade, que foi identificado como a fipronil sulfona, substancia
proveniente da oxidacéo do fipronil.

Este comportamento foi observado também nas replicatas L2 e L3, como pode ser
observado nas figuras 27 (pag. 33) e 28 (pag. 34).

E perceptivel que a intensidade do sinal referente ao pico do fipronil varia dentro das
triplicatas e entre elas. Esse fato gera uma suspeita de que o método ndo esta gerando
resultados de boa reprodutibilidade, ou seja, ha uma grande quantidade de erros associados a

este.
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Figura 26: Cromatogramas de ions totais da triplicata L1 da analise do extrato de fipronil no leite

fortificado.
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Para se verificar se o método é reprodutivel, tratou-se os dados como mostrado na
Tabela 4 (pag. 34), predizendo-se a concentracao dos extratos do fipronil, relacionando estas
com a &rea do pico pela curva analitica construida anteriormente.

Como esperado pela observacéo das intensidades dos picos, comprova-se que ha uma
grande variacdo dos valores de areas do pico do fipronil entre as andlises. Consequentemente,
as concentragbes também variam grandemente, com o Lla estando mais de cinco vezes

menos concentrado que o L1c.
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Figura 27: Cromatogramas de ions totais da triplicata L2 da andlise do extrato de fipronil no leite
fortificado.

Os graus de recuperacdo do fipronil nas extracdes, considerando-se a concentracao
esperada de 2,0g/L, variaram de 6,45 a 31,70%.
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Os valores de éareas das replicatas L2a, L3a e L3b ficaram fora do intervalo da curva

analitica, portanto ndo se pode determinar seus graus de recuperagéo.

Os erros associados a esse método podem ser provenientes de véarias etapas, como a

de fortificacdo, pois o leite é constituido predominantemente de agua e a solubilidade do fipronil

€ baixa, fazendo que uma pequena quantidade da substancia de interesse seja solubilizada de

fato.
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Figura 28: Cromatogramas de ions totais da triplicata L3 da andlise do extrato de fipronil no leite

fortificado.

A etapa referente a extracdo do leite com acetato de etila também pode gerar erros nao-

sistematicos, pois depende do operador. Como mencionado, o contato do leite com o solvente

utilizado faz com que suas proteinas desnaturem, dificultando a recuperacdo da fase de

interesse, e diminuindo o grau de recuperacéo do fipronil.
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Tabela 4: Dados obtidos da analise dos extratos do leite fortificado pelo método proposto.

Extrato | Areado Concentracéo esperada | Concentracdo predita | Grau de recuperacdo
pico (9/L) (9/L) (%)
Lla 2925035 2,0 0,129 6,45
L1b 5526880 2,0 0,339 16,95
Llc 9169692 2,0 0,634 31,70
L2a 505276 2,0 - ---
L2b 9160963 2,0 0,633 31,65
L2c 6365169 2,0 0,407 20,35
L3a 651795 2,0 --- -
L3b 957852 2,0 --- -
L3c 6066719 2,0 0,383 19,15
Média 4592153 --- 0,421 10,52

Além destes mencionados, podem ocorrer perdas da substancia de interesse durante as

etapas de remocédo de gordura. O fipronil pode ter sido retido na coluna de florisil durante a

extracdo em fase soélida. Os erros referentes a essas etapas, no entanto, séo inerentes ao

método e podem ser considerados sistematicos.

E importante se notar, que em todos os extratos da matriz leite, pode-se observar tanto o

pico do fipronil como o de seu produto de degradacéo, a fipronil sulfona. Como o pico desta ndo

foi observado na analise em branco, infere-se que este sé pode ser proveniente da fortificacdo

do leite. Em estudos posteriores, pode-se pensar na possibilidade de se usar a soma das areas

desses picos para o célculo do grau de recuperacao.

Apesar do método ter apresentado uma baixa repetibilidade, em todas as replicatas a

concentracdo do fipronil na solucé@o foi maior que o LD do equipamento. Portanto, este método

se provou aplicavel para a identificagcdo do fipronil na matriz leite, porém, nao foi eficiente,

apresentando graus de recuperacao baixos.

5 CONCLUSAO:

O método de extragéo e purificacdo do fipronil a partir do formicida comercial € eficiente,

sendo o melhor solvente para este o acetato de etila, pois além de efetivo é o mais seletivo dos
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testados para a substancia de interesse. O fipronil obtido apresentou alto grau de pureza, de até
99%.

Determinou-se os limites de deteccdo do fipronil em todas as técnicas analiticas
aplicadas: cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas tanto em um cromatégrafo Varian quanto em um Shimadzu. Os valores de LD
determinados foram de 2,0g/L em CCF e 10mg/L em ambas CG-EM. Determinou-se também os
limites de quantificacdo no CG-EM, valor que coincidiu com o LD desta técnica.

Conseguiu-se isolar e identificar o fipronil em todas as andlises dos extratos do leite
fortificado, portanto o método é aplicavel, apesar de ter baixa reprodutibilidade e grau de
recuperacao, portanto, ndo sendo eficiente. Nas analises em branco do leite comercial, o fipronil

nao foi detectado.

Apesar de a técnica ter identificado o fipronil em todas as amostras, 0s graus de
recuperacdo foram baixos, sendo inferiores a 32%. Portanto, melhorias a esta devem ser

estudadas, visando diminuir os erros e otimizando a extragao.

Melhorias no método poderiam ser obtidas, fazendo-se um estudo do efeito de matriz do
leite na extrag&o do fipronil. Mudangas no método poderiam ser feitas, para se melhorar o grau
de recuperacédo. Na etapa de extracdo do leite fortificado com acetato de etila, por exemplo,

poderia se centrifugar as duas fases, para se obter uma melhor separacéo.
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