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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA EMPREGANDO GC-MS/MS

AUTORA: Juliana Diniz de Barros Kuntz
ORIENTADOR: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes

No Brasil, o azeite de oliva € definido como um produto obtido dos frutos da oliveira
Oleaeuropaea L. e ja se configura no cenario internacional como o segundo maior
importador do azeite. O azeite de oliva tem sido utilizado na culinaria a milhares de
anos. O Rio Grande do Sul é o estado com maior producdo de azeitonas. Com a
intencdo de melhorar o cultivo e a qualidade do produto final, costuma-se empregar
agrotoxicos. No Brasil, a legislacdo vigente é apenas para azeitonas com LMR de 9
agrotoxicos. Assim, 0s usos de agrotéxicos ndo permitidos acabam sendo utilizados.
Portanto, para garantir a qualidade dos azeites de oliva, desenvolver um método
analitico que permita determinar agrotdéxicos em azeite de oliva é fundamental.
Dessa forma, essa pesquisa desenvolveu e validou um método analitico para
determinacdo de 79 diferentes agrotoxicos em azeite de oliva, empregando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS).
O método foi validado para 79 compostos, sendo que o limite de quantificacédo
(LOQ) variou de 25 a 100 pg kg™ e o limite de deteccdo (LOD) de 7,5 a 30 pg kg™
dentro da faixa de aceitacao utilizada que foi de 70 a 120% com RSD <20%. Aplicou-
se 0 método para 18 amostras de azeite de oliva. Dessas, 7 amostras de azeite de
oliva apresentaram residuos de agrotoxicos de diferentes classes e caracteristicas
em concentracdes que variam de 8,91 a 689,41 ug kg™. Considerando os resultados
obtidos, o método proposto mostrou-se ser eficiente na determinacdo de 79

agrotoxicos em azeite de oliva.

Palavras-chave: azeitona, azeite de oliva, agrotoxicos, QUEChERS, GC-MS/MS.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR DETERMINING PESTICIDE RESIDUES IN
OLIVE OIL USING GC-MS/MS

AUTHOR: Juliana Diniz de Barros Kuntz
ADVISOR: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes

In Brazil, olive oil is defined as a product obtained from the fruits of the olive tree
Oleaeuropaea L. and it is already configured in the international scenario as the
second largest importer of olive oil. Olive oil has been used in cooking for thousands
of years. Rio Grande do Sul is the state with the highest production of olives. With
the intention of improving the cultivation and the quality of the final product, it is
customary to use pesticides. In Brazil, the current legislation is only for olives with an
MRL of 9 pesticides. Thus, the uses of pesticides that are not allowed end up being
used. Therefore, to guarantee the quality of olive oils, developing an analytical
method that allows the determination of pesticides in olive oil is essential. Thus, this
research developed and validated an analytical method for the determination of 79
different pesticides in olive oil, using gas chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (GC-MS/MS). The method was validated for 79 compounds, and the
limit of quantification (LOQ) ranged from 25 to 100 ug kg™ and the limit of detection
(LOD) from 7.5 to 30 pg kg™ within the acceptance range used. which was 70 to
120% with RSD <20%. The method was applied to 18 samples of olive oil. Of these,
7 olive oil samples showed pesticide residues of different classes and characteristics
at concentrations ranging from 8.91 to 689.41 ug kg*. Considering the results
obtained, the proposed method proved to be efficient in the determination of 79

pesticides in olive oil.

Keywords: olive, olive olil, pesticides, QUEChERS, GC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

O azeite de oliva é um produto rico em acidos graxos essenciais, obtido a
partir das azeitonas, que sao frutos com alto teor de gordura. Nos ultimos anos, tem-
se percebido um aumento significativo no consumo de azeite de oliva no Brasil e no
mundo. Este aumento tem sido impulsionado pela mudang¢a no comportamento dos
consumidores, que buscam a valorizagdo do consumo de alimentos saudaveis e,
estdo cada vez mais exigentes e atentos as caracteristicas dos produtos. Isso
implica na expanséo da produtividade que pode ser conseguida pelo incremento das
areas cultivadas ou pela melhora no rendimento das colheitas (BRASIL, 2015;
NUNES, 2007).

