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RESUMO

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM DIFERENTES
VARIEDADES DE ARROZ (BRANCO, PRETO E VERMELHO) EMPREGANDO
METODO QUEChERS E LC-MS/MS
Autor: Jorge Omar Rios
Orientador: Osmar Damian Prestes

Palavras-chave: preparo de amostra, cereais, residuos de agrotéxicos, cromatografia

O arroz é o principal componente da dieta basica da populagdo mundial. Este alimento
€ de extrema importancia para a seguranca alimentar mundial. Em funcdo disso,
aspectos relacionados a sua producdo e consumo devem ser continuamente
monitorados e avaliados em profundidade, para que o seu suprimento seja garantido.
Os agrotoéxicos estdo presentes no meio ambiente, incluindo agua, solo e alimentos,
resultado de sua aplicacdo na agricultura moderna. Como consequéncia, 0s residuos
destes compostos, desempenham um importante papel, uma vez que sao utilizados
para avaliacdo da seguranca alimentar e dos riscos a saude humana. O presente
trabalho demonstrou o uso de diferentes sorventes na etapa de limpeza do método
QUEChERS para a remocéao de coextrativos, presentes em extratos de amostras de
arroz diferentes variedades. Foram realizados diversos testes com diferentes
proporcdes e combinacdes de sorventes empregando metodologias distintas para o
preparo das amostras e avaliacdo dos extratos através de técnicas auxiliares, como
HPLC-UV/vis e GC-MS/MS (full scan) e avaliacdo da eficiéncia de extracao, para fins
de otimizacdo do método desenvolvido e posterior validacdo do mesmo empregando
LC-MS/MS para a determinacdo dos agrotoxicos selecionados. O método proposto
envolve uma etapa de extracdo com acetonitrila acidificada com 5% (v/v) de &cido
férmico, seguido da particdo com 4 g sulfato de magnésio e 1 g cloreto de soédio. Apos,
1 mL de extrato foi submetido a etapa de d-SPE com 125 mg de C18. O extrato final,
foi diluido 1:1 com fase maovel, filtrado em filtro de nylon de 0,20 um (13 mm) e injetado
no sistema LC-MS/MS. O sorvente C18, apresentou eficiéncia na limpeza dos
extratos, com reducdo satisfatéria dos teores de co-extrativos sem perdas
significativas de analitos, tendo em vista que a obtencdo de extratos limpos é
fundamental para o alcance de resultados confidveis e para a preservacéo do sistema
cromatografico. O método QUEChERS original acidificado associado a limpeza do
extrato por d-SPE demonstrou ser eficiente para a extracdo e determinacao de
residuos de 28 herbicidas em amostras de arroz branco polido por LC-MS/MS. Os
resultados de recuperacgéo obtidos foram satisfatérios, na faixa entre 70 a 120% para
0s compostos avaliados, com valores de RSD < 20%. Este método apresentou bons
resultados, com valores de LOD de 6 pug kg? e LOQ 20 pg kg? para todos os
compostos analisados. Além disso, 0 método teve seu escopo de matriz extendido
para arroz vermelho e arroz preto.



ABSTRACT

DETERMINATION OF HERBICIDE RESIDUES IN DIFFERENT RICE VARIETIES
(WHITE, BLACK AND RED) USING QUEChERS AND LC-MS/MS
Author: Jorge Omar Rios
Advisor: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes

Keywords: sample preparation, cereals, pesticide residues, chromatography

Rice is the main component of the basic diet of the world population. This food is of
utmost importance for world food security. Therefore, aspects related to its production
and consumption must be continuously monitored and evaluated in depth, so that its
supply is guaranteed. Pesticides are present in the environment, including water, soil
and food, as a result of their application in modern agriculture. Therefore, the residues
of these compounds play an important role as they are used to assess food safety and
human health risks. The present work demonstrated the use of different sorbents in
the QUEChERS cleanup step for the removal of coextratives present in rice samples
extracts. Several tests were performed with different proportions and combinations of
sorbents employing different methodologies for sample preparation and extract
evaluation by auxiliary techniques such as HPLC-UV/vis and GC-MS / MS (full scan)
and extraction efficiency evaluation. , for the purpose of optimization of the developed
method and subsequent validation of it using LC-MS / MS to determine the selected
pesticides. The proposed method involves an extraction step with acetonitrile acidified
with 5% (v / v) formic acid, followed by partitioning with 4 g magnesium sulfate and 1
g sodium chloride. Afterwards, 1 mL of extract was submitted to d-SPE step with 125
mg of C18. The final extract was diluted 1: 1 with mobile phase, filtered through a 0.20
pum (13 mm) nylon filter and injected into the LC-MS / MS system. The C18 sorbent
showed efficiency in extract cleaning, with satisfactory reduction of co-extract contents
without significant analyte losses, considering that obtaining clean extracts is
fundamental for the achievement of reliable results and for the preservation of the
chromatographic system. . The original acidified QUEChERS method associated with
d-SPE extract cleaning proved to be efficient for extraction and determination of
residues of 28 herbicides in samples of polished white rice by LC-MS / MS. The
recovery results obtained were satisfactory, ranging from 70 to 120% for the evaluated
compounds, with RSD values < 20%. This method showed good results, with LOD
values of 6 pg kgt and LOQ 20 ug kg for all compounds analyzed. In addition, the
method had its matrix scope extended to red rice and black rice.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, os niveis tecnologicos alcancados pelos produtores rurais
brasileiros atingiram patamares expressivos que podem ser mensurados pelo
aumento da produtividade no campo. Isso explica, por exemplo, o fato do Brasil ter
conseguido dobrar a producéo de gréaos para os atuais 100 milhdes de toneladas, em
relacdo a safra de 50,8 milhdes de toneladas obtida no inicio da década de 80, com a
mesma area plantada. Este desempenho no campo € possivel gracas a utilizacédo de
insumos, basicamente sementes, adubos e agrotdxicos de primeira linha, disponiveis
para o setor. Hoje, o agronegdcio entendido como a soma dos setores produtivos com
os de processamento do produto final e os de fabricacdo de insumos, responde por
quase um terco do PIB do Brasil e por valor semelhante das exportacdes totais do
pais. Cabe destacar também que o sucesso do agronegocio forma parte de uma
estratégia desenhada nos anos 70 que apontou para a resolucéo de varios problemas
estruturais que entravavam o desempenho da agricultura.

O desenvolvimento tecnoldgico promovido pela EMBRAPA (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria) é usualmente citado como um dos principais fatores, mas
ha outros de igual ou maior relevancia, como a abertura de fronteiras agricolas no
Cerrado, através de programas de colonizacéo dirigida e as inova¢des introduzidas
nos mecanismos tradicionais de politica agricola no Brasil.

O arroz é o principal componente da dieta basica da populacdo mundial.
Portanto, é de extrema importancia para a seguranca alimentar mundial e, em fungéo
disso, aspectos relacionados a sua producdo e consumo devem ser continuamente
monitorados e avaliados em profundidade, para que o seu suprimento seja garantido.

Os agrotéxicos estdo presentes no meio ambiente, incluindo agua, solo e
alimentos, resultado de sua aplicacdo na agricultura moderna. Como consequéncia,
os residuos destes compostos, desempenham um importante papel, uma vez que sao
utilizados para avaliacdo da seguranca alimentar e dos riscos a saude humana.
Embora o seu uso contribua para o aumento na producdo, existe preocupacao
crescente com seus efeitos adversos no ambiente, tais como, contaminacdo dos
recursos hidricos, impactos em organismos nao alvo e na saiude humana. Por esta
razdo, qualquer pesticida para ser usado no controle de pragas deve possuir registro
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para cada situacao,

informando a cultura, a espécie, a praga e as restricdes ao ambiente.
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O uso de agrotéxicos na agricultura tem resultado na ocorréncia destes
compostos em produtos agricolas. Contudo, para um determinado numero de
culturas, como o arroz, ha uma limitacdo no numero de métodos de analise
multirresiduo de agrotoxicos. Um dos fatores limitantes, para que isso aconteca, € a
grande diversidade de propriedades fisico-quimicas apresentada pelos agrotéxicos,
assim como a complexidade da matriz a ser analisada. O arroz contém em sua
composi¢cdo, componentes ndo-volateis de alto peso molecular, como por exemplo
lipidios, além de componentes de baixo peso molecular. Estes componentes nao-
volateis ao entrarem no sistema cromatogréfico podem interagir com o mesmo,
resultando na perda da eficiéncia de separacédo e induzindo o aumento do efeito

matriz.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivos avaliar as diferentes versdes do método
QUEChERS (original acidificado, acetato, citrato acidificado) para a determinacao

multirresiduo de herbicidas em arroz por LC-MS/MS.

1.1.2 Objetivos especificos

> Estudar as melhores condicbes para a determinacdo dos residuos de
herbicidas por LC-MS/MS;

> Avaliar as versfes do método QUEChERS (original acidificado, acetato, citrato)
em relacdo aos coextrativos extraidos das amostras de arroz; mediante a utilizacédo
das técnicas de GC-MS/MS e HPLC-UV/vis como procedimentos complementares de
determinacao de coextrativos;

> Avaliar a eficiéncia de diferentes sorventes na etapa de limpeza dos métodos
QUEChERS avaliados;

> Validar o método desenvolvido e aplica-lo na determinacdo de residuos de

herbicidas em amostras de arroz comercializadas na Regido de Santa Maria.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO DA PRODUCAO DE ARROZ

A Organizacdo Mundial de Alimentacao e Agricultura (FAO) tem considerado o
arroz como um dos alimentos substanciais para a nutricdo da humanidade. O cereal
cumpre com a funcdo de satisfazer as demandas energéticas requeridas pelo
organismo como também ainda constitui uma fonte de geracdo de emprego e renda
para milhdes de pessoas. E um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita necessaria ao homem, e é
uma cultura que apresenta ampla adaptabilidade a diferentes condi¢bes de solo e
clima. E a espécie que apresenta maior potencial para o combate & fome no mundo
(EMBRAPA, 2006).

A agricultura surgiu no Oriente e depois na Europa, onde iniciou-se a cultura de
cereais, principalmente o trigo e o centeio (FLANDRIN; MONTANARI, 1998). Quanto
ao arroz, ndo se tem certeza se é originario da India ou da China. Mas sabe-se que
por volta de 2.800 a.C. esta planta era considerada sagrada pelo imperador da China.
A espécie Oryza sativa é de origem asiatica disseminada primeiramente na india,
sendo cultivada em solos de terras baixas (FLANDRIN; MONTANARI, 1998;
BASSINELLO; CASTRO, 2004).

No Brasil, o arroz foi introduzido pela frota de Pedro Alvares Cabral, porém o
seu cultivo em territério nacional s6 foi relatado apés 1530, na capitania de Sao
Vicente. Espalhou-se mais tarde por outras regides do litoral, sempre em pequenas
lavouras de subsisténcia, principalmente na regido Nordeste (PEREIRA, 2004). Em
1820 ja se plantava o cereal no Rio Grande do Sul, mas apenas em 1904 (no municipio
de Pelotas) é que surgiram as primeiras lavouras empresariais, que utilizavam o
meétodo da irrigacéo por inundacdo (BASSINELLO; CASTRO, 2004). A partir de 1912,
a cultura chegou ao municipio de Cachoeira do Sul, onde teve um grande impulso
com veiculos movidos a vapor, os quais acionavam bombas de irrigacao facilitando a
inundacao das lavouras (PEREIRA, 2004).
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2.2 IMPORTANCIA NUTRICIONAL

Como fonte de alimento, o arroz representa um grande valor nutricional, de alto
potencial energético devido seu conteudo proteico, sais minerais (fosfato, ferro e
calcio) e vitaminas do complexo B. “... A proteina do arroz espalha-se por todo o gréo,
permeando o amido e dando-lhe um alto valor nutricional de facil digestdo”
(BASSINELLO; CASTRO, 2004).

O arroz polido, amostra de interesse deste trabalho, € constituido
principalmente por carboidratos (80,4%) e possui proteinas (6,7%), lipidios (0,4%),
vitaminas e minerais. A proporcdo dos nutrientes no grao € influenciada pela variacédo
genotipica, condicbes do clima, fertilizantes, qualidade do solo,
processamento/beneficiamento, armazenamento e cozimento (ZHOU et al, 2002).
Este € um cereal com excelente balanceamento nutricional o que resulta numa

espécie com alto potencial para o combate a fome no mundo.

2.3 MORFOLOGIA E COMPOSICAO DO GRAO DE ARROZ

O grao inteiro € a forma em que o arroz € mais consumido, em sua estrutura
morfolégica o arroz é formado diferentes tecidos (pericarpo, tegumento, endosperma
etc). Esses tecidos variam em composicdo quimica, em estrutura e funcdes
especificas. O arroz é da familia das gramineas, do género Oryza, que possui cerca
de vinte espécies, sendo a mais cultivada a Oryza sativa (JULIANO, 1993), a estrutura

do grao de arroz pode ser visualizada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura morfolégica do gréo de arroz (Prestes 2007).
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A Normativa n° 6/2009 (BRASIL, 2009), do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento, define o arroz em casca natural como o produto que, antes do
beneficiamento, ndo passa por qualquer preparo industrial ou processo tecnoldgico.
O arroz beneficiado € o produto maduro que foi submetido a algum processo de
beneficiamento e se encontra desprovido, no minimo, da sua casca.

O arroz descascado ou arroz integral (esbramado), composto pelo endosperma
e pelo farelo (camada encontrada entre a casca e o endosperma), € o produto do qual
somente a casca foi retirada durante o beneficiamento (BRASIL, 2009). Nele, a
presenca do farelo atribui ao arroz maior contetdo de fibras, lipidios, vitaminas e
minerais, e valor nutritivo superior ao branco polido. O gréo integral contém &cido fitico
em suas camadas periféricas, que reduz a biodisponibilidade de minerais como o ferro
e 0 zinco (HUNT; et al., 2002).

Durante o beneficiamento do arroz, sédo retirados o germe (embrido), o
pericarpo e a maior parte da camada interna (aleurona), se tem a variedade polida,
forma mais tradicionalmente consumida do arroz. O polimento do gréo resulta em
reducdo no teor de nutrientes, exceto o amido, o que ocasiona diferencas na
composicédo entre o arroz polido e o integral (BRASIL, 2009).

O arroz submetido a parboilizacdo (processo hidrotérmico — anterior as etapas
de descasque e polimento), no qual o arroz em casca € imerso em agua, a uma
temperatura acima de 58 °C, seguido de gelatinizacdo parcial ou total do amido e
secagem, é chamado de arroz parbolizado. No processo de parboilizacdo, algumas
substancias hidrossolUveis, como vitaminas e minerais, sao transportadas para o
centro do grdo, aumentando o valor nutritivo deste arroz em relagdo ao polido
(BRASIL, 2009).

