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RESUMO 

 

 

AGROTÓXICOS EM ÓLEOS COMESTÍVEIS: AVALIAÇÃO DE PROCEDIMENTO 
DE PURIFICAÇÃO DE EXTRATO EMPREGANDO DIFERENTES ADSORVENTES 

E VALIDAÇÃO POR UHPLC-MS/MS 

 

 

AUTOR: Jonatan Vinicius Dias 

ORIENTADORA: Carmem Dickow Cardoso 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiência de diferentes adsorventes na remoção de 
gordura de extratos provenientes de matrizes de óleos comestíveis (oliva, soja e girassol) 
durante a determinação de resíduos de 165 agrotóxicos empregando cromatografia líquida 
acoplada à espectrometria de massas. O procedimento de extração empregado nesse 
estudo foi o método QuEChERS citrato e o primeiro estudo realizado foi avaliando a 
eficiência de uma etapa de precipitação em baixas temperaturas (freezing out) anterior a 
etapa de purificação, ambos realizados em azeite de oliva. Durante a avaliação da etapa de 
purificação, três diferentes adsorventes foram estudados, onde um deles foi empregando de 
duas maneiras distintas, totalizando quatro técnicas diferentes de purificação: i) PSA em 
combinação com sulfato de magnésio (d-SPE); ii) Z-sep combinado com sulfato de 
magnésio (d-SPE); iii) Z-sep (SPE em cartucho) e iv) EMR-Lipid (d-SPE). Após avaliação da 
etapa de freezing out e da etapa de purificação empregando cromatografia líquida acoplada 
à espectrometria de massas de alta resolução (UHPLC-QTOF-MS) a técnica de precipitação 
em baixas temperaturas combinada com a purificação por dispersão em fase sólida 
empregando EMR-Lipid demonstrou importantes vantagens quando comparadas às outras 
técnicas avaliadas, como melhores resultados de recuperação dos analitos e RSD%. O 
método foi validado para azeite de oliva e óleos de soja e girassol empregando 
cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada à espectrometria de massas (UHPLC-
TQ-MS/MS) nas concentrações de 10, 20 e 50 µg kg-1. O percentual de recuperação médio 
para os três níveis de fortificação nas três matrizes foi de cerca de 70% com RSD médio 
menor do que 11%. A maioria dos agrotóxicos com percentuais de recuperação inferiores a 
70% demonstraram valores de RSD% menores do que 10. Por essa razão, os estudos de 
linearidade e efeito matriz foram realizados empregando a técnica de procedural standard 
calibration, uma técnica alternativa de calibração que compensa os baixos valores de 
recuperação e efeitos da matriz, na faixa de 10 a 500 µg kg-1. Dos agrotóxicos estudados, 
93% apresentaram coeficientes de determinação maiores ou iguais a 0,99. O efeito matriz 
foi similar quando os três óleos foram comparados. O método foi aplicado com sucesso na 
determinação de agrotóxicos em matrizes de óleos adquiridas nas cidades de Almería e 
Murcia, localizadas na região sudeste da Espanha. 
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ABSTRACT 

 

 

PESTICIDES IN EDIBLE OILS: EVALUATION OF EXTRACT CLEAN-UP 

PROCEDURE USING DIFFERENT ADSORBENTS AND VALIDATION  

BY UHPLC-MS/MS   

 

AUTHOR: Jonatan Vinicius Dias 

ADVISOR: Carmem Dickow Cardoso 

 

The goal of this study was to evaluate the efficiency of several adsorbents on fat removal 
from extracts of edible oil matrices (olive, soya and sunflower) during residue determination 
of 165 pesticides employing liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The 
extraction procedure employed in this study was the citrate version of QuEChERS method 
and the first study carried out was evaluating the efficiency of low temperature precipitation 
step (freezing out) before clean-up step, both tested in olive oil. During clean-up evaluation, 
three different adsorbents were studied, where one of them was employed in two different 
ways, totalizing four different clean-up procedures: i) PSA in combination with magnesium 
sulfate (d-SPE); ii) Z-sep combined with magnesium sulfate (d-SPE); iii) Z-sep (cartridges 
SPE) and iv) EMR-Lipid (d-SPE). After evaluation of freezing out  and clean-up procedures 
employing liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (UHPLC-
QTOF-MS), the freezing out combined with clean-up by dispersive solid phase extraction 
using EMR-Lipid showed important advantages when compared to the other evaluated 
techniques, such better recovery rates and RSD%. The method was validated for olive, soya 
and sunflower oils employing ultra-high performance liquid chromatography coupled to mass 
spectrometry (UHPLC-TQ-MS/MS) at 10, 20 and 50 µg kg-1. Mean recovery for all evaluated 
levels in the three matrices was about 70% with mean RSD% below 11%. Most of the 
pesticides that showed recovery below 70% presented RSD% values lower than 10. For this 
reason, linearity and matrix effect studies were carried out employing procedural standard 
calibration approach, an alternative type of calibration that compensates low recovery values 
and matrix effect, in the range from 10 to 500 µg kg-1. From all evaluated pesticides, 93% 
showed determination coefficient equal to or higher than 0.99. Matrix effect was similar when 
the three oils were compared. The method was successfully applied on pesticides 
determination in oil matrices purchased in Almería and Murcia cities, located at southeastern 
of Spain.  

 

 

Key words: oils; residues; chromatography; mass spectrometry. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A presença de substâncias tóxicas em alimentos pode ser ocasionada por 

diversas fontes. Uma das principais é a utilização de agroquímicos, que são 

substâncias empregadas para aumentar a qualidade e a quantidade de alimentos 

necessários ao sustento da população. 

Dentre os agroquímicos mais utilizados estão os agrotóxicos que são 

aplicados nos alimentos em vários estágios de cultivo e pós-colheita, para protegê-

los do ataque de pragas e doenças e mantê-los próprios para consumo. 

Na última década o uso de agrotóxicos no Brasil cresceu assustadoramente. 

Entre os anos de 2001 e 2008 a venda de agrotóxicos movimentou cerca de 7 

bilhões de dólares, 5 bilhões a mais que nos anos anteriores. Desde então, o Brasil 

passou a ser o maior utilizador de agrotóxicos no mundo com cerca de 990 mil 

toneladas de agrotóxicos aplicados anualmente. No ano de 2009 esse número 

ultrapassou a marca de 1 milhão de toneladas. Devido à repercussão negativa pelo 

aumento de todos esses números, no ano de 2010 esses dados não foram 

divulgados (LONDRES, 2011). 

Para garantir a aplicação das Boas Práticas Agrícolas no campo e, assim, 

garantir a segurança da população quanto ao consumo de alimentos, agências 

governamentais realizam o controle da presença de agrotóxicos remanescentes nos 

alimentos para que não gerem danos à saúde dos consumidores, estabelecendo os 

limites máximos de resíduos (LMR). Para garantir que os LMR sejam respeitados, os 

métodos analíticos empregados para determinação de agrotóxicos em alimentos 

devem ser capazes de quantificar resíduos dessas substâncias em concentrações 

muito baixas (ANVISA, 2010). 

Nesse contexto, os métodos multirresíduo de extração combinados com a 

cromatografia acoplada à espectrometria de massas aparecem como poderosas 

ferramentas utilizadas há muitos anos, e continuamente empregadas, na detecção e 

quantificação de resíduos de agrotóxicos. Contudo, devido aos baixos valores de 

LMR estabelecidos pelos órgãos de fiscalização e a necessidade de que sejam 

detectadas quantidades cada vez mais baixas dessas substâncias nas mais diversas 

matrizes, os métodos multirresíduo devem ser cada dia mais eficientes para realizar 

a extração dos agrotóxicos das matrizes e as técnicas de detecção e de 

quantificação utilizadas devem gerar resultados inequívocos. 
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O desenvolvimento de métodos multirresíduo, os quais permitem a 

determinação de um grande número de substâncias em apenas uma análise, é a 

estratégia mais aplicada para a determinação de agrotóxicos. Entretanto, diferentes 

classes e propriedades, tanto de analitos quanto de matrizes, levam a algumas 

dificuldades relacionadas ao desenvolvimento de um método que cubra todos os 

analitos sob estudo levando em consideração todas as suas diferenças. Nesses 

casos, torna-se necessário diferentes métodos de processamentos das amostras 

considerando os analitos e a natureza da amostra (MASTOVSKA et al., 2005). 

O desenvolvimento de métodos de extração para determinação de resíduos 

de agrotóxicos em matrizes com alto teor de gordura é uma tarefa difícil, já que 

mesmo pequenas quantidades de gordura extraídas devem ser removidas a fim de 

manter o sistema cromatográfico funcionando adequadamente. Por essa razão, 

diferentes estratégias durante a extração dos analitos podem suprir essa demanda e 

resolver os principais problemas relacionados a esse tipo de matriz. Métodos de 

extração efetivos combinados com técnicas de purificação aliados à tecnologias 

como a cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada à espectrometria de 

massas (UHPLC-MS/MS) e a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (GC-MS/MS) conduzem a uma identificação e quantificação inequívocas dos 

agrotóxicos presentes nessas amostras. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um método para purificação de extrato e posterior determinação 

de resíduos de agrotóxicos em óleos comestíveis empregando método QuEChERS 

citrato em combinação com cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS).  

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a eficiência do procedimento de precipitação em baixas temperaturas 

na remoção de gordura de extratos de óleos comestíveis; 

 

 Avaliar a eficiência de diferentes adsorventes na remoção de gordura de 

extratos de óleos comestíveis; 

 

 Empregar a técnica de UHPLC-QTOF-MS na avaliação da eficiência dos 

diferentes adsorventes empregados durante a etapa de purificação; 

 

 Comparar os resultados dos adsorventes avaliados em termos de 

recuperação (%) dos agrotóxicos em estudo; 

 

 Investigar o efeito matriz em diferentes amostras de óleos, para o adsorvente 

escolhido, a fim de avaliar o emprego de uma única matriz “branco” de óleo 

para quantificação dos agrotóxicos em diferentes tipos de óleo; 

 

 Aplicar o método desenvolvido e validado no monitoramento de amostras de 

óleos comestíveis comercializados na região sul e sudeste da Espanha. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 AGROTÓXICOS 

 

A preocupação com a presença de agrotóxicos nos alimentos é tão antiga 

quanto à introdução destes produtos químicos no controle de pragas e doenças que 

afetam a produção agrícola. A relação entre agricultura e saúde pública sempre foi 

muito grande, seja na função de supridora de alimentos, seja pelos riscos à saúde 

humana, animal e ao meio ambiente causados pela utilização de agrotóxicos. O 

crescimento da demanda por alimentos que acompanhou a explosão demográfica 

resultou, em um primeiro momento, na intensificação da cultura em terras mais 

férteis e, em um segundo momento, na expansão dessas fronteiras agrícolas para 

áreas menos produtivas (VEIGA, 2007). 

Apesar disso, somente em anos mais recentes, o avanço do conhecimento 

científico e as novas tecnologias da área laboratorial, vêm permitindo a avaliação da 

qualidade dos alimentos que chegam à mesa da população. O desenvolvimento dos 

agrotóxicos foi impulsionado pelo anseio do homem em melhorar sua condição de 

vida, procurando aumentar a produção dos alimentos. O modelo atual de produção 

agrícola brasileiro baseia-se na utilização de agrotóxicos para compensar problemas 

do processo produtivo. Neste contexto, os agrotóxicos foram introduzidos na 

agricultura brasileira como uma tentativa de corrigir as necessidades do solo e 

prevenir e/ou eliminar as pragas que prejudicariam a produtividade. Buscava-se, ao 

aumentar a produtividade, elevar a eficiência econômica do processo produtivo rural 

(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; VEIGA, 2007). 

Segundo dados da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e do 

Observatório da Indústria dos Agrotóxicos da Universidade Federal do Paraná, 

divulgados durante o Segundo Seminário sobre Mercado de Agrotóxicos e 

Regulação, realizado em Brasília, em abril de 2012, enquanto nos últimos dez anos 

o mercado mundial de agrotóxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 

190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior 

mercado mundial de agrotóxicos aplicando, naquele ano, cerca de 900 mil toneladas 

desses produtos nas mais diversas culturas (ABRASCO, 2012). 

Apesar de os agrotóxicos auxiliarem no controle de pragas e doenças, os 

efeitos potenciais adversos da exposição da população em geral a essas 
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substâncias e, mais especificamente, nos grupos mais suscetíveis como idosos e 

crianças é um problema de saúde pública. Na união europeia a avaliação de 

produtos utilizados como protetores em plantas e o monitoramento de resíduos de 

agrotóxicos em alimentos é regulamentada pela Regulação EC N° 1107/2009 e pela 

Regulação N° 396/2005. No Brasil, as bases para regulamentação foram definidas 

pela lei federal nº 7802, publicada em 1989 e, mais tarde, pelos decretos nº 

4074/2002 e 5981/2006 (REICHERT et al., 2015). 

De acordo com a lei nº 7.802, de 11 de Julho de 1989, agrotóxico é definido 

como: “os produtos e os agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 

destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento 

de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou 

implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hídricos e 

industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de 

preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos; substâncias e 

produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes estimuladores e inibidores 

de crescimento” (BRASIL, 1989). 

Segundo a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

(FAO, do inglês Food and Agriculture Organization), agrotóxico é definido como 

qualquer substância, ou mistura de substâncias de ingredientes químicos ou 

biológicos que se destinam a repelir, destruir ou controlar qualquer peste, ou regular 

o crescimento de uma cultura (FAO, 2014). 

Já resíduo é definido como sendo qualquer substância presente no alimento, 

produto agrícola ou outro tipo de cultura ou ração animal bem como no meio 

ambiente incluindo solo, ar e água, como resultado do uso de um agrotóxico. O 

termo inclui qualquer substância derivada de um agrotóxico como produtos de 

conversão, metabólitos, produtos de quebra, produtos de reação e impurezas de 

significância toxicológica ou ecotoxicológica. O termo resíduo de agrotóxico inclui 

ainda, resíduo de fontes desconhecidas ou inevitáveis como, por exemplo, a 

contaminação ambiental (FAO, 2014). 

A produção comercial de um agrotóxico envolve a obtenção do ingrediente 

ativo, cujo processo de síntese adotado irá determinar seu grau de pureza bem 

como o teor de impurezas. O ingrediente ativo corresponde a produtos químicos, na 

forma sólida ou líquida, que se encontra em pequenas porções nas formulações 

sendo o responsável pelo combate à praga ou doença que se deseja tratar. Sua 
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concentração é expressa em gramas por litro do produto comercial, em percentagem 

ou em partes por milhão em peso unitário. Esse composto obtido é chamado de 

produto técnico, que será utilizado para a formulação do produto final. A este são 

adicionados outros elementos químicos que garantem, sobretudo, a dispersão e a 

fixação do produto nas plantas a serem protegidas ou destruídas pelo efeito tóxico 

específico. O diluente ajuda a manter a dispersão e suspensão do ingrediente ativo 

aumentando a segurança no manuseio. Já os aditivos são substâncias surfactantes 

que melhoram a eficiência do agrotóxico pela alteração de suas propriedades 

físicas, químicas e biológicas. O produto final, obtido da mistura do produto técnico 

com outros produtos químicos auxiliares (aditivo e diluente), corresponde ao 

chamado produto formulado, que é aplicado nas lavouras (TERRA; PELAEZ, 2008; 

RODRIGUES, 2012). 

No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (Ibama) é um dos órgãos federais responsáveis pelo registro e controle 

de agrotóxicos, atuando conjuntamente com a Secretaria de Defesa Agropecuária 

do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA).  

A classificação dos agrotóxicos, por finalidade de uso, é definida pelo poder 

de ação do ingrediente ativo sobre organismos-alvo, como: inseticidas, fungicidas, 

herbicidas, acaricidas, reguladores e inibidores de crescimento, entre outros. Dentre 

essas classes, as três principais, que representam cerca de 95% do consumo 

mundial de agrotóxicos, são os herbicidas (48%) inseticidas (25%) e fungicidas 

(22%) (TERRA; PELAEZ, 2008; BORSOI et al., 2014). 

A ação esperada de um agrotóxico ocorre pela presença em sua composição 

de uma molécula química tóxica que incide sobre a atividade biológica normal dos 

seres vivos sensíveis a ela (TERRA, 2008). 

A contaminação do meio ambiente pelos agrotóxicos não ocorre devido 

apenas pela aplicação desses produtos nas lavouras, mas também pelo descarte 

incorreto de embalagens de agrotóxicos. Segundo dados do ano de 2015 publicados 

pelo Instituto Nacional de Processamento de Embalagens Vazias (Inpev), 45,5 mil 

toneladas de embalagens vazias de agrotóxicos tiveram destino ambientalmente 

correto por meio do sistema campo limpo, programa gerenciado pelo Inpev para 

realizar o retorno das embalagens vazias de agrotóxicos no Brasil. Esse número 

representa 94% do total de embalagens primárias (aquelas que entram em contato 
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direto com o produto) comercializadas. Para o ano de 2016 a estimativa é de que 

sejam devolvidas 46,5 mil toneladas (Inpev, 2015). 

 

2.1.1 Programas de monitoramento de resíduos de agrotóxicos no Brasil 

 

No Brasil, dois programas de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em 

alimentos de origem vegetal estão em andamento a fim de avaliar a concordância 

com os limites máximos de resíduos estabelecidos no país: o Programa de Análise 

de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA) e o Programa Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC). O primeiro destinado a amostras 

consumidas internamente e o segundo destinado a amostras para exportação 

(JARDIM; CALDAS, 2012). 

Limite máximo de resíduo é definido como a concentração máxima de um 

resíduo que é legalmente permitido ou reconhecido como aceitável em um alimento, 

cultura ou ração animal (FAO, 2014). 

O PARA da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) foi criado em 

2001 como um projeto com o objetivo de estruturar um serviço para avaliar e 

promover a qualidade dos alimentos em relação ao uso de agrotóxicos e afins. Em 

2003, o projeto transformou-se em Programa, através da Resolução da Diretoria 

Colegiada - RDC 119/03, e passou a ser desenvolvido anualmente no âmbito do 

Sistema Nacional de Vigilância Sanitária (SNVS) (ANVISA, 2014). 

Os resultados do Programa permitem: (a) verificar se os alimentos 

comercializados no varejo apresentam níveis de resíduos de agrotóxicos dentro dos 

LMR estabelecidos pela ANVISA e publicados em monografia específica para cada 

agrotóxico; (b) conferir se os agrotóxicos utilizados estão devidamente registrados 

no país e se foram aplicados somente nas culturas para as quais estão autorizados; 

(c) estimar a exposição da população a resíduos de agrotóxicos em alimentos de 

origem vegetal e, consequentemente, (d) avaliar o risco à saúde dessa exposição 

(ANVISA, 2014). 

Segundo resultados do PARA, publicados em outubro de 2014, para as 

amostras coletadas referentes à segunda etapa do ano de 2012, das 1397 amostras 

analisadas, 75% apresentaram resultados satisfatórios sendo que destes, 33% não 

apresentaram resíduos e 42% apresentaram quantidade de resíduo igual ou inferior 

ao LMR permitido pela legislação (ANVISA, 2014). 
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Das 1397 amostras avaliadas, 347 (25%) apresentaram resultados 

insatisfatórios. Do total de amostras, 1,9% apresentaram resíduos de agrotóxicos 

acima do LMR permitido. Em 294 amostras, 21% do total, foram determinados 

resíduos de agrotóxicos não autorizados para a cultura. Do total de amostras, 27, 

correspondendo a 1,9% do total apresentaram simultaneamente, resíduos acima do 

LMR e presença de agrotóxico não autorizado para a cultura (ANVISA, 2014). 

Segundo os dados mais atuais do PARA publicados pela Anvisa em 25 de 

novembro de 2016, foram analisadas 12051 amostras nos 27 estados do Brasil e no 

Distrito Federal durante os anos de 2013 e 2015. Pela primeira vez desde que o 

PARA foi criado, o risco de intoxicação agudo foi monitorado, o qual está 

relacionado às intoxicações que podem ocorrer dentro de um período de 24 horas 

após o consumo do alimento contendo resíduos. Do total de amostras analisadas 

nesse período, 1,11% apresentou potencial risco de intoxicação aguda relativo a 13 

culturas. A grande parte das amostras que apresentaram situações de risco agudo 

está relacionada com a presença de Carbofurano, agrotóxico que está em fase de 

reavaliação pela Anvisa. A laranja foi a cultura com o maior número de amostras 

com potencial risco agudo de contaminação (12%) de um total de 744 amostras 

analisadas. Nesta cultura, do total de amostras com potencial risco agudo, 11% são 

relativas ao agrotóxico Carbofurano. Já para a cultura do abacaxi, 5% do total de 

amostras apresentou potencial risco agudo de contaminação pela presença de 

Carbendazim.  

Com relação às irregularidades, aproximadamente 1% do total de amostras 

analisadas apresentaram agrotóxicos com concentrações maiores do que o LMR 

estabelecido. Já para aproximadamente 17% do total de amostras os agrotóxicos 

determinados não são permitidos para a cultura. Para outros 2% das amostras, as 

irregularidades foram devidas à presença de agrotóxicos acima do LMR, além de 

agrotóxicos não autorizados para a cultura. O agrotóxico Acefato foi detectado em 

um total de 602 amostras consideradas irregulares, já que não é permitido em 

nenhuma delas. 

Salienta-se que essas irregularidades não representam, necessariamente, 

riscos à saúde, já que o estabelecimento de LMR tem como objetivo principal 

garantir a aplicação das boas práticas agrícolas no campo (ANVISA, 2016). 

Em 2006 foi criado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) o Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) que 
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abrange tanto matrizes de origem animal (PNCRC Animal) quanto vegetal (PNCRC 

Vegetal). O PNCRC Vegetal iniciou suas atividades analisando amostras de maçã e 

mamão para exportação e amostras dessas mesmas culturas oriundas de 

supermercados locais nos anos seguintes. As bases legais do PNCRC foram 

estabelecidas em 2009 quando as culturas de abacaxi, banana, uva, limão, melão, 

manga, morango, tomate, alface e batata foram incluídas no programa (JARDIM; 

CALDAS, 2012). 

Segundo dados mais recentes do PNCRC, publicados em Maio de 2015 

referentes às safras 2013/2014, das 570 amostras avaliadas, 534 (93%) 

apresentaram resultados em conformidade com os LMR estabelecidos com relação 

à presença de resíduos de agrotóxicos. (MAPA, 2015). 

 

2.2 MÉTODOS MULTIRRESÍDUO 

  

Os métodos multirresíduo para determinação de agrotóxicos são 

normalmente adotados, por laboratórios de análise, pela simplicidade na 

determinação de vários agrotóxicos, de diversas classes, e de grande número de 

princípios ativos, após a extração e análise, facilitando a demanda rápida e eficiente 

de monitoramento (KASSUMI, 2007). 

A extração com solventes seguida pelas etapas de partição líquido-líquido e 

procedimentos de purificação foram os métodos padrão em análise de resíduos por 

muito tempo e ainda são comumente utilizados. A principal vantagem desses, sobre 

os muitos e mais modernos procedimentos, é que não necessitam de equipamentos 

complexos e caros, e os solventes orgânicos de alta pureza são facilmente 

encontrados, mesmo que com preços elevados (PIZZUTTI, 2006). Por outro lado, as 

técnicas de extração líquido-líquido empregam grandes volumes de solvente, 

quando comparadas às técnicas mais modernas, o que acarreta em uma geração de 

grande quantidade de resíduo. 

A escolha do solvente para extração é uma das escolhas cruciais a ser 

tomada durante o desenvolvimento de novos métodos multirresíduo para 

determinação de resíduos de agrotóxicos. Atualmente, os solventes mais 

comumente utilizados em métodos multirresíduo são a acetonitrila, acetona e 

acetato de etila. Cada solvente apresenta vantagens e desvantagens em termo de 

seletividade, eficiência na extração e disponibilidade. Algumas características dos 
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principais solventes empregados em cromatografia estão descritas no Anexo A 

(HIEMSTRA; DE KOK, 2007). 

Na maioria dos métodos clássicos para determinação de resíduos de 

agrotóxicos, estes são extraídos das amostras utilizando um único solvente 

orgânico, uma mistura de solventes orgânicos ou uma mistura de solvente orgânico 

com uma solução aquosa. Além disso a combinação desses métodos com a adição 

de sais para promover o efeito salting out tem sido utilizadas em vários métodos. 

Dependendo do solvente utilizado na etapa de partição obtém-se melhores 

percentuais de recuperação para analitos polares, uma vez que a adição de sais 

diminui a solubilidade desses compostos na fase aquosa, bem como a quantidade 

de água na fase orgânica (PRESTES et al., 2009). 

Amostras que não passaram por processamento ou foram pouco processadas 

necessitarão ser homogeneizadas e isso pode ser realizado como parte do 

procedimento de extração. Equipamentos para homogeneização (como 

maceradores, processadores de alimentos e Ultra Turrax) podem ser utilizados para 

processar as amostras e misturá-las com o solvente extrator simultaneamente 

(FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). 

Existe uma grande gama de solventes orgânicos e combinações de solventes 

que podem ser utilizadas para realizar a extração dos resíduos de agrotóxicos dos 

alimentos. A escolha de um solvente, em termos de eficiência de extração, será 

diretamente dependente da polaridade dos analitos que serão determinados. 

Agrotóxicos apolares como, por exemplo, os organoclorados podem ser facilmente 

extraídos utilizando-se solventes apolares. Já os compostos polares como, por 

exemplo, os organofosforados são extraídos na presença de solventes polares a 

mediamente polares.  