No Brasil, o maior produtor de azeitonas € o0 estado do Rio Grande do Sul.
Para um cultivo em larga escala, visando melhorar a qualidade do produto final e as
taxas de produtividade, costuma-se realizar o manejo com o uso de agrotoxicos para
o controle de pragas e ervas daninhas (BRASIL, 1992). No entanto, quando estes
compostos sdo utilizados sem controle e fora do intervalo de segurancga, pode
ocorrer a contaminacdo dos frutos. Nesse sentido, € fundamental que as boas
praticas agricolas sejam seguidas (AGRICULTURA, 2018).

Para garantir a seguranca do consumidor sao estabelecidos niveis seguros
para a presenca de residuos de agrotdxicos nos alimentos, estes sdo denominados
de Limites Maximos de Residuos (LMRs). No Brasil, de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o azeite de oliva ndo possui LMRs
estabelecidos para agrotdxicos, entretanto, por ser um subproduto da azeitona,
considera-se a legislacao do fruto para fins de monitoramento (ANVISA, [s.d.]).

A complexidade da amostra de azeite de oliva, acompanhada das baixas
concentracfes dos residuos de agrotoxicos presentes, € um grande desafio no
monitoramento destas substadncias em alimentos. Assim, para a determinagéo
desses compostos, se faz necessario realizar uma etapa adequada de preparo de
amostra, para que se tenha a obtencdo de resultados confiaveis
(LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007).

O método QUEChERS (acrénimo do inglés para quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe), vém sendo muito empregado para determinacdo de residuos de

agrotoxicos em alimentos. Isto, devido a facilidade de execucéo, e realizacdo da
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etapa de limpeza, entre outros. Além disso, esse método permite que 0s extratos
obtidos sejam analisados por cromatografia liquida ou gasosa. Essas técnicas
cromatograficas tém se destacando devido a eficiéncia no acoplamento com a
espectrometria de massas em série, que possibilita a determinacdo simultanea de
um grande numero de compostos, com excelente detectabilidade (SANTANA-
MAYOR et al., 2019; PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e validar um método analitico para a determinacdo de diferentes
classes de agrotoxicos em azeite de oliva empregando o método QUEChERS e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS).

Desenvolvido, validado e aplicado no preparo de amostras de azeite de oliva.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as condicfes cromatograficas do sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS) visando proporcionar a
separacdo e determinacao multirresiduo de agrotoxicos;

- Avaliar diferentes versdes do método QUEChERS, visando encontrar as melhores
condicBes de extracao dos analitos selecionados;

- Validar o método QUEChERS com deteccéo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em série (GC-MS/MS), para determinacao multirresiduos
de agrotoxicos;

- Aplicar o método validado na determinacdo de residuos de agrotdéxicos em

amostras de azeite de oliva.

14



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLIVEIRA (Olea europaea)

2.1.1 A cultura da Oliveira

A oliveira pertence a familia das Oleaceas, género Olea europaea. E uma
planta de clima temperado, que se desenvolve bem, em ambientes com verdes
longos, quentes e secos, e com baixos indices pluviométricos (SANTOS, 2002).

Devido a suas -caracteristicas, aspectos relacionados ao clima, como
temperatura, pluviometria, umidade relativa do ar e ocorréncia de geada, séo
fundamentais na escolha da regido do plantio, pois influenciam o florescimento,
polinizagédo, fixacdo e maturagao dos frutos, bem como, na qualidade da azeitona e
do azeite (WREGE et al., 2009).

2.1.2 Historico da producéo de azeitonas no Brasil

O Brasil esta entre os maiores importadores de azeitonas e azeite de oliva do
mundo, com uma importacdo de 86.362 toneladas de azeite e 117.500 toneladas de
azeitona de mesa, ficando atras apenas para os Estados Unidos (IOC, 2020). Seus
principais fornecedores sao Portugal, Argentina, Espanha e Italia INMETRO, 2015).

Oficialmente, a cultura da oliveira iniciou-se no Rio Grande do Sul em 1948,
através da Secretaria Estadual da Agricultura, criando o servi¢co oleicola, com a
finalidade de orientar as pesquisas da época. Essa iniciativa ndo apresentava base
técnica adequada, como resultado formou-se olivais de baixa qualidade, dificultando
o desenvolvimento da cultura. Apds quase vinte anos comecgaram os plantios, onde
a cidade de Uruguaiana foi pioneira. A partir disso, foram realizados testes em
laboratérios e verificaram que a qualidade das azeitonas e azeites de oliva se
igualava aos produzidos na Itdlia. Apos, ocorreu a intensificagdo do plantio por todo
territdrio gaucho, em cidades como Bagé, Cachoeira do Sul, Cacapava do Sul, Dom
Pedrito, Encruzilhada do Sul, Rio Grande, Santana do Livramento e Vacaria
(Coutinho et. al., 2009).