2.4 VARIEDADES DE ARROZ

O arroz branco (Oryza sativa L.) é a variedade mais conhecida e mais
consumida. Porém, ha outras variedades, como por exemplo, o arroz vermelho, sendo
a variedade mais antiga cultivada no mundo e a que primeiro foi introduzida no Brasil,
desde o século XVI na Bahia (PEREIRA 2004).

A designacao “vermelho” dada a esta variedade € uma aluséo a coloragéo do
seu pericarpo, a qual pode variar desde o vermelho claro até o vermelho escuro. Essa

coloracdo vermelha se deve a uma proantocianina importante para a alimentacao
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humana a qual se atribuem propriedades antioxidantes e acdes repelentes contra
alguns patdgenos e predadores da cultura do arroz (SHARMA, 2010; SWEENEY et
al., 2006). Esta variedade de arroz apresenta cerca de trés vezes mais ferro e duas
vezes mais zinco em comparacao ao arroz branco, apresentando papel de destaque
no combate a desnutricdo (PEREIRA et al., 2009; AHUJA et al., 2011). O arroz
vermelho pode ser classificado em silvestre, vermelho daninho (espontaneo) e arroz
vermelho cultivado (PEREIRA, 2004). O arroz vermelho daninho (espontaneo), é
considerada planta invasora ou indesejavel nas lavouras de arroz branco (PEREIRA,
2004). O arroz vermelho apresenta elevada resisténcia aos herbicidas, pelo fato de
ser frequentemente submetido a tratamentos com herbicidas, visando a sua
erradicacdo (EMBRAPA, 2004).

O arroz preto possui mais proteinas e fibras, dez vezes mais compostos
fenolicos (antioxidantes), além de maciez, aroma e sabor acastanhados,
apresentando valor calérico inferior, quando comparado ao arroz branco polido.

Os habitantes da regido do sudeste asiatico desta tém uma longa historia de
consumo de arroz preto, sendo essa zona geografica a principal area de producéo
agricola desta cultura com mais de 50 variedades modernas cultivadas atualmente na
China (HU et al., 2003). A antocianina presente no pericarpo, na pelicula da semente
e na fibra exterior do grdo, da a coloracdo preta a esta variedade de arroz
(BASSINELLO et al, 2004).

O grao do arroz integral preto € rico em carboidratos, Oleos, proteinas,
compostos fendlicos, fibras, cobalto, vitaminas: A, B1, B2, B6, B12, niacina, &cido
nicotinico, acido pantaténico, pré-vitaminas C e E o que faz dele um alimento de
excelentes qualidades nutricionais. Comparado com o arroz branco integral, o arroz
preto tem uma quantidade superior de proteinas, de fibras e de carboidrato e menos
gordura, dessa forma pode ser armazenado por um periodo maior do que 0 arroz
branco integral (BERGMAN, 2002).

2.5 IMPORTANCIA ECONOMICA

O arroz é cultivado e consumido em todos os continentes do mundo, destaca-
se pela producao e area cultivada, desempenha um papel estratégico tanto no aspecto
de valor econémico quanto social e faz parte da dieta alimentar de grande parte da

populacdo mundial. Este gréo é considerado o cultivo de maior importancia de muitos
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paises em desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania. Aproximadamente
81% de todo o arroz do mundo € cultivado e consumido na Asia, onde de 60 a 70%
do consumo caldrico de mais de 2 bilhdes de pessoas é proveniente do arroz e seus
subprodutos (FAO, 2004).

Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, tem-se
observado que, a producdo mundial aumenta, aproximadamente, 1,08% ao ano,
engquanto a populacdo e o consumo crescem 1,32%. Isso faz com que os estoques
mundiais se reduzam continuamente a partir do inicio do século XXI, alcancando um

nivel minimo considerado preocupante nos paises importadores do produto.

2.6 PRODUCAO DE ARROZ NO BRASIL E NO MUNDO

Conforme os dados da Embrapa Arroz e Feijao (2014), adaptados do
acompanhamento de safras do Levantamento Sistematico Agricola (LSPA), do
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), no ano agricola de 2013, a
producéo total de arroz no Brasil foi 11,8 milhdes de toneladas, plantadas em 2,3
milhdes de hectares, com uma produtividade média de 5,0 toneladas por hectare.

A safra 2018/19 apresenta uma estimativa nacional de area destinada a
rizicultura na ordem de 1.836,5 mil hectares (OBSERVATORIO AGRICOLA, 2018).
Desse total, cerca de 74% (1.365,9 mil hectares) corresponde ao cultivo irrigado de
arroz e os outros 26% (470,6 mil hectares) estao relacionados ao sistema de producao
em condi¢do de sequeiro.

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) estima que na safra de
2018/2019 a producdo mundial de arroz beneficiado ficara em 491,14 milhGes de
toneladas. Este volume de producédo € menor do que o obtido na safra de 2017/18,
esta queda ocorre devido a reducdo de é&rea plantio na China e a uma menor
quantidade de chuvas no periodo das mong¢des. A China € o principal pais produtor,

consumidor e importador de arroz do mundo (CONAB, 2018).

2.6.1 Importéncia do cultivo de arroz no mercosul

Os paises integrantes do Mercosul deverdo produzir, na safra 2018/19, o total

de 15,5 milhdes toneladas de arroz em casca, sendo o Brasil responsavel por 77,45%
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da producdo do bloco, seguido de Argentina e Uruguai que em conjunto devem
produzir cerca de 1,3 milhdes de toneladas. Neste contexto, o Paraguai apresenta
uma posicdo bastante importante. Desde a safra 2014/2015, este pais possui
producdo estimada em 1 milhdo de toneladas, se caracterizando como principal
exportador para o mercado brasileiro (CONAB, 2018).

A fim de garantir a producdo necessaria e atender a alta demanda por este
grao, praticas de manejo modernas associadas a mecanizacdo do campo tem sido
amplamente utilizadas. Além disso, o uso de agrotoxicos é frequente, desde o inicio

até o final do ciclo desta cultura.

2.7 AGROTOXICOS

O Codex Alimentarius define agrotéxicos como qualquer substancia destinada
a prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar qualquer praga, incluindo espécies
indesejadas de plantas ou animais durante a producédo, armazenamento, transporte,
distribuicdo e processamento de alimentos, produtos agricolas ou alimentos para
animais ou que possam ser administrados a animais para o controle de ectoparasitas.
O termo inclui substancias destinadas ao uso como regulador do crescimento de
plantas, desfolhante, dessecante, agente de desbaste de frutas ou inibidor de
brotacdo e substancias aplicadas a culturas antes ou depois da colheita para proteger
a mercadoria da deterioracdo durante o armazenamento e transporte. O termo
normalmente exclui fertilizantes, nutrientes para plantas e animais, aditivos
alimentares e medicamentos para animais.

A legislacao brasileira estabelece na Lei 7.802 do 11 de julho de 1989 no Artigo
20, que disponde sobre a pesquisa, a experimentacéo, a producédo, a embalagem e
rotulagem, o transporte, o armazenamento, a comercializacdo, a propaganda
comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecao e a fiscalizacao de
agrotoxicos, seus componentes e afins, e da outras providéncias, considera
agrotoxicos e afins como: os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,

hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a
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fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos; assim como
substéancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento. Em quanto aos componentes sdo considerados os
principios ativos, os produtos técnicos, suas matérias-primas, os ingredientes inertes
e aditivos usados na fabricacao de agrotoxicos e afins.

Os agrotoéxicos tém sido utilizados principalmente para combater pragas e
doencas de plantas para que as mesmas possam atingir maior produtividade. Para
iSS0, € necessario que estes produtos apresentem toxicidade intrinseca ao organismo
alvo, porém, na maioria das vezes, estes atingem os organismos ndo-alvo, causando
Impactos negativos ao meio ambiente, incluindo o homem.

Muitos dos problemas relacionados com o uso de agrotéxicos sao decorrentes
do desrespeito as normas de seguranca para manipulacéo e a forma de aplicacéao,
tanto como o desconhecimento delas. Como resultado, os alimentos e o ambiente
poderdo apresentar niveis de residuos acima daqueles estabelecidos pela legislacao
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1996).

De acordo com o Cadastro de Saude Publica (2014), na ultima, década o
mercado brasileiro de agrotéxicos expandiu 190%, mais que o dobro do mercado
global (93%), colocando ao Brasil no ranking mundial, desde 2008.

2.7.1 Herbhicidas

De modo geral, a necessidade do uso de agrotoxicos, pela atividade agricola,
aumenta na seguinte ordem: herbicidas>>inseticidas>fungicidas. Embora o0s
herbicidas sejam mais utilizados, em geral, a toxicidade deles € inferior comparada
com a dos inseticidas. (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Geralmente os herbicidas inibem a atividade de uma enzima/proteina na célula
desencadeando uma sequéncia de eventos que impedem o desenvolvimento da
mesma e do organismo consequentemente (DUKE; DAYAN, 2011).

Com relacdo a forma de aplicacdo e ao mecanismo de acédo, os herbicidas
podem ser classificados em: a) aplicados ao solo — se movem das raizes para as
folhas (translocados via xilema); b) aplicados as folhas (contato) — reagem
rapidamente no ponto de contato e ndo se movem nos sistemas internos das plantas
(n&o translocados); c) aplicados as folhas (sistémicos) — movimentam-se das folhas

para os pontos de crescimento das plantas (translocados via floema) (GWYNNE;
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MURRAY, 1985). O uso indiscriminado de herbicidas propiciou o desenvolvimento de
muitos casos de resisténcia a tais compostos por diversas espécies daninhas
(BURNSIDE, 1992).

2.7.2 Residuos de agrotéxicos em alimentos

O termo residuo de agrotéxico faz referéncia a qualquer substancia encontrada
em alimentos, produtos agricolas ou racdo animal resultante do uso de um agrotoxico.
O termo inclui quaisquer derivados de um agrotoxico, tais como produtos de
conversao, metabolitos, produtos de reacao e impurezas consideradas de importancia
toxicoldgica.

A anadlise de residuos de agrotoxicos tem um papel significativo na na
seguranca dos alimentos. Varias pesquisas citam o problema da contaminagdo por
residuos de agrotéxicos e a avaliacdo do risco a saude humana. A nivel internacional
a FAO em iniciativa conjunta com o Codex Alimentarius criou grupos de especialistas

para estabelecer limites méximos de residuos (LMRs) para cada agrotoxico.

2.7.2.1 Limites maximos de residuos (LMRSs)

O Codex Alimentarius estabelece o Limite Maximo de Residuos (LMRs) de
agrotoxicos como o limite maximo de residuos de um composto (que foi aplicado de
acordo com as Boas Praticas Agricolas) permitido em um determinado alimento. Os
LMRs sao considerados padrdes comerciais para garantir que 0s alimentos
importados e exportados sejam seguros para consumo. Comumente, cada pais
estabelece seus proprios regulamentos com base nas normas do Codex Alimentarius.
No Brasil esta responsabilidade estd a cargo da ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria).

2.7.3 Uso de agrotoxicos na cultura do arroz

O modelo de agricultura adotado no Brasil faz com que o0 uso de agrotoxicos

seja intensivo. Assim, esta pratica esta associada a ocorréncia de muitos problemas
ambientais (STECKERT et al., 2009).



24

A cultura do arroz conduzida em condi¢des de inundacdo € apontada como
uma atividade de alto potencial poluidor. Herbicidas s&o potenciais contaminantes da
agua ambiental, porque sdo aplicados diretamente no solo ou na irrigacdo da agua.
No sistema pré-germinado de cultivo de arroz irrigado frequentemente empregado no
Brasil, a drenagem da area apos a semeadura pode desencadear sérios problemas
ambientais. Além disso, causar a perda de nutrientes e/ou liberacdo de agrotdxicos
gue estdo em suspensdo na agua de irrigacdo. Estudos realizados por Primel (2003)
e Machado (2003), confirmaram a ocorréncia de alguns herbicidas, de alta
persisténcia em aguas fluviais e de irrigagdo (MACHADO et al., 2006). Nos arrozais,
as inundacdes aumentam as chances de transporte de agrotoxicos (principalmente
herbicidas) através da agua das chuvas ou escoamento de &agua da cauda,
aumentando o potencial de poluicdo ambiental. As caracteristicas das lavouras de
arroz, as condicdes climaticas e o uso de agrotéxicos contribuem para o aumento do
risco de poluicdo das aguas superficiais, justificando a necessidade de quantificar o

grau de ocorréncia destes compostos.

2.8 METODOS CROMATOGRAFICOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS

A determinacgéo de residuos em amostras de tornou-se bastante relevante nos
altimos anos e com ela a melhora dos métodos analiticos (em termos de exatidao,
precisao, sensibilidade, reducédo de tempo) (ZANELLA et al., 2009; MILHOME et al.,
2011).

Como técnica analitica, a cromatografia tem a finalidade de separar os analitos
de interesse os quais realizam diferentes interacdes entre dois compartimentos: uma
fase estacionaria e outra fase movel. Durante a passagem da fase mdével sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases, de
modo que cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase estacionaria,
resultando em migragdes diferenciais (MCNAIR; MILLER, 1998).

A capacidade de separar, identificar e quantificar a tornou uma das técnicas
analiticas mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos, devido a sua
adaptabilidade, boa sensibilidade e capacidade de analisar espécies nao volateis e
termo-labeis (TONHL et al., 2002; BHARDWAJ et al., 2015; MA THAMMANA, 2016).
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Dentre os métodos cromatogréficos destaca-se a cromatografia liquida (LC, do
inglés liquid chromatography), comparada a outros métodos de separacao, a LC é
excepcional em termos das seguintes caracteristicas: i) aplicabilidade quase
universal; poucas amostras sdo excluidas da possibilidade de separacédo por LC; ii)
precisdo notavel do ensaio (+ 0,5% ou melhor em muitos casos); iii) uma ampla
diversidade de equipamentos, colunas e outros materiais esta disponivel

comercialmente, permitindo o uso de desta técnica em diversas aplicacoes;

2.8.1 Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de massas

Em relacdo a seletividade, detectabilidade e velocidade de analise, o
acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas (LC-MS, do
inglés liquid chromatography coupled to mass spectrometry) fornece vantagens
significativas. A espectrometria de massas (MS, mass spectrometry) € considerada
uma poderosa técnica de deteccdo associada a cromatografia, com caracteristicas
importantes: i) alta sensibilidade a diferentes analitos (detec¢do em nivel de trago); ii)
fornece informacg@es qualitativas e quantitativas sobre os compostos eluidos da coluna
e iii) capacidade de distinguir diferentes substancias na amostra;

O acoplamento LC-MS permite detectar diferentes residuos de agrotéxicos em
amostras de alimentos (SILVA et al., 2014; MACHADO 2017; GRIMALT; DEHOUCK,
2016). Existem vérios tipos de espectrbmetros de massa, cada um com suas
vantagens e limitacdes. Os componentes basicos de um espectrdmetro de massas
sdo: sistema de insercdo de amostras, fonte de ions, analisador, detector e sistema
de dados.

Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sdo convertidos em ions
(positivos ou negativos), os quais sdo imediatamente acelerados em direcdo ao
analisador de massa. A funcédo do analisador de massa € separar esses ions de
acordo com a razéo de sua massa/carga elétrica, m/z.

Os espectrometros de massas podem ser classificados em varias categorias,
dependendo da natureza do analisador de massa. Finalmente, um detector recebe os
ions que foram separados pelo analisador, transformando a corrente de ions em sinais
elétricos que sao processados através de um programa no computador (SILVA, 2013).

Héa alguns anos, o acoplamento LC-MS era um desafio, pois seria necessario

que as caracteristicas de cada instrumento fossem compativeis (CHIARADIA et al,
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2008). Houve a necessidade de associar os grandes volumes de solventes utilizados
no LC e o alto vacuo (10° a 108 torr) requerido no MS. Além disso, havia o problema
de os compostos separados por LC serem relativamente nado volateis e/ou de
termolabeis, de modo que n&o era possivel ioniza-los utilizando as técnicas
tradicionais de ionizagao.

As principais fontes de ionizacdo sdo baseadas na ionizagdo a presséo

atmosférica (API), tais como ionizacao por electrospray (ESI), ionizagcdo quimica por
pressdo atmosférica (APCI) e fotoionizacao por pressao atmosférica (APPI).
O processo de ionizacdo ESI ocorre pela aplicacdo de alta voltagem (3 a 5 kV) a
solugéo contendo o analito passando por um tubo capilar de metal extremamente fino
(agulha ESI), com fluxo geralmente de 1 a 10 yL min. A medida que o solvente
evapora, a densidade de carga da superficie da molécula aumenta até que as forcas
repulsivas de Coulomb entre as cargas similares excedam as tensdes superficiais,
levando a divisdes consecutivas. Das goticulas muito pequenas e altamente
carregadas, os ions da amostra séo ejetados na fase gasosa por repulsao e finalmente
entram no espectrdmetro de massas para analise. O processo ESI é afetado por
grandes gotas com alta tensdo superficial, baixa volatilidade, forte solvatacao ibnica e
alta condutividade porque impedem a boa eletronebulizacdo (BARCELO; HENNION,
1997).

No modo de ionizacdo ESI, a energia empregada nessa fonte de ionizagdo nao
é suficiente para gerar fragmentacdo do analito. No entanto, durante o processo de
eletronebulizacdo, os ions podem formar moléculas [M + H]* protonadas ou
desprotonadas [M-H]J,, sendo que a analise pode ser realizada operando em modo

positivo ou hegativo, dependendo das caracteristicas do analito (MOLINA et al., 1996).

2.9 PREPARO DE AMOSTRAS NA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE
AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

Os métodos de preparo de amostra apresentam grande importancia no ambito
das determinacdes quimicas, tendo em vista que possibilitam a eliminacdo de
interferentes que podem estar presentes nas amostras, bem como, contribuem para
minimizar o aparecimento do efeito matriz nas analises cromatograficas
(LAMBROPOULOU & ALBANIS, 2007).
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Nos ultimos anos, tem se buscado o desenvolvimento de métodos de preparo
de amostras que possibilitem a extracdo de um maior niumero possivel de compostos
simultaneamente. Estes métodos sdo denominados de multirresiduo (PRESTES et
al., 2011) e tém sido muito utilizados para extracdo de agrotoxicos em amostras de
arroz, dentre eles pode-se destacar a extracdo com liquido pressurizado (PLE, do
inglés pressurized liquid extraction), (Journal of Environmental Science and Health -
Part B Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes, 2009) a extracao por
fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid extraction), (Journal of Health
Science, 2002) a extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase extraction)(Food
Additives and Contaminants - Part A Chemistry, Analysis, Control, 2010) dispersao da
matriz em fase solida (MSPD, do inglés matrix solid phase dispersion) (TSOCHATZIS
et al, 2010) e, principalmente, o método QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap,
effective, rugged, safe) (PAREJA et al, 2011; LI et al, 2011).

Introduzido por Anastassiades e colaboradores em 2003, o método QUEChERS
teve como objetivo superar limitacdes praticas dos métodos multiresiduos existentes,
através de uma nova técnica de preparo de amostra para extracdo de residuos de
agrotoxicos. Dentre as vantagens desse método de extracdo € possivel destacar
rapidez, facilidade, economia, robustez, seguranca e explorar as possibilidades
oferecidas pela instrumentagéo analitica moderna (ANASTASSIADES et al, 2003).

Na proposicdo do método QUEChERS original, os autores revisaram as
condicbes comumente utilizadas na analise multiresiduo de agrotoxicos e
desenvolveram este novo método de preparo de amostra, baseado em trés etapas
principais: extragdo com acetonitrila; particdo promovida pela adicdo de sais, por
exemplo, sulfato de magnésio (MgSOa4) e cloreto de sodio, e limpeza do extrato
empregando a técnica denominada extracdo em fase soélida dispersiva (d-SPE, do
inglés dispersive solid phase extraction) (ANASTASSIADES et al, 2003). A utilizagédo
de acetonitrila como solvente possibilita a extracdo de uma menor quantidade de
interferentes da amostra, como por exemplo, ceras, gorduras e pigmentos. E possivel,
com a utilizacdo de acetonitrila, a extracdo de uma ampla faixa de compostos com
diferentes polaridades, e quando acidificada, permite recuperacdes satisfatorias (70-
120%) de analitos que geralmente apresentam problemas de estabilidade
(MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). Diferentemente dos primeiros métodos
multirresiduos, que empregam dispersadores de amostras, como o Ultraturrax durante

o procedimento de extracdo, o0 métodos QUEChERS utiliza procedimento de agitacao
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manual ou agitadores do tipo voértex. Esses procedimentos apresentam varias
vantagens em relacdo a agitacdo mecanica, tais como: possibilidade de realizar a
extracdo a campo, a extracdo ocorre em um unico frasco fechado ndo expondo o
analista, rapidez, uma vez que ndo ha a necessidade de lavagem do dispersador no
intervalo entre uma extracdo e outra, e redu¢ao de contaminacdo entre as amostras
processadas (ANASTASSIADES et al, 2003).

As qualidades do acetonitrila mencionadas anteriormente fazem com que no
método QUEChERS, empreguem-se apenas 10 mL do solvente para 10 g de amostra,
resultando uma relagdo 1 g de amostra por 1 mL de solvente, sem envolver etapa de
evaporacado (ANASTASSIADES et al, 2003). Valor considerado baixo se comparado
a outros métodos de extracdo com uma relacédo entre amostra e solvente de 2 a5 g
por 1 mL no extrato final (PRESTES et al, 2009). A etapa de particdo, através da
adicao de sais (n&o sendo exclusiva do método QUEChERS), promove o efeito “salting
out”’, o que ajuda a induzir a separacao de fases e a particdo dos compostos, com
bons porcentuais de recuperacdo para agueles compostos com caracteristicas
polares, ja que a adicdo de sais diminui a solubilidade deles na fase aquosa, bem
como a quantidade de agua na fase orgéanica e vice-versa (ANASTASSIADES et al,
2003). A adicao de sais como sulfatos de s6dio e magnésio melhoram a recuperacao
de compostos polares. Por outro lado, devido a reacdo exotérmica, ocorrida durante
a hidratagdo do MgSO4, ha uma elevacao da temperatura da amostra entre 40 e 45
°C durante as etapas de extracdo/particdo (em quanto se procede a sua agitacdo
vigorosa por 1 minuto), favorecendo a extracdo, especialmente, dos compostos
apolares. A maior capacidade do MgSO4 de remover a agua quando comparado com
outras sais, resultou na sua escolha no desenvolvimento do método QUEChERS
(mistura de 1 g de NaCl e 4 g de MgSOa4) (ANASTASSIADES et al, 2003).

A etapa de limpeza (clean-up) consiste na remocéo de eventuais interferentes
(coextrativos) que possam afetar os resultados em termos de confiabilidade obtidos
pelo sistema cromatografico, como componentes ndo volateis da matriz como
acucares, acidos graxos e pigmentos. Estes compostos podem ficar aderidos no
conjunto injetor-insersor, e também na coluna cromatografica, o que pode levar ao
aumento na frequéncia de manutencbes necessarias para 0 equipamento
(HAJSLOVA J. et al, 2003). A ideia é usar um sorvente capaz de reter os componentes

da matriz, mas ndo os compostos de interesse.
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Juntamente com o método QUEChERS, um novo método de limpeza
denominado extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) foi proposto. A d-SPE é
baseada na extracdo em fase solida, porém o adsorvente é adicionado diretamente
ao extrato, sem necessidade de condicionamento em cartuchos. Devido ao uso de
pequenas quantidades de sorventes e por ndo necessitar o uso de cartuchos, a d-
SPE é um método que economiza tempo, trabalho, dinheiro e solvente, quando
comparada ao método SPE (ANASTASSIADES et al, 2003).

No desenvolvimento do método QUEChERS foi empregado como sorvente de
limpeza 25 mg de amina primaria-secundaria (PSA, do inglés primary secondary
amine) e 150 mg de MgSO4 anidro. Assim, uma aliquota do extrato (por exemplo 1
mL) é colocada em contato com o material sorvente, seguido de uma agitacéao
vigorosa (vortex), para favorecer a distribuicdo uniforme do sorvente, por
aproximadamente 30 segundos. Posteriormente, o sorvente é separado por
centrifugacdo, sendo uma aliquota do extrato final retirada para analise
(ANASTASSIADES et al, 2003). As pequenas quantidades de sorventes sao
justificadas pela a pequena porcdo do extrato que € submetida ao procedimento de
limpeza.

O sorvente PSA retém fortemente acidos graxos livres e outros compostos
polares presentes na matriz, uma vez que, apresenta uma estrutura bidentada (pela
presenca dos grupos amino primario e secundario) conferindo a esse sorvente
elevado efeito quelante. Devido a essas propriedades, o PSA é considerado um dos
sorventes mais comumente usados no procedimento QUEChERS para analise de
agrotoxicos. Porém, dependendo da matriz da amostra, outros sorventes podem ser
utilizados na etapa de limpeza como: octadecilsilano (C18) e carvao grafitizado (GCB,
do inglés graphitized carbon black). O sorvente C18 € mais utilizado para matrizes
com teor de gordura maior que 2%, uma vez que 0 mesmo € capaz promover uma
eficiente remocao de interferentes apolares, como substancias graxas e lipidios
(LEHOTAY, 2007). Por outro lado, o0 GCB tem elevado potencial para a formacéo de
ligagcbes do tipo ponte de hidrogénio, pela presenca de grupos polares na sua
superficie, com forte retencéo para compostos planares (URAIRAT et al, 2010).

Apesar de a versao original do método QUEChERS ter oferecido excelentes
resultados para diferentes tipos de amostras, algumas aplicagdes mostraram que
certos compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperacdo de

acordo com o pH da matriz. Desta forma, durante o periodo de otimizacdo do método,
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percebeu-se que a utilizacdo de tampdes (pH 5) promoviam recuperacdes satisfato-
rias (>70%) para compostos dependentes do pH. (ZANELLA, R. et al, 2015). Assim,
Lehotay e colaboradores (2005) desenvolveram o método “QUEChERS-acetato”, no
qual a extracao é realizada com acetonitrila acidificada com acido acético 1% (v/v) e
o efeito tamponante (pH 4,8) € promovido pela adicdo de acetato de sédio.
Adicionalmente, em 2007 Anastassiades e colaboradores (2007) propuseram o
método “QUEChERS-citrato”, em que o efeito tamponante (pH 5,0-5,5) & promovido
pela utilizacdo de uma mistura de citrato de sédio diidratado e hidrogenocitrato

sesquihidratado.

2.9.1 Aplicagdes do método QUEChERS para extracédo de herbicidas em arroz e

técnicas cromatograficas

Devido ao uso intensivo de herbicidas, inseticidas e fertilizantes, o método de
extracdo QUEChERS tem sido amplamente aplicado para analise multirresiduo em
alimentos. A Tabela 1 apresenta aplicacbes do método QUEChERS para

determinacao de residuos de agrotoxicos em arroz.
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Tabela 1. Aplicac6es do método QUEChERS na determinacao de residuos de agrotdéxicos em arroz
por técnicas cromatograficas.

Agrof[oxmos Matriz Extra(;_ao/Etapa de Técnica LOQ_l Recuperacao Referéncia
analisados limpeza (ug kg™ (%)
2 Arroz QUEChERS/ d-SPE LC-MS/MS - 73.0- 86.7 QIN et al., 2017
1 Arroz QUECNERS LC-MS/MS 30 88.1-100.6 LEE etal, 2014
modificado
12 Arroz QUEChERS LC-MS/MS 0,015- 0,165 92 -103 REBELO, 2016
360 Arroz QUEChERS/ d-SPE GC-MS/MS 10 72.3-107.5 LEEetal., 2017
310 Aoz QUEChERS/ d-SPE l,J\AHSF;I\LA%' 10 86.8-96.1 LEE etal., 2018
5 Arroz QUEChERS/ d-SPE LC-MS/MS 24-28 71-116 KAelf'I;Iﬁlégl(éAN
13 Aoz QUEChERS/d-SPE  LC-MS/MS i 45-104  NOESUKVIWAT
4 Arroz QUEChERS/ d-SPE LC-MS/MS 05-1 70.2-119.8 Nletal.,, 2018
219 Arroz QUEChERS GCMS/MS 5-50 70 - 120 ZEYlé\Io(iSet al.,
58 Arroz QUEChERS LC-MS/MS 10 82.2-125 Zhenzz%elr‘?et al.,
QUEChERS ) ] ] TELO et al.,
17 Arroz modificado GC-ECD 80.7 - 119.7 2017
5 Arroz QUEChERS LC-MS/MS 10-50 70.3-120 CAL[;gflet al.,
GRANDE-
108 Arroz QUEChERS GC-MS/MS 3,6 70-116 MARTINEZ et
al., 2015
Arroz CHO et al.,
113 vermelho QUEChERS GC-MS/MS 0,1-25 80-120 2016.
4 Arroz QUEChERS L%i\:/l_%g/ls 10-100 78.9-108 YU et al., 2019.
Arroz
3 vermelho QUEChERS LC-MS/MS 1-50 78 -114,1 LEEetal., 2016
20 Arroz QUEChERS LC-MS/MS 0,4-58,8 70-120 REBELO, 2014
LC - PAREJA L, et
26 Arroz QUEChERS MS/MS - 70-120 al., 2011
UHPLC- WU, X, et al.
1 Arroz QUEChERS MS/MS 0.1-04 73-94 2013
72 Arroz QUEChERS LC-MS/MS  0.79-65.74 90-110 MIN et al. 2012



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pareja%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21238760
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2.10 VALIDACAO

A validacdo é o processo de avaliagdo que o método analitico sofre para
garantir a producéo de informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra. Este
processo consiste numa sequéncia continua de etapas que comeca no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia. (RIBANI et al, 2004). A Tabela 2 apresenta as principais figuras de
mérito avaliadas na validacdo de métodos para determinacdo de residuos de

agrotoxicos em alimentos.