Se o solvente presente nos extratos das amostras necessita ser evaporado a 

fim de realizar uma concentração dos analitos ou uma troca de solvente apenas, 

então o ponto de ebulição do solvente é uma propriedade que precisa ser avaliada. 

Entretanto, é importante ter em mente que a maioria das amostras de alimentos, 

frutas e vegetais particularmente, contém uma alta proporção de água. Se o 

solvente, ou mistura de solventes, utilizados para realizar a extração dos analitos 

das amostras for miscível com água como, por exemplo, acetona o extrato resultante 

dessa extração também conterá uma elevada proporção de água que pode 
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necessitar ser removida antes da etapa de concentração (FERNÁNDEZ-ALBA, 

2005). 

Nos últimos anos muitos métodos multirresíduo têm sido desenvolvidos que 

permitem a análise simultânea de uma grande variedade de resíduos de agrotóxicos 

em uma vasta gama de culturas. Entretanto, como é impossível desenvolver uma 

única condição para extração e/ou procedimentos de purificação para todas as 

combinações de agrotóxicos/culturas, os métodos multirresíduo possuem limitações 

(FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). 

Diferentes solventes orgânicos e mistura de solventes tem sido utilizado para 

extrair um grande número de substâncias com as mais diversas propriedades físicas 

e químicas. Três solventes (acetona, acetonitrila e acetato de etila) tem sido 

predominantes em métodos multirresíduo e continuam sendo largamente utilizados 

nas mais recentes publicações. Esses solventes são utilizados em centenas de 

laboratórios de análise de resíduos ao redor do mundo na extração de agrotóxicos 

polares e apolares de uma diversidade de alimentos in natura e produtos 

processados. 

 

2.3 DESENVOLVIMENTO HISTÓRICO DOS MÉTODOS MULTIRRESÍDUO 

BASEADOS NO USO DE ACETONITRILA, ACETATO DE ETILA E ACETONA 

 

2.3.1 Acetonitrila 

  

Uma das principais desvantagens do uso da acetonitrila como solvente 

extrator é seu custo elevado acompanhado de sua alta toxicidade. Entretanto, 

existem vantagens quando comparada com acetona ou acetato de etila como, por 

exemplo, sua alta polaridade que auxilia na extração de menos coextrativos como 

materiais lipofílicos e clorofila (FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). 

 Um dos primeiros métodos publicados utilizando acetonitrila como solvente 

extrator foi desenvolvido por Mills e colaboradores em 1963. Naquele ano, os 

autores propuseram um método para extrair agrotóxicos organoclorados de uma 

série de amostras de frutas e vegetais utilizando acetonitrila. Essas substâncias 

apolares foram, então, particionados em éter de petróleo após adição de um grande 

volume de água e um pequeno volume de solução saturada de cloreto de sódio. O 

extrato em éter de petróleo foi percolado por uma coluna empacotada com Florisil 
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utilizado como purificador do extrato anterior à análise utilizando cromatografia 

gasosa e detecção por captura de elétrons (MILLS; ONLEY; GAITHER , 1963). 

 Por volta dos anos 60 com o aumento na utilização de inseticidas 

organoclorados houve a necessidade de introdução desses compostos em métodos 

multirresíduo. A partição utilizando éter de petróleo não era adequada para essas 

substâncias e isso significaria baixos valores de recuperação. Em 1971, Storherr e 

colaboradores utilizaram diclorometano para substituir o éter de petróleo e carvão 

ativo tratado com ácido para substituir o Florisil (STORHERR; OTT; WATTS, 1971). 

Nos anos 90 a acetonitrila foi empregada na extração de mais de 100 

agrotóxicos selecionados das mais diversas classes (por exemplo, organoclorados, 

organofosforados e carbamatos). Em 1991, Ton Joe e Cusick utilizaram acetonitrila 

na extração de 143 agrotóxicos de 13 matrizes diferentes pela utilização de 100 mL 

de acetonitrila para 50 g de amostra e adição de cloreto de sódio sólido. Uma 

alíquota da camada orgânica de acetonitrila foi evaporada e concentrada anterior à 

injeção no sistema de cromatografia gasosa modo splitless acoplada à 

espectrometria de massas sem a necessidade de etapa de purificação (TON JOE; 

CUSICK , 1991). 

No mesmo ano, Lee e colaboradores utilizaram exatamente o mesmo 

procedimento de extração empregando acetonitrila, porém adicionaram uma etapa 

de purificação utilizando extração em fase sólida com um cartucho de C18 para que 

o extrato fosse compatível com detectores como, por exemplo, o detector fotométrico 

de chama (FPD, do inglês Flame Photometric Detector) e captura de elétrons (ECD, 

do inglês Electron Capture Detector) além de cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC, do inglês High Performance Liquid Chromatography) (LEE et al., 1991). 

Em 1999, Cook e colaboradores utilizaram o mesmo procedimento de 

extração empregando uma variedade de sólidos na etapa de purificação por 

extração em fase sólida (COOK et al., 1999). 

Em 2003, Anastassiades e colaboradores relataram um atraente método para 

preparo de amostras empregando acetonitrila denominado QuEChERS (rápido, fácil, 

barato, efetivo, robusto e seguro, do inglês, quick, easy, cheap, effective, rugged e 

safe). Este método cobre um grande escopo de analitos, incluindo analitos polares, 

mediamente polares, e não polares em várias matrizes. O procedimento envolve 

uma etapa única de extração da amostra com acetonitrila, seguido de partição 

líquido-líquido pela adição de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sódio. A 
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remoção de água e a purificação são realizadas simultaneamente com extração em 

fase sólida dispersiva (d-SPE, do inglês Dispersive Solid Phase Extraction), usando 

sulfato de magnésio e o adsorvente amina primária e secundária (PSA, do inglês 

Primary Secondary Amine) (ANASTASSIADES et al., 2003). 

O método QuEChERS e várias versões modificadas tem sido utilizados com 

sucesso para a extração de agrotóxicos de uma variedade de frutas e vegetais. 

Anastassiades et al. (2003) e Lehotay et al. (2005) modificaram o QuEChERS 

original, não tamponado, passando a utilizar um tampão acetato e citrato 

respectivamente, para evitar a degradação de certos agrotóxicos sob condições 

alcalinas (LEHOTAY, 2007). 

Em 2007, Pizzutti e colaboradores desenvolveram e validaram um método 

para determinação simultânea de 221 agrotóxicos e 26 micotoxinas em amostras de 

arroz empregando uma versão modificada do método QuEChERS. Foram utilizados 

10 g de amostras que foram extraídas com 10 mL de acetonitrila acidificada seguido 

de partição líquido-líquido utilizando sulfato de magnésio anidro (PIZZUTTI et al., 

2007). 

 

2.3.2 Acetato de etila 

 

Ao contrário da acetonitrila e acetona, o acetato de etila é muito pouco solúvel 

em água. A principal vantagem do acetato de etila é que pequenas quantidades de 

água presente nos extratos podem ser facilmente removidas pela adição de sais 

sem a necessidade de realizar qualquer etapa extra de partição líquido-líquido. 

Quando comparado aos outros dois solventes, o acetato de etila apresenta-se como 

solvente menos polar o que facilita a extração de matéria lipofílica de amostras com 

alto teor de gordura como abacate e matrizes de origem animal (FERNÁNDEZ-

ALBA, 2005). 

O primeiro método multirresíduo baseado na extração com acetato de etila foi 

publicado por Watts e colaboradores em 1969. Os autores realizaram a 

determinação de 60 agrotóxicos organofosforados em matrizes de maçã, cenoura e 

couve utilizando extração com acetato de etila. Os extratos das amostras foram 

submetidos a procedimento de purificação em coluna de carvão ativo e os analitos 

foram determinados por GC-NPD (WATTS et al., 1969). 
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Na década seguinte houve uma escassez de publicações sobre métodos 

empregando acetato de etila até que no final dos anos 80 esse solvente ganhou 

popularidade como solvente de extração. Ross e colaboradores utilizaram acetato 

de etila como solvente de extração na determinação de resíduos de organoclorados 

e organofosforados de uma série de matrizes alimentares, incluindo frutas e 

vegetais. Os autores utilizaram um procedimento de purificação empregando 

cromatografia por permeação em gel (GPC, do inglês Gel Permeation 

Chromatography) e obtiveram resultados estatisticamente iguais àqueles obtidos 

quando empregado o método utilizando acetona para cereais (ROSS et al., 1987). 

No ano de 1994, Fernández-Alba e colaboradores utilizaram acetato de etila 

para extrair resíduos de organoclorados e piretróides de frutas e vegetais. Eles 

utilizaram cartuchos de sílica gel no procedimento de purificação e empregaram GC-

ECD e GC-MS para determinar os resíduos (FERNÁNDEZ-ALBA et al., 1994). 

No mesmo ano, Holstege e colaboradores empregaram acetato de etila 

modificado com 5% de etanol para extrair agrotóxicos organoclorados, 

organofosforados e carbamatos de uma série de matrizes de origem animal e 

vegetal. Os autores justificaram o uso de etanol para auxiliar nos valores de 

recuperação dos compostos mais polares como, por exemplo, acefato, metamidofós 

e monocrotofós de amostras de água sem afetar as recuperações do agrotóxico 

organofosforado mais apolar, clorpirifós (HOLSTEGE et al., 1994). 

Em 1999, Obana e colaboradores utilizaram acetato de etila para extrair 

agrotóxicos de uma série de classes, de matrizes de frutas e vegetais. Os autores 

empregaram um homogeneizador de alta velocidade para homogeneizar as 

amostras e substituíram o sulfato de sódio por um polímero industrial com alta 

capacidade absorvente (OBANA et al., 1999). 

A Administração Nacional de Alimentos da Suécia (NFA, do inglês National 

Food Administration) emprega, desde 1989, um método multirresíduo baseado na 

extração empregando acetato de etila como solvente de extração seguido de análise 

cromatográfica empregando LC e GC-MS. Esse método, chamado método sueco do 

acetato de etila (SweEt, do inglês Swedish Ethyl Acetate Method), tem sido 

otimizado ao longo dos anos a fim de ampliar o número de matrizes e analitos 

contemplados. O método SweEt, que empregava inicialmente 75 g de amostra, 

atualmente faz o uso de apenas 10 g seguido da adição de 20 mL de acetato de etila 

sem a necessidade de qualquer etapa extra de purificação. A principal desvantagem 
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desse método é o fato de que o acetato de etila extrai grandes quantidades de 

substâncias lipídicas de matrizes com alto teor de gordura, dificultando essas 

análises (JANSSON et al., 2004). 

 

2.3.3 Acetona 

  

A acetona é o solvente menos tóxico, mais barato e o mais volátil quando 

comparado com acetonitrila e acetato de etila. Em 1971, Becker utilizou acetona 

como solvente para a extração de agrotóxicos organoclorados e organofosforados 

em amostras vegetais. Entretanto, o método não se apresentou viável, visto que na 

etapa de purificação envolvia o uso de benzeno (BECKER, 1971). 

Quatro anos mais tarde, Luke e colaboradores desenvolveram um método 

multirresíduo que incluía não somente agrotóxicos organofosforados e 

organoclorados, mas também agrotóxicos nitrogenados. Amostras de frutas e 

vegetais (100 g) foram extraídas com 200 mL de acetona e a partição se deu pela 

adição de éter de petróleo e diclorometano seguido de etapa de purificação 

empregando Florisil (LUKE; FROBERG; MASUMOTO, 1975). 

Em 1981, Luke e colaboradores aperfeiçoaram o procedimento inicialmente 

desenvolvido pela eliminação da etapa de purificação com Florisil (LUKE et al., 

1981). 

Na mesma época, Specht e colaboradores desenvolveram um método de 

extração multirresíduo para 90 agrotóxicos em amostras de origem vegetal e animal. 

Assim como no método de Luke desenvolvido em 1975, diclorometano foi utilizado 

na partição dos agrotóxicos da fase aquosa em acetona, porém os autores fizeram 

uso de procedimento de purificação por GPC (SPECHT; TILLKES, 1980). 

 Por volta dos anos 90, vários laboratórios ao redor do mundo aumentaram as 

pesquisas a fim de eliminar cada vez mais o uso de solventes clorados, como o 

diclorometano. Em 1994, Koinecke e colaboradores estudaram o uso de solventes 

com a menor toxicidade possível a fim de substituir o diclorometano. Os autores 

concluíram que ciclohexano, éter de petróleo e éter metil-terc-butílico apresentavam 

percentuais de recuperação dentro da faixa aceitável para um grande número de 

analitos, inclusive aqueles altamente solúveis em água (KOINECKE et al., 1994). 

 No ano de 1996, de Kok e colaboradores da Autoridade em Segurança dos 

Alimentos, Produtos e Consumidores (NVWA, do holandês Nederlandse Voedsel-en 
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Warenautoriteit) do ministério da agricultura da Holanda desenvolveram o “Dutch 

mini-Luke Method”, uma otimização do método de Luke original desenvolvido em 

1975 no qual realizou-se uma notável redução no volume de solventes e quantidade 

de amostras. Nesse método, 15 g de amostra são homogeneizadas e 30 mL de 

acetona são adicionados. A partição é realizada pela adição de éter de petróleo e 

diclorometano (30 mL de cada) e em seguida uma etapa de troca de solventes é 

realizada a fim de torna-los compatíveis com a técnica instrumental a ser 

empregada. Mais tarde, o mesmo grupo de pesquisa optou por implementar uma 

etapa de adição de sulfato de sódio para promover o efeito salting out e auxiliar na 

recuperação dos analitos mais polares que não tinham resultados tão satisfatórios 

quando esta etapa não era realizada (GENERAL INSPECTORATE FOR HEALTH 

PROTECTION, 1996). 

Em 2014, Lozano e colaboradores do laboratório de referência da 

comunidade europeia para análise de resíduos de agrotóxicos em frutas e vegetais 

(EURL-FV) em parceria com o NVWA realizaram uma importante otimização no 

“Dutch mini-Luke Method”. No novo método, chamado “New Dutch mini-Luke 

method” (ou apenas método NL), 15 g de amostra foram extraídos pela adição de 20 

mL de acetona. Adicionou-se 15 g de sulfato de sódio e, após agitação em 

ultraturrax, procedeu-se a etapa de partição com 20 mL de éter de petróleo e 10 mL 

de diclorometano. O extrato é evaporado e reconstituído em metanol, para análise 

por LC-MS/MS, e em uma mistura de isoctano e tolueno para análise por GC-MS/MS 

(LOZANO et al., 2016). 

 

2.4 ÓLEOS VEGETAIS COMESTÍVEIS 

 

Os óleos e gorduras vegetais são produtos constituídos principalmente de 

glicerídeos de ácidos graxos de espécies vegetais. Podem conter pequenas 

quantidades de outros lipídeos, como os fosfolipídeos e ácidos graxos livres 

naturalmente presentes no óleo ou gordura. Os óleos vegetais se apresentam na 

forma líquida e as gorduras na forma sólida ou pastosa, ambos a 25 °C (ANVISA, 

2005). 

A designação “azeite de oliva” deve ser empregada para os óleos obtidos do 

fruto da oliveira (Olea Europaea L.). As expressões “virgem” e “extra virgem” devem 

ser empregadas somente para os produtos obtidos por processos mecânicos ou 
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outros meios físicos, em condições térmicas que não produzam alteração do azeite, 

e que não tenha sido submetido a outros tratamentos além de lavagem dos frutos, 

decantação, centrifugação e filtração (ANVISA, 2005). 

A azeitona é uma das culturas mais cultivadas na região do Mediterrâneo e o 

azeite de oliva é o principal produto dessa cultura sendo a principal fonte de lipídeos 

na dieta dos países dessa região. O consumo de azeite de oliva cresce anualmente 

devido a benefícios à saúde como, por exemplo, a menor incidência de doenças 

cardiovasculares e neurológicas, auxilia no combate a diversos tipos de câncer pela 

presença de substâncias que mimetizam o efeito de anti-inflamatórios, combate ao 

colesterol alto além de ser um dos óleos vegetais mais ricos em vitamina E, um 

antioxidante natural (GIMENO et al., 2002) 

De acordo com os últimos dados oficiais publicados no final do ano de 2015 

pelo Conselho Oleícola Internacional, a Espanha é o principal produtor de azeite de 

oliva na Europa com cerca de 840 mil toneladas durante a safra 2014/2015 e uma 

previsão de cerca 1 milhão de toneladas na safra 2015/2016. A Grécia aparece em 

segundo lugar nesses números com cerca de 300 mil toneladas produzidas nas 

safras 2014/2015 seguido da Itália com cerca de 220 mil toneladas e Portugal com 

cerca de 60 mil toneladas. Com relação ao consumo na Europa, a Itália é o maior 

consumidor com cerca de 520 mil toneladas nos anos 2014/2015 seguido da 

Espanha com 490 mil toneladas e Grécia com cerca de 140 mil toneladas nos 

mesmos anos (INTERNATIONAL OLIVE OIL COUNCIL, 2015). 

O Brasil é um dos dez maiores consumidores mundiais de azeite de oliva, 

com cerca de 70 mil toneladas consumidas nos anos 2014/2015. Desse total 

consumido, grande parte é importada da Espanha. A Figura 1 demonstra os maiores 

consumidores de azeite de oliva no mundo nos anos 2014/2015. 

Neste trabalho, a escolha pela matriz de azeite de oliva se deu pela 

importância nutricional que esse produto oferece aos seus consumidores e pela 

importância econômica desse azeite na Espanha, onde este trabalho foi 

desenvolvido. Os outros dois tipos de óleos utilizados neste estudo (soja e girassol) 

foram empregados com a finalidade de avaliar o desempenho do método, já que a 

Espanha não é grande consumidor  desses outros tipos de óleos. 
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Figura 1 – Dados do consumo de azeite de oliva dos dez maiores consumidores do 

mundo durante os anos de 2014/2015. 

 

                 Fonte: Conselho Oleícola Internacional, 2015. 

 

 

2.5 DETERMINAÇÃO DE AGROTÓXICOS EM MATRIZES COM ALTO TEOR DE 

GORDURA 

 

2.5.1 Técnicas de extração 

 

A determinação de resíduos de agrotóxicos em matrizes contendo alto teor de 

gordura remete a dificuldades conhecidas no que diz respeito à composição dessas 

matrizes. Em particular, quando técnicas comuns de cromatografia gasosa e líquida 

são empregadas, substâncias lipídicas tendem a aderir à coluna de separação e ao 

injetor e lentamente degradar a substâncias voláteis danificando colunas, detectores 

e causando supressão do sinal dos analitos (FERRER et al., 2005; CUNHA et al., 

2010). 

Muitos procedimentos de extração multirresíduo empregando diferentes 

abordagens e técnicas de purificação de extratos combinados com uma variedade 

de métodos de separação e detecção têm sido reportados na área de determinação 

de resíduos de agrotóxicos nesse tipo de matriz. Mesmo com o advento das técnicas 

hifenadas de espectrometria de massas, essas matrizes gordurosas complexas 

geralmente requerem procedimentos exaustivos de preparo e extração de amostras 
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e purificação. A maioria dos procedimentos envolve o uso de uma ou mais técnicas 

combinadas para extração e purificação (GILBERT-LÓPEZ; GARCÍA-REYES; 

MOLINA-DÍAZ, 2009). 

A tendência dos métodos de extração em matrizes com alto teor de gordura é 

direcionada ao desenvolvimento de métodos simples, com o menor custo possível, 

adequado ao objetivo pretendido e que levam a extratos mais limpos, com 

percentuais de recuperação dentro da faixa aceitável para vários agrotóxicos e ainda 

que promovam uma redução no volume total de solventes e reagentes empregados 

(GARCÍA-REYES et al., 2007). 

A técnica mais empregada na extração de agrotóxicos de matrizes com alto 

teor de gordura é a extração líquido-líquido empregando solventes orgânicos 

seguido de etapa de purificação e quantificação por técnicas cromatográficas 

acopladas à espectrômetro de massas (GILBERT-LÓPEZ; GARCÍA-REYES; 

MOLINA-DÍAZ, 2009). A quantidade de gordura no extrato final depende diretamente 

do solvente empregado na extração devido ao fato dessas substâncias lipídicas 

serem ligeiramente solúveis na maioria dos solventes orgânicos (LEHOTAY; 

MASTOVSKÁ; YUN, 2005). A escolha por acetonitrila ou metanol é uma alternativa 

importante, visto que a gordura é parcialmente miscível com estes solventes, 

dificultando a migração de substâncias lipídicas para o solvente (RAJSKI et al., 

2013). Por essa razão o método QuEChERS, que emprega acetonitrila como 

solvente de extração, largamente empregado na análise de frutas e vegetais, tem 

sido bastante empregado também para matrizes com alto teor de gordura em 

combinação com diversas técnicas de purificação. O único inconveniente do método 

QuEChERS durante essas análises está no fato de que, para os agrotóxicos mais 

apolares, como por exemplo os organoclorados, os percentuais de recuperação 

ficam abaixo de 70% na maioria dos casos devido à baixa taxa de transferência 

dessas substâncias para a fase orgânica (GARCÍA-REYES et al., 2007). 

 

2.5.2 Técnicas de purificação de extratos (clean-up) 

 

Os métodos de purificação de extratos mais empregados na remoção de 

gordura são a precipitação em baixas temperaturas (freezing out), GPC 

(cromatografia por permeação em gel, do idioma inglês gel permeation 

chromatography) e técnicas de adsorção dos interferentes como a SPE (extração 
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em fase sólida, do idioma inglês solid phase extraction), d-SPE (extração em fase 

sólida dispersiva, do idioma inglês dispersive solid phase extraction) e a MSPD 

(dispersão da matriz em fase sólida, do idioma inglês matrix solid phase dispersion). 

A precipitação em baixas temperaturas é um método simples baseado, 

basicamente, no armazenamento do extrato em temperaturas inferiores a - 20 °C em 

congelador, geralmente de um dia para o outro, a fim de precipitar a gordura para 

posterior separação do extrato purificado. Essa maneira de realizar esse 

procedimento demanda um tempo relativamente grande e, por esta razão, o 

processo é acelerado pelo uso de nitrogênio líquido ou gelo seco. A principal 

desvantagem durante esse tipo de procedimento é a possibilidade de congelamento 

do solvente devido às baixas temperaturas o que pode causar degradação dos 

agrotóxicos presentes no meio. Apesar de ser um método largamente empregado, 

ele não remove totalmente o conteúdo lipídico e, portanto, outras técnicas de 

purificação adicionais são necessárias (NGUYEN; LEE; LEE, 2010; KOESUKWIWAT 

et al., 2010). 

A técnica de GPC, apesar de não ser amplamente utilizada atualmente como 

foi nas décadas de 80 e 90, ainda permanece como uma poderosa ferramenta para 

remoção de gordura de extratos oriundos de matrizes complexas, como os óleos 

comestíveis. Essa técnica é baseada na exclusão molecular onde moléculas são 

separadas devido às suas diferenças de tamanho. Nessa abordagem, os 

agrotóxicos (geralmente com baixa massa molecular) são separados de moléculas 

com massas maiores como os triglicerídeos (GILBERT-LÓPEZ; GARCÍA-REYES; 

MOLINA-DÍAZ, 2009; FERRER et al., 2005). Os principais aspectos negativos 

associados à utilização de GPC são perdas por adsorção de alguns agrotóxicos e 

separações insuficientes entre a fração gordurosa e a fração contendo os analitos de 

interesse com alto peso molecular como, por exemplo, os piretróides, que são 

substâncias lipofílicas. 

O terceiro método de purificação de extratos, baseado na retenção dos 

interferentes da matriz em fase sólida, é o mais comum e o mais empregado em 

laboratórios de rotina com o objetivo de purificar os extratos, especialmente aqueles 

oriundos de matrizes complexas, como os óleos comestíveis. As técnicas de 

extração por adsorção baseiam-se na partição dos analitos entre uma fase líquida 

ou gasosa e a superfície de um adsorvente. Os adsorventes são geralmente sólidos 
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porosos com uma elevada área superficial contento grupamentos ativos com os 

quais os analitos irão interagir. 

As técnicas de adsorção podem ser empregadas, basicamente, de três 

maneiras. A primeira delas é a SPE que se baseia no processo de extração físico 

envolvendo um adsorvente sólido e uma fase líquida. Esta técnica, que também é 

chamada de extração líquido-sólido ou extração por sorventes, é frequentemente 

empregada na extração seletiva de analitos, concentração e purificação de extratos 

(FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). Na SPE, cartuchos são preenchidos com uma 

quantidade pré-estabelecida do adsorvente mais apropriado levando em 

consideração as características dos analitos e também da matriz. O extrato é 

percolado através do cartucho e o sólido retém ou analitos ou interferentes, 

dependendo das características do adsorvente. No caso de o adsorvente reter o 

analito de interesse, esse pode ser removido do sólido pela eluição empregando um 

solvente orgânico apropriado compatível com as características dos analitos e 

também do adsorvente. A principal desvantagem dessa técnica é que o extrato ou o 

solvente para eluição dificilmente irão percolar através da coluna apenas pela ação 

da gravidade. Por essa razão, a técnica de SPE em cartucho exige que seja 

empregada uma bomba de vácuo a fim de auxiliar nesse processo. 

Por outro lado, para realização de d-SPE não se faz necessário o uso de 

bombas de vácuo, já que ao contrário da SPE tradicional, a d-SPE é baseada na 

dispersão do adsorvente juntamente com a mistura de amostra e solvente de 

extração ou simplesmente com o extrato após a remoção da matriz. Após adição do 

adsorvente, a mistura é homogeneizada manualmente, ou empregando vortex, e 

após centrifugação o extrato pode ser injetado em sistema cromatográfico. 