Em 2006 foi iniciada uma pesquisa pela Embrapa juntamente com um
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conjunto de outras instituicbes nacionais e internacionais, a fim de avaliar a
viabilidade do cultivo comercial da oliveira na regido Sul do Brasil, com o objetivo de
introduzir, avaliar e identificar as cultivares de oliveiras produtoras de azeitonas com

qualidade, para a elaboracdo da conserva ou do azeite (WREGE et al., 2009).

2.2 AZEITE DE OLIVA

O azeite é produzido a partir do fruto originario da oliveira, a azeitona ou oliva,
possui coloracdo variando de verde aos tons acinzentados, dourados, castanho-
claros, roxos ou pretos. Quanto mais escuro, mais tempo o fruto maturou no pé.
Segundo INMETRO (2000), o azeite de oliva é um produto obtido através do
processamento do fruto das oliveiras, para obter a denominacédo de azeite de oliva
ndo pode ser misturado com nenhum outro tipo de 6leo.

Depois de extraido, o azeite de oliva representa o sumo obtido de azeitonas,
gue devem estar em perfeitas condicdes de maturacdo. A qualidade obtida deste
produto é influenciada por fatores como variedade da azeitona, condicdes climaticas,
tipo de solo, estado de maturacdo e tempo de processamento das azeitonas apos a
colheita (EPAMIG, 2008).

As substancias presentes em maior quantidade no azeite de oliva sédo os
acidos graxos, depois em menor quantidade vém os hidrocarbonetos, fosfatideos,
esterois, tocoferdis (vitamina E) e demais vitaminas lipossolaveis (A, D e K),
polifendis (responsaveis pelo sabor amargo ou picante), 19 pigmentos (responsaveis
pela cor verde: clorofila e amarela: caroteno) e volateis (responsaveis pelo odor do
azeite) sdo formados por reac¢des secundarias (EPAMIG, 2008).

O azeite de oliva possui caracteristicas sensoriais, que fazem referéncia ao
seu sabor, aroma e cor, e analiticas, relacionadas a sua acidez e demais dados
fisico-quimicos (OLIVA, 2016).

2.2.1 Caracteristicas da Qualidade

O azeite possui caracteristicas sensoriais e analiticas, fazendo referéncia ao
seu sabor, aroma, cor, acidez e demais dados fisico-quimicos (EPAMIG, 2008).

A regulamentacgdo atual considera parametros de qualidade e caracteristicas
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sensoriais, que ajudam em possiveis adultera¢des utilizando outros Oleos vegetais
(BRASIL, 2012).

2.2.1.1 Sabor, Aroma e Cor

O aroma e sabor naturais dependem da qualidade do azeite, da variedade da
oliveira e das condi¢cdes climaticas. A maior concentracdo de componentes
aromaticos do azeite de oliva é obtida ao longo do periodo no qual a fruta muda de
verde vivo a levemente violaceo (EPAMIG 2008; EUROPEAN OLIVE OIL, 2009
apud ROSA, 2009).

A cor do azeite pode variar de verde, quando rico em clorofila, ou amarelo,
guando rico em carotenos. O sabor frutado e gosto amargo podem estar presentes
dependendo da variedade e qualidade das azeitonas, esse sabor do azeite é
atribuido a compostos volateis que se desenvolvem durante e depois da extracédo do
Oleo (KALUA et al., 2007 apud RODRIGUES, 2015).

2.2.1.2 Acidez Livre

A acidez livre mede a quantidade de &cidos graxos livres expressos em
porcentagem de acido oleico (EPAMIG, 2008), os quais sao originados pela acao
guimica ou enzimatica (lipases), pela degradacéo dos triglicerideos, liberando acidos
graxos e, consequentemente, induzindo ao aumento da acidez (TOUS et al., 1997;
PEIXOTO et al., 1998; UCEDA et al., 2006).