Tabela 2. Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos analiticos
para determinacéo de residuos de agrotdxicos

Parametro Definicao Aplicacéo Referéncia
Seletividade Distingédo de resposta Extra‘(‘;ao de Enatrlz INMETRO
entre analitos. branco

Correlacao entre
Linearidade  resposta analitica e Curva Analitica (y=ax+b) INMETRO

concentracao
Intervalo de
. : concentracdes em
lij?f[?atlgliir queyex Curva Analitica (y = ax + b) INMETRO
correlacionam-se
linearmente
Influéncia dos Comparacao entre curvas
EfeitoMatriz componentes da preparadas em solvente e SANTE
matriz na resposta (y) em extrato branco
LOD Concentracéo limite SIR=3
de distin¢do entre _ INMETRO
LOQ analito e ruido SR =10
Proximidade de
- resultados obtidos Repetitividade e
Precisao por diferentes Reprodutibilidade INMETRO
amostragens
Proximidade de
Exatidao resultado em relagéo Ensaios de fortificacdo INMETRO

a uma referéncia
INMETRO, 2018; SANTE, 2017
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Residuos de

Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa

Maria. O procedimento experimental constituiu na avaliacdo e validacdo do método

QUEChERS para determinacéo de residuos de herbicidas em diferentes variedades
de arroz por LC-MS/MS.

Para a etapa de validagdo, os seguintes parametros analiticos foram avaliados:

seletividade, linearidade, efeito matriz, limites de detec¢ao e quantificacdo do método,

exatidao e precisdo, em termos de repetibilidade e preciséo intermediaria.

3.1 INSTRUMENTACAO

SR N N N VR N N N N N N SR

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento do método foram:
Agitador vortex - Biomixer QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica de precisdo APX-200 (Denver Instruments, Brasil);
Balanca analitica de precisdo AUW 220D (Shimadzu, Jap&o);
Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);
Banho ultrass6nico Sonorex modelo RK 510 (Bandelin, Alemanha);
Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);
Centrifuga 80-2B (Centribio, Brasil);
Estufa com circulacdo de ar TE-394/2 (Tecnal, Brasil);
Lavadora ultrassonica Unique USC-1400A (Sanders do Brasil, Brasil);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Processador de alimentos Philips Walita, modelo R11364 (Philips, China);
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);
Sistema GC-MS/MS, modelo Intuvo 9000 (Agilent, EUA), equipado com:
e Amostrador, modelo 7693 e injetor automatico, modelo G4513A
(Agilent, EUA);
e Detector espectrométrico de massas, modelo 7010B;
e Sistema de aquisicdo de dados através do software MassHunter
(Agilent, EUA);
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e Coluna capilar de silica fundida, 30 m de comprimento; 0,25 mm de

d.i. e 0,25 um de espessura de filme (Agilent, EUA).

v Sistema HPLC-UV/Vis, equipado com:

e Bomba quaternéaria, modelo 9010 (Varian, EUA);

e Detector UV/Vis de comprimento de onda variavel, modelo UltiMate

VWD-3400RS (Thermo Scientific, EUA);

e Coluna analitica Microsorb 100-5 C18, com 250 x 4,6 mm e 5 pum de
diametro de particula (Agilent, EUA);

e Software para aquisicdo de dados Chromeleon 6.8 (Thermo
Scientific, EUA);

v’ Sistema LC — MS/MS Varian 320-MS, equipado com:

e Detector MS, 320-MS triplo quadrupolo (TQ) Mass Spectrometer com fonte
API, utilizando o modo de ionizagao por eletronebulizacdo (Varian, EUA);

e Amostrador automatico ProStar 410, bomba quaternéaria 212-C, forno para
coluna e sistema de desgaseificacdo (Varian, EUA);

e Coluna analitica Pursuit XRs Ultra C18 100 x 2.0 mm (i.d) e 2.8 um tamanho
de particula

e Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS Workstation
Version 6.9.2 (Varian, EUA);

e SisteMa gerador de nitrogénio LC/MS 12/2 (Domnick Hunter, Inglaterra)

v moinho analitico IKA A1l Basic.

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS UTILIZADOS

Reagentes, solventes e demais materiais utilizados neste trabalho estéo

listados abaixo:

>

vV V V V V

Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);
Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, China);
Acetato de aménio (Merck, Alemanha);
Acetato de sodio anidro (J. T. Baker, EUA);
Acido acético glacial 100% (J. T. Baker, EUA);
Acido férmico >98% (Sigma Aldrich, EUA);
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Y

Agua purificada em sistema Milli-Q Direct3UV® com resistividade de 18,2 MQ
cm (Millipore, Franca);

Carvao Supelclean ENVI-Carb, dp 105-125 um (Supelco, EUA);
Citrato de sodio tribasico dihidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Citrato de sddio dibasico sesquiidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Cloreto de sodio (Merck, Brasil);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Vertical, Tailandia);
Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

Gas hélio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil);

Gas nitrogénio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil);

Gas hidrogénio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil);

Hexano, 95% n-hexano (Panreac, Espanha);

lodo ressublimado (Merck, Alemanha);

Metanol, grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Padrbes solidos dos agrotdxicos em estudo com pureza de 94,0 a 99,9% (Dr.

vV V V V V VYV VYV V V VYV V V VYV V

Ehrenstorfer, Alemanha);
Seringas de 3 mL HSW Norm-Ject® (Henk Sass Wolf, Alemanha);
Sulfato de magnésio anidro (Scharlau, Espanha);

vV V VY

Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 50 e 15 mL
(Sarsted, Alemanha);

Sorvente Bondesil C18 com dp de 40 ym (Agilent, EUA);

Sorvente Bondesil PSA com dp de 40 um (Agilent, EUA);

Sorvente Z-Sep* com dp de 40 ym (Supelco, EUA);

vV V VYV V

Vidraria comum de laboratorio.

3.3 AMOSTRAS “BRANCO” DE DIFERENTES VARIEDADES DE ARROZ

As etapas de avaliacdo e validacdo do método foram realizadas empregando
amostras “branco” de arroz (branco, vermelho e preto), cultivadas isentas de
agrotoxicos, adquiridas em uma empresa localizada na cidade de Santa Maria (RS).
Para o processamento, as amostras foram moidas em moinho analitico IKA A11 Basic

por 1 min. Apés etapa de moagem, as amostras foram armazenadas em potes
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individuais de polipropileno devidamente identificados, mantidas em freezer a

temperatura < -10 °C até o uso.

3.4 COMPOSTOS SELECIONADOS PARA ESTE ESTUDO

Informacdes gerais como formula molecular, grupo quimico e pureza dos

padrées analiticos solidos dos agrotoxicos de diferentes classes selecionados para

este estudo, séo listadas na Tabela 3. Os herbicidas selecionados para este estudo

foram selecionados, principalmente, de acordo com 0S compostos que possuem

valores de LMR estabelecidos pela ANVISA, Unidao Europeia (2016) e Codex

Alimentarius (2013).

Tabela 3. Relacdo dos agrotéxicos analisados por LC-MS/MS, com informacdes de grau

de pureza, grupo quimico, férmula molecular, classificacdo toxicolégica, pKa,
solubilidade.
Grau de Formula
Agrotoxicos pureza Grupo quimico N pKa Solubilidade

0 molecular 1

(%) (mg L)
24D 99,5 Acido ariloxialcanéico CsHsCl203 34 24.300
Ametrina 98,2 Triazina CoH17NsS 10,07 200
Atrazina 98,1 Triazina CsH14CINs 1,7 35
Bentazona 98,0 Benzotiazinona C1oH12N20O3S 3,51 7.112
Bispiribague sédico 98,3 pirimidinil-carboxila  CigH17N4sNaOs 3,35 64.000
Cianazina 99,0 Triazina CoH13CINe 12,9 171
Ciclosulfamuron 99,0 Sulfonilureia C17H19NsO6S 5,04 6,52
Clomazone 98,5 Isoxazolidinona C12H14CINO,  n.a. 1.102
Clorbromuron 98,3 Urea CyH10BrCIN2O, n.a 35
Clorimuron etilico 97,0 Sulfonilureia CisH1sCIN4OeS 4,2 1.200
Desmedifan 97,5 Carbamato C16H16N204 n.a. 5,6
Dimetanamida 98,0 Cloroacetamida C12H18CINO-S n.a. 1.200
Diuron 97,5 Fenilamida CyH10CI2N2O  n.a. 35,6
Etoxisulfuron 99,0 Sulfonilureia CisH1sN4O7S 5,28 5.000
Fenoxaprop-etilico 99,0  Ariloxifenoxipropionato CisH1sCINOs  n.a. 0,9
Fluasifop-p-butilico 97,0  Ariloxifenoxipropionato  CigH20FsNOs  n.a. 0,93
Fluroxipir 96,5 Composto de piridina C7HsClL.FN.O3; 2,94 6.500
Linuron 99,4 Ureia CoH10CI:N2O2  n.a. 63,8
Metobromuron 98,0 Ureia CoH1:BrN2O>, 12,0 328
Metolacloro 97,0 Cloroacetamida CisH22CINO,  n.a. 530
Metoxuron 99,5 Ureia C10H13CIN2O2  n.a. 678
Metribuzim 99,8 Triazinona CsH14N4OS 0,99 1.165
Metsulfuron metilico 99,0 Sulfonilureia C14H1sNsO6S 3,75 2.790
Monolinuron 99,0 Ureia CyH11CIN2O2  n.a. 735
Oxifluorfen 98,0 Eter difenilico CisH1:1CIFsNOs  n.a. 0,116
Pendimetalina 99,5 Dinitroanilina Ci3H19N304 2,8 0,33
Pirazosulfuron 98,5 Sulfonilureia Ci14H1sNsO7S 3,7 14,5

etilico
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Grau de Formula
Agrotoéxicos pureza Grupo guimico N pKa Solubilidade
molecular 1
(%) (mg L)
Piridato 96,5 Fenilpiridazina C1oH23CIN202S  n.a. 1,49
Prometrina 99,3 Triazina C10H19NsS 4,1 33
Propanil 99,0 Anilida CoHoeCI2NO 19,1 95,0
Simazina 99,5 Triazina C7H12CINs 1,62 5
Terbutilazina 99,5 Triazina CoH16CINs 1,9 6,6
Tiobencarbe 98,0 Tiocarbamato C12H16CINOS  n.a. 16,7

*Solubilidade em agua a 20 °C; na: nao se aplica

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

As solugbes estoque foram preparadas individualmente na concentracédo de
1000 mg L! para todos os analitos selecionados, considerando a pureza dos padrdes
sélidos. A massa pesada de cada padrdo solido foi dissolvida em acetonitrila e as
solugdes estoque foram armazenadas em frascos ambar a temperatura de -18 °C.
Apdés, preparou-se solucdes de trabalho em acetonitrila na concentracdo individual de
10 mg L1, A partir destas solucdes, preparou-se em acetonitrila uma mistura contendo
todos os compostos na concentragdo de 1 mg L.

Para injecdo no sistema LC-MS/MS, as solucdes analiticas foram preparadas
nas concentracdes de 2, 5, 10, 20, 50, 100 e 200 pug L* para todos os compostos, em

acetonitrila e no extrato da variedade de arroz branco.

3.6 SELECAO DO PADRAO INTERNO e DO PADRAO DE CONTROLE

A selecdo do padréo interno (PI) deve obedecer aos seguintes critérios:
“idealmente, a substancia utilizada como padrao interno deve possuir caracteristicas
fisico-quimicas similares as substancias que serdo quantificadas, ter tempo de
retencdo préximo a essas substancias, ndo reagir com as substancias ou outro
componente da matriz, ndo fazer parte da amostra e ndo deve coeluir com 0s
agrotoxicos estudados. Este ultimo requisito ndo € necessario quando a deteccédo é
feita por espectrometria de massas, na qual cada composto produz um espectro
caracteristico” (LANCAS, 2004).

Para a escolha dos padrdes interno e de controle procurou-se analitos que
tivessem caracteristicas fisico-quimicas similares aos analitos estudados e que

estariam ausentes nas amostras.
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Como padréo de controle fez-se uso de atrazina deuterada. Esse composto foi
utilizado para avaliar o procedimento de extragdo, ndo sendo necessario seu uso
como corretor de recuperacdo para nenhum dos analitos estudados. O composto
trifenilfosfato foi escolhido como padrao interno, para verificar as variacées do sinal
analitico no instrumento, ndo sendo utilizada a sua resposta para os calculos de
recuperacéo. Este foi adicionado ao final da etapa de preparo da amostra diretamente
no vial antes da injegdo cromatografica, resultando em uma concentragao de 100 ug
Lt

3.7 AVALIACAO DAS CONDICOES DO SISTEMA LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM ARROZ

O método foi construido apds a infusdo de cada analito desejado, no LC-
MS/MS, através de solugbes analiticas na concentracdo de 1 mg L, onde as
informacgBes como: ion precursor, ion produto, energia de colisdo de cada agrotoxico
de interesse foram adquiridas. Os parametros como temperatura da fonte, voltagem
do capilar e o modo de ionizagdo (ESI +/-), temperatura e pressdo do gas de
dessolvatacdo para secagem do solvente foram avaliados. Apds obtencdo das
melhores condi¢des, injetou-se uma solugdo na concentragdo de 100 pg L* a fim de
ajustar o tempo de retencdo de cada analito e avaliar a intensidade do sinal dos

mesmos.

3.7.1 Escolha da fase moével

A escolha da fase mével foi baseada em trabalhos previamente desenvolvidos
no LARP-UFSM. As condicdbes empregadas no sistema cromatografico para a
determinacdo de residuos de herbicidas avaliados neste estudo estdo descritas a
sequir:
= Fase movel: solucdo aquosa de formiato de amoénio 5 mmol L (A) e metanol
(B);

Vazao da fase moével: 150 pL min-;

4 8

Fonte de ionizacéo: ESI,
= Analisador: Espectrédmetro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo, operando no
modo MS/MS;
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3.7.2 Condigdes utilizadas no sistema LC-MS/MS

Os principais parametros do sistema cromatografico LC-MS/MS foram
otimizados previamente no LARP-UFSM e as condi¢des utilizadas para a otimizacao
do método e andlise dos agrotoxicos em amostras de arroz estdo descritas a seguir.