Na técnica de dispersão da matriz em fase sólida, uma fração da matriz é 

homogeneizada com o adsorvente fazendo uso de gral e pistilo. Após a mistura, o 

material é colocado em um cartucho e empacotado e então, de maneira similar à 

SPE, um pequeno volume de solvente apropriado é empregado para realizar a 

eluição dos analitos.  
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2.6 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS ACOPLADOS À ESPECTROMETRIA DE 

MASSAS PARA DETERMINAÇÃO DE AGROTÓXICOS 

 

 As técnicas mais usualmente empregadas para a determinação de resíduos 

de agrotóxicos em alimentos são a cromatografia gasosa (GC, do inglês Gas 

Chromatography) e a cromatografia líquida (LC, do inglês Liquid Chromatography) 

acoplada à espectrometria de massas (MS, do inglês Mass Spectrometry). Vários 

tipos de espectrômetros de massas podem ser empregados em cromatografia como, 

por exemplo, single quadrupolo, triplo quadrupolo (TQ, do inglês Triple quadrupole), 

armadilha de íons (ITD, do inglês Ion Trap Detector), tempo de vôo (TOF, do inglês 

Time Of Flight) e armadilha de íons orbital (ORBITRAP, do inglês Orbital Ion Trap) 

operados em diversos modos de ionização como a ionização por elétrons (EI, do 

inglês Electron Ionization), ionização química (CI, do inglês Chemical Ionization), 

ionização química a pressão atmosférica (APCI, do inglês Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization) e a ionização por eletronebulização (ESI, do inglês Electrospray 

Ionization) em diferentes modos de aquisição como, por exemplo, escaneamento 

total (full scan), monitoramento seletivo de íons (SIM, do inglês Selective Ion 

Monitoring), monitoramento seletivo de reações (SRM, do inglês Selective Reaction 

Monitoring) e monitoramento de reações múltiplas (MRM, do inglês Multiple Reaction 

Monitoring).  A combinação da MS com outras técnicas de separação como, por 

exemplo, a eletroforese capilar, cromatografia em camada delgada e cromatografia 

por permeação em gel são possíveis, porém menos comuns (CHIARADIA et al., 

2008; SANTE, 2015). 

 A espectrometria de massas acoplada aos métodos cromatográficos de 

separação é uma poderosa combinação para identificação e quantificação dos 

analitos nos extratos das amostras. Essa técnica é capaz de fornecer uma 

quantidade significativa de dados tais como tempos de retenção, razão massa/carga 

(m/z) e abundância relativa dos íons que auxiliam na identificação inequívoca de um 

contaminante. Atualmente, detectores seletivos para cromatografia gasosa como, 

por exemplo, detector por captura de elétrons (ECD), detector fotométrico de chama 

pulsada (PFPD) e detector de nitrogênio e fósforo (NPD) e para cromatografia 

líquida (detector de fluorescência e detector por arranjo de diodos) são menos 

utilizados por gerarem informações menos específicas quando comparadas àquelas 

geradas por espectrômetro de massas (SANTE, 2015). 
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Dentre os principais componentes de um espectrômetro de massas, o 

analisador de massas possui relevância particular pelo fato de ser o responsável 

pela seleção e/ou separação dos íons de acordo com sua relação massa carga. As 

características de construção e operação diferem de um analisador para outro, 

assim como seus benefícios ou limitações (LANÇAS, 2013). 

 Quando se fala em cromatografia acoplada à espectrometria de massas, um 

dos parâmetros mais importantes que deve ser monitorado ao longo das análises 

cromatográficas é o tempo de retenção (tR). O tempo de retenção corresponde ao 

tempo que o analito leva para alcançar o detector após a injeção. O valor mínimo de 

tR aceitável para os analitos monitorados deve ser duas vezes o volume morto da 

coluna. O tR de um analito quando determinado na amostra deve ser o mesmo do 

padrão analítico com uma tolerância de ±0,2 min tanto para cromatografia líquida 

quanto para cromatografia gasosa. Variações nos tR acima da faixa tolerável são 

admissíveis desde que um padrão interno análogo isotopicamente marcado 

apresente o mesmo comportamento tanto para tR quanto para formato do pico do 

analito em questão (SANTE, 2015). 

 

2.6.1 Cromatografia Gasosa 

 

 A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica de separação na qual os 

componentes de uma mistura são separados por interação diferencial de seus 

componentes com uma fase estacionária (líquida ou sólida). A fase móvel, ou 

apenas gás de arraste, é um gás inerte e tem unicamente a função de arrastar a 

amostra através da coluna para que a separação ocorra. 

 Quando a fase estacionária é um líquido, este pode estar simplesmente 

espalhado sobre um suporte sólido ou imobilizado sobre este. O processo de 

imobilização pode envolver ligações químicas entre o líquido e o suporte sólido ou 

somente entre as cadeias do próprio líquido (COLLINS et al., 2010). 

 Na década de 60 a GC utilizando colunas recheadas foi adotada devido a sua 

capacidade de análise multirresidual de agrotóxicos. A alta vazão do gás de arraste 

quando empregadas colunas recheadas é incompatível com o vácuo necessário na 

câmara de ionização dos espectrômetros de massa. Porém, o advento das colunas 

capilares permitiu a redução da vazão do gás de arraste e tornou possível o 

acoplamento de espectrômetros de massa como detectores para GC. 
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 O acoplamento de um cromatógrafo com um espectrômetro de massas 

combina as vantagens da cromatografia com as vantagens da espectrometria de 

massas. Para que o acoplamento seja possível, idealmente, é necessário que as 

características de cada instrumento não sejam afetadas pela sua conexão, assim 

como não devem ocorrer modificações químicas não controladas do analito e perda 

de amostras durante a sua passagem do cromatógrafo para o espectrômetro de 

massas. A combinação da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas é 

relativamente simples, uma vez que as características de funcionamento do 

cromatógrafo a gás são suficientemente compatíveis com a necessidade de alto 

vácuo do espectrômetro de massas (ARDREY, 2003). 

 Quando são utilizadas colunas capilares em GC é possível conectar a saída 

da coluna diretamente à fonte do espectrômetro, uma vez que, em condições 

normais de operação, o sistema de bombeamento do espectrômetro de massas é 

capaz de captar todo o eluente da coluna. A interface nesse caso pode ser realizada 

por meio de um separador de jato que é constituído por dois capilares alinhados 

tendo vácuo estabelecido entre eles por meio de uma bomba. Dessa maneira, 

quando o eluente da coluna atravessa o primeiro capilar, grande parte do gás de 

arraste (geralmente hélio) é bombeado para fora dos capilares por ter baixo peso 

molecular, enquanto as moléculas de analito mantêm-se em fluxo linear e são 

direcionadas à fonte de íons (CHIARADIA et al., 2008). 

 Os métodos de ionização mais empregado em GC-MS são a ionização por 

elétrons (EI) e a ionização química (CI). Na ionização por elétrons as moléculas de 

interesse (M) em fase gasosa são bombardeadas com um fluxo de elétrons de alta 

energia de cerca de 70 eV. As moléculas absorvem essa energia e desencadeiam 

uma série de reações e, dentre elas, a principal é onde o analito perde apenas um 

elétron (M+•). Este processo requer, geralmente, apenas 10 eV, e o restante da 

energia fragmenta os analitos. Isto consiste em um dos maiores problemas na 

aplicação da EI, pois o excesso de energia conduz a não observação do íon 

molecular, uma das informações mais importantes oferecidas pela espectrometria de 

massas (CHIARADIA et al., 2008). 

 A ionização química foi desenvolvida especialmente para aumentar a 

produção do íon molecular e, dessa forma, aumentar a informação a cerca de um 

analito. Nesta técnica, da mesma maneira que na EI, os analitos são direcionados à 

câmara de ionização após serem separadas no sistema cromatográfico. Essa 
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câmara é, anterior à chegada dos analitos, preenchida com um gás reagente (o mais 

utilizado é o metano). Ao alcançarem a câmara de ionização, as moléculas em fase 

gasosa dos analitos são misturadas ao gás reagente e um fluxo de elétrons de 70 

eV é aplicado nessa mistura. Como o gás reagente está em excesso (geralmente 

em proporção maior que 1000:1) este é ionizado quase que exclusivamente e 

passam a ocorrer reações entre os íons em fase gasosa do gás reagente e as 

moléculas neutras do analito (M), dando origem aos íons pseudo-moleculares do 

analito pelo recebimento de um próton na formação de íons positivos ([M+H]+) ou 

pela perda de um próton na formação de íons negativos ([M-H]-). Por esse processo 

de relativamente baixa energia, quase não é observada fragmentação (NIESSEN, 

1999). 

  

2.6.2 Cromatografia Líquida 

 

Quando se utiliza a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 

massas são encontradas incompatibilidades relacionadas à vazão do eluente do 

sistema cromatográfico com relação à velocidade de bombeamento do sistema de 

vácuo e o projeto da fonte de íons do espectrômetro de massas. As vazões 

empregadas em cromatografia líquida são grandes, de maneira que não é possível 

introduzir o eluente de um cromatógrafo a líquido diretamente em um espectrômetro 

de massas operado sob vácuo. Assim, uma das mais importantes funções de uma 

interface empregada em LC-MS, e também um dos maiores desafios quando 

desenvolvida, é remover toda, ou pelo menos uma parte significativa da fase móvel 

e promover a ionização dos analitos anterior à entrada desses no MS (CHIARADIA 

et al., 2008). 

Os principais métodos de ionização utilizados em LC-MS são a ionização por 

eletronebulização (ESI, do inglês Electrospay Ionization) e a ionização química à 

pressão atmosférica (APCI, do inglês Atmospheric Pressure Chemical Ionization), 

ambas as técnicas operadas a pressão atmosférica.  

A introdução de técnicas de ionização a pressão atmosférica aumentaram o 

número de substâncias que puderam ser analisadas por LC-MS. Os analitos são 

ionizados, em um primeiro momento, sob pressão atmosférica. Após essa etapa os 

íons são mecanicamente e eletrostaticamente separados da fase móvel e de 

moléculas neutras. 
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Na ESI, o eluente do sistema cromatográfico é bombeado através de uma 

agulha para a câmara de ionização onde há um eletrodo altamente carregado. A 

diferença de potencial entre a agulha e o eletrodo produz um forte campo elétrico 

que carrega a superfície do líquido e forma um spray de gotas carregadas. As gotas 

são atraídas pelo capilar de amostragem (entrada do espectrômetro de massas) 

onde um contra fluxo do gás de dessolvatação, geralmente N2, é aplicado a alta 

temperatura. O gás de dessolvatação auxilia na diminuição da gota pela evaporação 

do solvente, além de expulsar espécies de carga neutra que por ventura ainda 

encontram-se no meio. As cargas de mesmo sinal acumulam-se na superfície da 

gota e as cargas de sinal oposto no seu interior. As gotas maiores (de 

aproximadamente 20-50 µm) expelem micro gotas de aproximadamente 1 µm. Esse 

fenômeno ocorre até que as micro gotas sejam entre 0,08 e 0,03 µm. Nesse 

momento o acúmulo de cargas é grande e o volume de solvente é mínimo. Ocorre, 

então, uma repulsão entre as cargas de mesmo sinal e o resultado desse fenômeno 

é o analito na sua forma ionizada. Uma sequencia de dispositivos guias conduzem 

os íons para o separador de massas (FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). 

A APCI envolve a nebulização do conteúdo proveniente do Cromatógrafo pela 

passagem por um nebulizador aquecido, o qual vaporiza a amostra. A ionização 

química ocorre no estado de vapor, onde as moléculas neutras são primeiramente 

vaporizadas e depois protonadas para formar o íon [M+H]+. A fonte APCI possui uma 

agulha carregada que é responsável por criar um fluxo de elétrons que irá ionizar o 

solvente presente na fase móvel. As espécies protonadas CH3OH2
+ e H3O

+, 

presentes na fase de vapor, irão transferir prótons para os compostos presentes no 

meio de acordo com suas afinidades por prótons. Esta técnica de ionização é mais 

eficiente para compostos que são neutros em solução e difíceis de ionizar por ESI. 

Além disso, essa técnica pode ser operada tanto no modo positivo quanto negativo 

(FERNÁNDEZ-ALBA, 2005). 

 

2.7 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

A validação de um método analítico é o processo que prova que um método é 

aceitável para os propósitos a que ele se destina. Segundo a norma NBR ISO/IEC 

17025 de 2005, validação é: “[...] a confirmação por exame e fornecimento de 
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evidência objetiva de que os requisitos específicos para um determinado uso 

pretendido são atendidos” (ABNT, 2005). 

De acordo com o documento orientativo do Instituto Nacional de Metrologia e 

Qualidade Industrial (INMETRO) “Orientação sobre Validação de Métodos Analíticos 

– DOQ-CGCRE-008” de Julho de 2011, o laboratório deve avaliar os seguintes 

parâmetros de validação para análise de elementos menores e traços: precisão, 

seletividade, tendência/recuperação (exatidão), robustez, 

sensibilidade/linearidade/faixa dinâmica de trabalho, limite de detecção e limite de 

quantificação (INMETRO, 2011). 

 

2.7.1 Precisão 

 

É o termo geral utilizado para avaliar a dispersão dos resultados de ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou 

padrões, analisadas em condições definidas. 

Normalmente determinada em circunstâncias específicas de medição e as 

três formas mais comuns de expressá-la são por meio da repetitividade, precisão 

intermediária e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio 

padrão e coeficiente de variação.  

O coeficiente de variação (CV%) também conhecido como desvio padrão 

relativo (RSD%, do inglês Relative Standard Deviation) é calculado de acordo com a 

equação 1: 

 

                                     CV=RSD= (
SD

M
)  x 100                            (1) 

 

Sendo: SD: desvio padrão; 

             M: média das medidas realizadas. 

 

2.7.2 Seletividade 

 

 A seletividade é a capacidade do método de discriminação entre os analitos a 

serem determinados e componentes análogos. Um método que apresenta alta 
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seletividade será capaz de determinar o analito de forma exata mesmo em presença 

de interferentes provenientes da amostra (ALBANO & RODRIGUEZ, 2009). 

 Experimentos para avaliação da seletividade descritos na literatura sobre 

validação de métodos analíticos envolvem ensaios com padrões analíticos e 

materiais de referência, amostras na presença ou ausência dos analitos de 

interesse, avaliação da capacidade de identificação do analito de interesse na 

presença de interferentes (INMETRO, 2011). 

A seletividade é considerada um parâmetro importante, especialmente na 

análise de amostras complexas e está intimamente relacionada ao efeito da 

detecção. Um método que consegue produzir resposta para vários analitos, mas que 

pode distinguir a resposta de cada um deles é chamado seletivo (LANÇAS, 2009). 

O efeito matriz é um parâmetro avaliado em cromatografia e está intimamente 

ligado com a seletividade do método. O efeito matriz é o efeito observado pelo 

aumento ou decréscimo na resposta do detector, para um determinado analito, 

presente no extrato da matriz, comparado com a resposta do detector para o analito 

em solvente orgânico (SANTE, 2015). 

 O efeito matriz pode afetar fortemente a reprodutibilidade, linearidade e 

precisão do método analítico e promover uma quantificação errônea das substâncias 

em questão. Este efeito é bastante variável e depende da natureza da amostra e 

devido à sua imprevisibilidade uma variação na resposta pode ser observada 

mesmo entre diferentes lotes de uma mesma amostra ou com o mesmo método. 

Apesar do mecanismo exato que rege o efeito matriz ser ainda desconhecido, é de 

comum consenso que os componentes coeluídos da matriz podem influenciar na 

intensidade do sinal em uma possível competição por cargas disponíveis ou pela 

ocupação da superfície da gota formada na interface (TRUFELLI et al., 2011). 

Como consequência desse efeito, ações durante o desenvolvimento do 

método analítico devem ser tomadas, antes da detecção pelo espectrômetro de 

massas, a fim de se ter uma quantificação correta. Procedimentos de purificação da 

amostra e separação cromatográfica mais eficiente podem reduzir a introdução de 

componentes oriundos da matriz no sistema analítico (TRUFELLI et al., 2011). 

Para determinação do efeito que a matriz exerce sobre um determinado 

analito é preciso que se realize uma comparação dos resultados do referido analito 

quando determinado em uma solução preparada em solvente orgânico e em uma 

solução do analito preparada em extrato “branco” da matriz. Para determinação do 
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efeito matriz pela comparação das respostas da solução em solvente e em extrato 

da matriz faz-se uso da equação 2 abaixo: 

 

Efeito matriz (%)= (
A1- A2

A2
)  ×100                                        (2) 

 

Sendo: A1: média das áreas da solução em matriz em uma determinada 

concentração; 

               A2: média das áreas da solução em solvente orgânico em uma determinada 

concentração. 

 

2.7.3 Exatidão 

 

A exatidão de um método analítico traduz a proximidade do valor obtido em 

relação ao valor esperado, estipulado ou verdadeiro. Um método diz-se exato se o 

erro sistemático é inferior ao intervalo de confiança estimado. É calculada como 

percentagem de recuperação da quantidade conhecida do analito adicionado à 

amostra, ou como a diferença percentual entre as médias e o valor verdadeiro, 

acrescida dos intervalos de confiança. 

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidão de um método 

são o uso de materiais de referência certificado (MRC), participação em 

comparações inter laboratoriais e realização de estudos de fortificação/recuperação.  

Os materiais de referência certificado são utilizados no processo de validação 

de um método de ensaio para avaliar o desempenho do laboratório, por isso o 

fornecimento de MRC é realizado por organismos reconhecidos e confiáveis como, 

por exemplo, o Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (NIST, do inglês National 

Institute of Standards and Technology). Na avaliação da exatidão utilizando um 

MRC, os valores médios obtidos pelo laboratório e o desvio padrão de uma série de 

ensaios em replicatas devem ser comparados com os valores certificados do 

material de referência (PEREIRA, 2012). 

Devido ao alto custo dos materiais de referência certificados e a existência 

para um número limitado de matrizes, a grande maioria dos laboratórios de análise 

de resíduos de agrotóxicos faz o uso de ensaios de fortificação/recuperação para 

avaliação da exatidão do método. 
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A recuperação de um determinado analito pode ser estimada pela análise de 

amostras “branco” fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras 

podem ser fortificadas com o analito em pelo menos três diferentes concentrações: 

baixa, média e alta, da faixa de uso do método (INMETRO, 2011). 

Em termos de validação do método analítico, os percentuais de recuperação 

devem estar na faixa de 70 a 120% com valores de RSD% ≤ 20. Com relação aos 

percentuais de recuperação para análises de rotina, os limites aceitáveis devem 

estar dentro da faixa do percentual de recuperação médio ± 2 x RSD%. O percentual 

de recuperação médio deve ser calculado a partir dos dados iniciais de validação. 

Valores de recuperação no intervalo de 60 a 140% são aceitáveis para análises de 

rotina para métodos multirresíduo. Caso o percentual de recuperação varie fora 

dessa faixa, o lote de amostras deve ser reanalisado exceto em casos justificados 

como, por exemplo, quando os percentuais encontram-se fora da faixa, porém as 

amostras não estejam contaminadas. Entretanto, esses valores fora da faixa devem 

ser investigados independente da presença ou não de um agrotóxico (SANTE, 

2015). 

A recuperação (%) é calculada segundo a equação 3: 

 

R (%)= (
C1- C2

C3
)  ×100                                                   (3) 

 

Sendo: R: recuperação em percentagem 

            C1: concentração do analito determinada na amostra fortificada; 

            C2: concentração do analito na amostra não fortificada (“branco”); 

            C3: concentração do analito adicionada à amostra fortificada. 

 

2.7.4 Sensibilidade/linearidade/faixa de trabalho 

 

 A relação entre o sinal instrumental medido (área ou altura do pico) e a massa 

ou concentração da espécie a ser quantificada em uma amostra muito raramente é 

conhecida antes de uma medida. Na maior parte dos casos, o sinal e a 

concentração ou massa da espécie de interesse deve ser determinada 

empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentrações 

conhecidas dessa espécie. Essa relação matemática, na maioria dos casos, pode 
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ser expressa como uma equação de reta chamada de curva analítica (RIBANI et al., 

2004). 

Em geral, serão necessários vários níveis de concentração, no mínimo cinco, 

para construir a curva analítica. O número de replicatas em cada nível de 

concentração deve ser o mais próximo possível daquele empregado na rotina do 

laboratório (INMETRO, 2011). 

 A estimativa dos coeficientes de uma curva analítica a partir de um conjunto 

de medições experimentais pode ser efetuada utilizando o método matemático 

conhecido como regressão linear que, na maioria das vezes, são ajustados 

utilizando a abordagem dos mínimos quadrados (RIBANI et al., 2004). 

 

2.7.5 Limites de detecção e quantificação (LOD e LOQ) 

 

 Limite de detecção pode ser definido como o menor valor detectado com uma 

precisão aceitável em função do ruído do equipamento. Neste caso, o limite de 

detecção do instrumento (LODi) é definido como a concentração do analito que gera 

um sinal três vezes a razão sinal/ruído do equipamento. Esse limite é 

correspondente à concentração que produz um valor três vezes maior do que o nível 

de ruído médio da solução de controle ou branco. Já o limite de detecção do método 

(LODm) é definido como a concentração mínima de uma substância medida, com 

95% ou 99% de confiança, que é maior que zero (ALBANO; RODRIGUEZ, 2009). 

O limite de detecção para um procedimento analítico pode variar em função 

do tipo de amostra. É fundamental assegurar-se que todas as etapas de 

processamento do método analítico sejam incluídas na determinação desse limite de 

detecção (INMETRO, 2011). 

 Já limite de quantificação pode ser definido como o menor valor determinado 

com confiabilidade analítica definida, em que o analito esteja dentro da sensibilidade 

normal do equipamento ou da técnica. Rotineiramente, é comum calcular o LOQ 

como sendo 10 vezes o desvio padrão da média da solução controle (branco) 

(ALBANO; RODRIGUEZ, 2009). No entanto, na análise de resíduos de agrotóxicos, 

adota-se como sendo o limite de quantificação do método a concentração de 

fortificação mais baixa estudada que apresenta percentuais de recuperação entre 70 

e 120% e desvio padrão relativo menor do que 20% (SANTE, 2015). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Referência da União Europeia 

para Determinação de Resíduos de Agrotóxicos em Frutas e Vegetais (EURL-FV, do 

inglês, European Union Reference Laboratory for Pesticides in Fruits & Vegetable), 

localizado na Universidade de Almería, Espanha. 

As amostras “branco” de óleos de oliva, soja e girassol foram adquiridas em 

supermercados na cidade de Almería, sul da Espanha. As amostras empregadas 

para aplicação do método desenvolvido foram adquiridas de supermercados da 

cidade de Almería, e também de produtores de azeite de oliva das cidades de 

Almería e Múrcia, região sudeste da Espanha. 

Para esse estudo, foram selecionados 165 agrotóxicos de diversas classes e 

propriedades englobando produtos de degradação e substâncias não autorizadas. 

Os procedimentos para avaliação da etapa de precipitação em baixas 

temperaturas (freezing out) e da etapa de purificação do extrato (clean-up) foram 

realizados para a matriz de azeite de oliva empregando a técnica de cromatografia 

líquida de ultra alta eficiência acoplada a espectrômetro de massas híbrido do tipo 

quadrupolo-tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS). Na etapa posterior, após definição 

de todas as condições experimentais, o método foi validado para azeite de oliva, 

óleo de soja e girassol, a fim de avaliar o comportamento do método frente a 

diferentes tipos de óleos empregando a técnica de cromatografia líquida de ultra alta 

eficiência acoplada a espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo (UHPLC-

TQ-MS/MS).  

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO 

 

 Cromatógrafo a líquido, sistema Agilent UHPLC 1290 series (Agilent 

Technologies, EUA) equipado com: 

o Amostrador automático, bomba quaternária, forno para coluna e 

sistema de degaseificação; 

o Coluna cromatográfica Zorbax Extended C18, 50 mm de comprimento, 

2,1 mm de diâmetro interno e 1,8 μm de tamanho de partícula (Agilent 

Technologies, EUA); 
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o Detector MS híbrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF-MS), Agilent 

Technologies 6550 Accurate Mass (Agilent Technologies, EUA) 

utilizando o modo de ionização por eletronebulização (ESI), operando 

no modo positivo; 

o Software Agilent MassHunter Workstation versão B.06.00 para 

aquisição de dados. 

 

 Cromatógrafo a líquido, sistema Agilent UHPLC 1290 series (Agilent 

Technologies, EUA) equipado com: 

o Amostrador automático, bomba quaternária, forno para coluna e 

sistema de degaseificação; 

o Coluna cromatográfica Zorbax Eclipse Plus C8, 100 mm de 

comprimento, 2,1 mm de diâmetro interno e 1,8 μm de tamanho de 

partícula (Agilent Technologies, EUA); 

o Detector MS tipo triplo quadrupolo (TQ-MS), Agilent Technologies 6490 

TripleQuad (Agilent Technologies, EUA) utilizando o modo de ionização 

por eletronebulização (ESI), operando no modo positivo e negativo; 

o Software Agilent MassHunter Workstation versão B.07.00 para 

aquisição de dados. 