O grau de acidez esta relacionado principalmente com as condi¢bes de
conservacao do azeite, mas também, com a qualidade da matéria prima, o grau de
pureza do Oleo e o processamento (MORETTO; FETT, 1998). Fatores como,
ataques de pragas, clima, manipulacdo, producdo e armazenamento do azeite
podem afetar a acidez, facilitando a a¢do das enzimas. Quanto maior o teor de
acidos graxos livres, pior o estado de conservagdo dos frutos, tratamento ou
conservagdo do azeite (POULIAREKOU et al., 2011; ISSAOUI et al.,, 2009;
MENDEZ; FALQUE, 2007; FIGUERES et al., 1997).

Segundo a legislagao brasileira (BRASIL, 2012), a acidez permitida em azeite

de oliva préprio para consumo humano deve ser no maximo 2%.
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2.2.1.3 indice de Perdxidos

O indice de peroxidos mede o estado de oxidacao inicial e rancidez de um
azeite de oliva e também, a deterioracdo que pode ter ocorrido nos antioxidantes
naturais, como os tocoferdis e os polifendis. Os seus valores sdo expressos em
miliequivalentes (mEQq) de oxigénio por quilograma de 6leo (CARDOSO, 2006).

A oxidacdo lipidica envolve uma sequéncia de alteracbes quimicas
resultantes da interacdo de acidos graxos insaturados com o oxigénio, gerando
moléculas com odores e sabores indesejados, podendo afetar a qualidade
nutricional, devido a degradacdo das vitaminas lipossolluveis e de &cidos graxos
essenciais (ORDONEZ et al., 2005; GRANADOS, 2000; MCCLEMENTS; DECKER,
2010).

O indice de peroxidos também € apresentado na legislagdo brasileira
(BRASIL, 2012), sendo o limite maximo de 20 mEQ.O, kg’ para ser considerado

préprio para consumo humano.

2.2.1.4 Absorbancia na regiéo do ultravioleta

Os acidos graxos absorvem luz em comprimentos de onda especificos da
regido ultravioleta, assim, este parametro pode ser utilizado para determinar a
qualidade do azeite de oliva.

Quando comeca a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados, ocorre a
formacdo de ligagcbes duplas conjugadas, que originam os dienos e trienos
conjugados, além, de compostos carbonilicos. No azeite de oliva, os dienos
conjugados sdo observados num comprimento de onda de 232 nm, e 0s ostrienos
conjugados e os compostos carbonilicos sédo identificados em um comprimento de
onda de 270 nm (UCEDA; HERMOSO; AGUILERA, 2004). A presenca de Oleos
refinados, podem indicar valores acima dos limites, pois o refino provoca mudancas
nas configuracdes de &cidos graxos e a formacdo de dienos e trienos conjugados
(ANGEROSA et al., 2006).

2.2.1.5 Lipideos
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Os exemplos mais conhecidos de lipideos sao os 4cidos graxos e derivados,
como ceras, esterdis e carotenoides.

Os é&cidos graxos sao substancias organicas encontradas em temperatura
ambiente nas fases solidas, liquidas e semissélidas. Possuem cadeias carboénicas
longas e abertas, e sdo monocarboxilicos, ou seja, apresentam apenas um grupo
carboxila. Entre si, diferem pelo nimero de carbonos e pelas instaura¢cfes da cadeia
(Figura 1). (NELSON et al., 2014).

Figura 1 - Principais &cidos graxos presentes em 6leos e gorduras.

/\NW\/\/\j 0
, OH WMDH
Acido palmitico Acido estearico
g o
W\/\f\/\/\/\/{ /\/\/\/\.’7\/\/\/\/{
. OH . OH
Acido oleico o Acido linoleico

/\/\/v\/\/\/\/\/é

. i ) OH
Acido linolénico

Fonte: Cantinho do azeite. Disponivel em: <https://cantinhodoazeite.com.br/sobre-azeite/as-gorduras-

do-azeite-de-oliva/>.

Nos azeites, os acidos graxos também determinam a sua qualidade e podem
ser encontrados livres ou combinados. O acido graxo predominante no azeite de
oliva é o acido oleico, que € monoinsaturado, formado por 18 atomos de carbono
(JORGE, 2010). O conteudo de &cido oleico deve apresentar de 55 a 83% dos
acidos graxos presentes no azeite, para ser considerado extra virgem (BRASIL,
2012).