= Temperatura da coluna: 30 °C;
Presséo do gas de nebulizacéo: 20 psi;
Volume de injeg&o: 10 pL;
Temperatura de dessolvatagao: 250 °C;
Vazao do gas de dessolvatacao (N2): 40 psi;

Temperatura da fonte: 50 °C.

4 4 4 4 4 7

Pressao do géas de colisdo: 1,8 mTorr

Os ions caracteristicos de cada composto foram monitorados no modo SIM no
quadrupolo (Q1) e no quadrupolo (Q3) foi efetuada a varredura do ion produto
variando as energias de coliséo, a fim de otimizar as melhores condi¢des de deteccéo.
Apés avaliou-se as transicdes no modo SRM, para escolher a transicéo a ser utilizada
como quantificacdo (maior intensidade) e de identificacdo (de segunda maior

intensidade) dos agrotéxicos estudados.

3.8 AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO
DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM DIFERENTES VARIEDADES DE ARROZ

3.8.1 Avaliacdo da eficiéncia de extracdo das diferentes versdes do método
QUEChERS (original, acetato e citrato) na determinacdo de residuos de

herbicidas em diferentes variedades de arroz

Preparo do slurry das amostras de arroz: Por¢cbes de 50 g de arroz polido
(organico) dos trés tipos e previamente moido foram homogeneizadas com 50 mL de
agua ultrapurificada em processador do tipo ultra-turrax por 1 min a 10.000 rpm. A
proporcdo amostra: agua (1:1) foi utilizada baseada em trabalho desenvolvido por
Cabrera et. al (2012). Este preparo foi realizado para cada uma das variedades de

arroz avaliadas. Apos preparado o slurry foi imediatamente utilizado.
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Devido a complexidade da amostra em estudo e aos baixos niveis de
concentragdo que os agrotoxicos podem estar presentes, o preparo de amostra se
torna uma importante etapa da analise para a obtencdo de resultados confiaveis
(PRESTES, 2009). Devido as vantagens e as diversas aplicacfes, diferentes versdes
do método QUEChERS (original, acetato e citrato) foram avaliadas na etapa de
preparo de amostra das diferentes variedades de arroz estudadas neste trabalho. Os
testes realizados na etapa de extracdo estédo abaixo descritos.

Método QUEChERS original acidificado: Este teste foi baseado no método
QUEChERS original (ANASTASSIADES et al.,, 2003). Os experimentos foram
realizados através da extracdo com 10 mL acetonitrila contendo 5% (v/v) de &cido
férmico e particdo com 1 g de cloreto de sddio (NaCl) e 4 g de sulfato de magnésio
(MgSO0a4), utilizando vortex para agitacdo (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm por 8
min.

Método QUEChERS acetato: Este teste foi realizado baseado no método
QUEChERS acetato (LEHOTAY et al., 2005). Os experimentos foram realizados
através da extracdo com 10 mL acetonitrila acidificada com acido acético 1% (v/v) e
particdo com 1,7 g acetato de sédio (CH3COONa) utilizando vértex para agitacédo (1
min) e centrifugacao a 3400 rpm por 8 min.

Método QUEChERS citrato acidificado: Este teste foi realizado no método
QUEChERS citrato (ANASTASSIADES et al., 2007). Os experimentos foram
realizados através da extragcdo com 10 mL acetonitrila e particdo com 4 g de sulfato
de magnésio (MgS04), 1 g de citrato de sodio tribasico dihidratado (CeHsNaz07.2H20)
e 0,5 g de citrato de sédio dibasico sesquihidratado (CsHsNa207.1,5H20) utilizando
vortex para agitacao e centrifugacéo a 3400 rpm por 8 min.

Cada um dos procedimentos acima descritos foi avaliado em funcdo da
eficiéncia de extracao (recuperacdo% e RSD%). Nesta etapa, realizou-se fortificacéo
da amostra “branco” das diferentes variedades de arroz avaliadas (branco, vermelho
e preto) (n=6, para cada herbicida) no nivel 80 pug kg*. Apés o tempo de contato de
30 min, efetuou-se a etapa de extracdo utilizando cada uma das versdes do método
QUEChERS (original, acetato e citrato) conforme anteriormente descrito.

Apos realizacdo da etapa de extracdo, uma aliquota de cada um dos extratos
obtidos foi submetida a procedimento de limpeza por d-SPE. Neste experimento, 1 mL
do sobrenadante foi transferido para tubo eppendorf de 2 mL, contendo 125 mg C18

e 150 mg MgSOa. O tubo foi agitado em vortex por 1 min e centifugado (3400 rpm r
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10°C). Apos, o extrato foi transferido para vial e diluido na proporgdo 1:1 com solugéo
de fase movel (item 3.7.1), sendo posteriormente analisado por LC-MS/MS. Avaliou-
se a eficiéncia de extracdo de cada meétodo testado em funcdo do numero de

compostos com recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD < 20%.

3.8.2 Avaliacdo por GC-MS (modo varredura) da presenca de coextrativo nos
extratos obtidos pelo método QUEChERS

A técnica de GC-MS foi empregada na avaliagdo qualitativa da presenca de
coextrativo nos extratos provenientes de cada um dos métodos avaliados. As
condicBes utilizadas no sistema cromatografico GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo
9000, estao descritas a sequir:

% Vazdo: 1,2 mL min?

% Gas de arraste: hélio

% Temperatura do injetor: 280 °C

X/

% Volume e modo de injecdo: 1 uL - splitless pulsado

« Temperatura do forno: mantido por 1 min a 60°C, 40°C/min para 170 °C e
10°C/min para 310 °C.

¢+ Coluna capilar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

s Temperatura do transfer line: 290 °C

% Temperatura da fonte: 300 °C

% Temperatura dos quadrupolos MS1 e MS2: 150 °C

X/

%+ Modo de ionizacdo: impacto por elétrons

X/

%+ Modo de aquisicéo: varredura (full scan)

Avaliou-se a presenca e eficiéncia de remoc¢éo dos coextrativo por comparagao
entre os perfis cromatograficos dos extratos “branco” (sem etapa de limpeza) com os

extratos obtidos ap0Os a realizac&o dos testes de limpeza.

3.8.3 Avaliacdo por HPLC-UV/Vis da presenca de antocianinas nos extratos
obtidos pelo método QUEChERS
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A técnica de HPLC-UV/Vis foi empregada na avaliacdo qualitativa da presenca
de pigmentos (especialmente antocianinas, nas variedades de arroz vermelho e preto)
nos extratos provenientes do método QUEChERS e da etapa de limpeza melhor
avaliadas. A separacdo cromatografica foi realizada com o uso do sistema HPLC-
UV/Vis e coluna Microsorb 100-5 C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). O software utilizado para
controle de instrumentos e processamento de dados foi Chromeleon 6.8. A fase movel
foi composta por acido férmico:acetonitrila:agua na propor¢cao 10:9:81 (v/v). Foi
utilizado modo de eluicdo isocratico e tempo total de analise cromatografica de 30
minutos. A vazdo e o volume de inje¢do utilizados foram 1 mL mint e 20 pL,
respectivamente. A deteccdo das antocianinas foi realizada empregando o
comprimento de onda de 525 nm. Avaliou-se a eficiéncia (qualitativa) de remocao dos
coextrativo por comparacédo entre o perfil de separacédo cromatografica do extrato sem

limpeza com os extratos provenientes dos testes de limpeza.

3.8.4 Avaliacdo da etapa de limpeza do método QUEChERS por d-SPE para
determinacao de residuos de herbicidas em diferentes variedades de arroz

Posteriormente aos testes de extracdo e de avaliacdo dos coextrativos, avaliou-
se a etapa de limpeza empregando a técnica de d-SPE utilizando diferentes tipos e
quantidades de sorventes (PSA, C18, silica, alumina e GCB) comumente utilizados
nesta etapa (SLOWIK-BOROWIEC & WALORCZYK, 2016; REJCZAK & TUZIMSKI,
2015; WALORCZYK et al., 2015; LOZANO et al., 2014; CORREIA-SA et al., 2012;
FERNANDES et al., 2013).

Os extratos provenientes do método QUEChERS que apresentou os melhores
resultados de recuperacéo e precisao (RSD%) foram submetidos a etapa de limpeza.
As quantidades de sorventes empregadas e as combinagbes entre eles estédo
apresentadas na Tabela 4.

A etapa de limpeza foi realizada em tubos de polipropileno (eppendorf) de 2 mL
utilizando 1 mL de extrato. Nesta etapa, a quantidade (150 mg) de MgSO4 foi mantida
constante em todos 0s testes uma vez que néo interfere na remogao dos coextrativos

da matriz.
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Tabela 4. Relacao dos testes preliminares para avaliacdo da etapa de limpeza por d-
SPE visando a determinacéo de residuos de herbicidas em arroz por LC-MS/MS.

Teste Etapa de limpeza (d-SPE)
T1 1 mL extrato + 25 mg PSA + 125 mg C18 + 150 mg MgSOa,
agitacdo em vortex (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T2 1 mL extrato + 125 mg C18 + 150 mg MgSO4, agitacdo em vortex
(1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T3 1 mL extrato + 125 mg Florisil + 25 mg PSA + 150 mg MgSOQO.,
agitacdo em vortex (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T4 1 mL extrato + 125 mg Florisil + 150 mg MgSO4, agitagcdo em
vortex (1 min) e centrifugacao a 3400 rpm/8 min
T 1 mL extrato + 125 mg alumina + 25 mg PSA + 150 mg MgSOa,
agitacdo em vortex (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T6 1 mL extrato + 125 mg alumina + 150 mg MgSO., agitacdo em
vortex (1 min) e centrifugagcdo a 3400 rpm/8 min
T7 1 mL extrato + 125 mg silica + 25 mg PSA + 150 mg MgSOQa,
agitacdo em vortex (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T8 1 mL extrato + 125 mg silica + 150 mg MgS04, agitacao em voértex
(1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T9 1 mL extrato + 50 mg PSA + 150 mg MgS0O4, agitagdo em vortex
(1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T10 1 mL extrato + 25 mg PSA + 2,5 mg GCB +150 mg MgSO4, agitacao
em vortex (1 min) e centrifugacdo a 3400 rpm/8 min
T11 1 mL extrato + 25 mg PSA + 7,5 mg GCB +150 mg MgSO4,

agitacdo em vortex (1 min) e centrifugacao a 3400 rpm/8 min

Os extratos obtidos a partir de cada um dos testes descritos na Tabela 4 foram
analisados pela técnica de GC-MS/MS (modo full scan). Assim, foi possivel avaliar a
reducdo da presenca de coextrativos em comparacdo com o extrato sem clean-up.
Apds, o extrato proveniente do teste de limpeza que produziu a maior reducdo de
coextrativos também foi avaliado pela técnica de HPLC-UV/vis, para avaliacdo do

efeito da etapa de limpeza no perfil de antocianinas.

3.9 VALIDACAO DO METODO QUECHERS VISANDO DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE HERBICIDAS EM ARROZ POR LC-MS/MS

Apos definir as melhores condi¢gdes no sistema LC-MS/MS e qual o método de
extracao e limpeza mais adequado para as diferentes variedades de arroz avaliadas,
realizou-se a validagdo do método proposto. Os parametros a seguir foram avaliados
para cada um dos herbicidas estudados: seletividade, linearidade, efeito matriz, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao (recuperacao) e precisao (repetitividade

e precisao intermediaria).
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3.9.1 Seletividade

Avaliar a seletividade € necessario para se confirmar que nenhum analito de
interesse seja eluido juntamente com algum componente ou interferente presente na
matriz estudada (SANTE, 2017). A seletividade foi avaliada pela injecdo de extratos
da amostra "branco”, de cada uma das variedades de arroz avaliadas. Estas foram
comparadas com inje¢des da amostra “branco” fortificada com solugéo padrao (10 pg
L-1) contendo os herbicidas de interesse. Além disso, também avaliou-se o “branco”
dos reagentes, onde durante a etapa de preparo de amostra se substituiu a massa de

amostra por igual quantidade de agua ultrapurificada.

3.9.2 Curva analitica e faixa de trabalho

A curva analitica foi avaliada a partir das solucbes preparadas nas
concentragdes de 2; 5; 10; 20; 50, 100 e 200 pg L. As curvas foram preparadas em
solvente (acetonitrila) e no extrato de cada uma das variedades de arroz avaliadas,
obtido com o método proposto, seguida de diluicdo 1:1 em fase movel. As curvas na
matriz e no solvente foram injetadas em triplicatas e conforme o INMETRO (2011)
determinadas de acordo com a Equacéo 1:

y=ax+bh Equacéo (1)
Onde:
X = concentragao.
a = coeficiente angular-inclinacao da curva analitica = sensibilidade.

b = coeficiente linear-interse¢cdo com o eixo y, quando x=0.

Apos a inje¢do das mesmas as areas foram tabeladas e obteve-se o RSD (%),

o coeficiente de determinacéo (r?) e a faixa de linearidade.
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3.9.3LOD e LOQ do método proposto

O LOQm foi adotado como o menor nivel de fortificagdo que apresentou
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD < 20%. O LOD foi determinado através do
LOQm dividido por 3,33 (INMETRO, 2018; SANTE, 2017).

3.9.4 Ensaios de recuperacao para avaliacdo da exatidao

Segundo o INMETRO (2011) a recuperacdo do analito pode ser estimada
através de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito em trés
diferentes niveis de concentracdo da faixa de aplicacdo do método, uma baixa, uma
média e outra alta. Geralmente a recuperacdo € expressa em percentagem da
quantidade obtida do analito em rela¢do a quantidade do mesmo que foi adicionado a
matriz (Ribani et al., 2004).

A determinacdo da exatiddo foi obtida através de ensaios de fortificacao
utilizando amostra “branco”, isto €, livre da presenga dos agrotéxicos em estudo e para
a exatiddo do método, avaliando-se, assim, a recuperacédo dos compostos em estudo
(INMETRO, 2018; SANTE, 2017). Os niveis avaliados foram de 20, 50 e 100 ug kg™
com seis replicatas para cada nivel de concentracdo. De acordo com o INMETRO
(2018) e SANTE (2017), o calculo de recuperacéao é feito de acordo com a equacéao
2.

C1-C2
C3

Recuperacio (%) = ( ) x 100 Equacao (2)
Onde:

C1 = concentracéo determinada na amostra fortificada,

C2 = concentracdo determinada na amostra néo fortificada,

C3 = concentracdo usada para fortificacao.
3.9.5 Preciséao (repetitividade) e preciséo intermediaria

A precisédo pode ser calculada através da formula do desvio padréo relativo
(RSD), de acordo com a equacéo (INMETRO, 2018; SANTE, 2017):

RSD (%) = (ﬁ) X 100 Equacéio (3)
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Em que:

s = estimativa de desvio padr&o absoluto = {Z(xi - xm)?/n-1}''2;
xi = valores individuais;

Xm = média das medidas em replicatas;

n = numero de medidas.