 

 Sistema de purificação de água Milli-Q® (Millipore, EUA); 

 Balança analítica de precisão com 5 casas decimais para preparo de 

soluções estoque, XP 105, calibrada (Mettler Toledo, Suíça) 

 Balança analítica de precisão com 2 casas decimais, calibrada (Mettler 

Toledo, Suíça); 

 Centrífuga Hareaus (Thermo Scientific, Alemanha); 

 Pipetadores automáticos calibrados (Gilson, EUA); 

 Homogeneizador de amostras com agitação vertical AGYTAX® (Cirta Lab. 

S.L., Espanha). 
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3.2 MATERIAIS 

 

 Tubos de polipropileno, com tampas rosqueáveis, capacidade de 15 e 50 mL 

(Nalgene, EUA); 

 Frascos de vidro para armazenamento de soluções nos volumes de 5, 15 e 

20 mL (National Scientific, EUA); 

 Balões volumétricos calibrados de 5, 10 e 50 mL (Blau Brand, Alemanha ou 

Restek, EUA); 

 Vidrarias comuns de laboratório. 

 

3.3 GASES, SOLVENTES E REAGENTES 

 

 Nitrogênio 99,999% de pureza; 

 Acetonitrila, grau HPLC (99.9%), ácido fórmico, grau analítico (> 96%) e 

sulfato de magnésio (98%) (Sigma Aldrich, Alemanha);  

 Água grau HPLC, Optima® (Fisher Scientific, EUA); 

 Cloreto de sódio (J. T. Baker, Holanda); 

 Citrato trissódico dihidratado (≥ 99%) e hidrogenocitrato dissódico 

sesquihidratado (99%) (Fluka, Alemanha);  

 PSA e Z-sep (Supelco, EUA); 

 EMR-Lipid® - Bond Elut Enhanced Matrix Removal d-SPE (EMR-Lipid) e Bond 

Elut Final Polish (EMR-Lipid Polish), (Agilent Technologies, EUA); 

 Padrões de agrotóxicos (Dr. Ehrenstorfer ou Riedel-de-Haën ou Sigma 

Aldrich, Alemanha). 

 

3.4 AGROTÓXICOS SELECIONADOS 

 

 Os 165 agrotóxicos avaliados neste trabalho, bem como as condições de 

análise por UHPLC-TQ-MS/MS estão descritos na Tabela 1. Já no Apêndice A estão 

descritas as estruturas dos agrotóxicos estudados. Destaca-se, na Tabela 1, os 

agrotóxicos que possuem seu uso proibido no Brasil: clorfenvinfós, demeton-s-metil 

sulfona, demeton-s-metil sulfóxido, dicrotofós, haloxifope, isoprocarbe, metalaxil, 
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metamidofós, monocrotofós, ometoato, oxadixil, oxamil, piridato, tolclofós metílico e 

triclorfom. 

Além dos agrotóxicos avaliados no decorrer das análises, outros quatro foram 

adicionados a fim de avaliar o desempenho do procedimento e do instrumento. Três 

desses agrotóxicos foram adicionados imediatamente após adição do solvente de 

extração, em concentrações conhecidas, a fim de avaliar o desempenho do 

procedimento de extração (carbendazim-d3, diclorvós-d6 e malation-d10). Estes são 

chamados controladores do procedimento (C.P.). Já para avaliação do instrumento, 

dimetoato-d6 (chamado controlador do instrumento, C.I.), foi adicionado nos vials 

imediatamente antes da análise cromatográfica. Essas substâncias foram 

empregadas a fim de avaliar possíveis perdas dos analitos durante o procedimento 

de extração e/ou análise cromatográfica. 

 

3.5 PREPARO DE SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

 

As soluções estoque foram preparadas individualmente em acetonitrila, na 

concentração aproximada de 1000 mg L-1, e armazenadas em frascos de vidro 

âmbar a - 20 °C.  

O material de referência (MR) foi pesado diretamente em frasco de vidro 

contendo tampa com batoque de teflon®. Em seguida, o MR foi dissolvido com 

acetonitrila. A balança analítica empregada nessa etapa realiza o cálculo da 

concentração dessa solução levando em consideração a massa de material de 

referência empregado, o volume de acetonitrila adicionado e a pureza do material. O 

frasco foi fechado, agitado manualmente e então levado para banho de ultrassom 

por cerca de 5 minutos a fim de solubilizar qualquer partícula sólida remanescente. 

 Após o preparo das soluções estoque, uma solução mistura foi preparada na 

concentração de 10 mg L-1 em acetonitrila. Para o preparo da solução mistura, 

volumes calculados de cada solução estoque foram pipetados para balão 

volumétrico calibrado de 50 mL já contendo um pequeno volume de acetonitrila. 

Após adição de todas as soluções estoque de cada agrotóxico o volume do balão 

volumétrico foi completado com o devido solvente. Essa solução foi homogeneizada 

e fracionada em frascos de vidro âmbar contendo tampa com batoque de teflon®. O 

fracionamento da solução mistura evita que um grande volume da solução seja 
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manuseado e, como consequência, evita possíveis contaminações do volume total 

da mesma. 

A solução mistura foi utilizada para preparo das soluções de trabalho 

empregadas na confecção das curvas analíticas. Soluções analíticas nas 

concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100 ng mL-1 foram preparadas em extrato “branco” 

da matriz de azeite de oliva, a fim de que fossem obtidas as condições similares 

àquelas do extrato das amostras, evitando-se, assim, resultados quantitativos 

influenciados pela ausência das substâncias da matriz.  

 Todas as soluções analíticas foram armazenadas em congelador a uma 

temperatura inferior a -18 °C. Qualquer solução, anterior ao uso, foi retirada do 

congelador e deixada em repouso até alcançar a temperatura ambiente. Após, foi 

colocada em banho de ultrassom por 5 minutos, para então ser manuseada. 

 

3.6 CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

 

As condições cromatográficas utilizadas no sistema UHPLC-QTOF-MS foram as 

seguintes: 

 Para o UHPLC: 

o Volume de injeção: 4 μL. 

o Temperatura do forno da coluna: 35 °C. 

o Fase móvel A: acetonitrila contendo 0,1% de ácido fórmico e 5% de 

água. 

o Fase móvel B: solução de ácido fórmico 0,1%. 

o Gradiente da fase móvel: o programa foi iniciado com 90% do eluente 

A (1 min) e levado linearmente a 0% em 9 minutos. Manteve-se essa 

proporção por 4 minutos. Posteriormente uma etapa de reequilíbrio da 

composição da fase móvel foi realizada levando o sistema à 

composição inicial (90% de A) mantendo-se essa proporção por 3 

minutos. 

o Vazão da fase móvel: 0,3 mL min-1. 

o Tempo total de corrida: 17 minutos. 

 

 Para o espectrômetro de massas (QTOF-MS): 



53 
 

o Ionização à pressão atmosférica com ESI no modo positivo (fonte do 

tipo Dual Spray Agilent Jet Stream ion ESI). 

o Modo de operação: 4 GHz High Resolution. 

o Faixa de massas monitoradas: 70 – 950 m/z. 

o Voltagem do capilar: 4,00 kV. 

o Temperatura do gás de dessolvatação (N2): 350 °C. 

o Vazão do gás de dessolvatação (N2): 11 L min-1. 

o Pressão do gás de nebulização (N2): 40 psi. 

o Vazão do gás de colisão (N2): 0,2 mL min-1. 

o Temperatura do sheath gas: 400 °C. 

o Vazão do sheath gas: 12 L min-1. 

o Voltagem do fragmentador: 90 V. 

 

 As condições cromatográficas utilizadas no sistema UHPLC-TQ-MS/MS foram 

as seguintes: 

 Para o UHPLC: 

o Volume de injeção: 5 μL. 

o Temperatura do forno da coluna: 35 °C. 

o Fase móvel A: solução de ácido fórmico 0,1%. 

o Fase móvel B: acetonitrila contendo 0,1% de ácido fórmico e 5% de 

água. 

o Gradiente da fase móvel: o programa foi iniciado com 20% do eluente 

B (2 min) e elevado linearmente a 100% em 13 minutos. Manteve-se 

essa proporção por 2 minutos. Posteriormente uma etapa de 

reequilíbrio da composição da fase móvel foi realizada levando o 

sistema à composição inicial (20% de B) mantendo-se essa proporção 

por 2,5 minutos. 

o Vazão da fase móvel: 0,3 mL min-1. 

o Tempo total de corrida: 19,5 minutos. 

 

 Para o espectrômetro de massas (TQ-MS/MS): 

o Ionização à pressão atmosférica com ESI no modo positivo e negativo 

(fonte do tipo JetStream ESI). 

o Voltagem do capilar: 3,00 kV. 
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o Temperatura do gás de dessolvatação (N2): 120 °C. 

o Vazão do gás de dessolvatação (N2): 13 L min-1. 

o Pressão do gás de nebulização (N2): 45 psi. 

o Vazão do gás de colisão (N2): 0,2 mL min-1. 

o Temperatura do sheath gas: 375 °C. 

o Vazão do sheath gas: 10 L min-1. 

o Para otimização dos parâmetros do espetrômetro de massas, soluções 

individuais de todos os agrotóxicos na concentração de 100 ng mL-1 

(em acetonitrila/água 1:1, v/v) foram injetadas diretamente no 

espectrômetro de massas no modo full scan com uma faixa de leitura 

de massas de 50 a 800 m/z. Desta injeção, o íon precursor foi 

escolhido e mais uma injeção no modo de íons produto foi necessária 

para a escolha dos dois íons, um de quantificação e outro de 

confirmação, além da energia de colisão de cada transição. Essas 

informações estão descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Agrotóxicos selecionados, tempos de retenção e parâmetros de análise 

do espectrômetro de massas para determinação dos agrotóxicos analisados por 

UHPLC-TQ-MS/MS. 
 

(continua) 

Agrotóxico 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Íon 
Precursor 

1ª transição 2ª transição 
Modo de 
ionização Íon 

produto 
CE* 

Íon 
produto 

CE* 

2,4-D 7,8 
218,96 / 
220,96 

160,96 15 162,95 15 Negativo 

Acefato 1,1 184,00 143,00 5 125,00 15 Positivo 

Acetamiprido 4,4 223,00 126,00 20 56,00 15 Positivo 

Aldicarbe 5,7 213,00 116,00 10 89,00 15 Positivo 

Aldicarbe sulfona 1,7 223,00 148,00 5 86,00 10 Positivo 

Aldicarbe sulfóxido 1,2 207,00 132,00 5 89,00 10 Positivo 

Azinfós metílico 9,1 318,00 261,00 0 132,10 8 Positivo 

Azoxistrobina 9,6 404,00 372,00 10 344,00 20 Positivo 

Bifenazato 10,2 301,10 198,20 10 169,90 20 Positivo 

Bitertanol 10,2 338,20 269,20 5 99,10 10 Positivo 

Boscalida 9,7 343,00 307,10 16 272,10 32 Positivo 

Bromuconazol 9,5 378,00 159,00 20 70,00 20 Positivo 

Bupirimato 8,6 317,00 272,00 20 166,00 20 Positivo 

Buprofezina 10,1 306,00 201,00 10 116,00 15 Positivo 

Carbaril 7,4 202,00 145,00 10 127,00 20 Positivo 

Carbendazim 1,2 192,00 160,00 15 132,00 20 Positivo 

Carbendazim-d3 (C.P) 1,2 195,10 159,80 20 131,90 20 Positivo 

Ciazofamida 11,1 325,00 261,20 10 108,10 15 Positivo 

 



55 
 

(continuação) 

Agrotóxico 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Íon 
Precursor 

1ª transição 2ª transição 
Modo de 
ionização Íon 

produto 
CE* 

Íon 
produto 

CE* 

Cimoxanil 5,0 199,10 128,00 4 110,90 12 Positivo 

Ciproconazol 9,1 292,10 125,00 32 70,00 16 Positivo 

Ciprodinil 8,0 226,20 92,90 40 76,90 40 Positivo 

Ciromazina 0,9 167,00 125,00 15 59,90 20 Positivo 

Clofentezina 11,4 303,00 138,00 12 102,00 40 Positivo 

Clomazona 8,6 240,10 127,80 10 124,90 20 Positivo 

Clorantraniliprol 8,6 483,90 452,90 16 285,90 8 Positivo 

Clorfenvinfós 10,8 358,90 155,00 8 99,20 28 Positivo 

Clorpirifós 12,9 
352,00 / 
349,93 

200,00 20 198,00 20 Positivo 

Clorpirifós metílico 11,7 321,90 289,90 14 125,00 16 Positivo 

Coumafós 11,4 363,00 307,00 20 227,00 28 Positivo 

Cresoxim metílico 11,0 314,10 267,00 0 222,10 10 Positivo 

Demeton-S-metil sulfona 2,3 263,02 169,00 12 109,00 24 Positivo 

Demeton-S-metil 
sulfóxido 

1,4 247,00 169,00 8 109,00 24 Positivo 

Diazinona 11,4 305,00 169,00 15 153,00 20 Positivo 

Diclorvós 6,5 220,80 108,80 15 78,90 30 Positivo 

Diclorvós-d6 (C.P) 7,8 226,90 132,90 20 115,00 20 Positivo 

Dicrotofós 2,0 238,09 112,10 8 72,10 28 Positivo 

Dietofencarbe 9,2 268,00 226,00 5 180,00 15 Positivo 

Difenoconazol 10,9 406,00 337,00 15 251,00 20 Positivo 

Diflubenzuron 10,1 311,00 158,00 8 141,00 32 Positivo 

Dimetoato 4,2 230,00 199,00 5 171,00 10 Positivo 

Dimetoato-d6 (C.I) 4,2 236,00 205,00 4 131,00 16 Positivo 

Dimetomorfe 8,7 388,00 301,00 20 165,00 20 Positivo 

Diniconazol 10,5 326,10 159,00 28 70,00 28 Positivo 

Dodine 8,6 228,20 60,10 20 57,20 20 Positivo 

Emamectina B1a 9,6 886,50 158,10 40 81,80 50 Positivo 

EPN 12,0 324,05 296,01 10 156,99 20 Positivo 

Epoxiconazol 9,6 330,10 121,00 16 101,20 52 Positivo 

Espinosina A 8,7 732,50 142,00 20 98,00 20 Positivo 

Espinosina D 9,1 746,50 142,00 20 98,00 20 Positivo 

Espirodiclofeno 14,2 411,10 313,00 5 71,20 15 Positivo 

Espiromesifeno 14,1 371,00 273,00 5 255,00 20 Positivo 

Espirotetramato 9,3 374,20 330,30 15 270,10 20 Positivo 

Espiroxamina 7,6 298,00 144,00 20 100,00 20 Positivo 

Etiona 13,3 385,10 199,00 5 171,00 10 Positivo 

Etirimol 2,5 210,16 140,10 20 43,10 52 Positivo 

Etoprofós 9,8 243,10 130,90 15 97,00 30 Positivo 

Fembuconazol 10,1 337,10 125,10 40 70,00 33 Positivo 

Fempirazamina 10,0 332,20 272,10 10 230,20 20 Positivo 

Fempropimorfe 7,6 304,30 147,10 30 130,00 25 Positivo 

Fenamidona 9,7 312,00 92,20 28 65,10 56 Positivo 

Fenamifós 9,5 304,10 234,00 12 217,10 20 Positivo 

Fenamifós sulfona 6,9 336,10 266,00 16 188,00 24 Positivo 

Fenamifós sulfóxido 5,8 320,11 292,10 8 108,10 44 Positivo 

Fenarimol 9,3 331,00 268,00 20 259,00 20 Positivo 

Fenazaquim 12,5 307,30 161,30 15 147,20 15 Positivo 

Fenexamida 9,7 302,00 97,00 25 55,00 30 Positivo 

Fenoxicarbe 10,3 302,20 116,20 5 88,20 20 Positivo 
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(continuação) 

Agrotóxico 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Íon 
Precursor 

1ª transição 2ª transição 
Modo de 
ionização Íon 

produto 
CE* 

Íon 
produto 

CE* 

Fenpiroximato 13,1 422,21 366,20 12 107,00 64 Positivo 

Fentiona 11,2 279,00 247,10 8 169,10 12 Positivo 

Fentiona sulfóxido 7,1 295,02 280,00 16 109,00 32 Positivo 

Fentoato 11,4 321,00 247,10 4 79,10 44 Positivo 

Fipronil 11,2 434,90 329,90 12 249,90 28 Negativo 

Fluazifope 9,2 328,20 282,20 15 254,20 20 Positivo 

Flubendiamida 11,1 680,90 273,90 15 254,00 20 Negativo 

Fludioxonil 9,3 247,00 169,00 32 152,00 32 Negativo 

Flufenaceto 10,6 364,10 194,10 15 152,00 15 Positivo 

Flufenoxurom 12,9 489,10 158,00 20 140,90 56 Positivo 

Fluopiram 10,1 397,10 208,00 20 173,10 20 Positivo 

Fluquinconazol 9,7 376,00 307,10 24 108,00 56 Positivo 

Flusilazol 10,1 316,10 247,10 12 165,00 24 Positivo 

Flutriafol 7,6 302,10 95,00 56 70,10 16 Positivo 

Formetanato 1,0 222,13 165,10 8 65,10 52 Positivo 

Fosalona 11,8 368,00 182,00 8 110,90 44 Positivo 

Fosmete 9,4 317,99 160,00 8 133,00 36 Positivo 

Fostiazato 7,6 284,00 227,80 10 103,80 20 Positivo 

Foxim 11,9 299,00 129,10 4 77,10 24 Positivo 

Haloxifope 10,3 362,10 316,20 12 288,10 24 Positivo 

Hexaconazol 10,2 314,10 159,00 30 70,10 20 Positivo 

Hexitiazoxi 13,0 353,10 228,20 10 168,20 20 Positivo 

Imazalil 6,4 297,00 255,00 15 159,00 20 Positivo 

Imidacloprido 3,8 256,00 209,00 15 175,00 15 Positivo 

Indoxacarbe 12,2 528,10 218,00 20 203,00 45 Positivo 

Ioxonil 8,4 369,80 214,80 30 126,80 30 Negativo 

Iprovalicarbe 9,5 321,20 202,90 0 119,00 16 Positivo 

Isofenfós metílico 11,6 231,00 199,00 15 121,00 15 Positivo 

Isoprocarbe 8,2 194,10 152,00 5 95,10 15 Positivo 

Isoxaflutol 9,7 360,00 250,90 15 219,70 50 Positivo 

Linurom 9,1 249,02 160,10 20 133,00 36 Positivo 

Lufenurom 12,6 508,90 339,00 10 325,90 10 Negativo 

Malationa 10,4 331,00 127,00 10 99,00 20 Positivo 

Malationa-d10 (C.P) 10,3 341,11 132,00 12 100,00 24 Positivo 

Mandipropamida 9,8 412,13 356,10 4 328,10 8 Positivo 

MCPA 7,9 199,00 154,60 5 140,70 10 Negativo 

Mepanipirim 9,7 224,10 206,80 10 190,60 20 Positivo 

Meptildinocape 13,8 295,10 193,00 42 163,00 50 Negativo 

Metalaxil 7,8 280,30 220,00 5 192,40 10 Positivo 

Metamidofós 1,1 142,10 125,00 10 94,10 10 Positivo 

Metconazol 10,3 320,10 125,00 48 70,10 24 Positivo 

Metidationa 9,1 302,90 145,00 0 85,10 15 Positivo 

Metiocarbe 9,0 226,10 121,10 12 169,00 5 Positivo 

Metiocarbe sulfóxido 2,8 242,00 185,00 10 170,00 20 Positivo 

Metobromurom 8,1 259,00 170,00 15 148,00 10 Positivo 

Metomil 2,0 163,10 106,00 4 88,00 0 Positivo 

Metoxifenozida 10,2 369,30 149,00 15 133,00 20 Positivo 

Miclobutanil 9,6 289,20 125,10 20 70,20 15 Positivo 

Monocrotofós 1,7 224,20 193,10 5 127,00 10 Positivo 

Nitempiram 1,5 271,00 225,00 10 99,00 10 Positivo 

Ometoato 1,2 214,10 183,00 5 125,00 20 Positivo 
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(conclusão) 

Agrotóxico 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Íon 
Precursor 

1ª transição 2ª transição 
Modo de 
ionização Íon 

produto 
CE* 

Íon 
produto 

CE* 

Oxadixil 6,2 279,10 219,20 5 132,30 32 Positivo 

Oxamil 1,7 237,00 90,00 5 72,00 10 Positivo 

Paclobutrazol 8,9 294,10 125,20 36 70,10 16 Positivo 

Paraoxom metílico 6,3 247,80 201,90 15 108,70 30 Positivo 

Pencicuron 11,7 329,10 125,10 24 89,10 60 Positivo 

Penconazol 10,2 284,00 159,00 20 70,00 15 Positivo 

Pendimetalina 13,0 282,10 212,10 4 194,10 16 Positivo 

Pimetrozina 0,9 218,11 105,00 20 51,00 60 Positivo 

Piraclostrobina 11,4 388,11 193,80 8 163,10 20 Positivo 

Piretrina 13,6 329,21 161,00 5 143,00 20 Positivo 

Piridabem 13,8 365,20 309,20 10 147,30 20 Positivo 

Piridato 14,6 379,10 351,10 5 206,80 10 Positivo 

Pirimetanil 6,3 200,00 183,00 20 107,00 20 Positivo 

Pirimicarbe 2,5 239,20 182,10 15 72,20 20 Positivo 

Pirimicarbe desmetílico 1,4 225,10 168,10 8 72,10 20 Positivo 

Pirimifós metílico 11,2 306,20 164,20 20 108,20 20 Positivo 

Piriproxifem 12,6 322,00 185,00 20 96,00 10 Positivo 

Procloráz 8,8 376,00 308,00 10 266,00 15 Positivo 

Profenofós 12,0 374,90 347,00 5 304,90 15 Positivo 

Propamocarbe 1,1 189,20 144,10 10 102,10 15 Positivo 

Propaquizafope 12,2 444,10 371,00 15 99,90 20 Positivo 

Propargito 13,5 368,10 231,20 0 175,20 8 Positivo 

Propiconazol 10,4 342,10 159,00 32 69,10 16 Positivo 

Propizamida 9,8 256,00 190,00 10 173,00 20 Positivo 

Propoxur 7,0 210,11 168,10 5 111,10 10 Positivo 

Proquinazida 13,2 373,00 331,00 20 289,10 20 Positivo 

Protioconazol 10,4 341,90 306,10 15 99,80 20 Negativo 

Protiofós 14,2 345,00 241,00 20 161,00 40 Positivo 

Quinoclamina 6,1 208,00 105,10 25 77,00 40 Positivo 

Quinoxifen 11,7 308,10 271,90 25 196,90 35 Positivo 

Quizalofope etílico 12,1 373,09 271,20 24 255,10 36 Positivo 

Rotenona 10,4 395,00 213,10 20 192,10 20 Positivo 

Tebuconazol 9,9 308,00 125,00 20 70,00 20 Positivo 

Tebufempirado 12,1 334,20 145,10 20 117,00 47 Positivo 

Tebufenozida 10,9 353,20 296,90 5 133,10 15 Positivo 

Teflubenzurom 11,7 379,00 359,00 0 339,00 4 Negativo 

Terbutilazina 9,0 230,00 174,00 15 146,00 20 Positivo 

Tetraconazol 10,0 372,00 159,00 36 70,00 20 Positivo 

Tiabendazol 1,3 202,00 175,00 30 131,00 40 Positivo 

Tiacloprido 5,5 253,00 186,00 10 126,00 20 Positivo 

Tiametoxam 2,4 292,00 211,00 10 181,00 20 Positivo 

Tiobencarbe 11,5 258,00 124,70 15 99,90 10 Positivo 

Tiodicarbe 6,9 355,06 108,10 8 88,10 8 Positivo 

Tolclofós metílico 11,7 300,90 269,00 10 125,00 15 Positivo 

Triadimenol 9,0 296,00 227,00 5 70,00 10 Positivo 

Triazofós 10,4 314,10 286,20 10 162,20 20 Positivo 

Triclorfom 3,0 256,90 221,00 4 109,00 12 Positivo 

Trifloxistrobina 12,2 409,20 206,20 10 186,20 20 Positivo 

Triflumuron 11,1 359,00 156,00 8 139,00 32 Positivo 

Triticonazol 9,0 318,10 125,20 41 70,20 33 Positivo 

Zoxamida 11,3 336,00 187,00 16 159,00 44 Positivo 

*CE: Energia de colisão (V) 
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3.7 PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO 

 

O procedimento de extração empregado como base nesse estudo foi o 

método QuEChERS, versão citrato (OHAKAWA; MIYAGAWA; LEE, 2007) 

empregado nas análises de rotina do EURL-FV. Nesse procedimento, 10 g de óleo 

foram pesados em tubo de polipropileno e 10 mL de acetonitrila foram adicionados, 

seguido da adição de 10 μL de solução 10 mg L-1 contento os controladores do 

procedimento. A mistura foi levada para agitação em agitador vertical durante 4 

minutos. Após, uma mistura de sais previamente pesados contendo 4 g de sulfato de 

magnésio, 1 g de cloreto de sódio, 1 g de citrato trissódico dihidratado e 0,5 g de 

hidrogenocitrato dissódico sesquihidratado foram adicionados com o objetivo de 

induzir a migração dos analitos para a fase da acetonitrila. A mistura foi levada 

novamente para agitação em agitador vertical durante 4 minutos. A mistura foi 

centrifugada a 3500 rpm durante 3 min. O sobrenadante (2 mL) foi coletado e 

adicionado em tubo já contendo 300 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de amina 

primária e secundária (PSA, do inglês Primary-Secondary Amine), para a etapa de 

purificação do extrato. A mistura foi homogeneizada em vortex, centrifugada e o 

extrato separado e armazenado em frasco de vidro âmbar onde se adicionou 10 μL 

de ácido fórmico 5% em acetonitrila para cada mililitro de extrato, caso a análise não 

fosse realizada imediatamente. Esse procedimento evita a degradação dos 

agrotóxicos durante armazenamento. Anterior à análise cromatográfica, 100 μL do 

extrato foi diluído em vial com 400 μL de água grau HPLC além de adição de 10 μL 

de solução 2,5 mg L-1 contento os controladores do instrumento. 