Além dos oxidantes presentes no azeite de oliva, a estabilidade oxidativa do
azeite esta correlacionada com a razdo entre os acidos graxos monoinsaturados e
poli-insaturados (AGUILERA et al., 2005). Deste modo, a composi¢do dos acidos
graxos do azeite de oliva pode ser influenciada pelo indice de maturacéo, cultivar e

diferentes locais de cultivo, além de outros fatores.
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2.2.2 Obtencéao do Azeite de Oliva

O azeite de oliva deve apresentar-se dentro de determinados padrées fisico-
guimicos e sensoriais, que estado diretamente ligados a caracteristicas do fruto, para
ser considerado de boa qualidade. Diversos fatores estdo relacionados, que vao
desde a colheita até o armazenamento.

A producdo do azeite de oliva comeca com a selecdo das azeitonas, que
devem ser firmes e ndo conter danos fisicos. Os frutos colhidos, destinados a
extracdo do azeite, devem ser antes das azeitonas estarem completamente
maduras, pois é nesta fase que ela apresenta melhores caracteristicas sensoriais e
fisico-quimicas, e oferece maxima quantidade de azeite (COSTA, 1978; ALBA,
2004).

Segundo ALBA, 2004; UCEDA et al.,, 2006, as etapas de elaboracdo do
azeite, sao as seguintes:

a) operacbes prévias: recepcdo, caracterizacdo, limpeza, lavagem e
armazenamento do fruto;

b) preparacdo da pasta: moagem e batimento (destruicdo da estrutura dos
tecidos vegetais e liberacdo do azeite de oliva);

c) separacao das fases solidas e liquidas: prensagem, centrifugacéo (sistema
de duas fases e sistema de trés fases);

d) separacao de fases liquidas: decantacdo natural e centrifugacdo (obtencéo
da fase aquosa e do azeite de oliva);

e) armazenamento do azeite.

Para armazenagem, o ideal é que seja protegido de luz e do ar, sempre
mantendo a temperatura constante entre 15 e 25C, evitando a oxidag&o do azeite.
Também, para manter a qualidade do aroma e sabor, 0 azeite deve ser armazenado
em aco inoxidavel (VILLALTA, 1999; FERNANDEZ et al., 1991; APARICIO;
HARWOOD, 2003).

2.2.3 Classificacdo dos Azeites de Oliva

Segundo o Ministério de Estado da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
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(MAPA), o azeite de oliva é classificado em funcéo de seus requisitos de identidade
(matéria-prima e processo de obtencdo) e qualidade (percentual de acidez livre,
indice de peréxidos e da absorbancia no UV), conforme a Tabela 1, e suas
definicbes séo:

a) Azeite de oliva virgem: produto extraido do fruto da oliveira unicamente por
processos mecanicos ou outros meios fisicos, sob controle de temperatura
adequada, mantendo-se a natureza original do produto; o azeite assim obtido pode,
ainda, ser submetido aos tratamentos de lavagem, decantacdo, centrifugacdo e
filtrac&o.

Os azeites de oliva do grupo azeite de oliva virgem, de acordo com o0s
parametros de qualidade, pode ser classificado segundo trés tipos, podendo, ainda,
ser enquadrado como fora de tipo e desclassificado:

)] Azeite de oliva extra virgem;

1)) Azeite de oliva virgem;

i) Azeite de oliva lampante.

b) Azeite de oliva: produto constituido pela mistura de azeite de oliva refinado
com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva extra virgem.

c) Azeite de oliva refinado: produto proveniente de azeite de oliva do grupo

azeite de oliva virgem, mediante técnicas de refino que ndo provoquem alteracao

na estrutura gliceridica inicial.

Tabela 1 - Limite dos parametros de qualidade para cada categoria de azeite de

oliva.
) ] AC IP Absorbéncia no UV
Categoria do Azeite o B 1
(% &cido oléico) (MEg O, kg™) Koz K70 AK
Extra Virgem <0,8 <20 <250 <022 <0,01
Azeite de oliva virgem Virgem <20 <20 <2,60 <0,25 <0,01
Lampante >2,0 * * * *
Azeite de oliva <1,0 <15
Azeite de oliva
<0,3 <5 * <11 <0,16

refinado

Fonte: adaptado do Regulamento Técnico do Azeite de Oliva e do Oleo de Bagaco de Oliva (BRASIL,

2012). * = ndo se aplica; AC = acidez livre; IP = indice de peroxidos.

by

O azeite lampante ndo pode ser destinado diretamente a alimentacao
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humana, porém, podera ser refinado para enquadramento no grupo azeite de oliva
refinado, ou, ainda, destinado a outros fins que nao seja para alimentagédo humana.
Sua acidez livre € maior que 2%.