A precisdo do método foi avaliada, em termos de repetitividade (RSDr) através
da extracdo de andlise das amostras fortificadas, sendo realizadas em replicatas (n=6)
para cada nivel de concentracao.

A precisdo intermediaria (RSDpi) foi avaliada realizando o procedimento
analitico em dias diferentes, através da injecdo da curva analitica e das amostras

branco nos niveis de 20, 50 e 100 pg kg.

3.9.6 Efeito matriz

E possivel observar o efeito matriz quando existe uma diferenca consideravel
na resposta obtida utilizando padrdes preparados no solvente e padrées preparados
no extrato da matriz (PICO; BLASCO; FONT, 2004). De acordo com a SANTE (2015)
sua determinacgdo se faz pela comparacao entre as inclinacdes das curvas analiticas

dos padrbes no solvente e as preparadas na matriz, conforme a equacéao 4:

Xlx_zxz x 100 Equacéo (4)

Efeito matriz =

Em que:

X1 =inclinacdo da curva obtida pela injecéo das soluc¢des analiticas de cada herbicida,
preparadas em extrato da matriz;

X2 =inclinacdo da curva obtida pela injecao das soluc¢des analiticas de cada herbicida,

preparadas em acetonitrila.

Assim, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou
negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o resultado for

=220% considera-se que o efeito matriz comega a exercer influéncia no desempenho
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analitico e, entdo, recomenda-se a constru¢do das curvas analiticas no extrato da
matriz para minimizar o efeito (SANTE, 2017).

3.10 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DO COMERCIO LOCAL

O método desenvolvido foi validado e aplicado na determinacéo de residuos de
herbicidas em 20 amostras de arroz branco, 2 amostras de arroz vermelho e 4
amostras de arroz preto, adquiridas em diferentes mercados da cidade de Santa
Maria, RS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 AVALIACAO DAS CONDICOES DO SISTEMA LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM ARROZ

A Tabela 5 apresenta as condicbes empregadas no sistema cromatografico LC-

MS/MS para determinacdo dos herbicidas avaliados neste estudo.

Tabela 5. Condi¢cbes empregadas no sistema cromatogréafico LC-MS/MS.

Parametros LC-MS/MS
Coluna analitica Pursuit XRS Cis (100 x 2,0 mm d.i, 2,4 pum)
Fase movel Formiato de Amonio 5 mmol L! (A) e Metanol (B)

75% (A) e 25% (B) de 0 a 2 min; alterando até 5% (A) e
Gradiente de eluigéo 95% (B) em 15 min (permanecendo até 20 min);
alternando até atingir 75% (A) e 25% (B) em 25 min
(permanecendo até 33 min).

Vazao 0,15 mL mint
Volume de injecao 10 pL
Fonte de ionizagao ESI

Espectrémetro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo,

Detector operando no modo MS/MS

% A: formiato de amdnio 5 mmol L1

% B: metanol

A partir da realizacdo das infusdes, de cada um dos compostos, foram
determinadas quais as melhores condi¢des de fragmentacdo dos ions monitorados
utilizando a fonte de ionizacdo na temperatura de 50 °C, a temperatura do gas de
dessolvatagéo (Nz) foi de 250 °C, a pressao do gas de dessolvatacao foi de 40 psi, e
a pressao do gas de secagem foi de 20 psi.

A fonte de ionizacdo API foi empregada com interface ESI, devido a moderada
polaridade da maioria dos analitos. ESI é a interface mais indicada para compostos
neutros ou polares, que podem ser protonados ou desprotonados em condi¢des
apropriadas de pH. Na ESI ocorre a producéo de ions do analito na fase liquida, a
transformacdo destes em ions gasosos, que em seguida sdo introduzidos no
espectrémetro de massas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).
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A Tabela 6 apresenta os herbicidas analisados por LC-MS/MS, ions
precursores e ions produtos, energia de colisdo das transicdes monitoradas e tempo
de retencdo dos compostos estudados. Estas informacfes foram obtidas usando
modo de ionizacdo ESI+ e ESI- (modo de aquisicdo SRM).

Para cada composto, quando possivel, foram selecionadas duas transicoes
caracteristicas, como apresentado na Tabela 6. A transicdo mais intensa (mais
estavel) foi utilizada para a etapa de quantificacdo dos compostos e a segunda
transicdo mais intensa para a identificacdo dos mesmos.

A Figura 2 apresenta um cromatograma de ions totais obtidos por LC-MS/MS

para solucdo padréo de 100 ug L, preparada em acetonitrila.

Figura 2. Cromatograma de ions totais obtido por LC-MS/MS para uma solucéo
padrdao (100 pg L-1) preparada em acetonitrila. Em destaque a visualizacdo das
transicbes SRM (de quantificagcdo) para os herbicidas bentazone, clorimuron e
fenoxaprop-p-butilico. ,

il

|
Fenoxaprop-p-butilico ||

MCount:

| Clorimuron

, ﬂ / o |'I\\ Bentazona
|

uuuuuu

Observa-se na Figura 2 que varios herbicidas apresentaram co-eluicdo

cromatografica, pois obtiveram tempos de retencdo muito semelhantes.
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Tabela 6. Herbicidas analisados por LC-MS/MS no modo de aquisicdo SRM, tempo de retencao, ions precursores, ions produtos e

energia de colisdo para as duas transicdes monitoradas

fon

Capilar

fon

fon

ne Compostos tr (min) +/- precursor V) produto CE(eV) produto CE(eV)
1 24D - 219 35 160,6 11

2 ametrina 13,47 + 228,2 65 186 17 68 32
3 atrazina 12,09 + 216 60 174 15 103,8 26
4  bentazona 7,89 - 239 70 131,7 25 196,6 19
5  bispiribac sédico 11,58 + 453 31 296,6 18 179 18
6 cianizina 10,05 + 241 31 131,9 21 241 14
7  ciclosulmuron 13,09 + 4221 50 260,9 16 217,8 26
8 clomazone 13,02 + 240 49 124,9 18 88,9 38
9  clorimuron 10,86 + 415 66 186 15 277,9 15
10 desmedifam 12,39 + 318,2 25 182 13 136 27
11  diuron 12,58 - 231 60 150 24 186 16
12  etoxisulfuron 10,91 + 399,2 50 26,8 16 217,8 25
13 fenoxaprop-p-butil 17,69 + 362,1 65 287,9 17 243,6 22
14 fluroxipir 8,18 - 252,8 40 194,5 11 232,6 60
15 linuron 13,50 + 249,1 30 159,9 16 181,9 13
16  Metalocloro 15,12 + 283,6 32 176,4 22 251,9 13
17 metobromuron 11,99 + 259 35 170 19 148,2 14
18 metoxuron 9,61 + 229,1 65 72 15 156 23
19 metribuzim 10,80 + 215,2 60 186,7 17 49 24
20 metsulfuron metilico 7,97 + 382 50 167,5 12 198,9 19
21  monolinuron 11,50 + 215 25 125,8 15 147.,9 12
22 oxifluorfem 17,71 + 362 32 270,8 24 334 11
23 pendimetalina 18,87 + 282 35 194 17

24  piridato 21,27 + 379,2 30 206,9 14 351 8,5
25 prometrina 14,74 + 242 46 159,9 20

26 propanil 13,73 + 218 40 127 25 162 15
27 simazina 10,69 + 202 44 131,9 19 123,9 18
28 terbutilazina 13,69 + 230 56 131,9 20 174 12
29 tiobencarbe 17,17 + 258,1 40 100,3 11 125 16

CE: Energia de colisdo
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A detecc¢do de agrotdxicos e/ou demais analitos em misturas ou em amostras
complexas (por exemplo, nos alimentos), pode ser um problema para a LC,
principalmente quando associada com detectores tradicionais, como por exemplo,
detector UV ou até mesmo detector DAD, 0s quais ndo sdo seletivos suficientes,
prejudicando a etapa de quantificagdo (FERNANDEZ-ALBA, 2005; PICO et al., 2004)
e identificacdo. No entanto, o acoplamento da LC com a MS/MS pode contornar estes
problemas de separacdo cromatografica, pois agrega as vantagens da cromatografia,
como a alta seletividade e eficiéncia de separacdo, com as vantagens da
espectrometria de massas em série, como a informacao estrutural e seletividade
(VEKEY, 2001). O emprego do modo de aquisicio SRM com as transicdes
apresentadas na Tabela 6 permite a quantificacdo dos analiticos, mesmo quando os

picos cromatograficos estdo sobrepostos.

4.2 AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO
DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM DIFERENTES VARIEDADES DE ARROZ

4.2.1 Avaliacdo da eficiéncia de extracdo das diferentes versées do método
QUEChERS (original, acetato e citrato) na determinacdo de residuos de

herbicidas em diferentes variedades de arroz

As variedades de arroz vermelho e preto, devido a grande quantidade de
pigmentos, em especial antocianinas, sao consideradas amostras bastante
complexas (TACO, 2019; LEHOTAY et al., 2010). Assim, estas matrizes requerem
atencao especial na etapa de preparo de amostra.

Com base na literatura, empregou-se acetonitrila acidificada com 5% (v/v) &cido
férmico nos métodos QUEChERS original e citrato. Esta acidificacdo do solvente de
extracdo, conforme ja relatada na literatura, foi realizada a fim de melhorar a eficiéncia
de extracdo de algumas classes de herbicidas de carater acido como fenoxi-acidos
(2,4 D e fluroxipir) e sulfonilureias (ciclosulfuron, clorimuron etilico e etoxisulfuron).

A acetonitrila foi utilizada como solvente de extracdo pois este solvente
proporciona a extracao de uma ampla faixa de compostos com diferentes polaridades
e, guando acidificada, permite recuperacbes satisfatorias de herbicidas que

geralmente apresentam problemas de estabilidade. Destaca-se que a acetonitrila ndo
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é classificada como um agente carcinogénico e ndo é persistente no meio ambiente
e, sua baixa volatilidade diminui a exposi¢cdo do analista (ANASTASSIADES et al.,
2003). Além disso, € mais adequada para trabalhar com cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série, que acetona ou acetato de etila
(PRESTES et al., 2009).

Os ensaios iniciais utilizando o método QUEChERS foram baseados nos
procedimentos anteriormente descritos. Nesta avaliacdo, utilizou-se etapa de limpeza
(por d-SPE) empregando 125 mg de C18 e 150 mg de MgSOas. O sorvente C18 tem
sido bastante utilizado na etapa de limpeza do método QUEChERS, quando os
analitos de interesse pertencem a classe dos herbicidas.

Os resultados dos testes referentes a avaliacdo das amostras fortificadas no
nivel de 80 ug kg, empregando as diferentes versdes do método QUEChERS estéo
demonstrados na Tabela 7. Para melhor visualizacdo os dados da Tabela 7 estdo
apresentados nas Figuras 3, 4 e 5.
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Tabela 7. Percentual de recuperacéo dos herbicidas em estudo, no nivel de 80 ug kg, em diferentes
tipos de arroz apods aplicagdo das diferentes versées do método QUEChERS (original acidificado,
acetato e citrato).

Original acidificado Acetato Citrato
Compostos branco vermelho preto branco Vermelho preto branco vermelho preto
recuperacao (RSD) % recuperacado (RSD) % recuperacado (RSD) %

2,4D 85(3) 88(4) 91(5) 34(7) 37(19) 34(11) 97(6) 87(6) 103(10)
Ametrina 75(2) 91(4) 79(4) 86(3) 89(1) 79(1) 90(5) 84(3) 46(3)
Atrazina 70(2) 85(2) 72(4) 90(3) 93(1) 83(2) 83(3) 79(4)  148(6)
Bentazona 71(5) 95(3) 84(4) 78(5) 87(4) 80(4) 93(7) 81(8) 89(5)
Bispiribaque sodico 70(2) 79(2) 75(8) 79(1) 81(1) 78(2) 84(5) 80(7) 50(5)
Cianizina 74(6) 91(3) 71(7) 97(5) 93(1) 97(2) 84(11) 87(6) 108(5)
Ciclosulmuron 75(9) 89(6) 83(3) 91(2) 97(2) 86(1) 90(7) 85(4) 43(5)
Clomazone 77(2) 83(3) 82(3) 93(2) 90(5) 88(3) 91(7) 86(6) 52(4)
Clorimuron 73(8) 94(7)  84(3) 89(1) 95(3) 93(7) 91(10) 94(3) 37(3)
Desmedifam 75(4) 93(3) 83(5) 94(2) 98(1) 91(4) 914 86(6) 55(4)
Diuron 73(7) 82(5) 80(9) 80(4) 89(3) 87(3) 86(9) 83(5) 55(2)
Etoxisulfuron 70(4) 87(8) 83(2) 80(4) 85(3) 85(4) 90(5) 91(1) 39(4)
Fenoxaprop-p-butilico ~ 70(1) 72(4) 73(5) 91(2) 91(1) 84(1) 80(5) 79(7) 44(6)
Fluroxipir 98(4) 108(18) 85(5) 33(03) 32(38) 36(03) 114(19) 87(11) 105(9)
Linuron 74(1) 88(4) 81(1) 88(1) 93(6) 92(2) 86(5) 83(9) 49(3)
Metalocloro 81(6) 88(3) 83(2) 89(6) 96(4) 92(3) 90(6) 88(6) 54(4)
Metobromuron 83(2) 92(6) 80(4) 85(1) 94(4) 95(5)  94(7) 73(5) 95(6)
Metoxuron 75(8) 92(7) 82(7) 87(2) 99(7) 85(7) 94(11) 87(2) 116(4)
Metribuzim 82(3) 97(6) 75(2) 87(2) 104(1) 91(4) 92(9) 97(3)  116(7)
Metsulfuron metilico 74(7) 88(8) 81(1) 86(3) 96(4) 88(3) 92(6) 86(4) 132(4)
Monolinuron 75(3) 92(1) 78(6) 84(3) 95(5) 94(2)  95(7) 89(6) 46(8)
oxifluorfem 186(86) 67(24) 83(69) 53(32) 787(23) 89(85) 80(85) 87(93) 66(62)
Pendimetalina 73(11) 96(11) 89(12) 92(3) 97(18) 105(11) 114(2) 84(4) 73(7)
Piridato 54(4) 70(7) 67(3) 65(2) 70(9) 76(3) 62(7) 72(7) 51(4)
Prometrina 92(5) 94(3) 82(5) 92(6) 85(13) 97(7) 98(12) 108(4) 38(6)
Propanil 72(2) 94(4) 82(1) 83(1) 100(2) 85(4) 93(7) 86(5) 51(3)
Simazina 81(3) 79(1) 81(3) 98(2) 83(1) 84(4) 92(6) 85(6) 92(5)
Terbutilazina 71(1) 84(1) 77(1) 87(2) 89(1) 82(3) 83(6) 80(5) 48(6)

Tiobencarbe 79(1) 87(8) 82(2) 90(2) 90(4) 91(5) 86(5) 70(4) 61(14)
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Figura 3. Percentuais de recuperacdo e RSD referente avaliacdo de ensaio de fortificacdo (80 pg kg) utilizando método QUEChERS
original acidificado.
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Figura 4. Percentuais de recuperacgéo e RSD referente avaliacdo de ensaio de fortificacdo (80 pg kg™) utilizando método QUEChERS

acetato.
M Arroz Branco
W Arroz Vermelho
M Arroz Preto
A
& & °

QuEChERS acetato

N
o'° 4

120

Ml

—_
o
o

[o+]
o

[e2]
o

i
o

[
o

e @ @ O ? s & ?