 

3.8 PROCEDIMENTO DE PURIFICAÇÃO 

 

3.8.1 Procedimento de precipitação em baixas temperaturas (freezing out) 

 

O procedimento de freezing out foi avaliado a fim de se obter um extrato o 

mais livre possível de substâncias lipídicas oriundas da matriz. Para isso, o 

procedimento de extração foi conduzido com amostras “branco” de azeite de oliva 

como descrito em 3.7 e, após adição dos sais para partição, agitação e 

centrifugação, 5 mL da camada orgânica de acetonitrila foi transferida para tubo 

cônico com capacidade de 15 mL com tampa rosqueável. Os frascos fechados 
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foram levados para um recipiente contendo gelo seco. A mistura permaneceu 

nessas condições durante aproximadamente 7 minutos. Após esse tempo, o tubo foi 

removido do gelo seco, 2 mL do sobrenadante foi retirado e a sequência do 

procedimento de purificação se deu como descrito em 3.7. 

A eficiência da etapa de precipitação em baixas temperaturas foi avaliada 

pela injeção dos extratos em sistema de cromatografia líquida de ultra alta eficiência 

acoplada a espectrômetro de massas híbrido do tipo quadrupolo-tempo de voo 

(UHPLC-QTOF-MS). 

 

3.8.2 Procedimento de purificação do extrato (clean-up) 

 

 Para avaliação da etapa de purificação do extrato, as amostras de azeite de 

oliva foram submetidas ao procedimento de extração conforme descrito em 3.7. O 

procedimento de purificação foi avaliado empregando três diferentes adsorventes 

sendo que um deles foi empregado de duas maneiras.  

O primeiro procedimento avaliado foi a purificação descrita em 3.7, onde 300 

mg de sulfato de magnésio e 50 mg de PSA são empregados para purificação de 2 

mL de extrato. O adsorvente Z-sep, formado pela deposição de dióxido de zircônio 

sobre um suporte de sílica, foi empregado de duas maneiras distintas: na forma 

dispersiva, onde 300 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de Z-sep foram 

empregados para purificar 2 mL de extrato (procedimento descrito em 3.7 porém 

substituindo os adsorventes empregados); e na forma de cartucho, onde 40 mg de 

Z-sep foram transferidos para cartuchos de SPE, condicionados previamente com 1 

mL de água e 1 mL de acetonitrila, através do qual 1 mL do extrato em acetonitrila 

foi percolado, coletado e injetado, após diluição na proporção 1:5 (v/v) com água 

grau HPLC. Para o quarto tipo de purificação o sólido empregado foi o Agilent EMR-

Lipid, um sólido especialmente desenvolvido para matrizes com alto teor de gordura 

empregado na forma de d-SPE. Para esse procedimento, o extrato em acetonitrila (5 

mL) foi transferido para tubo EMR-Lipid d-SPE já contendo 1 g do sólido para 

purificação onde previamente foram adicionados 5 mL de água para ativação do 

adsorvente. A mistura foi agitada e centrifugada e 5 mL do extrato foi transferido 

para um segundo tubo (EMR-Lipid Polish) contendo 2 g de uma mistura de cloreto 

de sódio e sulfato de magnésio (1:4, m/m). É importante salientar que esses tubos já 

vêm de fábrica com a quantidade necessária dos adsorventes.  
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A avaliação da eficiência dos diferentes procedimentos de purificação em 

termos de número de coextrativos se deu pela injeção dos extratos “branco” de 

azeite de oliva extraídos e purificados, conforme descrito acima, em sistema 

UHPLC-QTOF-MS. 

Já a avaliação em termos de percentual de recuperação e RSD% se deu pela 

análise de amostras “branco” de azeite de oliva fortificadas com a mistura de 

agrotóxicos na concentração de 50 μg kg-1. Para a etapa de fortificação, um volume 

calculado da solução mistura na concentração de 10 mg L-1 preparada em 

acetonitrila contento os agrotóxicos em estudo foi adicionado à 250 g de azeite de 

oliva. A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos permitindo, assim, a total 

solubilização da fase em acetonitrila no azeite de oliva. As amostras foram, então, 

pesadas (n=5) em tubos individuais para cada procedimento de purificação, 

submetidas à extração conforme descrito em 3.7 e injetadas em sistema de 

cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada a espectrômetro de massas do 

tipo triplo quadrupolo (UHPLC-TQ-MS/MS). 

 

3.9 VALIDAÇÃO 

 

 Após a definição das condições experimentais para o procedimento de 

extração e purificação proposto, o método foi validado em termos de linearidade, 

faixa dinâmica linear, sensibilidade, seletividade, precisão e exatidão de acordo com 

o guia de controle de qualidade analítica e procedimentos de validação de métodos 

para análise de resíduos de agrotóxicos em alimentos (SANTE, 2015). O método foi 

validado para três matrizes de óleos comestíveis (oliva, soja e girassol) empregando 

UHPLC-TQ-MS/MS. 

 Neste estudo, durante a avaliação da linearidade e sensibilidade das curvas 

analíticas, uma técnica de quantificação conhecida como Procedural Standard 

Calibration (PSC) foi empregada com intuito de corrigir a perda de alguns 

agrotóxicos durante o procedimento de extração. Essa técnica se baseia na 

construção da curva analítica através da fortificação de porções da matriz “branco” 

com diferentes volumes da mistura dos agrotóxicos. As amostras são extraídas, 

injetadas e o sinal, em termos de área, é empregado para construção do gráfico da 

curva analítica. Diferentemente da técnica de adição de padrão, que se baseia na 

adição da solução contendo os analitos diretamente sobre a amostra que se quer 
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quantificar, a PSC é realizada em matriz “branco” e é empregada para matrizes 

consideradas complexas como, por exemplo, produtos de origem animal e produtos 

com alto teor de gordura. (SANTE, 2015) 

 

3.9.1 Exatidão e precisão (estudo de fortificação e recuperação) 

  

Para o estudo de exatidão e precisão do método desenvolvido foi empregada 

a técnica de fortificação e recuperação. Para isso, amostras “branco” de azeite de 

oliva e óleos de soja e girassol foram fortificadas com a solução mistura de 

agrotóxicos nas concentrações de 10, 20 e 50 µg kg-1. Para cada concentração 

foram realizadas cinco replicatas. 

O critério de aceitação para os ensaios de fortificação é que os valores de 

recuperação estejam compreendidos na faixa de 70 a 120% com valores de RSD 

(precisão) menores ou iguais a 20% (SANTE, 2015). 

 

3.9.2 Limite de quantificação do método 

 

 O limite de quantificação do método (LOQm) foi definido após avaliação dos 

resultados obtidos no estudo de fortificação e recuperação. Portanto, o LOQm ficou 

estabelecido como sendo a menor concentração fortificada na matriz, durante o 

estudo de recuperação, que apresentou resultados entre 70 e 120% com RSD% 

menor ou igual a 20. Como para alguns agrotóxicos nesse estudo o percentual de 

recuperação foi menor do que 70%, porém com RSD ≤ 20%, a técnica de calibração 

Procedural Standard Calibration foi utilizada e, portanto, o LOQm foi estabelecido 

levando em consideração apenas a precisão das determinações durante o estudo de 

recuperação. 

 

3.9.3 Linearidade e faixa dinâmica linear 

 

 A linearidade e faixa dinâmica linear foram avaliadas através de curvas 

analíticas preparadas pela técnica PSC, aplicada às três matrizes estudadas nesse 

trabalho. Para isso, porções das amostras “branco” dos diferentes tipos de óleos 

foram fortificadas com a mistura dos agrotóxicos nas concentrações de 10, 20, 50, 

100 e 500 µg kg-1 e submetidas ao procedimento de extração e purificação definido 
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após os estudos prévios. Cada extrato foi injetado em sistema UHPLC-TQ-MS/MS 

cinco vezes e o valor do coeficiente de determinação (r²) foi calculado para cada 

agrotóxico em cada um dos tipos de óleo comestível.  

Além do coeficiente de determinação, a linearidade foi avaliada através dos 

valores de resíduo, que demonstram o percentual de variação de cada ponto de uma 

curva analítica com relação ao modelo matemático empregado (y=ax + b). Segundo 

o SANTE, valores de resíduos abaixo de 20% são ideais para considerar um método 

como sendo linear (SANTE, 2015). 

 

3.9.4 Avaliação da sensibilidade das curvas analíticas nos diferentes óleos 

(“efeito matriz”) 

 

 Na análise multirresíduo de agrotóxicos, especialmente em matrizes 

complexas como os óleos comestíveis, o efeito de supressão ou aumento de sinal é 

um parâmetro importante. O efeito matriz é comumente avaliado comparando-se 

curvas analíticas preparadas em solvente orgânico e extrato da matriz, usualmente 

pela técnica de superposição da matriz, o que fornece importantes informações em 

termos de supressão ou aumento de sinal quando os agrotóxicos estão em presença 

da matriz.   

 Neste trabalho, devido aos baixos percentuais de recuperação para um 

determinado número de agrotóxicos, a técnica de PSC foi empregada, a qual 

compensa possíveis perdas dos analitos durante a extração, mas que também 

corrige os sinais para analitos com efeito matriz considerável. Nesse sentido, a 

avaliação do efeito matriz da maneira usual nesse trabalho torna-se dispensável, 

uma vez que o sinal dos analitos empregando PSC não é afetado apenas pelo efeito 

dos componentes da matriz, mas também por possíveis perdas durante a extração, 

superestimando, assim, esse efeito. 

Nesse sentido, buscou-se avaliar, então, a sensibilidade das curvas analíticas 

nos diferentes tipos de óleos, através da comparação da inclinação entre as curvas 

analíticas preparadas como descritas em 3.9.3 nos três óleos com uma curva 

analítica preparada empregando uma segunda matriz “branco” de azeite de oliva, 

utilizada como referência, de acordo com a equação 4: 
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                   EM (%)= (
Inclinação da curva do óleo em estudo

Inclinação da curva do azeite de oliva referência
− 1)  ×100                     (4) 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 PROCEDIMENTO DE PURIFICAÇÃO POR PRECIPITAÇÃO EM BAIXAS 

TEMPERATURAS (FREEZING OUT) 

 

 A avaliação da influência do procedimento de precipitação em baixas 

temperaturas foi realizada executando-se as etapas descritas em 3.8.1. Para a 

definição do tempo máximo de permanência do tubo contendo o extrato em contato 

com o gelo seco, um teste prévio foi realizado monitorando o tempo que a gordura 

levou para precipitar sem que o solvente congelasse evitando-se, assim, possíveis 

perdas dos agrotóxicos nessa etapa. É importante salientar que o gelo seco 

empregado nessa etapa foi triturado a fim de que a área de contato entre o gelo e o 

tubo fosse homogênea o que evita diferença nos resultados. 

 A Figura 2 demonstra o cromatograma obtido pela análise de amostra 

“branco” de azeite de oliva submetida ao procedimento de extração empregando a 

técnica de freezing out e uma amostra que passou pelo procedimento de extração 

sem o emprego da técnica de precipitação em baixas temperaturas. O 

cromatograma foi obtido pela injeção dos extratos em sistema UHPLC-QTOF-MS no 

modo full scan. Como pode ser observado no cromatograma, as diferenças entre os 

sinais da amostra que passou pelo procedimento de freezing out quando comparado 

com a amostra sem o emprego de freezing out são sutis. As maiores diferenças 

ocorrem a partir de 15 minutos onde se pode observar que as substâncias, na 

condição onde o procedimento de freezing out foi empregado, apresentam um sinal 

inferior quando comparado à outra amostra. Esse fato pode ser explicado pelo fato 

de que, como a gordura tem a tendência em ficar retida, já que a coluna de C18 

empregada tem caráter apolar, a identificação nas mudanças desses sinais pode ser 

observada mais ao final da corrida cromatográfica. 

A Figura 3 exibe o número de substâncias da matriz “branco” presentes no 

extrato após o procedimento de freezing out. Como pode ser observado nessa 

figura, o número de substâncias presentes no extrato quando submetido ao freezing 

out é reduzido em cerca de 10% quando comparado ao procedimento onde o 

freezing out não foi empregado. Esses dados levam a concluir que o procedimento 

de precipitação em baixas temperaturas auxilia na remoção de substâncias 
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extraídas no decorrer do procedimento de extração, apesar de ser uma redução de 

apenas 10%.  
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Figura 2 – Cromatograma obtido pela análise de amostras “branco” de azeite de oliva por UHPLC-QTOF-MS submetidas ao 

procedimento de extração pelo método QuEChERS avaliando a influência da etapa de freezing out. 
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Figura 3 – Substâncias extraídas da matriz “branco” de azeite de oliva quando 

submetidas ao procedimento de extração empregando freezing out (A) e sem o uso 

de freezing out (B). Cada ponto do gráfico corresponde a um componente da matriz. 
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4.2 PROCEDIMENTO DE PURIFICAÇÃO DO EXTRATO POR D-SPE E SPE EM 

CARTUCHO 

 

A avaliação da influência dos diferentes adsorventes empregados na etapa de 

purificação do extrato foi realizada através da extração das amostras “branco” pelo 

método QuEChERS citrato e executando-se as etapas descritas em 3.8.2 além do 

emprego da etapa de precipitação em baixas temperaturas como já discutido em 

4.1.  

A Figura 4 demonstra os cromatogramas sobrepostos obtidos pela análise de 

amostras “branco” de azeite de oliva submetidas ao procedimento de extração 

empregado a técnica de freezing out e os procedimentos purificação citados. O 

cromatograma foi obtido pela injeção dos extratos em sistema UHPLC-QTOF-MS no 

modo full scan. Como pode ser observado nesse cromatograma até cerca de 9 

minutos, a técnica de purificação empregando PSA foi a que proporcionou menor 

sinal das substâncias da matriz quando comparada às outras técnicas empregadas. 

Já entre 9 minutos e o final da corrida cromatográfica em 17 minutos, o sinal menos 

intenso foi promovido pela técnica de purificação empregando Z-sep na configuração 

de SPE em cartucho. O sinal mais intenso em toda a corrida cromatográfica é 

aquele obtido através da técnica de purificação onde se empregou o adsorvente 

EMR-Lipid. 

A Figura 5 exibe as substâncias presentes no extrato “branco” após 

procedimento de extração, freezing-out e purificação empregando cada um dos 

adsorventes estudados. Nesta figura é possível observar que, dentre todos os 

procedimentos estudados, Z-sep SPE em cartucho demonstrou ser o mais eficiente 

em termos de remoção de componentes da matriz do extrato (1303 compostos) 

seguido de PSA (1701 compostos) e Z-sep d-SPE (2312 compostos). Nesta 

avaliação, o adsorvente EMR-Lipid demonstrou ser o que menos remove 

componentes da matriz após a extração seguida de freezing out. Como esse tipo de 

análise só permite chegar a conclusões qualitativas, os procedimentos de 

purificação foram avaliados após fortificação de extrato “branco” de azeite de oliva 

com a mistura dos analitos estudados na concentração de 50 μg kg-1, extração pelo 

método QuEChERS e freezing out sendo quantificados pela técnica de UHPLC-TQ-

MS/MS.
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Figura 4 – Cromatograma obtido pela análise de amostras “branco” de azeite de oliva por UHPLC-QTOF-MS submetidas ao 

procedimento de extração pelo método QuEChERS seguido de freezing out e purificação por SPE empregando quatro 

procedimentos. 

 

  

 

  

EMR-Lipid 

Z-sep d-SPE 

Z-sep SPE em cartucho 

PSA 

Tempo (min) 

C
o
u
n

ts
 (

1
0

8
) 



70 
 

Figura 5 – Substâncias extraídas da matriz “branco” de azeite de oliva quando submetidas ao procedimento de extração pelo 

método QuEChERS e freezing out empregando purificação com (A) EMR-Lipid, (B) Z-sep d-SPE, (C) Z-sep SPE em cartucho e (D) 

PSA. Cada ponto do gráfico corresponde a um componente da matriz. 
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A Figura 6 relaciona os procedimentos de purificação empregados, a faixa de 

percentual de recuperação dos agrotóxicos e a porcentagem de agrotóxicos 

agrupados em cada um dos intervalos. Como pode ser observado na figura, a 

técnica de SPE em cartucho empregando o adsorvente Z-sep se mostrou como 

sendo a pior técnica de purificação para esse tipo de amostra com cerca de 35% dos 

agrotóxicos não detectados nessas condições. Comparando com os dados obtidos 

com os das Figuras 4 e 5 pode-se concluir que esse adsorvente além de remover os 

interferentes da matriz remove, ainda, os analitos, não fazendo distinção de uma ou 

outra classe de substâncias. Além disso, esta técnica demonstrou o pior resultado 

em termos de precisão, apresentando desvio padrão relativo médio de 19%. 

As técnicas empregando PSA e Z-sep d-SPE apresentaram resultados 

similares, sendo que em ambas 4% dos agrotóxicos não foram detectados após o 

procedimento de purificação. Em termos de precisão, PSA apresentou RSD médio 

de 15% e Z-sep d-SPE de 12%. 

A técnica empregando EMR-Lipid apresentou os melhores resultados em 

termos de RSD (7%) além de promover o maior número de agrotóxicos com 

percentuais de recuperação dentro da faixa aceitável de 70 a 120%. Ademais, nesta 

técnica nenhum dos agrotóxicos foi totalmente perdido durante o processo, sendo 

então a técnica mais promissora a ser empregada na determinação de resíduos de 

agrotóxicos em matrizes com alto teor de gordura. 

 

Figura 6 – Percentuais de recuperação e RSD (%) (n=5) para os agrotóxicos 

fortificados na matriz “branco” de azeite de oliva empregando diferentes técnicas de 

purificação e análise por UHPLC-TQ-MS/MS.   
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A Figura 7 demonstra o procedimento final de extração empregado nesse 

estudo. Esse procedimento foi empregado durante a validação do método e na 

aplicação do mesmo para determinação de agrotóxicos em amostras provenientes 

de supermercados e produtores. 

Figura 7 – Procedimento de extração empregado para determinação de agrotóxicos 

em óleos comestíveis empregando UHPLC-TQ-MS/MS. 
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É importante salientar que, para extração empregando EMR-Lipid, o 

procedimento de extração foi executado pesando-se 15 g de azeite de oliva e os 

volumes de solvente de extração e da solução contendo os controladores foi 

aumentado proporcionalmente, bem como a massa dos sais empregados na etapa 

de separação das fases. Isso foi realizado para que se obtivesse o volume de 

extrato necessário para realização do procedimento de purificação por esta técnica. 

 

4.3 VALIDAÇÃO 

 

4.3.1 Exatidão e precisão 

 

As Tabelas 2, 3 e 4 exibem os resultados do estudo de fortificação e 

recuperação para os três tipos de óleos estudados (oliva, soja e girassol) fortificados 

nas concentrações de 10, 20 e 50 μg kg-1. A quantificação empregada nesses 

resultados foi do tipo superposição da matriz (do inglês, matrix-matched calibration), 

onde o extrato “branco” de cada matriz foi empregado na preparação das curvas 

analíticas. 

Como pode ser observado na Tabela 2, os resultados obtidos para azeite de 

oliva mostram que do total de agrotóxicos estudados (165), 84, 93 e 88 

apresentaram percentuais de recuperação dentro da faixa de 70 a 120% quando 

fortificados nas concentrações de 10, 20 e 50 μg kg-1, respectivamente, com desvio 

padrão relativo menor do que 20%. Já para os agrotóxicos determinados em óleo de 

soja (Tabela 3) o número de agrotóxicos que apresentaram percentuais de 

recuperação e RSD% dentro da faixa aceitável foi de 75, 81 e 83 quando fortificados 

a 10, 20 e 50 μg kg-1, respectivamente. Na avaliação dos resultados descritos na 

Tabela 4, para óleo de girassol, é possível observar que o número de agrotóxicos 

com percentual de recuperação e RSD dentro da faixa diminuem para 65, 66 e 66 

nas concentrações de 10, 20 e 50 μg kg-1, respectivamente. 

Nas Tabelas 2, 3 e 4 é possível observar que para grande maioria dos 

agrotóxicos que tiveram percentuais de recuperação menores do que 70%, o desvio 

padrão relativo foi predominantemente abaixo de 20% (em sua maioria menor do 

que 10%). Por esse motivo, nas etapas seguintes da validação do método (estudo 

de linearidade e efeito matriz), outra abordagem para a quantificação foi adotada: 
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Procedural Standard Calibration, uma técnica alternativa de calibração que 

compensa as perdas durante o procedimento de extração. (SANTE, 2015)  

 

Tabela 2 – Limite de quantificação, percentual de recuperação e desvio padrão 

relativo (n=5) dos agrotóxicos fortificados a 10, 20 e 50 μg kg-1 em amostras “branco” 

de azeite de oliva. 

                                                                                             (continua) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

2,4-D 19 11 18 18 14 15 10 

Acefato  48 47 46 7 69 6 20 

Acetamiprido 116 2 94 8 91 2 10 

Aldicarbe 97 2 102 4 102 6 10 

Aldicarbe sulfona 144 7 100 13 90 5 10 

Aldicarbe sulfóxido 91 6 73 9 74 8 10 

Azinfós metílico  95 12 87 12 79 5 10 

Azoxistrobina  100 8 103 8 110 3 10 

Bifenazato  40 23 53 9 63 11 20 

Bitertanol  59 11 61 7 61 8 10 

Boscalida  89 4 74 5 85 3 10 

Bromuconazol  60 10 60 7 57 7 10 

Bupirimato 76 8 73 6 73 5 10 

Buprofezina  51 6 50 9 48 4 10 

Carbaril 97 11 88 6 80 4 10 

Carbendazim  37 11 38 6 41 6 10 

Ciazofamida  108 10 94 5 119 3 10 

Cimoxanil  101 3 104 6 101 3 10 

Ciproconazol 56 4 53 7 58 6 10 

Ciprodinil  34 7 37 5 37 4 10 

Ciromazina  n.d. 
 

n.d. 
 

n.d. 
 

n.a.c 

Clofentezina  61 10 54 5 57 4 10 

Clomazona  82 5 83 7 71 4 10 

Clorantraniliprol  95 8 85 6 84 3 10 

Clorfenvinfós  92 6 82 10 83 7 10 

Clorpirifós 57 13 48 6 51 2 10 

Clorpirifós metílico  76 13 58 11 57 4 10 

Coumafós  87 8 87 8 80 7 10 

Cresoxim metílico  100 4 92 9 85 5 10 

Demeton-S-metil sulfona 105 6 100 6 113 3 10 

Demeton-S-metil sulfóxido  17 19 16 14 24 15 10 

Diazinona  68 7 65 7 67 5 10 

Diclorvós  84 7 104 6 93 5 10 

Dicrotofós  70 10 75 5 80 7 10 

Dietofencarbe  92 8 89 5 87 4 10 

Difenoconazol  70 7 69 5 66 5 10 

Diflubenzuron  96 11 72 15 82 6 10 

Dimetoato  115 5 105 8 95 3 10 

Dimetomorfe 107 6 88 7 86 6 10 

Diniconazol  43 9 49 7 49 7 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10 20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Dodine 2 17 2 74 1 54 n.a.c 

Emamectina B1a  2 16 3 46 7 31 10 

EPN 56 20 70 11 62 14 10 

Epoxiconazol  89 5 85 8 78 8 10 

Espinosina A  23 12 26 29 44 17 10 

Espinosina D  24 16 26 28 45 17 10 

Espirodiclofeno  59 5 60 6 56 6 10 

Espiromesifeno  75 25 77 10 69 5 20 

Espirotetramato  98 7 86 8 90 6 10 

Espiroxamina  50 9 46 16 68 10 10 

Etiona 67 21 73 4 69 4 10 

Etirimol  7 11 10 38 17 24 n.a.c 

Etoprofós  74 3 72 9 68 4 10 

Fembuconazol  90 8 78 12 85 8 10 

Fempirazamina  102 7 96 6 92 4 10 

Fempropimorfe  51 13 50 19 72 8 10 

Fenamidona  86 6 88 5 91 4 10 

Fenamifós  87 8 87 6 85 6 10 

Fenamifós sulfona  93 3 89 7 95 5 10 

Fenamifós sulfóxido  15 13 13 12 18 17 10 

Fenarimol  58 9 51 6 51 6 10 

Fenazaquim  20 23 22 7 22 3 20 

Fenexamida  65 5 63 12 56 7 10 

Fenoxicarbe  88 6 76 8 79 3 10 

Fenpiroximato  48 27 50 6 49 4 20 

Fentiona  65 15 75 11 70 10 10 

Fentiona sulfóxido  117 4 101 5 93 4 10 

Fentoato  93 10 80 9 79 7 10 

Fipronil  102 5 103 8 100 2 10 

Fluazifope  80 10 72 10 77 3 10 

Flubendiamida  102 4 100 3 101 5 10 

Fludioxonil  90 3 104 8 90 8 10 

Flufenaceto 97 8 91 5 92 2 10 

Flufenoxurom 83 8 84 9 79 7 10 

Fluopiram  107 6 100 9 93 5 10 

Fluquinconazol  85 13 74 9 76 9 10 

Flusilazol  84 8 71 7 76 4 10 

Flutriafol  63 7 66 4 72 7 10 

Formetanato  18 10 19 23 40 13 10 

Fosalona  74 16 70 3 80 11 10 

Fosmete  123 2 106 3 91 5 10 

Fostiazato  101 6 94 9 93 5 10 

Foxim  89 11 83 11 88 6 10 

Haloxifope  83 8 76 9 87 11 10 

Hexaconazol  36 16 41 5 45 9 10 

Hexitiazoxi  35 18 38 7 36 3 10 

Imazalil  23 12 27 25 46 15 10 

Imidacloprido 116 5 94 7 96 3 10 

Indoxacarbe  100 6 100 8 97 9 10 

Ioxonil  68 4 63 6 60 4 10 

Iprovalicarbe  92 8 85 7 88 7 10 

Isofenfós metílico 93 7 86 5 79 3 10 

Isoprocarbe 101 4 86 3 75 2 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ 
(µg kg

-1
) 

10 20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Isoxaflutol  118 4 117 8 104 6 10 

Linurom 78 5 82 8 68 7 10 

Lufenurom  72 26 86 9 84 3 20 

Malationa 108 5 94 7 101 4 10 

Mandipropamida  125 10 115 6 104 3 10 

MCPA  25 14 0 30 21 18 10 

Mepanipirim  65 15 62 7 58 3 10 

Meptildinocape  16 42 18 15 38 9 20 

Metalaxil  91 8 86 8 95 5 10 

Metamidofós 57 8 56 9 48 4 10 

Metconazol  52 9 49 5 51 6 10 

Metidationa  100 6 93 5 72 7 10 

Metiocarbe  82 4 79 7 72 7 10 

Metiocarbe sulfóxido  94 4 88 7 90 4 10 

Metobromurom  83 1 78 5 71 2 10 

Metomil  106 5 98 7 100 3 10 

Metoxifenozida  109 6 92 12 95 5 10 

Miclobutanil  85 7 82 7 82 3 10 

Monocrotofós  120 6 96 6 77 5 10 

Nitempiram  29 5 24 13 34 7 10 

Ometoato 64 14 55 7 63 5 10 

Oxadixil  106 3 100 5 108 2 10 

Oxamil  134 6 102 10 89 5 10 

Paclobutrazol  75 6 71 6 73 6 10 

Paraoxom metílico  112 10 104 9 100 6 10 

Pencicuron  65 11 61 5 59 4 10 

Penconazol  59 7 56 10 62 5 10 

Pendimetalina  42 18 46 7 47 5 10 

Pimetrozina  n.d. 
 

n.d. 
 