O Conselho Oleicola Internacional — COI (2011) classifica o azeite de oliva em
dois grandes grupos, os considerados aptos para consumo, e 0s impréprios para
consumo, levando em consideracdo suas caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais. Suas defini¢cdes sao:

a) Azeites de oliva considerados aptos para consumo:

)] Azeite de oliva extravirgem: azeites virgem cuja acidez livre, expressa
em &cido oleico, ndo seja superior a 0,8 gramas por 100 gramas.

i) Azeite de oliva virgem: azeite virgem cuja acidez livre, expressa em
acido oleico, ndo seja superior a 2,0 gramas por 100 gramas.

iii) Azeite de oliva virgem comum: azeite virgem cuja acidez livre, expressa
em &cido oleico, ndo seja superior a 3,3 gramas por 100 gramas.

b) Azeite de oliva virgem improprio para consumo:

i)  Azeite de oliva virgem lampante: azeite virgem acidez livre, expressa em

acido oleico, néo seja superior a 3,3 gramas por 100 gramas.

2.2.4 Producéao de Azeite de Oliva no Rio Grande do Sul

A Regido Sul esta entre as duas maiores regiées produtoras de azeite de
oliva no Brasil, ao lado da Serra da Mantiqueira. Conforme a EMATER, o estado
conta com uma é&rea de 1.500 hectares com olivais plantados por cento e nove
produtores. A implantacdo de olivais vem crescendo, assim como a instalacdo de
fabricas de azeite. Algumas cidades se destacam na producao deste produto, como,
Bagé, Cachoeira do Sul, Cacapava do Sul, Santana do Livramento, Cangucu, Dom
Pedrito, Candiota, Jaguaréo, Encruzilhada do Sul, Formigueiro e Pinheiro Machado,
como mostrado na Figura 2.

Em 2006, a empresa Olivas do Sul Agroindustria Ltda inicia as atividades na
cidade de Cachoeira do Sul. Com a implantacdo de um pomar de doze hectares de
azeitona com mudas importadas da Espanha (OLIVAS DO SUL, 2016). A producao
comercial de azeite de oliva da marca Olivas do Sul teve inicio no ano de 2011. Em

teste de qualidade realizado pela Associagao Brasileira de Defesa do Consumidor
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(Proteste), o azeite Olivas do Sul obteve melhor avaliacdo, se destacando no quesito
qualidade. No ano de 2013 a empresa Tecnolivas inaugura uma fabrica de azeite de
oliva na cidade de Cacapava do Sul, poucos meses depois se tem o primeiro azeite
de oliva produzido na regido (TECNOPLANTA, 2012).

Figura 2 - Cidades do estado gaucho com plantacdes de oliveiras.

[
Formigueiro .

Cachoeira do Sul

Santana do Livramento .

Cagapava do Sul
0 [

Dom Pedrito . Encruzilhada do Sul

Bagé Pinheiro Machado Cangugu

Candiota

Jaguardo

Fonte: Adaptado de Coutinho (2014)

O municipio de Pinheiro Machado destaca-se pela plantacdo de quarenta e
dois mil pés de oliveiras, localizados em uma propriedade rural da familia Batalha.
Em 2013 foi fabricado o primeiro azeite de oliva do municipio (SEAPI, 2013). Em
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Santana do Livramento, a empresa Olivopampa atua em diversas etapas da cadeia
olivicola, como, na producdo de azeitonas, producdo e comercializacdo de azeites,
implantacéo de olivais e consultorias agronémicas. Os primeiros azeites de oliva da
dessa empresa foram produzidos em 2014 (OLIVOPAMPA, 2016).

No ano de 2005, a regido de Bagé comecou a fazer parte do Programa de
Cooperacéo Brasil Itdlia (Brasil Préximo). Um acordo entre os paises, com o objetivo
de viabilizar projetos de cooperacdo com foco no desenvolvimento local. O projeto
disponibiliza a produtores rurais as mudas de oliveiras, dando o suporte necessario
para o plantio e cultivo (BRASIL PROXIMO, 2010). Em 2009, o municipio integrou o
Projeto Olivais do Pampa, que integra o Programa Brasil Préximo, que disponibilizou
aos produtores os subsidios necessarios para o plantio e cultivo das oliveiras, mas

em 2012 teve seu ultimo plantio.