N N O & 0 0 0 0 0 O AN O N N

& AN ') & A & & ‘ & $ $ & < §\ N AN X A
v & @?’6\ & & F <<\°° \',\°° &”‘o @“\ e,@) & & &S @"rb Q“\ & o 5@ @"%

@ 2 O @ & S 5
¥ & ) < il </>°+ & AT O * PP
& O gr 3 Q
N G



Recuperagao (%)

100

80

60

40

20

0

56

Figura 5. Percentuais de recuperacéo e RSD referente avaliacdo de ensaio de fortificacdo (80 ug kg™) utilizando método QUEChERS
citrato.
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ApOs a realizagdo dos testes preliminares de avaliacdo das diferentes versdes
do método QUEChERS, observa-se a seguinte ordem de eficiéncia de extragao:
original acidificado > acetato > citrato acidificado.

Os resultados provenientes da avaliacdo da versao original acidificada (Figura
3), demonstram que somente os compostos oxifluorfen, piridato e fenoxaprop néo
apresentaram resultados aceitaveis de recuperacdo (70-120%) e RSD (£20%). O
restante dos compostos apresentou resultados aceitaveis para todas as variedades
de arroz avaliadas.

Comportamento semelhante foi observado ao avaliar a eficiéncia de
extracao/RSD% destes mesmos compostos pelo método QUEChERS acetato (Figura
4). Além destes, 2,4-D e fluroxipir também apresentaram resultados de
recuperacdo/RSD% fora da faixa aceitavel. Estes dois herbicidas pertencem a classe
dos compostos fenoxi-acidos que devido a sua natureza polar e a alta solubilidade em
adgua tornam sua extracdo muito difici. Uma boa eficiéncia de extracdo pode ser
observada quando acetonitrila é acidificada com 5% (v/v) de acido férmico (método
QUEChERS original acidificado).

O método QUEChERS citrato acidificado (Figura 5) apresentou resultados
aceitaveis de recuperacdo/RSD% para a maioria dos compostos avaliados nas
variedades branco e vermelho, com excec¢éao para oxifluorfen e piridato. Por outro lado,
somente 9 herbicidas (2,4-D, bentazona, cianizina, fluroxipir, metobromuron,
metoxuron, metribuzim, pendimetalina e simazina) apresentaram resultados de
recuperagdo entre 70-120% e RSD<20%. A extracdo em meio acido favorece a
recuperacao de compostos de dificil extractabilidade como 2,4D e fluroxipir. Por outro
lado, aumenta a quantidade de coextrativos no extrato. Portanto, estes baixos
percentuais de recuperacdo podem estar associados a influéncia da matriz no
processo de ionizacdo que ocorre na fonte do sistema LC-MS/MS.

Em funcdo dos resultados obtidos optou-se pela escolha do método
QUEChERS original como método de extragdo. Este método foi utilizado para

avaliacao da presenca de coextrativos, limpeza do extrato e validagao.
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4.3 AVALIACAO DA PRESENCA DE COEXTRATIVOS OBTIDOS APOS
REALIZACAO DA ETAPA EXTRACAO

A Figura 6 apresenta a caracteristica visual dos extratos de arroz branco,
vermelho e preto obtidos pelo método QUEChERS original acidificado. Visualmente,
percebe-se uma quantidade significativa de coextrativos, principalmente para a
variedade de arroz preto>vermelho>branco. Conforme discutido anteriormente, a
presenca de uma maior quantidade de coextrativos esta relacionada com a utilizagcéao
de acetonitrila acidificada (com 5 %(v/v) de &cido formico) como solvente de extragao.
Estes resultados estdo em concordancia com o descrito por Anastassiades et al.
(2007) que apos avaliacdo das trés versfes do método QUEChERS concluiram que
h&a uma maior extracdo de coextrativos, gerando extratos mais “sujos”, quanto menor
for o pH do meio de extracdo (LEHOTAY et al., 2005). A coloragdo observada nos
extratos provenientes dos graos de arroz pigmentados (vermelho e preto) deve-se a
presenca de antocianinas e de antocianidinas. Além da avaliacao visual, os extratos
provenientes das 3 variedades de arroz estudadas também foram analisados pelas

técnicas de GC-MS/MS (full scan) e HPLC-UV/vis, conforme relatado a seguir.

Figura 6. Comparacéo visual dos extratos obtidos pelas diferentes versées do método
QUEChERS (original acidificado, acetato e citrato acidificado) aplicadas em amostras
de arroz branco, vermelho e preto.

Branco Vermelho Preto
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4.4 AVALIACAO DA PRESENCA DE COEXTRATIVOS EMPREGANDO GC-MS
(MODO FULL SCAN)

As Figuras 7, 8 e 9, apresentam a avaliacao qualitativa do perfil cromatografico
apresentado pelos extratos das trés variedades de arroz obtidos pelo método
QUECHhERS original acidificado. Salienta-se que estes extratos nao foram submetidos
a nenhuma etapa de limpeza antes da inje¢ao no sistema GC-MS/MS (modo full scan)

Este teste foi realizado com o objetivo de avaliar o perfil de coextrativos presente
em cada extrato. Como pode ser observado o perfil cromatogréfico é diferente para
as trés variedades avaliadas, com intensidades bem distintas entre si, onde
preto>>>vermelho>>branco (Figura 10).

Na avaliagdo por deconvolugdo espectral (software MassHunter, Agilent
Technologies (EUA), o pico cromatogréafico entre 9 e 10 min, tem como provavel
candidato, os &cidos oleico e palmitico (hexadecanoico). De acordo com TAIRA &
ITANI, 1988; MANO et al., 1999, estes sao 0s principais acidos graxos presentes no
arroz. Além disso, o pico cromatografico que aparece a partir de 19,5 min, tem como
provavel candidato o composto B-sitosterol. Este composto € um dos esteréis que
compdem o y-orizanol (fitoesterdide encontrado em produtos derivados do arroz).

Como descrito anteriormente as variedades pigmentadas (vermelho e preto) de
arroz sao ricas em compostos fendlicos, principalmente flavonoides (antocianinas).
Estes compostos sdo preferencialmente analisados pela técnica de HPLC-UV/\vis.
Portanto, esta técnica também foi utilizada como método complementar para

avaliacao dos coextrativos nos extratos provenientes de cada variedade avaliada.
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Figura 7. Perfil cromatografico obtido a partir da injecdo no sistema GC-MS/MS em modo full scan, do extrato "branco" de arroz
(variedade branco) avaliado no método QUEChERS original acidificado.
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Figura 8. Perfil cromatografico obtido a partir de injecdo no sistema GC-MS/MS em modo full scan, do extrato "branco” de arroz
(variedade vermelho) avaliado no método QUEChERS original acidificado.
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Figura 9. Perfil cromatogréafico obtido a partir de injecdo no sistema GC-MS/MS em modo full scan, do extrato "branco" de arroz
(variedade preto) avaliado no método QUEChERS original acidificado.
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Figura 10. Comparacdo dos cromatogramas em modo full scan (GC-MS/MS), do extrato "branco" de arroz (variedades branco,
vermelho e preto) avaliados no método QUEChERS original acidificado.
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45 AVALIA(;AO DA PRESENCA DE COEXTRATIVOS EMPREGANDO HPLC-
UV/Vis

A Figura 11, apresenta os cromatogramas obtidos por HPLC-UV/vis para os extratos
de cada uma das variedades de arroz avaliadas com o método QUEChERS original
acidificado. O emprego desta técnica se mostrou bastante adequado para a avaliagao
qualitativa do perfil de coextrativos, uma vez que permitiu 0 monitoramento de quatro
comprimentos de onda simultdneos estudados. Desta forma, permitiu avaliar a
presenca das principais antocianinas presentes nos extratos de arroz. Ao
compararmos 0s cromatogramas referentes aos testes, percebe-se uma diferenca na
intensidade do sinal (arroz preto>>> arroz vermelho>>arroz branco) que indica a

caracteristica de cada variedade avaliada.

4.6 AVALIACAO DA ETAPA DE LIMPEZA POR d-SPE PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE HERBICIDAS EM DIFERENTES VARIEDADES DE ARROZ

A Figura 12 apresenta uma sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por GC-
MS/MS (modo full scan) para cada um dos testes de limpeza realizados conforme
descritos anteriormente para extrato de arroz negro. Como pode ser observado o perfil
cromatografico é semelhante para a maioria dos testes realizados.
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Figura 11. Avaliacao, por HPLC-UV/Vis, da presenca de antocianinas provenientes da extracao de amostra “branco” de cada
variedade de arroz empregando o método QUEChERS original acidificado.
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Figura 12. Comparacdo dos cromatogramas em modo full scan (GC-MS/MS), do
extrato "branco" de arroz (variedades preto) avaliados pelos testes de limpeza T1-T11.
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Conforme observa-se na Figura 12, os testes T1 (25 mg PSA+125 mg C18) e
T2 (125 mg C18) apresentaram as melhores eficiéncias de remocéo de coextrativos
para extratos provenientes de arroz preto. Por outro lado, para arroz vermelho a
diferenca entre os diferentes testes avaliados néo foi tdo perceptivel. A combinacéo
PSA e C18 tem sido utilizada com sucesso em diferentes aplicagbes da d-SPE.
Porém, devido a mistura de herbicidas em estudo apresentar varios compostos
(fenoxiacidos e sulfonilureias) que podem interagir com o PSA e isto refletir em baixos
percentuais de recuperacao, a utilizacdo deste sorvente foi descartada. Além disso, o
perfil de reducao de coextrativos foi muito semelhante ao teste T1, onde somente C18
foi utilizado como sorvente. Portanto, escolheu-se para etapa de limpeza o
procedimento descrito no teste T1l. Os extratos provenientes deste teste também
foram avaliados por HPLC-UV/vis para verificagao do perfil de antocianinas presentes

nos extratos apos etapa de limpeza (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo, por HPLC-UV/Vis, do perfil cromatografico de antocianinas
presentes no extrato, apds realizacdo da etapa de limpeza por d-SPE (C18) para as
variedades a) branco, b) vermelho e c) preto
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Os picos de intensidades maiores correspondem aos extratos sem a etapa de
limpeza, os de menores sinais sao referentes aos extratos apds a etapa de limpeza.
Nos cromatogramas b) e ¢) pode-se observar maior concentracao de antocianinas nas
variedades de arroz vermelho e preto comparado com o0 cromatograma a)
correspondente ao arroz branco.

Observa-se que apos a etapa de limpeza (d-SPE C18) ocorreu uma diminuicao
na intensidade do perfil cromatografico referente a presenca das antocianinas,
indicando a remocao das mesmas devido a presenca de C18.

A partir dos testes anteriormente apresentados, o método QUEChERS original
acidificado foi escolhido como procedimento de extracdo associado a etapa de
limpeza por d-SPE empregando C18 (125 mg). O método proposto envolve uma etapa
de extracdo com acetonitrila acidificada com 5% (v/v) de &cido férmico, seguido da
particdo com 4 g sulfato de magnésio e 1 g cloreto de sédio. Apés o extrato foi diluido
1:1 com fase movel, filtrado em filtro de nylon de 0,20 um (13 mm) e injetado no
sistema LC-MS/MS.
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4.7 VALIDACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS
DE AGROTOXICOS EM DIFERENTES VARIEDADES DE ARROZ POR UHPLC-
MS/MS

O método proposto neste trabalho foi validado de acordo com o guia SANTE
11813/2017(SANTE, 2017). Todas as solu¢bes analiticas empregadas neste estudo
foram preparadas em solvente (acetonitrila) acidificadas com 5% (v/v) de &acido
férmico e no extrato da matriz (arroz, variedade branco) obtidos a partir das amostras
“branco”. Para as variedades de arroz vermelho e preto, aplicou-se procedimento de
extensdo de escopo. Dessa maneira, foi possivel avaliar os parametros de validagcéo

do método cromatogréfico utilizado.

4.7.1 Seletividade

O método foi considerado seletivo, uma vez que a injecdo do extrato
proveniente da amostra “branco” ndo apresentou picos cromatograficos nos mesmos
tempos de retencdo dos analitos de interesse. Desta maneira, a amostra “branco”
avaliada foi utilizada para o preparo das curvas analiticas e ensaios de exatidao e
precisdo. Os solventes e reagentes empregados no preparo de amostra também
foram avaliados através da realizacdo do procedimento de extragcdo sem amostra
(“branco” reagente). A Figura 13 apresenta um cromatograma SRM para o herbicida
bentazona (10 pg L) em comparagdo com o extrato branco da matriz e branco dos
reagentes. Observa-se que nao ha sinal de interferéncia no tempo de retencéo do
bentazona. Esta avaliacéo foi realizada para todos os compostos em estudo. Assim,
foi assegurado que 0os mesmos estavam isentos de contaminantes que poderiam

interferir na analise.

4.7.2 Faixa de trabalho e curva analitica

A Tabela 8 apresenta os valores do coeficiente de determinagdo (r?) das
equacdes das curvas analiticas no extrato da matriz (arroz branco). A linearidade foi
obtida em curvas preparadas no extrato da matriz e em acetonitrila nas concentragbes

de 2, 5, 10, 20, 50, 100 e 200 ug L*!. Os compostos avaliados apresentaram
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coeficientes de determinacéo (r?) entre 0,9906 e 0,9979. A faixa de trabalho ficou entre

2 e 200 pg L* para todos os compostos (Tabela 8). Com excecdo do composto

metribuzim que ndo apresentou uma boa linearidade (r’<0,99). Portanto, este

composto ndo foi avaliado nos testes posteriores.