3 17 50 

Piraclostrobina  87 7 80 9 75 5 10 

Piretrina  56 27 64 7 56 4 20 

Piridabem 33 34 36 6 38 5 20 

Piridato  31 43 29 25 20 16 50 

Pirimetanil  53 4 41 8 47 6 10 

Pirimicarbe 80 5 76 6 81 3 10 

Pirimicarbe desmetílico  50 10 48 5 57 5 10 

Pirimifós metílico  67 6 64 7 63 4 10 

Piriproxifem  41 18 44 7 43 3 10 

Procloráz  53 7 54 6 57 4 10 

Profenofós  58 9 54 4 49 6 10 

Propamocarbe 2 20 3 52 6 26 n.a.c 

Propaquizafope  69 20 71 7 73 3 10 

Propargito  64 36 79 7 66 11 20 

Propiconazol  66 15 66 6 65 4 10 

Propizamida  82 5 82 8 72 4 10 

Propoxur  110 3 94 9 92 3 10 

Proquinazida  17 20 18 6 17 5 10 

Protioconazol  2 65 4 48 4 23 n.a.c 

Protiofós  31 34 38 35 30 11 50 

Quinoclamina  147 16 90 22 68 7 10 

Quinoxifen  23 16 24 6 22 5 10 

Quizalofope etílico 65 11 64 7 63 3 10 

Rotenona  84 5 90 9 77 5 10 
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(conclusão) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ 
(µg kg

-1
) 

10 20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Tebuconazol  51 10 57 6 56 7 10 

Tebufempirado  46 13 50 4 44 4 10 

Tebufenozida  103 5 93 6 92 4 10 

Teflubenzurom  60 11 65 7 68 4 10 

Terbutilazina  60 4 62 4 58 4 10 

Tetraconazol  93 5 92 5 94 5 10 

Tiabendazol  32 7 33 9 44 9 10 

Tiacloprido  109 2 98 3 101 2 10 

Tiametoxam  112 7 94 8 96 4 10 

Tiobencarbe  49 6 51 9 44 5 10 

Tiodicarbe  111 5 103 5 104 4 10 

Tolclofós metílico  63 7 58 17 56 11 10 

Triadimenol  67 6 69 7 69 7 10 

Triazofós  105 5 87 5 88 7 10 

Triclorfom  102 4 94 5 93 5 10 

Trifloxistrobina  100 8 95 4 93 5 10 

Triflumuron 77 7 77 8 75 5 10 

Triticonazol  48 5 48 7 56 10 10 

Zoxamida 84 6 78 3 70 3 10 

n.a.c.: não atendeu os critérios para quantificação. 
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Tabela 3 – Limite de quantificação, percentual de recuperação e desvio padrão 

relativo (n=5) dos agrotóxicos fortificados a 10, 20 e 50 μg kg-1 em amostras “branco” 

de óleo de soja. 

                                                                                                                                                                (continua) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

2,4-D 13 12 29 11 12 11 10 

Acefato  56 19 38 9 50 7 10 

Acetamiprido 120 3 112 2 106 5 10 

Aldicarbe 120 4 96 9 106 7 10 

Aldicarbe sulfona 123 4 104 8 106 12 10 

Aldicarbe sulfóxido 77 12 57 10 67 9 10 

Azinfós metílico  90 17 88 15 80 17 10 

Azoxistrobina  128 8 101 10 107 8 10 

Bifenazato  33 6 78 5 83 9 10 

Bitertanol  62 4 44 2 58 7 10 

Boscalida  79 11 64 13 73 15 10 

Bromuconazol  56 10 46 20 51 18 10 

Bupirimato 64 8 56 9 70 8 10 

Buprofezina  56 6 49 5 50 3 10 

Carbaril 110 3 96 10 92 2 10 

Carbendazim  34 4 24 9 35 4 10 

Ciazofamida  97 14 92 9 90 9 10 

Cimoxanil  138 13 114 10 119 7 10 

Ciproconazol 50 8 45 7 46 4 10 

Ciprodinil  35 4 33 9 35 6 10 

Ciromazina  n.d.  n.d.  n.d.  n.a.c 

Clofentezina  53 8 53 6 51 6 10 

Clomazona  86 12 77 18 79 14 10 

Clorantraniliprol  91 9 84 5 82 7 10 

Clorfenvinfós  89 16 70 2 79 8 10 

Clorpirifós 39 1 44 2 36 9 10 

Clorpirifós metílico  83 3 58 7 59 11 10 

Coumafós  85 18 73 12 83 13 10 

Cresoxim metílico  101 5 91 9 92 7 10 

Demeton-S-metil sulfona 125 5 108 3 107 7 10 

Demeton-S-metil sulfóxido  13 8 8 10 13 9 10 

Diazinona  57 5 49 5 54 10 10 

Diclorvós  101 5 84 11 89 12 10 

Dicrotofós  85 9 61 5 75 8 10 

Dietofencarbe  99 7 86 12 81 6 10 

Difenoconazol  59 6 50 6 60 4 10 

Diflubenzuron  69 4 69 5 64 7 10 

Dimetoato  133 15 104 18 115 13 10 

Dimetomorfe 92 7 78 9 87 9 10 

Diniconazol  51 3 39 9 44 4 10 

Dodine n.d.  n.d.  n.d.  n.a.c 

Emamectina B1a  6 19 3 30 4 43 10 

EPN 51 11 59 2 61 8 10 

Epoxiconazol  105 6 79 13 80 11 10 

Espinosina A  60 4 53 9 64 16 10 

Espinosina D  54 3 52 5 59 7 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ 
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Espirodiclofeno  26 6 46 13 37 8 10 

Espiromesifeno  44 9 71 17 53 10 10 

Espirotetramato  110 12 82 15 94 11 10 

Espiroxamina  73 17 72 10 83 8 10 

Etiona 49 5 62 6 47 4 10 

Etirimol  11 7 8 10 10 8 10 

Etoprofós  74 9 74 15 68 16 10 

Fembuconazol  91 8 81 11 87 7 10 

Fempirazamina  104 7 78 13 95 11 10 

Fempropimorfe  82 3 90 5 81 9 10 

Fenamidona  86 5 76 20 79 1 10 

Fenamifós  86 3 86 5 83 8 10 

Fenamifós sulfona  112 6 89 7 95 3 10 

Fenamifós sulfóxido  10 5 8 9 10 4 10 

Fenarimol  55 14 43 5 50 12 10 

Fenazaquim  9 19 14 21 11 17 10 

Fenexamida  68 3 60 9 58 7 10 

Fenoxicarbe  90 2 79 8 70 6 10 

Fenpiroximato  22 4 41 6 32 9 10 

Fentiona  79 6 60 10 79 10 10 

Fentiona sulfóxido  125 12 94 16 102 14 10 

Fentoato  102 9 93 10 81 12 10 

Fipronil  135 16 95 18 110 11 10 

Fluazifope  113 9 109 5 88 8 10 

Flubendiamida  107 6 105 4 115 9 10 

Fludioxonil  97 7 90 7 92 8 10 

Flufenaceto 102 8 92 9 87 7 10 

Flufenoxurom 29 20 61 10 39 14 10 

Fluopiram  114 2 103 9 101 8 10 

Fluquinconazol  76 5 65 5 67 8 10 

Flusilazol  87 6 78 2 76 9 10 

Flutriafol  66 13 51 4 59 4 10 

Formetanato  73 19 49 10 48 14 10 

Fosalona  90 6 74 5 88 3 10 

Fosmete  95 7 90 2 115 2 10 

Fostiazato  118 4 97 7 99 6 10 

Foxim  81 8 69 6 80 4 10 

Haloxifope  119 9 89 8 85 7 10 

Hexaconazol  36 6 26 4 37 9 10 

Hexitiazoxi  23 6 30 6 25 8 10 

Imazalil  55 7 45 8 49 4 10 

Imidacloprido 119 5 110 4 104 6 10 

Indoxacarbe  93 9 91 10 105 10 10 

Ioxonil  68 10 51 11 54 15 10 

Iprovalicarbe  93 7 75 9 81 8 10 

Isofenfós metílico 98 6 82 2 84 7 10 

Isoprocarbe 106 15 94 17 91 11 10 

Isoxaflutol  116 12 91 10 111 8 10 

Linurom 115 4 68 4 68 6 10 

Lufenurom  49 12 78 4 53 7 10 

Malationa 119 9 120 6 107 9 10 

Mandipropamida  109 6 95 13 105 8 10 

MCPA  20 8 49 7 15 9 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ 
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Mepanipirim  47 3 47 2 54 6 10 

Meptildinocape  13 28 22 22 15 22 n.a.c 

Metalaxil  103 7 86 4 95 8 10 

Metamidofós 43 15 31 19 37 14 10 

Metconazol  40 13 41 10 42 14 10 

Metidationa  122 8 102 7 74 3 10 

Metiocarbe  86 8 70 6 83 7 10 

Metiocarbe sulfóxido  133 12 104 5 108 6 10 

Metobromurom  91 8 84 7 74 2 10 

Metomil  117 10 109 10 108 11 10 

Metoxifenozida  120 6 97 8 94 7 10 

Miclobutanil  88 2 92 1 88 4 10 

Monocrotofós  101 4 74 9 86 3 10 

Nitempiram  46 6 28 4 35 18 10 

Ometoato 47 5 40 9 42 7 10 

Oxadixil  125 9 114 2 107 8 10 

Oxamil  118 11 91 12 104 5 10 

Paclobutrazol  77 12 64 9 64 8 10 

Paraoxom metílico  155 9 101 5 115 6 10 

Pencicuron  56 15 56 18 59 12 10 

Penconazol  56 7 55 7 50 6 10 

Pendimetalina  30 10 37 10 34 16 10 

Pimetrozina  n.d.  n.d.  n.d.  n.a.c 

Piraclostrobina  86 5 70 4 74 6 10 

Piretrina  36 8 55 7 42 9 10 

Piridabem 13 15 29 11 17 14 10 

Piridato  6 39 14 24 5 22 n.a.c 

Pirimetanil  42 9 40 10 40 6 10 

Pirimicarbe 94 5 86 9 83 7 10 

Pirimicarbe desmetílico  38 6 27 5 39 3 10 

Pirimifós metílico  67 8 63 2 61 6 10 

Piriproxifem  28 10 34 13 32 9 10 

Procloráz  45 9 34 4 46 7 10 

Profenofós  47 10 43 5 42 3 10 

Propamocarbe 6 17 4 18 4 14 10 

Propaquizafope  60 15 56 11 60 13 10 

Propargito  40 23 66 20 52 18 10 

Propiconazol  69 11 63 7 55 4 10 

Propizamida  80 15 79 12 74 13 10 

Propoxur  122 20 111 9 109 9 10 

Proquinazida  11 10 14 8 12 8 10 

Protioconazol  52 43 15 56 31 28 n.a.c 

Protiofós  14 9 19 12 12 9 10 

Quinoclamina  95 12 77 18 82 12 10 

Quinoxifen  16 6 18 9 19 4 10 

Quizalofope etílico 52 8 55 5 57 7 10 

Rotenona  76 5 77 7 81 13 10 

Tebuconazol  45 10 34 14 47 16 10 

Tebufempirado  42 6 40 6 40 10 10 

Tebufenozida  90 9 95 9 89 15 10 

Teflubenzurom  71 4 74 3 65 3 10 

Terbutilazina  62 7 53 9 57 15 10 

Tetraconazol  97 5 90 4 92 8 10 

        



81 
 

(conclusão) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ 
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Tiabendazol  37 8 31 7 33 13 10 

Tiacloprido  129 6 108 2 114 3 10 

Tiametoxam  120 4 106 7 105 9 10 

Tiobencarbe  46 9 43 10 47 18 10 

Tiodicarbe  129 15 104 5 105 5 10 

Tolclofós metílico  44 12 77 18 53 11 10 

Triadimenol  66 8 53 7 62 8 10 

Triazofós  115 13 102 10 88 10 10 

Triclorfom  114 17 89 11 95 15 10 

Trifloxistrobina  84 5 94 2 86 9 10 

Triflumuron 76 4 64 13 77 10 10 

Triticonazol  44 12 37 9 48 14 10 

Zoxamida 82 9 69 9 72 7 10 

n.a.c.: não atendeu os critérios para quantificação.  
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Tabela 4 – Limite de quantificação, percentual de recuperação e desvio padrão 

relativo (n=5) dos agrotóxicos fortificados a 10, 20 e 50 μg kg-1 em amostras “branco” 

de óleo de girassol. 

(continua) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

2,4-D 12 12 17 11 17 16 10 

Acefato  61 35 52 12 72 6 20 

Acetamiprido 103 4 104 10 102 5 10 

Aldicarbe 105 5 90 6 96 10 10 

Aldicarbe sulfona 113 9 117 12 111 9 10 

Aldicarbe sulfóxido 81 7 81 8 68 10 10 

Azinfós metílico  117 14 118 10 118 8 10 

Azoxistrobina  198 7 175 9 152 7 10 

Bifenazato  95 11 103 12 112 14 10 

Bitertanol  59 9 61 10 64 8 10 

Boscalida  79 5 62 7 80 5 10 

Bromuconazol  56 8 55 12 54 9 10 

Bupirimato 64 9 57 12 63 8 10 

Buprofezina  51 15 42 10 46 3 10 

Carbaril 98 12 87 9 90 6 10 

Carbendazim  33 13 37 6 31 8 10 

Ciazofamida  83 3 86 4 83 3 10 

Cimoxanil  121 10 115 6 116 7 10 

Ciproconazol 55 9 49 10 52 9 10 

Ciprodinil  22 14 23 8 21 6 10 

Ciromazina  n.d.  n.d.  n.d.  n.a.c 

Clofentezina  32 10 38 8 37 3 10 

Clomazona  90 5 79 10 78 6 10 

Clorantraniliprol  98 7 99 5 92 5 10 

Clorfenvinfós  94 9 88 15 82 4 10 

Clorpirifós 25 16 24 7 19 6 10 

Clorpirifós metílico  56 15 47 9 38 6 10 

Coumafós  67 7 68 6 69 8 10 

Cresoxim metílico  92 4 101 9 98 8 10 

Demeton-S-metil sulfona 125 5 120 16 107 10 10 

Demeton-S-metil sulfóxido  18 16 17 18 20 19 10 

Diazinona  59 7 55 10 55 8 10 

Diclorvós  106 9 94 7 92 3 10 

Dicrotofós  93 10 81 12 86 5 10 

Dietofencarbe  148 8 147 9 135 7 10 

Difenoconazol  44 7 47 4 43 6 10 

Diflubenzuron  55 12 64 9 55 8 10 

Dimetoato  117 9 111 9 112 4 10 

Dimetomorfe 102 7 97 8 99 6 10 

Diniconazol  48 6 40 6 45 9 10 

Dodine 1 38 1 80 0 52 n.a.c 

Emamectina B1a  5 14 4 16 6 20 10 

EPN 27 20 24 11 29 9 10 

Epoxiconazol  91 3 81 7 73 7 10 

Espinosina A  30 14 27 26 45 10 10 

Espinosina D  31 16 30 24 38 12 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Espirodiclofeno  16 8 18 7 14 9 10 

Espiromesifeno  25 15 26 12 22 9 10 

Espirotetramato  123 8 116 10 117 4 10 

Espiroxamina  51 12 49 6 65 10 10 

Etiona 28 9 33 3 24 6 10 

Etirimol  8 10 7 8 9 12 10 

Etoprofós  74 3 79 6 81 5 10 

Fembuconazol  85 7 86 3 81 5 10 

Fempirazamina  111 9 89 7 84 3 10 

Fempropimorfe  50 9 48 10 58 8 10 

Fenamidona  95 6 88 4 81 6 10 

Fenamifós  88 8 100 3 101 2 10 

Fenamifós sulfona  119 9 105 6 111 8 10 

Fenamifós sulfóxido  14 12 14 11 19 16 10 

Fenarimol  55 10 43 5 47 4 10 

Fenazaquim  6 17 7 10 6 8 10 

Fenexamida  70 7 57 6 62 9 10 

Fenoxicarbe  62 6 75 3 64 4 10 

Fenpiroximato  11 8 14 7 12 6 10 

Fentiona  58 7 59 9 58 5 10 

Fentiona sulfóxido  122 8 114 6 113 8 10 

Fentoato  84 14 91 9 78 7 10 

Fipronil  200 29 180 18 177 15 20 

Fluazifope  106 5 105 8 98 4 10 

Flubendiamida  89 4 98 4 91 7 10 

Fludioxonil  88 3 93 6 87 8 10 

Flufenaceto 97 8 102 7 99 5 10 

Flufenoxurom 15 17 16 8 12 9 10 

Fluopiram  114 6 121 7 116 5 10 

Fluquinconazol  77 8 67 6 68 9 10 

Flusilazol  66 9 67 8 67 3 10 

Flutriafol  76 6 66 2 75 4 10 

Formetanato  44 12 34 9 49 10 10 

Fosalona  72 12 73 7 67 14 10 

Fosmete  142 21 132 18 162 20 20 

Fostiazato  139 9 120 7 122 5 10 

Foxim  60 9 67 12 54 4 10 

Haloxifope  91 6 79 5 89 8 10 

Hexaconazol  41 4 39 5 38 7 10 

Hexitiazoxi  11 7 13 9 11 8 10 

Imazalil  29 10 27 5 38 9 10 

Imidacloprido 114 9 112 7 112 3 10 

Indoxacarbe  68 7 68 4 64 2 10 

Ioxonil  68 9 58 8 57 6 10 

Iprovalicarbe  102 8 86 7 94 6 10 

Isofenfós metílico 94 7 86 6 86 3 10 

Isoprocarbe 82 4 88 9 88 7 10 

Isoxaflutol  112 3 100 8 93 4 10 

Linurom 101 5 75 6 81 7 10 

Lufenurom  21 28 22 9 19 5 20 

Malationa 149 18 159 15 134 4 50 

Mandipropamida  209 26 198 20 158 21 n.a.c 

MCPA  19 16 22 21 21 19 10 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Mepanipirim  31 16 29 10 28 6 10 

Meptildinocape  6 30 7 19 7 22 20 

Metalaxil  119 9 103 4 106 8 10 

Metamidofós 45 12 48 10 44 14 10 

Metconazol  37 9 38 3 41 7 10 

Metidationa  100 19 118 8 114 3 10 

Metiocarbe  92 7 85 3 84 5 10 

Metiocarbe sulfóxido  135 21 115 8 107 6 20 

Metobromurom  90 7 88 3 79 10 10 

Metomil  112 7 103 4 105 5 10 

Metoxifenozida  106 8 119 14 119 3 10 

Miclobutanil  84 11 87 3 80 4 10 

Monocrotofós  100 19 95 8 89 3 10 

Nitempiram  31 9 32 15 35 17 10 

Ometoato 46 13 56 10 52 9 10 

Oxadixil  141 14 119 5 118 9 10 

Oxamil  120 9 119 13 109 10 10 

Paclobutrazol  81 8 73 7 73 9 10 

Paraoxom metílico  102 9 96 7 107 5 10 

Pencicuron  36 12 44 15 39 11 10 

Penconazol  49 13 55 10 44 7 10 

Pendimetalina  20 15 23 10 18 9 10 

Pimetrozina  n.d.  n.d.  n.d.  n.a.c 

Piraclostrobina  72 6 69 7 71 5 10 

Piretrina  22 25 29 8 23 12 20 

Piridabem 40 26 43 8 44 18 20 

Piridato  2 40 3 21 2 12 50 

Pirimetanil  30 6 30 9 30 7 10 

Pirimicarbe 84 5 79 9 80 13 10 

Pirimicarbe desmetílico  48 13 42 5 45 2 10 

Pirimifós metílico  62 10 54 12 56 14 10 

Piriproxifem  34 14 36 4 34 6 10 

Procloráz  46 7 41 5 48 3 10 

Profenofós  37 8 42 3 32 9 10 

Propamocarbe 3 30 3 41 4 36 n.a.c 

Propaquizafope  45 7 46 9 41 10 10 

Propargito  20 20 34 9 23 12 10 

Propiconazol  54 12 59 7 53 3 10 

Propizamida  65 3 74 10 67 8 10 

Propoxur  102 2 95 8 93 6 10 

Proquinazida  6 20 8 23 7 15 50 

Protioconazol  52 47 55 40 49 25 n.a.c 

Protiofós  7 28 8 30 6 27 n.a.c 

Quinoclamina  91 14 69 19 65 8 10 

Quinoxifen  9 18 11 4 9 9 10 

Quizalofope etílico 44 9 49 5 45 2 10 

Rotenona  85 7 91 11 81 3 10 

Tebuconazol  47 5 49 7 50 4 10 

Tebufempirado  29 10 30 6 26 9 10 

Tebufenozida  92 8 96 6 97 3 10 

Teflubenzurom  36 8 47 10 39 6 10 

Terbutilazina  45 8 42 7 40 10 10 

Tetraconazol  79 7 84 9 84 3 10 
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(conclusão) 

Agrotóxico 

Concentração (µg kg
-1

) 

LOQ  
(µg kg

-1
) 

10  20 50 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Rec 
(%) 

RSD 
(%) 

Rec 
(%) 

Tiabendazol  32 8 32 10 38 7 10 

Tiacloprido  115 5 110 6 111 4 10 

Tiametoxam  112 9 123 7 111 6 10 

Tiobencarbe  38 7 37 12 35 9 10 

Tiodicarbe  129 15 118 9 116 6 10 

Tolclofós metílico  58 12 60 14 54 10 10 

Triadimenol  74 8 63 4 67 2 10 

Triazofós  118 13 120 6 115 4 10 

Triclorfom  110 11 102 9 98 8 10 

Trifloxistrobina  37 8 41 7 37 5 10 

Triflumuron 47 10 44 9 44 6 10 

Triticonazol  45 7 46 8 54 10 10 

Zoxamida 72 8 75 3 69 4 10 

n.a.c.: não atendeu os critérios para quantificação.  
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4.3.2 Curva analítica e linearidade 

 

 O estudo da linearidade das curvas analíticas foi realizado empregando-se a 

técnica de PSC. Para isso, as curvas analíticas foram preparadas através da 

fortificação da matriz “branco” dos óleos em estudo (n=5) com diferentes volumes da 

solução mistura para que se obtivessem concentrações de 10, 20, 50, 100 e 500 μg 

kg-1. Após fortificação, essas porções foram submetidas ao procedimento de 

extração como descrito na Figura 6 e analisadas por UHPLC-TQ-MS/MS. A Tabela 5 

apresenta os dados de linearidade em termos de coeficiente de determinação para 

todos os óleos estudados. Como pode ser observado na Tabela 5, 10 agrotóxicos 

apresentaram r2 menor do que 0,99, porém maiores do que 0,98 para azeite de 

oliva. Já para óleo de soja, oito agrotóxicos apresentaram r2 menor do que 0,99. Nos 

resultados das curvas analíticas para óleo de girassol, observa-se que oito 

agrotóxicos apresentaram r2 menor do que 0,99. Na análise dos resíduos (indicativo 

de linearidade) os valores determinados foram menores do que 20% para todos os 

agrotóxicos nas três matrizes estudadas. 