2.2.5 Composicdo Quimica do Azeite de Oliva

A composicdo quimica do azeite de oliva pode variar devido a diversas
condi¢gbes, como o clima, o cultivo, a qualidade do fruto, o sistema de extracdo e aos
processos de refino. Também, os cuidados com o armazenamento, pois podem
gerar alteragcbes nos compostos majoritarios e minoritarios, devido a reacdes de
hidrélise, de esterificacéo e de oxidacdo (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

O azeite de oliva é constituido cerca de 98% por triglicerideos, que sédo os
ésteres de acidos graxos e glicerol (BOSKOU, 1998). A maior propor¢cdo de acidos
graxos presentes no azeite estd na forma insaturada, cerca de 61,2 e 79,6%, com
predominéancia dos monoinsaturados. Os acidos graxos saturados se encontram
entre 10,5 e 20,2% e o0s poli-insaturados estdo em menor propor¢cdo, com apenas
5,8 e 13,6% do total (AGUILERA et al., 2005; ALLALOUT et al., 2009; HADDADA et
al., 2007; MATOS et al., 2007). O acido linoleico (C18:2) é o poli-insaturado mais
abundante, pertencente a série w-6, ja o acido linolénico (serie w-3), estd presente
em peguena quantidade no azeite de oliva.

Os componentes em menor quantidade no azeite sdo denominados como
fracdo insaponificavel, e sdo mais de 200 compostos quimicos, entre eles, os alcoois
alifaticos e triterpénicos, esterois, hidrocarbonetos, compostos aldeidicos, compostos

cetbnicos, tocoferdis, compostos fendlicos, pigmentos, dentre outros, 0s quais
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perfazem cerca de 2% do total do azeite (BOSKOU, 1996; CRIADO et al., 2008;
KANDYLIS et al., 2011).

Os compostos fendlicos se destacam pela estabilizacdo das espécies reativas
de oxigénio, auxiliando na vida util do azeite (PARDO; CUESTA; ALVARRUIZ,
2007). E também, interferem no indice de amargor, influenciando no sabor
(BELTRAN et al., 2000).

Os tocoferdis sdo antioxidantes lipofilicos e precursores da vitamina E
(BELTRAN et al., 2010). O o-tocoferol é a forma mais abundante dentre os
tocoferdis presentes no azeite de oliva, perfazendo em torno de 95 % dos tocoferéis
(BACCOURI et al., 2008).

Os pigmentos como as clorofilas e os carotenoides sdo fatores que
influenciam na coloracdo do azeite de oliva, que é influenciada pela época da
colheita do fruto e pelo processo de extracdo (ROCA; MINGUEZ-MOSQUERA,
2001; CRIADO et al., 2008 e MOYANO et al., 2008). A clorofila pode estar associada
a atividade oxidativa do azeite, devido a funcédo da acéo pré-oxidante na presenca
de luz (FAKOURELIS; LEE; MINN, 1987).

2.3 AGROTOXICOS

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), os agrotdxicos sédo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, que s&o destinados ao uso em setores como, de producdo,
armazenamento, pastagens, beneficiamento de produtos agricolas, entre outros,
tendo como finalidade a preservacao da fauna e flora dos seres vivos considerados
nocivos (BRASIL, 2002). Segundo o Decreto Federal Brasileiro n°® 4.074, de 4 de
janeiro de 2002, entendem-se por agrotoxicos: “produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como

desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento”.
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2.3.1 Classificacdo dos agrotéxicos

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com o seu modo de acao
no organismo vivo, ingrediente ativo e podem ser divididos em classes quimicas
como, fungicidas, inseticidas, herbicidas, acaricidas e nematicidas, como mostrado
na Tabela 2 (YADAV; DEVI, 2017, p. 143).

Tabela 2 — Classificacdo dos agrotdxicos por espécie-alvo.