Tabela 8. Resultados de validacdo do método QUEChERS:

linearidade (coeficiente de

determinacao (r2), efeito matriz (EM %), exatidao (recuperacao, %) e precisdo (RSD, %) para arroz.

efeito niveis de fortificacdo (ug kg )
Compostos 2 matriz  Recuperagdo (RSD)% Preciséo intermediaria (RSD)%
(%) 20 50 100 20 50 100

24D 0,9963 -18 78(14) 81(8) 75(9) 88(8) 76(7) 72(2)
Ametrina 0,9949 -7 73(6) 74(4) 75(7) 75(5) 81(4) 82(6)
Atrazina 0,9972 -3 71(10) 77(10) 75(7) 70(6) 76(8) 79(6)
Bentazona 0,9907 -29 120(10) 73(5) 118(8) 70(4) 73(4) 120(5)
Bispiribaque sodico 0,9937 -18 75(12) 73(9) 79(8) 80(21) 87(4) 78(15)
Cianizina 0,9964 -8 80(6) 86(7) 82(12) 70(9) 75(9) 70(10)
Ciclosulmuron 0,9976 -18 76(13) 83(8) 83(9) 75(7) 70(6) 75(7)
Clomazone 0,9930 0 98(6) 87(6) 79(11) 72(5) 74(5) 78(10)
Clorimuron 0,9979 -3 87(20) 88(10) 91(10) 77(9) 106(9) 89(8)
Desmedifam 0,9968 -7 70(5) 75(6)  79(6) 86(6) 92(7) 97(5)
Diuron 0,9955 -30 105(7) 101(11) 91(17) 70(5) 82(12) 79(17)
Etoxisulfuron 0,9963 -2 73(18) 82(7) 81(3) 73(11) 73(7) 73(5)
Fenoxaprop-p-butilico  0,9968 18  74(12) 72(9) 73(12) 109(8) 78(5) 70(9)
Fluroxipir 0,9918 -7 119(12) 116(4) 107(9) 80(15) 85(18) 72(19)
Linuron 0,9934  -15 95(13) 103(7) 99(18) 72(7) 73(7) 75(15)
Metaloclor 0,9962 -15 107(5) 87(4) 80(8) 78(5) 72(5) 70(7)
Metobromuron 0,9914 -6 107(9) 112(4) 92(11) 80(7) 82(4) 73(11)
Metoxuron 0,9947 -5 85(5) 84(3) 82(9) 70(5) 76(3) 89(8)
Metsulfuron metilico 0,9972  -18 74(18) 78(8) 79(11) 70(19) 78(6) 90(18)
Monolinuron 0,9906 -3 85(6) 86(12) 77(19) 75(6) 97(10) 81(18)
oxifluorfem 0,9976 19
Pendimetalina 0,9921 -7 92(15) 73(11) 71(12) 101(18) 86(8) 83(10)
Piridato 0,9946 16
Prometrina 0,9944 -11 95(7) 70(19) 75(7) 95(19) 83(13) 73(10)
Propanil 0,9903 -14 98(10) 70(10) 101(17) 80(6) 97(9) 70(14)
Simazina 0,9969 -8 87(14) 71(11) 79(4) 70(6) 78(8) 119(3)
Terbutilazina 0,9936 -3 72(9) 75(5) 79(8) 70(5) 74 (4) 75(6)
Tiobencarbe 0,9931 -4 75(6) 71(7) 71(8) 103(18) 86(14) 96(5)

4.7.3 Exatidao (recuperacao) e precisao (repetibilidade e precisao intermediaria)

Na Tabela 8, estdo apresentados os valores das médias dos percentuais de

recuperacdo (n=6) e RSDr (repetibilidade) para os agrotoxicos avaliados em amostra

“branco” de arroz nos niveis de 20, 50 e 100 ug kg . A recuperacdo foi calculada a

partir da curva analitica preparada no extrato da matriz (arroz branco), segundo os
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critérios de aceitacao de recuperacado entre 70-120% e RSD < 20%, estabelecidos na
SANTE, 2017.

O método validado forneceu resultados (70-120%) de recuperacao e precisao
para a maioria dos compostos estudados em todos os niveis de fortificacdo. Os
compostos oxifluorfen e piridato ndo apresentaram valores de recuperacéo
satisfatorios (>120% ou <70%). Portanto, estes compostos ndo foram considerados
validados. A Tabela 8, também apresenta os dados de precisdo intermediaria e como
pode ser observado todos os compostos foram reavaliados nos niveis de 20, 50 e 100
ug kg 1. Os resultados mostram que todos 0s compostos apresentaram 0s Critérios
de aceitacao de recuperacao entre 70-120% e RSD < 20%, estabelecidos na SANTE,
2017.

4.7.4 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Para o limite de quantificacdo (LOQ), foi considerado o nivel de concentracao
com exatiddo e precisdo aceitaveis (SANTE, 2017). Assim, todos 0s compostos
validados apresentaram LOQ de 20 ug kg* e respectivo LOD de 6 ug kg?. Estes
valores contemplam os LMR estabelecidos pela legislacdo brasileira para os
compostos avaliados. Dessa forma, mostra que o método proposto apresenta boa
aplicabilidade em rotinas laboratoriais, como também demonstra a habilidade de

realizar determinacdes a niveis traco.

4.7.5 Efeito matriz

Neste trabalho, o efeito matriz (EM) foi calculado através da comparacdo da
inclinagdo das curvas analiticas obtidas no solvente e no extrato da matriz (arroz
branco). De acordo com Oshita & Jardim (2015) o EM é utilizado para verificar a
eficiéncia de ionizagdo do analito no detector, que pode causar alteracdes negativas
ou positivas no sinal analitico, devido a supressado idnica ou acréscimo de sinal,
respectivamente. Além disso, considera-se que quando essas variagbes nas
respostas do detector estiverem entre -20 a +20% nao ha efeito matriz. Valores
superiores a + 20% podem significar que ha presenca de coextrativos presentes no

extrato “branco” da matriz, influenciando de maneira significativa na analise
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cromatografica levando, entre outras coisas a erros de quantificacdo (BERNARDI et
al., 2017).

Os valores obtidos de EM para o método QUEChERS original acidificado estao
apresentados na Tabela 8. A Figura 14 ilustra estes resultados. Os valores obtidos
foram prioritariamente negativos, ou seja, indicam efeito de supressdo do sinal
cromatografico. De acordo com Oshita & Jardim (2015), quando ocorre supressao de
sinal cromatografico € comum assumir que 0s compostos co-eluidos, oriundos da
matriz, competem com o0s analitos na ionizacdo. Neste caso, a ionizacdo sera
favorecida para as moléculas que sdo mais ionizaveis e estdo em maiores
concentracbes na amostra, provocando uma diminuicdo do sinal dos analitos. Os
compostos fenoxaprop-p-butilico, oxifluorfen e piridato apresentaram efeito matriz
positivo. O efeito matriz depende da complexidade das amostras, ou seja, do nimero
e quantidade de substancias que estao na sua composicao e que podem vir a interferir
na determinacgédo analitica. Portanto, € importante determinar a extensdo deste efeito.
No caso de efeito pronunciado (EM>20%), todo o processo de validacdo deve ser
pensado de forma a se trabalhar no extrato da matriz “branco”, a fim de que o efeito
seja minimizado (Oshita & Jardim (2015). Pode se apreciar o efeito matriz negativo
pronunciado por abaixo de — 20 % para os herbicidas Bentazona e Diuron, enquanto
gue para o resto dos herbicidas analisados os valores da resposta do detector estéo

dentro do intervalo -20% — 20% com baixo efeito matriz.



Figura 14. Resultados de efeito matriz obtidos na etapa de validacdo do método QUEChERS original acidificado.
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4.8 EXTENSAO DO ESCOPO VALIDADO PARA OUTRAS VARIEDADES DE
ARROZ

A fim de verificar a aplicabilidade do método validado para outras variedades
de arroz (vermelho e preto), avaliou-se a possibilidade de uma extensdo do escopo
(SANTE, 2017). Para todas as matrizes, construiu-se uma curva analitica de 2 a 200
ug L no solvente (acetonitrila) e no extrato “branco” de cada matriz. Para a avaliacdo
da exatiddo, foi realizada etapa de fortificagédo no nivel de 100 ug kgt. Também, foram
avaliados linearidade, preciséo e efeito matriz. Os resultados obtidos estdo descritos
na Tabela 9.

Todos os compostos foram considerados validados para arroz vermelho e arroz
preto, uma vez que os resultados (recuperacéo e RSD (%) e linearidade) obtidos foram
satisfatorios. Apesar da complexidade de constituintes em que cada amostra estudada
apresenta, foi possivel validar para cada uma das amostras, um namero consideravel
de herbicidas. Dessa forma, pode-se afirmar que o método validado para arroz teve

boa aplicabilidade para as demais matrizes.

4.9 APLICACAO DO METODO PROPOSTO EM AMOSTRAS REAIS

Foram analisadas 26 amostras de arroz (20 amostras de arroz branco, 2
amostras arroz vermelho, 4 amostras de arroz preto) coletadas na regido de Santa
Maria. Nao foram encontrados residuos dos herbicidas em estudo. No periodo de
2013 a 2015, o programa PARA da ANVISA, analisou 746 amostras de arroz, das
quais 715 amostras foram consideradas satisfatérias, sendo que 412 néo
apresentaram residuos de agrotoxicos dentre os pesquisados e 303 apresentaram
residuos em concentrac¢des iguais ou inferiores ao LMR. Em somente duas amostras
detectou-se a presenca de de residuos de herbicidas herbicidas. O composto
detectado foi o triclorfom que n&o possui uso autorizado para a cultura do arroz no

Brasil.
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Tabela 9. Resultados obtidos a partir da extensdo do escopo do método QUEChERS
para as variedades de arroz vermelho e preto em estudo, com respectivos coeficiente de
determinacéo (r?), recuperacdes e RSD (%) e efeito matriz (EM).

c Arroz vermelho Arroz preto
ompostos 5 3

P @ Recuperacho gy gy gz ReCUPeraChD gy (y
24D 0,9961 75(3) -15 0,9992 85 (14) -12
ametrina 0,9973 75 (16) -16 0,9943 79 (14) -13
atrazina 0,9965 76 (10) -18 0,9992 106 (8) -10
bentazona 0,9997 73 (3) -23 0,9971 98 (8) -5
bispiribac sédico 0,9999 97 (15) -45 0,9910 86 (18) -9
cianizina 0,9980 95 (2) -35 0,9981 108 (7) -19
ciclosulmuron 0,9952 96(4) -29 0,9950 95 (7) -32
clomazone 0,9994 88(4) -14 0,9989 111 (6) -36
clorimuron 0,9946 87(3) -12 0,9988 96 (9) -38
desmedifam 0,9928 86(10) -10 0,9966 94 (7) -40
diuron 0,9959 76(18) -8 0,9995 96 (10) -16
etoxisulfuron 0,9904 79(20) -5 0,9955 100 (14) -18
fenoxaprop-p-butilico  0,9985 98 (13) -4 0,9967 96 (12) -40
fluroxipir 0,9996 100 (12) -26 0,9956 95 (9) -12
linuron 0,9943 75(3) -32 0,9986 78(9) -13
metalocloro 0,9992 94 (13) -14 0,9964 95 (7) -12-
metobromuron 0,9991 79(15) -12 0,9954 104 (10) -19
metoxuron 0,9960 91 (14) -48 0,9976 102 (12) -17
metribuzim 0,9984 76(15) -43 0,9986 102 (5) -19
metsulfuron metilico 0,9902 100 (8) -15 0,9955 94 (7) -25
monolinuron 0,9998 86 (4) -16 0,9944 86 (3) -29
oxifluorfem 0,9997 101 (12) -18 0,9932 94 (7) -30
pendimetalina 0,9996 72 (6) -20 0,9983 93 (18) -15
piridato 0,9976 96 (3) -20 0,9970 89 (10) -32
prometrina 0,9996 103 (11) -15 0,9989 78(6) -40
propanil 0,9995 75(9) -16 0,9987 98 (8) -15
simazina 0,9996 107(12) -18 0,9956 108 (10) -20
terbutilazina 0,9930 102 (7) -20 0,9985 102 (4) -32

tiobencarbe 0,9956 91 (17) -32 0,9964 89 (10) -15
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou o uso de diferentes sorventes na etapa de
limpeza do método QUEChERS para a remocdo de coextrativos, presentes em
extratos de amostras de arroz diferentes variedades. O sorvente C18, apresentou
eficiéncia na limpeza dos extratos, com reducao satisfatéria dos teores de coextrativos
sem perdas significativas de analitos, tendo em vista que a obtencdo de extratos
limpos é fundamental para o alcance de resultados confiaveis e para a preservacao
do sistema cromatografico.

Para isto, foram realizados diversos testes com diferentes proporcoes e
combinacgdes de sorventes empregando metodologias distintas para o preparo das
amostras e avaliacao dos extratos atraveés de técnicas auxiliares, como HPLC-UV/vis
e GC-MS/MS (full scan) e avaliacao da eficiéncia de extracéo, para fins de otimizacao
do método desenvolvido e posterior validagdo do mesmo empregando LC-MS/MS
para a determinagdo dos agrotoxicos selecionados. As técnicas complementares
utilizadas se mostraram adequadas para 0 monitoramento de testes no
desenvolvimento de novas metodologias analiticas.

O método QUEChERS original acidificado associado a limpeza do extrato por
d-SPE demonstrou ser eficiente para a extracdo e determinacdo de residuos de 28
herbicidas em amostras de arroz branco polido por LC-MS/MS. Os resultados de
recuperacao obtidos foram satisfatorios, na faixa entre 70 a 120% para os compostos
avaliados, com valores de RSD < 20%. Este método apresentou bons resultados com
valores de LOD de 6 ug kg* e LOQ 20 ug kg para todos os compostos analisados.
Além disso, o método teve seu escopo de matriz extendido para arroz vermelho e
arroz preto.

As solucfes analiticas, utilizadas para a construcéo das curvas de calibracdo e
consequente obtencao dos resultados de precisédo e exatidao, foram preparadas no
extrato da matriz, devido ao método ter evidenciado efeito matriz significativo, com a
finalidade de descontar as interferéncias provenientes da matriz e, assim, evitar falsos
resultados.

O método validado foi aplicado para a determinacdo de residuos dos 28
herbicidas estudados em mais de 26 amostras de arroz adquiridas no comércio local.
As amostras nao apresentaram residuos dos compostos estudados, nos niveis

avaliados neste estudo.
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O método QUEChERS original acidificado utilizado neste estudo apresenta
como vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de extracdo, ser um
procedimento simples e rapido, com um menor niamero de etapas analiticas, o0 que
diminui a probabilidade de erros e perdas, além de ser relativamente barato e
ambientalmente correto, devido ao baixo consumo de solventes organicos.

Portanto, conclui-se que o método desenvolvido é adequado a andlise de
residuos de herbicidas em arroz, 0 mesmo teve seu escopo estendido para outras
variedades e pode ser utilizado em analises de rotina de laboratérios, visto que, os
residuos de herbicidas analisados foram encontrados por abaixo dos limites
permitidos e todos os parametros de validagdo encontraram-se dentro dos limites
exigidos para validacdo de métodos cromatograficos, atendendo satisfatoriamente os

objetivos tracados para este trabalho.
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