Para todos os agrotóxicos em todas as matrizes, a faixa linear dinâmica ficou 

definida entre 10 e 500 μg kg-1, ou seja, todo o intervalo estudado. 

 

Tabela 5 – Coeficiente de determinação (r2) para as curvas analíticas preparadas via 

PSC para azeite de oliva, soja e girassol na faixa de 10 a 500 μg kg-1. 

 

        (continua) 

Agrotóxico 
Coeficiente de determinação (r²) 

Azeite de oliva Óleo de soja Óleo de girassol 

2,4-D 0,9988 0,9968 0,9982 

Acefato  0,9977 0,9990 0,9978 

Acetamiprido 0,9982 0,9997 0,9978 

Aldicarbe 0,9995 0,9960 0,9938 

Aldicarbe sulfona 0,9878 0,9954 0,9923 

Aldicarbe sulfóxido 0,9932 0,9916 0,9955 

Azinfós metílico  0,9994 0,9992 0,9939 

Azoxistrobina  0,9952 0,9999 0,9992 

Bifenazato  0,9936 0,9987 0,9965 

Bitertanol  0,9983 0,9996 1,0000 

Boscalida  0,9994 0,9998 0,9977 

Bromuconazol  0,9998 0,9999 0,9994 

Bupirimato 0,9997 0,9999 1,0000 

Buprofezina  0,9990 0,9985 0,9990 

Carbaril 0,9998 0,9996 0,9976 
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(continuação) 

Agrotóxico 
Coeficiente de determinação (r²) 

Azeite de oliva Óleo de soja Óleo de girassol 

Carbendazim  0,9983 0,9984 0,9988 

Ciazofamida  0,9989 0,9988 0,9994 

Cimoxanil  0,9993 0,9999 0,9999 

Ciproconazol 0,9997 0,9995 0,9988 

Ciprodinil  0,9997 0,9999 0,9995 

Ciromazina  0,9940 0,9969 0,9766 

Clofentezina  0,9966 0,9991 0,9998 

Clomazona  0,9999 0,9999 0,9986 

Clorantraniliprol  0,9992 0,9995 0,9987 

Clorfenvinfós  0,9994 0,9996 0,9994 

Clorpirifós 0,9989 0,9995 0,9986 

Clorpirifós metílico  0,9969 0,9999 0,9990 

Coumafós  0,9982 0,9991 1,0000 

Cresoxim metílico  0,9984 0,9997 0,9978 

Demeton-S-metil sulfona 0,9981 0,9999 0,9993 

Demeton-S-metil sulfóxido  0,9946 0,9982 0,9876 

Diazinona  0,9998 0,9996 0,9998 

Diclorvós  0,9985 0,9999 0,9993 

Dicrotofós  0,9999 0,9997 0,9999 

Dietofencarbe  0,9968 1,0000 0,9993 

Difenoconazol  0,9995 1,0000 0,9996 

Diflubenzuron  0,9984 0,9996 0,9997 

Dimetoato  0,9984 0,9992 0,9963 

Dimetomorfe 0,9995 0,9999 0,9994 

Diniconazol  0,9993 0,9995 0,9984 

Dodine 0,9831 0,8877 0,9709 

Emamectina B1a  0,9943 0,9953 0,9774 

EPN 0,9924 0,9999 0,9964 

Epoxiconazol  0,9993 0,9999 1,0000 

Espinosina A  0,9982 0,9962 0,9918 

Espinosina D  0,9983 0,9961 0,9921 

Espirodiclofeno  0,9924 0,9952 0,9972 

Espiromesifeno  0,9946 0,9969 0,9990 

Espirotetramato  0,9994 0,9997 0,9995 

Espiroxamina  0,9993 0,9981 0,9965 

Etiona 0,9962 0,9982 0,9994 

Etirimol  0,9975 0,9997 0,9788 

Etoprofós  0,9996 0,9999 0,9977 

Fembuconazol  0,9963 0,9996 0,9998 

Fempirazamina  0,9984 0,9962 0,9982 

Fempropimorfe  0,9983 0,9977 0,9976 

Fenamidona  0,9995 0,9998 0,9996 

Fenamifós  0,9990 0,9992 0,9997 

Fenamifós sulfona  0,9998 0,9999 0,9998 

Fenamifós sulfóxido  0,9931 0,9942 0,9844 

Fenarimol  0,9980 0,9999 1,0000 

Fenazaquim  0,9981 0,9988 0,9976 

Fenexamida  0,9993 0,9999 0,9996 

Fenoxicarbe  0,9901 0,9999 0,9977 

Fenpiroximato  0,9960 0,9980 0,9980 

Fentiona  0,9908 0,9979 0,9994 

Fentiona sulfóxido  0,9997 1,0000 0,9996 
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(continuação) 

Agrotóxico 
Coeficiente de determinação (r²) 

Azeite de oliva Óleo de soja Óleo de girassol 

Fentoato  0,9993 0,9998 0,9995 

Fipronil  0,9961 0,9987 0,9900 

Fluazifope  0,9994 0,9997 0,9999 

Flubendiamida  0,9956 0,9956 0,9990 

Fludioxonil  0,9952 0,9963 0,9972 

Flufenaceto 0,9985 1,0000 0,9990 

Flufenoxurom 0,9921 0,9869 0,9982 

Fluopiram  0,9961 0,9990 0,9986 

Fluquinconazol  0,9998 0,9999 0,9999 

Flusilazol  0,9993 1,0000 0,9998 

Flutriafol  0,9994 0,9997 0,9988 

Formetanato  0,9992 0,9995 0,9952 

Fosalona  0,9973 0,9996 0,9994 

Fosmete  0,9862 0,9995 0,9956 

Fostiazato  0,9976 0,9995 0,9946 

Foxim  0,9939 1,0000 0,9998 

Haloxifope  0,9987 0,9998 0,9998 

Hexaconazol  0,9970 0,9998 0,9961 

Hexitiazoxi  0,9986 0,9991 0,9985 

Imazalil  0,9995 0,9956 0,9922 

Imidacloprido 0,9998 1,0000 0,9990 

Indoxacarbe  0,9993 1,0000 0,9997 

Ioxonil  0,9989 0,9989 0,9979 

Iprovalicarbe  0,9993 0,9996 0,9991 

Isofenfós metílico 0,9988 0,9992 0,9997 

Isoprocarbe 0,9999 0,9998 0,9976 

Isoxaflutol  0,9966 0,9988 0,9991 

Linurom 0,9992 0,9999 0,9979 

Lufenurom  0,9883 0,9879 0,9997 

Malationa 0,9980 0,9992 0,9966 

Mandipropamida  0,9988 0,9999 0,9994 

MCPA  0,9974 0,9911 0,9985 

Mepanipirim  0,9992 0,9996 0,9996 

Meptildinocape  0,9912 0,9697 0,9956 

Metalaxil  0,9991 0,9995 0,9988 

Metamidofós 0,9989 0,9985 0,9997 

Metconazol  0,9973 0,9999 0,9980 

Metidationa  0,9993 1,0000 0,9979 

Metiocarbe  0,9990 0,9999 0,9985 

Metiocarbe sulfóxido  0,9996 0,9999 0,9999 

Metobromurom  0,9989 1,0000 0,9986 

Metomil  0,9955 0,9957 0,9908 

Metoxifenozida  0,9993 0,9997 0,9976 

Miclobutanil  0,9989 0,9999 0,9995 

Monocrotofós  0,9976 0,9993 0,9999 

Nitempiram  0,9995 0,9978 0,9943 

Ometoato 0,9985 0,9980 0,9996 

Oxadixil  0,9981 0,9999 0,9990 

Oxamil  0,9912 0,9954 0,9963 

Paclobutrazol  0,9996 0,9998 1,0000 

Paraoxom metílico  0,9988 0,9999 0,9989 

Pencicuron  0,9987 0,9998 0,9999 

    



89 
 

(conclusão) 

Agrotóxico 
Coeficiente de determinação (r²) 

Azeite de oliva Óleo de soja Óleo de girassol 

Penconazol  0,9860 0,9999 0,9998 

Pendimetalina  0,9973 0,9985 0,9991 

Pimetrozina  0,9816 0,9895 0,9733 

Piraclostrobina  0,9951 0,9996 0,9991 

Piretrina  0,9895 0,9984 0,9981 

Piridabem 0,9866 0,9888 0,9978 

Piridato  0,9776 0,9611 0,9977 

Pirimetanil  0,9996 1,0000 1,0000 

Pirimicarbe 0,9998 1,0000 0,9998 

Pirimicarbe desmetílico  0,9997 0,9994 0,9939 

Pirimifós metílico  0,9993 1,0000 0,9988 

Piriproxifem  0,9986 0,9994 0,9990 

Procloráz  0,9998 0,9999 0,9977 

Profenofós  0,9994 0,9998 0,9995 

Propamocarbe 0,9956 0,9970 0,9780 

Propaquizafope  0,9993 0,9997 0,9996 

Propargito  0,9969 0,9972 0,9980 

Propiconazol  0,9988 0,9999 0,9999 

Propizamida  0,9992 0,9998 1,0000 

Propoxur  0,9996 0,9990 0,9974 

Proquinazida  0,9989 0,9996 0,9987 

Protioconazol  0,9842 0,9948 0,9994 

Protiofós  0,9843 0,9715 0,9992 

Quinoclamina  0,9969 0,9994 0,9977 

Quinoxifen  0,9997 0,9998 0,9992 

Quizalofope etílico 0,9986 0,9999 0,9998 

Rotenona  0,9981 0,9995 0,9998 

Tebuconazol  0,9995 0,9993 0,9984 

Tebufempirado  0,9987 0,9997 0,9992 

Tebufenozida  0,9996 0,9999 0,9974 

Teflubenzurom  0,9971 0,9989 0,9996 

Terbutilazina  0,9993 0,9999 0,9999 

Tetraconazol  0,9996 0,9997 1,0000 

Tiabendazol  0,9997 0,9997 0,9975 

Tiacloprido  0,9999 0,9998 0,9985 

Tiametoxam  0,9991 0,9998 0,9978 

Tiobencarbe  0,9994 0,9997 0,9996 

Tiodicarbe  0,9983 1,0000 0,9995 

Tolclofós metílico  0,9955 0,9998 0,9978 

Triadimenol  0,9999 0,9999 0,9994 

Triazofós  0,9991 1,0000 0,9949 

Triclorfom  0,9999 0,9999 1,0000 

Trifloxistrobina  0,9970 0,9993 0,9999 

Triflumuron 0,9993 0,9995 0,9999 

Triticonazol  0,9994 0,9993 0,9979 

Zoxamida 0,9987 0,9995 1,0000 
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4.3.3 Avaliação da sensibilidade das curvas analíticas (“efeito matriz”) 

 

A sensibilidade das curvas analíticas foi avaliada nesse estudo através da 

comparação da inclinação das curvas analíticas preparadas empregando PSC em 

amostras dos três óleos comestíveis a fim de avaliar as similaridades entre as curvas 

analíticas e possibilidade de uso de amostra branco de um único tipo de óleo para 

quantificar agrotóxicos em amostras de qualquer óleo. 

Como pode ser observado na figura 8, para azeite de oliva e soja, o número 

de agrotóxicos que apresentaram diferenças entre ± 20% foi de aproximadamente 

130, já para o óleo de girassol esse número foi de 102. Já o número de agrotóxicos 

que apresentaram efeito matriz entre ± 20 e ± 50% foi de aproximadamente 20 para 

azeite de oliva e óleo de soja e de 40 para o óleo de girassol. O número de 

agrotóxicos com efeito matriz maior do que ± 50% foram de 14, 17 e 23 para os 

óleos de oliva, soja e girassol, respectivamente. 

 

Figura 8 – Percentual de variação da inclinação das curvas analíticas preparadas via 

PSC para azeite de oliva e óleos de soja e girassol. 

   

 

 

 Como pode ser observado através da análise da Figura 8, o comportamento 

do efeito matriz nos diferentes tipos de óleo é bastante similar, o que leva a concluir 

que a curva analítica pode ser preparada empregando-se qualquer um dos três 

óleos estudados nesse trabalho. Essa abordagem foi empregada na aplicação do 
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método desenvolvido e validado para análise de amostras de óleos, onde uma curva 

analítica foi preparada em azeite de oliva empregando a técnica de PSC na faixa de 

10 a 500 μg kg-1 e foi utilizada na quantificação dos agrotóxicos tanto nas amostras 

de azeite de oliva quanto nas amostras de óleo de soja e girassol. Na Tabela 6 é 

possível observar as inclinações das curvas analíticas obtidas para os três tipos de 

óleos comparadas com a inclinação de uma curva analítica preparada via PSC para 

uma segunda amostra “branco” de azeite de oliva considerada como referência. 

Como é possível observar na tabela, para 89 agrotóxicos a diferença nas inclinações 

das curvas analíticas foram inferiores a 20% para os três óleos quando comparadas 

com a inclinação da curva analítica obtida para o azeite de oliva empregado como 

referência. Para os demais agrotóxicos observa-se, ainda, duas situações distintas.  

A primeira são aqueles agrotóxicos que apresentaram grandes diferenças nas 

inclinações quando comparadas com o azeite de oliva empregado como referência, 

porém essa diferença é bastante similar entre os diferentes óleos, é o caso dos 

agrotóxicos Isoprocarbe, Tiacloprido e Tiodicarbe.  

A segunda situação é daqueles agrotóxicos que apresentaram grande 

diferença na inclinação quando comparadas com o azeite de oliva referência além 

de grande diferença entre si, como é o caso dos agrotóxicos 2,4-D, Bifenazato, 

Ciromazina, Protioconazol, entre outros. Para esses agrotóxicos, caso fossem 

detectados em amostras reais, a quantificação deveria ser feita empregando a 

técnica de PSC na matriz específica do óleo avaliado, já que o comportamento das 

inclinações varia dependendo do tipo de óleo. 
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Tabela 6 – Inclinações (slopes) das curvas analíticas preparadas através da técnica 

de PSC para os diferentes tipos de óleos estudados comparadas com uma curva 

analítica referência preparada em azeite de oliva. 

    (continua) 

Agrotóxico 

Inclinação (slope) Diferença (%) 

Azeite de 
oliva (Ref) 

Azeite de 
oliva 

Óleo de 
soja 

Óleo de 
girassol 

Oliva Soja Girassol 

2,4-D 10,8 15,6 9,9 11,4 45 -8 6 

Acefato  727,3 789,0 776,6 817,4 8 7 12 

Acetamiprido 2327,6 2277,4 2244,5 2129,2 -2 -4 -9 

Aldicarbe 280,6 810,0 983,0 943,6 189 250 236 

Aldicarbe sulfona 130,9 139,8 140,4 147,5 7 7 13 

Aldicarbe sulfóxido 301,9 353,4 315,7 335,9 17 5 11 

Azinfós metílico 113,0 131,2 129,0 150,7 16 14 33 

Azoxistrobina  5784,4 6183,6 6517,8 9673,9 7 13 15 

Bifenazato  1689,6 2008,3 2590,1 3071,4 19 53 82 

Bitertanol 410,7 368,6 400,9 396,7 -10 -2 -3 

Boscalida  461,9 474,3 473,4 497,6 3 2 8 

Bromuconazol  453,9 469,0 456,0 482,6 3 0 6 

Bupirimato  2446,0 2515,8 2705,4 2660,2 3 11 9 

Buprofezina  7804,5 8631,8 7806,7 7816,6 11 0 0 

Carbaril  245,2 429,1 487,4 470,5 75 99 92 

Carbendazim  6618,7 4262,9 5591,7 5849,5 -20 -16 -12 

Ciazofamida  400,8 464,3 383,6 399,4 16 -4 0 

Cimoxanil  76,4 87,2 99,6 98,1 14 30 28 

Ciproconazol  2771,5 2720,4 2927,8 3081,6 -2 6 11 

Ciprodinil  1209,0 1302,7 1566,8 1129,9 8 30 -7 

Ciromazina  86,5 41,9 17,2 108,5 -52 -80 25 

Clofentezina  111,0 119,8 99,8 101,3 8 -10 -9 

Clomazona  2219,8 2483,6 2599,6 2613,9 12 17 18 

Clorantraniliprol  433,7 486,5 467,3 531,5 12 8 23 

Clorfenvinfós  726,0 766,2 756,9 812,8 6 4 12 

Clorpirifós  47,8 56,9 48,0 40,8 19 0 -15 

Clorpirifós metílico 24,3 28,7 24,6 24,4 18 1 1 

Coumafós  281,5 296,0 269,8 262,0 5 -4 -7 

Cresoxim metílico 272,7 319,6 306,3 323,3 17 12 19 

Demeton-S-metil 
sulfona 

1663,9 1596,4 1946,8 1939,1 -4 17 17 

Demeton-S-metil 
sulfóxido 

1544,3 1175,2 1249,3 1902,7 -24 -19 23 

Diazinona 8574,6 9094,1 7841,4 8763,5 6 -9 2 

Diclorvós  242,1 284,4 263,9 276,7 17 9 14 

Dicrotofós  4392,9 4729,0 4889,2 5076,3 8 11 16 

Dietofencarbe 1319,2 1494,8 1427,3 2098,8 13 8 59 

Difenoconazol 1616,0 1703,7 1633,9 1387,5 5 1 -14 

Diflubenzuron  92,5 132,4 99,9 118,3 43 8 28 

Dimetoato  2509,8 2696,8 2928,6 2887,5 7 17 15 

Dimetomorfe  1340,6 1444,0 1467,3 1695,0 8 9 26 

Diniconazol  1929,8 1763,0 1919,0 1854,2 -9 -1 -4 

Dodine  26,3 2,5 1,4 8,6 -90 -95 -67 

Emamectina B1a 579,6 234,8 144,8 659,6 -59 -75 14 

EPN  9,0 11,3 11,5 7,6 25 28 -16 

Epoxiconazol  2309,0 2376,6 2434,9 2489,2 3 5 8 

Espinosina A  1981,1 1766,8 1283,8 2311,0 -11 -35 17 

Espinosina D  255,1 220,5 155,1 273,1 -14 -39 7 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Inclinação (slope) Diferença (%) 

Azeite de 
oliva (Ref) 

Azeite de 
oliva 

Óleo de 
soja 

Óleo de 
girassol 

Oliva Soja Girassol 

Espirodiclofeno  72,4 81,3 69,7 34,2 12 -4 -53 

Espiromesifeno  102,8 111,3 116,4 62,6 8 13 -39 

Espirotetramato  1342,0 1109,3 1252,4 1664,7 -17 -7 24 

Espiroxamina  13757,4 13360,6 11107,7 16240,3 -3 -19 18 

Etiona 289,4 354,3 296,9 183,1 22 3 -37 

Etirimol 1219,4 672,1 460,6 1426,4 -45 -62 17 

Etoprofós 1643,0 1735,0 1771,8 1734,6 6 8 6 

Fembuconazol 1300,6 1427,9 1422,7 1471,6 10 9 13 

Fempirazamina  5631,7 6816,0 5947,7 6686,8 21 6 19 

Fempropimorfe  7267,5 7772,5 6234,7 8543,1 7 -14 18 

Fenamidona 3969,7 4241,7 3952,7 4419,2 7 0 11 

Fenamifós  3070,2 3337,1 2958,9 3879,4 9 -4 26 

Fenamifós sulfona  1407,4 1140,7 1166,4 1258,2 -19 -17 -11 

Fenamifós sulfóxido  739,5 294,5 266,8 461,4 -60 -64 -38 

Fenarimol  260,7 275,4 274,3 268,2 6 5 3 

Fenazaquim 1042,9 1179,0 796,8 538,6 13 -24 -48 

Fenexamida  366,3 366,9 357,6 369,4 0 -2 1 

Fenoxicarbe  502,3 593,7 549,5 475,6 18 9 -5 

Fenpiroximato  2024,3 2325,5 2268,2 950,5 15 12 -53 

Fentiona 52,8 66,3 58,4 49,0 26 11 -7 

Fentiona sulfóxido  1314,6 1913,9 1807,9 2096,6 46 38 59 

Fentoato  125,1 155,4 118,2 125,5 24 -6 0 

Fipronil  2794,8 2697,6 2544,7 3857,0 -3 -9 38 

Fluazifope  541,8 691,1 657,7 709,3 28 21 31 

Flubendiamida  893,5 894,7 867,8 855,7 0 -3 -4 

Fludioxonil  99,2 110,1 103,6 101,8 11 4 3 

Flufenaceto  1190,9 1292,0 1279,2 1379,6 8 7 16 

Flufenoxurom  84,1 89,5 90,8 29,1 6 8 -65 

Fluopiram  3022,3 3180,0 2953,6 3565,1 5 -2 18 

Fluquinconazol  132,3 136,8 143,2 133,7 3 8 1 

Flusilazol  1980,4 2061,0 2154,1 2085,1 4 9 5 

Flutriafol  3145,5 3140,8 3322,6 3734,3 0 6 19 

Formetanato  5082,2 4560,4 3117,6 5823,8 -10 -39 15 

Fosalona  61,1 63,1 58,1 55,5 3 -5 -9 

Fosmete  241,9 277,4 270,9 271,0 15 12 12 

Fostiazato  4848,6 4845,3 5225,7 5741,5 0 8 18 

Foxim 82,6 92,2 88,7 68,3 12 7 -17 

Haloxifope  144,7 196,6 160,4 162,7 36 11 12 

Hexaconazol  2241,6 2061,4 2043,7 2498,7 -8 -9 11 

Hexitiazoxi  118,5 128,6 111,2 61,7 9 -6 -48 

Imazalil  467,6 943,1 739,5 1389,2 102 58 197 

Imidacloprido  442,3 476,4 483,4 518,7 8 9 17 

Indoxacarbe  194,4 199,3 246,2 168,7 3 27 -13 

Ioxonil  1521,5 1419,1 1358,8 1452,7 -7 -11 -5 

Iprovalicarbe 3918,2 4197,5 4489,4 4289,7 7 15 9 

Isofenfós metílico 3179,5 3647,2 3461,1 3791,8 15 9 19 

Isoprocarbe  299,2 678,6 716,8 687,0 127 140 130 

Isoxaflutol  331,1 364,0 327,6 381,8 10 -1 15 

Linurom  132,7 153,7 153,2 154,1 16 15 16 

Lufenurom  190,3 191,0 168,3 80,0 0 -12 -58 

Malationa  745,9 822,6 799,6 1008,6 10 7 35 

Mandipropamida  952,0 1079,5 1086,8 1813,9 13 14 91 

MCPA  20,2 27,5 16,8 19,9 36 -17 -2 

Mepanipirim  39,6 38,7 46,0 35,3 -2 16 -11 
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(continuação) 

Agrotóxico 

Inclinação (slope) Diferença (%) 

Azeite de 
oliva (Ref) 

Azeite de 
oliva 

Óleo de 
soja 

Óleo de 
girassol 

Oliva Soja Girassol 

Meptildinocape 1,7 1,6 1,5 0,6 -8 -10 -62 

Metalaxil 2061,0 1915,7 2034,6 2156,4 -7 -1 5 

Metamidofós  745,2 706,6 779,3 821,5 -5 5 10 

Metconazol  3093,3 3071,7 2972,0 3169,8 -1 -4 2 

Metidationa  72,6 76,3 82,3 96,6 5 13 33 

Metiocarbe  305,8 327,8 370,7 371,7 7 21 22 

Metiocarbe sulfóxido 4207,3 4602,9 4896,5 5308,8 9 16 26 

Metobromurom  173,6 341,7 364,7 389,9 97 110 125 

Metomil  318,8 391,1 395,9 380,1 23 24 19 

Metoxifenozida  2251,0 2428,7 2559,8 2824,4 8 14 25 

Miclobutanil  2330,6 2489,7 2565,3 2487,6 7 10 7 

Monocrotofós  2163,2 2207,6 2206,4 2159,0 2 2 0 

Nitempiram  1835,1 1529,5 1258,2 2227,5 -17 -31 21 

Ometoato  1149,3 1166,7 1177,5 1320,2 2 2 15 

Oxadixil  2639,0 2758,5 1917,6 2110,5 5 -27 -20 

Oxamil  1424,2 1419,7 1468,5 1603,6 0 3 13 

Paclobutrazol  3579,5 3836,3 3488,3 3747,7 7 -3 5 

Paraoxom metílico 86,1 94,6 106,8 109,4 10 24 27 

Pencicuron  4266,0 4779,8 4527,2 3677,8 12 6 -14 

Penconazol  2451,8 2282,0 2386,1 2234,1 -7 -3 -9 

Pendimetalina  113,5 137,5 126,0 76,5 21 11 -33 

Pimetrozina  175,0 54,1 64,5 182,6 -69 -63 4 

Piraclostrobina  2104,3 2365,2 2248,9 2251,3 12 7 7 

Piretrina  37,6 41,6 43,6 27,6 11 16 -27 

Piridabem  475,6 581,9 480,9 246,3 22 1 -48 

Piridato  101,8 94,2 79,5 31,5 -8 -22 -69 

Pirimetanil  617,0 680,8 846,7 697,9 10 37 13 

Pirimicarbe 12041,5 13279,3 13627,5 14159,8 10 13 18 

Pirimicarbe 
desmetílico  

9369,9 7167,3 7897,9 10068,4 -24 -16 7 

Pirimifós metílico  9050,1 9834,9 9291,1 8582,9 9 3 -5 

Piriproxifem  2506,5 2880,3 2655,0 2385,1 15 6 -5 

Procloráz  1341,5 1164,2 1155,1 1330,9 -13 -14 -1 

Profenofós  209,1 236,7 201,9 197,2 13 -3 -6 

Propamocarbe  1292,4 765,6 315,6 1686,0 -41 -76 30 

Propaquizafope  604,8 672,4 627,0 500,7 11 4 -17 

Propargito  34,7 43,8 39,0 20,4 26 13 -41 

Propiconazol  1081,0 1080,8 1060,7 1090,7 0 -2 1 

Propizamida  295,8 336,2 341,6 346,1 14 15 17 

Propoxur  1143,4 1751,3 1941,8 1722,9 53 70 51 

Proquinazida  443,4 503,0 445,9 310,7 13 1 -30 

Protioconazol 5,8 25,9 88,0 90,1 346 1415 1452 

Protiofós  3,3 4,2 3,0 1,3 28 -9 -60 

Quinoclamina  58,1 108,1 127,2 116,7 86 119 101 

Quinoxifen  502,8 552,9 520,4 305,1 10 3 -39 

Quizalofope etílico 227,3 249,3 213,3 198,0 10 -6 -13 

Rotenona  245,8 265,2 275,7 266,5 8 12 8 

Tebuconazol 2117,8 2042,3 2241,3 2283,7 -4 6 8 

Tebufempirado  379,2 405,4 377,5 294,5 7 0 -22 

Tebufenozida  1900,2 1965,3 1994,4 2136,2 3 5 12 

Teflubenzurom  370,5 355,5 313,1 252,0 -4 -16 -32 

Terbutilazina  8501,4 8661,6 9641,6 7631,6 2 13 -10 

Tetraconazol  2665,0 2724,3 2741,9 2774,9 2 3 4 

Tiabendazol  4597,4 3793,4 4617,2 5338,7 -17 0 16 
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(conclusão) 

Agrotóxico 

Inclinação (slope) Diferença (%) 

Azeite de 
oliva (Ref) 

Azeite de 
oliva 

Óleo de 
soja 

Óleo de 
girassol 

Oliva Soja Girassol 

Tiacloprido  1173,7 2524,5 2804,7 2719,1 115 139 132 

Tiametoxam  621,1 645,3 681,3 695,3 4 10 12 

Tiobencarbe  365,1 411,3 394,9 374,8 13 8 3 

Tiodicarbe  1445,0 833,7 770,5 858,1 -42 -47 -41 

Tolclofós metílico 24,2 29,4 25,3 20,3 22 5 -16 

Triadimenol  1301,7 1204,4 1282,2 1447,8 -7 -1 11 

Triazofós  7539,4 8296,8 7873,0 8586,5 10 4 14 

Triclorfom  385,2 401,4 433,4 453,3 4 12 18 

Trifloxistrobina  3973,1 4489,3 4081,1 2138,2 13 3 -46 

Triflumuron  95,0 97,6 93,4 63,6 3 -2 -33 

Triticonazol  2068,1 2013,1 2097,8 2385,7 -3 1 15 

Zoxamida  681,6 744,9 703,1 774,7 9 3 14 

 

É importante salientar que para o uso de calibração por procedural standard 

calibration, uma série de requisitos foram cumpridos: boa relação linear na faixa 

estudada (r2 ≥ 0,99) para a grande maioria dos agrotóxicos; quantificação precisa 

mesmo para os agrotóxicos com baixos percentuais de recuperação (RSD ≤ 20%, na 

grande maioria ≤ 10%); mesmo no caso de baixos percentuais de recuperação, 

amostras fortificadas a 10 μg kg-1 (LOQm para a grande maioria dos analitos nas 

três matrizes) estavam dentro do intervalo linear e a relação sinal ruído da transição 

de quantificação (1ª transição da Tabela 1) foi maior ou igual a 10. 

 

4.4 APLICAÇÃO DO MÉTODO EM AMOSTRAS DE ÓLEOS COMESTÍVEIS 

 

 O método desenvolvido foi aplicado na análise de amostras adquiridas nas 

cidades de Almería e Múrcia, sudeste da Espanha. Foram coletadas nove amostras 

de azeite de oliva extra virgem, três amostras de óleo de soja e três amostras de 

óleo de girassol em supermercados da cidade de Almería. Além de amostras de 

supermercado, duas amostras de azeite de oliva, uma da cidade de Almería e uma 

da cidade de Múrcia, foram adquiridas de produtores locais que produzem azeite 

para seu próprio consumo. 

A Tabela 7 exibe os resultados das análises de amostras de azeite de oliva e 

óleo de soja e girassol comparando com os limites máximos de resíduo 

estabelecidos pela comunidade europeia. Como não há limites máximos 

estabelecidos para nenhum dos óleos estudados, os LMR dessa tabela são aqueles 
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definidos para azeitona e grãos de soja. Como nenhum agrotóxico foi determinado 

nas amostras de óleo de girassol, nenhum valor de LMR foi exibido.  

Das nove amostras de azeite de oliva extra virgem coletadas em 

supermercados (amostras de 1 a 9), quatro não apresentaram contaminação por 

nenhum dos agrotóxicos estudados. Nas outras cinco amostras ao menos um 

agrotóxico foi encontrado, sendo que uma amostra apresentou contaminação por 

clorpirifós a 11 μg kg-1. Os demais agrotóxicos determinados nessa amostras 

estavam abaixo do limite de quantificação do método (10 μg kg-1). É importante 

salientar que nessas cinco amostras, o agrotóxico dimetoato foi encontrado em 

todas, porém abaixo do LOQm.  

Das amostras adquiridas de produtores locais, aquela da cidade de Almería 

(amostra 10) apresentou contaminação por clorpirifós metílico, além de diazinona, 

dimetoato e piriproxifeno. A amostra adquirida da cidade de Múrcia (amostra 11) 

apresentou contaminação por clorpirifós, fluopiram, fosmete, tetraconazol e 

tebuconazol. Conforme pode ser observado na tabela, apenas os agrotóxicos 

Fluopiram e Tetraconazol determinados na amostra 11 apresentaram concentrações 

acima do LMR estabelecido para azeitonas. 

  Das três amostras de óleo de soja, duas apresentaram contaminação por 

azoxistrobina, porém abaixo do LOQm. Já as amostras de óleo de girassol não 

apresentaram contaminação por nenhum dos agrotóxicos estudados. 
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Tabela 7 – Resultados das análises de amostras de óleos de oliva soja e girassol e 

comparação com os valores de limite máximo de resíduo estabelecidos na união 

europeia para azeitonas e soja. 
 

Amostra 
Tipo de 

óleo 
Agrotóxico(s) 
encontrado(s)  

Concentração 
(µg kg-1) 

LMRa,b  
(µg kg-1) 

1 Oliva 
Clorpirifós 11 50 
Dimetoato <LOQ 2000 

2 Oliva Dimetoato <LOQ 2000 

3 Oliva 
Dimetoato <LOQ 2000 

Terbutilazina <LOQ 50 

4 Oliva Dimetoato <LOQ 2000 

5 Oliva nd 
 

 

6 Oliva nd 
 

 

7 Oliva Clorpirifós <LOQ 50 

8 Oliva nd   

9 Oliva nd   

10 Oliva 

Clorpirifós metílico 25 50 
Diazinona <LOQ 20 
Dimetoato <LOQ 2000 

Piriproxifem <LOQ 50 

11 Oliva 

Clorpirifós 23 50 
Fluopiram 22 10 
Fosmete 194 3000 

Tebuconazol <LOQ 50 
Tetraconazol 32 20 

12 Soja nd   

13 Soja Azoxistrobina <LOQ 500 

14 Soja Azoxistrobina <LOQ 500 

15 Girassol nd   

16 Girassol nd   

17 Girassol nd   
a
Valores de LMR para azeitonas empregadas no preparo de azeite de oliva; 

b
Valores de LMR para grãos de soja. 

O LMR para Dimetoato é expresso como a soma de Dimetoato e Ometoato; O LMR para Fosmete é expresso 

como a soma de Fosmete e Fosmete oxom; nd: não detectado. 

 

A Figura 9 mostra o cromatograma para o agrotóxico dimetoato que foi 

determinado em todas as amostras em concentrações menores do que o LOQm (10 

μg kg-1). Nessa figura é possível perceber que, mesmo em concentrações inferiores 

ao LOQm, formato do pico, tempo de retenção e a razão entre os íons de 

quantificação e confirmação atendem aos critérios de quantificação, demonstrando o 

bom desempenho do método. 

Além disso, nessa figura é possivel observar que a relação sinal ruído indica 

que o método é seletivo, uma vez que não se observa qualquer sinal de outros 
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componentes nas imediações do sinal cromatográfico, situação comum a todos os 

agrotóxicos estudados neste trabalho. 

 

Figura 9 – Sinais das transições de quantificação (A) e confirmação (B) do 

agrotóxico dimetoato determinado em amostras de azeite de oliva. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Atualmente os métodos mais empregados para determinação de resíduos de 

agrotóxicos em alimentos baseiam-se na extração dessas substâncias fazendo uso 

de um único solvente orgânico ou misturas de solventes. Além disso, alguns 

métodos empregam, ainda, etapas de purificação de extratos necessárias para 

matrizes complexas, como o caso dos óleos comestíveis. 

 A determinação de resíduos de agrotóxicos em matrizes com alto teor de 

gordura torna-se um desafio no sentido de que as técnicas empregadas nesse tipo 

de determinação suportam uma quantidade limitada de substâncias lipídicas, 

fazendo com que o procedimento de extração envolva técnicas de purificação de 

extratos a fim de que os componentes da matriz não comprometam a coluna 

cromatográfica empregada e/ou detectores. 

 Nesse sentido, e observando a importância dos óleos comestíveis na 

alimentação humana, esse trabalho teve como objetivo principal desenvolver um 

procedimento de extração baseado no método QuEChERS citrato combinado com 

técnicas de purificação de extratos para a determinação de resíduos de agrotóxicos 

em matrizes de azeite de oliva e óleo de soja e girassol. 

 A técnica de precipitação em baixas temperaturas (freezing out), se mostrou 

como sendo uma importante ferramenta na remoção de pelo menos parte dos 

constituintes lipídicos dos extratos de óleos comestíveis uma vez que a análise por 

espectrometria de massas de alta resolução (UHPLC-QTOF-MS) demonstrou uma 

redução de 10% no número de coextrativos. 

 Durante a etapa de purificação dos extratos, quatro diferentes técnicas foram 

avaliadas empregando os adsorventes mais modernos desenvolvidos para auxiliar 

na remoção de gordura dessas matrizes, sendo eles PSA, Z-sep e EMR-Lipid, onde 

o adsorvente Z-sep foi empregado na forma de d-SPE e SPE em cartucho. Os 

resultados da avaliação dos diferentes tipos de purificação demonstraram que o 

EMR-Lipid fornece resultados melhores do que as outras técnicas, visto que nenhum 

dos 165 agrotóxicos estudados foi totalmente perdido durante essa avaliação. 

 A partir dos dados obtidos nas etapas preliminares, o método foi validado por 

UHPLC-TQ-MS/MS, para as três matrizes empregadas nesse estudo seguindo as 
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recomendações do guia de controle de qualidade para análise de resíduos de 

agrotóxicos em alimentos (SANTE, 2015). 

 O estudo de fortificação e recuperação demonstrou que para alguns 

agrotóxicos o percentual de recuperação foi menor do que 70% nas três 

concentrações estudadas, porém com RSD% menor do que 20% e, por esse motivo, 

a quantificação dos agrotóxicos foi realizada empregando a técnica procedural 

standard calibration, PSC, onde a curva analítica é preparada pela fortificação de 

porções de matrizes “branco” em diferentes concentrações. 

 Após avaliação da linearidade e sensibilidade das curvas analíticas, chegou-

se a conclusão que uma única curva analítica preparada com qualquer um dos tipos 

de óleo comestível pode ser empregada na quantificação da maioria dos agrotóxicos 

estudados em qualquer matriz de óleo. 

 O método desenvolvido e validado mostrou-se eficiente na determinação de 

resíduos de 161 agrotóxicos em azeite de oliva, 159 agrotóxicos em óleo de soja e 

158 agrotóxicos em óleo de girassol e foi aplicado na avaliação de 17 amostras de 

azeite de oliva e óleos de soja e girassol, adquiridas nas cidades de Almería e 

Múrcia, na Espanha. 
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APÊNDICE A – Fórmulas estruturais dos agrotóxicos estudados (Fonte: Sigma-

Aldrich) 

  

 
2,4-D Acefato Acetamiprido 

   
Aldicarbe Aldicarbe sulfona Aldicarbe sulfóxido 

 

 

 

Azinfós metílico Azoxistrobina Bifenazato 

  
 
 
 
 
 
 

 

Bitertanol Boscalida Bromuconazol 

 

  

Bupirimato Buprofezina Carbaril 

 

  

Carbendazim Carbendazim-d3 Ciazofamida 

 



109 
 

 

  

Cimoxanil Ciproconazol Ciprodinil 

 

 

 
Ciromazina Clofentezina Clomazona 

 

 

 

Clorantraniliprol Clorfenvinfós Clorpirifós 

  

 
Clorpirifós metílico Coumafós Cresoxim metílico 

  

 
Demeton-S-metil sulfona Demeton-S-metil sulfóxido Diazinona 

 
  

Diclorvós Diclorvós-d6 Dicrotofós 
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Dietofencarbe Difenoconazol Diflubenzurom 

 

  

Dimetoato Dimetoato-d6 Dimetomorfe 

   
Diniconazol Dodine Emamectina B1a 

 

  

EPN Epoxiconazol Espinosina A 

 

 

 

Espinosina D Espirodiclofeno Espiromesifeno 

 

  

Espirotetramato Espiroxamina Etiona 
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Etirimol Etoprofós Fembuconazol 

   
Fempirazamina Fempropimorfe Fenamidona 

 

 

 
Fenamifós Fenamifós sulfona Fenamifós sulfóxido 

 

  

Fenarimol Fenazaquim Fenexamida 

 

 
 

Fenoxicarbe Fempiroximato Fentiona 

 

 

 

Fentiona sulfóxido Fentoato Fipronil 
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Fluazifope Flubendiamida Fludioxonil 

   
Flufenaceto Flufenoxurom Fluopiram 

 

  

Fluquinconazol Flusilazol Flutriafol 

  

 

Formetanato Fosalona Fosmete 

 

  

Fostiazato Foxim Haloxifope 

 

 

 

Hexaconazol Hexitiazoxi Imazalil 
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Imidacloprido Indoxacarbe Ioxonil 

 

 

 

Iprovalicarbe Isofenfós metílico Isoprocarbe 

 

  

Isoxaflutol Linurom Lufenurom 

  

 

Malationa Malationa-d10 Mandipropamida 

 

  
MCPA Mepanipirim Meptildinocape 

   
Metalaxil Metamidofós Metconazol 
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Metidationa Metiocarbe Metiocarbe sulfóxido 

 

 

 

Metobromurom Metomil Metoxifenozida 

 
  

Miclobutanil Monocrotofós Nitempiram 

 

 

 

Ometoato Oxadixil Oxamil 

 

 

 
Paclobutrazol Paraoxom metílico Pencicuron 

 

  

Pendimetalina Pimetrozina Piraclostrobina 
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Piretrina Piridabem Piridato 

 

  

Pirimetanil Pirimicarbe Pirimicarbe desmetílico 

 

 

 

Pirimifós metílico Piriproxifem Procloráz 

 

 

 

Profenofós Propamocarbe Propaquizafope 

  

 
Propargito Propiconazol Propizamida 

 

 

 
Propoxur Proquinazida Protioconazol 
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Protiofós Quinoclamina Quinoxifem 

 

 
 

Quizalofope etílico Rotenona Tebuconazol 

 
 

 
Tebufempirado Tebufenozida Teflubenzurom 

 

  

Terbutilazina Tetraconazol Tiabendazol 

 

  
Tiacloprido Tiametoxam Tiobencarbe 

 

  

Tiodicarbe Tolclofós metílico Triadimenol 
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Triazofós Triclorfom Trifloxistrobina 

 

 

 

Triflumurom Triticonazol Zoxamida 
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APÊNDICE B – Agrotóxicos estudados e suas classificações, agrupados de acordo 

com o grupo químico. 

Agrotóxico Classificação Grupo químico 

Mepanipirim  Fungicida 

Anilinopirimidina Pirimetanil  Fungicida 

Ciprodinil  Fungicida 

Fluazifope  Herbicida 

Ariloxifenoxipropionato 
Haloxifope  Herbicida 

Propaquizafope  Herbicida 

Quizalofope etílico  Herbicida 

Emamectina B1a  Inseticida Avermectina 

Proquinazida  Fungicida Azol 

Pimetrozina  Inseticida Piridina azometina 

Fluopiram  Fungicida 

Benzamida Propizamida  Herbicida 

Zoxamida Fungicida 

Carbendazim  Fungicida 
Benzimidazol 

Tiabendazol Fungicida 

Diflubenzuron  Inseticida 

Benzoiluréia 

Flufenoxurom  Inseticida 

Lufenurom  Inseticida 

Teflubenzurom  Inseticida 

Triflumuron  Inseticida 

Rotenona Inseticida Natural 

Fenoxicarbe  Inseticida 

Carbamato 

Aldicarbe Inseticida 

Aldicarbe sulfona - 

Aldicarbe sulfóxido - 

Carbaril Inseticida 

Formetanato  Inseticida 

Iprovalicarbe  Fungicida 

Isoprocarbe  Inseticida 

Metiocarbe  Inseticida 

Metiocarbe sulfóxido  - 

Metomil  Inseticida 

Oxamil  Inseticida 

Pirimicarbe  Inseticida 

Pirimicarbe desmetílico - 

Propoxur  Inseticida 

Tiodicarbe  Inseticida 

Bifenazato  Inseticida Carbazato 

Boscalida  Fungicida Carboxamida 

Dimetomorfe Fungicida Ácido cinâmico 

Cimoxanil  Fungicida Cianoacetamida oxima 

Metoxifenozida  Inseticida 
Diacilhidrazina 

Tebufenozida  Inseticida 

Flubendiamida  Inseticida Diamida 

Pendimetalina  Herbicida Dinitroanilina 

Meptildinocape  Fungicida Dinitrofenol 

Dodine Fungicida Guanidina 

Fenexamida  Fungicida Hidroxianilida 

Ioxonil  Herbicida Hidroxibenzonitrila 

Ciazofamida  Fungicida 

Imidazol Imazalil  Fungicida 

Procloráz  Fungicida 

Isoxaflutol  Herbicida Isoxazol 

Clomazona  Herbicida Isoxazolidinona 
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Espirotetramato  Inseticida 

Ceto-enol Espirodiclofeno  Inseticida 

Espiromesifeno  Inseticida 

Spinosina A  Inseticida 
Lactona macrociclica 

Spinosina D  Inseticida 

Mandipropamida  Fungicida Éter mandelamida 

Fempropimorfe Fungicida 
Morfolina 

Espiroxamina  Fungicida 

Tiacloprido  Inseticida 

Neonicotinoide 

Tiametoxam  Inseticida 

Acetamiprido Inseticida 

Imidacloprido  Inseticida 

Nitempiram  Inseticida 

Clorantraniliprol  Inseticida 

Tolclofós metílico Fungicida Nitrofenila 

Dietofencarbe  Fungicida N-fenil carbamato 

Isofenfós metílico Inseticida 

Organofosforado 

Paraoxom metílico  Inseticida 

Acefato  Inseticida 

Azinfós metílico  Inseticida 

Clorfenvinfós  Inseticida 

Clorpirifós metílico  Inseticida 

Clorpirifós  Inseticida 

Coumafós  Inseticida 

Demeton-S-metil sulfona  Inseticida 

Demeton-S-metil sulfóxido  Inseticida 

Diazinona  Inseticida 

Diclorvós  Inseticida 

Dicrotofós  Inseticida 

Dimetoato  Inseticida 

EPN Inseticida 

Etiona Inseticida 

Etoprofós  Inseticida 

Fenamifós  Nematicida 

Fenamifós sulfona  - 

Fenamifós sulfóxido  - 

Fentiona  Inseticida 

Fentiona sulfóxido  - 

Fostiazato  Inseticida 

Malationa  Inseticida 

Metamidofós Inseticida 

Metidationa  Inseticida 

Monocrotofós  Inseticida 

Ometoato Inseticida 

Fentoato  Inseticida 

Fosalona  Inseticida 

Fosmete  Inseticida 

Foxim  Inseticida 

Pirimifós metílico Inseticida 

Profenofós  Inseticida 

Propamocarbe  Fungicida 

Protiofós  Inseticida 

Triazofós  Inseticida 

Triclorfom  Inseticida 

Indoxacarbe  Inseticida Oxadiazina 

Flufenaceto  Herbicida Oxiacetamida 

2,4-D Herbicida 
Ácido fenoxi carboxílico 

MCPA  Herbicida 

Pencicuron  Fungicida Fenoilureia 

Metalaxil  Fungicida 
Fenilamina 

Oxadixil  Fungicida 

Piridato  Herbicida Fenilpiridazina 
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  Fludioxonil  Fungicida Fenilpirrol 

Fempirazamina  Fungicida 

Pirazol 
Fenpiroximato  Inseticida 

Fipronil  Inseticida 

Tebufempirado  Acaricida 

Piretrina  Inseticida Piretróide 

Piridabem Inseticida Piridazinona 

Piriproxifem  Inseticida Piridina 

Fenarimol  Fungicida Pirimidina 

Etirimol   
Pirimidinol 

Bupirimato Fungicida 

Fenazaquim  Acaricida 
Quinolina 

Quinoxifen  Fungicida 

Azoxistrobina  Fungicida 

Estrobilurina 

Fenamidona  Fungicida 

Cresoxim metílico Fungicida 

Piraclostrobina  Fungicida 

Trifloxistrobina  Fungicida 

Clofentezina  Inseticida Tetrazina 

Buprofezina  Inseticida Tiadiazinona 

Tiobencarbe  Herbicida Tiocarbamato 

Ciromazina  Inseticida 
Triazina 

Terbutilazina  Herbicida 

Bitertanol  Fungicida 

Triazol 

Bromuconazol  Fungicida 

Ciproconazol Fungicida 

Difenoconazol  Fungicida 

Diniconazol  Fungicida 

Epoxiconazol  Fungicida 

Fembuconazol  Fungicida 

Fluquinconazol  Fungicida 

Flusilazol  Fungicida 

Flutriafol  Fungicida 

Hexaconazol  Fungicida 

Metconazol  Fungicida 

Miclobutanil  Fungicida 

Paclobutrazol  Fungicida 

Penconazol  Fungicida 

Propiconazol  Fungicida 

Protioconazol  Fungicida 

Tebuconazol  Fungicida 

Tetraconazol  Fungicida 

Triadimenol  Fungicida 

Triticonazol  Fungicida 

Hexitiazoxi  Inseticida 

Sem classificação Propargito  Inseticida 

Quinoclamina  Herbicida 

Metobromurom  Herbicida 
Ureia 

Linurom  Herbicida 
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APÊNDICE C – Artigo referente ao trabalho da tese publicado na revista Journal of 

Chromatography A, volume 1462, páginas 8 – 18, 2016. Fator de impacto 3,926. 

DOI: 10.1016/j.chroma.2016.07.072. 
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ANEXO A – Principais solventes utilizados em cromatografia e suas características (Adaptado da Farmacopéia Brasileira 5ª ed. 

2005) 

Solvente 
Índice de 

Polaridade 
Fórmula 

Massa 

molecular  

(g mol 
-1

) 

Índice de 

refração 

Ponto de 

Ebulição (°C) 

Pressão  

de vapor  

(mbar 20 °C) 

Constante 

dielétrica 

Momento 

Dipolo 

n-Heptano - C7H16 100,21 1,388 98,4 48 - - 

n-Hexano 0,0 C6H14 86,18 1,375 58,9 160 1,9 0 

Ciclohexano 0,0 C6H12 84,16 1,427 80,7 104 2,0 0 

Isso-octano 0,4 C8H18 114,23 1,392 99,2 - 1,9 - 

Tetracloreto de carbono 1,7 CCl4 153,82 1,460 76,5 120 2,2 0 

Tolueno 2,3 C6H5CH3 92,14 1,496 110,6 29 2,4 0,36 

Clorofórmio 4,4 CHCl3 119,38 1,446 61,7 210 4,8 1,01 

Dicloreto de etileno 3,7 ClCH2CH2Cl 98,96 1,445 83,5 87 10,6 - 

Cloreto de metileno 3,4 CH2Cl2 84,93 1,424 40,0 453 9,1 1,60 

1-Butanol 3,9 CH3(CH2)3OH 74,12 1,399 117,2 - 17,8 1,66 

Acetonitrila 6,2 CH3CN 41,05 1,344 81,6 - 37,5 3,92 

Álcool Isopropílico 4,3 CH3CH(OH)CH3 60,11 1,378 82,4 43 18,3 1,66 

Acetato de etila 4,3 CH3COOC2H5 88,12 1,372 77,1 97 6,0 1,78 

Acetona 5,4 CH3COCH3 58,08 1,359 56,2 233 20,7 2,88 

Etanol 5,2 C2H5OH 46,07 1,361 78,5 59 24,3 1,70 

Dioxano 4,8 C4H8O2 88,11 1,422 101,0 41 2,2 - 

Tetraidrofurano 4,2 C4H8O 72,11 1,405 67,0 200 7,4 1,63 

Metanol 6,6 CH3OH 32,04 1,329 65,0 128 32,6 1,70 

Água 9,0 H2O 18,01 1,333 100,0 23 80,2 1,85 

 