Tipo de Agrotéxico Espécies-alvo/funcao
Inseticida Causa a morte de insetos e artropodes
Fungicidas Causa a morte de fungos
Bactericidas Causa a morte e age contra bactérias
Acaricidas Causa a morte de acaros
Repelentes Repelem pragas através do seu sabor e cheiro
Dessecantes Age nas plantas secando seus tecidos
Causa a morte de nematddeos que atuam como parasitas em
Nematicidas
plantas
Termiticidas Causa a morte de cupins

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de YADAV; DEVI, 2017, p. 143

Também, podem ser classificados quanto a sua composicdo quimica como,
carbamatos, piretréides, organoclorados, organofosforados, entre outros (ANVISA,
2018). Outro modo de classificacdo dos agrotdxicos é quanto a sua toxicidade, que
considere a dose letal oral, cutanea e inalatéria. A RDC n°® 294, de 29 de julho de
2019 (ANVISA, 2019), apresenta no art. 39 a classificacdo por categorias como

mostra a Tabela 3.

Tabela 3 - Classificacéo toxicolégica dos agrotoxicos.

Categoria Toxicidade Cor
I Produto Extremamente téxico Vermelha
Il Produto Altamente Toxico Vermelha
1l Produto Moderadamente Toxico Amarela
v Produto Pouco Toxico Azul
\% Produto Improvavel de Causar Dano Agudo Azul
N&o Classificado Produto N&o Classificado Verde

Fonte: (ANVISA 2022)
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Com o objetivo de assegurar a qualidade dos azeites de oliva, e também
devido ao uso desordenado e aos possiveis efeitos toxicos dos agrotdxicos aos
consumidores e ao meio ambiente, autoridades estabelecem LMRs para o controle e
monitoramento de residuos e contaminantes.

De acordo com ANVISA, apenas 9 agrotoxicos tém limites estabelecidos para
a matriz de azeitona, como fungicidas (cresoxim-metilico, difeconazol, fluxapiroxade,
piraclostrobina, fluazinam e tiofanato-metilico), acaricida (fenpiroximato e fluazinam)
e inseticida (espinetoram e flupiradifurone). Os analitos com seus respectivos

valores de LMRs estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — LMRs dos Agrotoxicos permitidos para a matriz azeitona, de acordo com
a ANVISA.

Ingrediente Ativo LMR (mg/kg)
Flupiradifurone 2,000
Fluxapiroxade 1,500
Espinetoram 0,300
Piraclostrobina 1,500

Tiofanato-metilico 0,500
Fenpiroximato 0,010

Cresoxim-metilico 1,500

Difeconazol 0,500
Fluazinam 2,000

Fonte: (ANVISA, 2022).

2.3.2 Monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o érgao responsavel
por monitorar e estabelecer a quantidade maxima de residuo de agrotdxico no Brasil.
Estes limites (LMRs) sdo expressos em mg kg*. Em outros paises os 6rgaos
responsaveis pelo monitoramento sdo European Comission, Codex Alimentarius,
entre outros (ANVISA, [s.d.]; EUROPEAN COMMISSION, [s.d.]; FAO, [s.d.]).

No Brasil existem dois programas de analise de residuos de agrotoxicos em
alimentos, o Programa de Analise de Residuos em Alimentos (PARA), que tem como
finalidade avaliar os niveis de residuos de agrotoxicos em alimentos de origem
vegetal e é realizado pela ANVISA (ANVISA, 2019) e o Plano Nacional de Controle
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de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal (PNCRC/Vegetal),
que tem como objetivo monitorar a ocorréncia de residuos de agrotoxicos e
contaminantes quimicos e biolégicos em produtos de origem vegetal produzidos no
pais, destinados ao mercado interno e também a exportacdo. Este programa €
realizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (MAPA,
2020).

E de extrema importancia o controle dos LMRs e o cuidado com o tempo de
caréncia na aplicacdo dos agrotoxicos, para garantir a qualidade dos alimentos
entregues a mesa do consumidos (FERRONATO, 2018).

Por isso, o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de determinar
agrotoxicos em baixas concentracdes (ug L' ou pg kg?') é fundamental para
assegurar a qualidade dos produtos comercializados. A Tabela 5 apresenta os
valores de LMR dos agrotoxicos avaliados neste estudo, estabelecidos pela

ANVISA, Unido Europeia (UE) e Codex Alimentarius para a cultura da azeitona.

Tabela 5 - Limites Maximos de Residuos (LMR), mg kg™, estabelecidos para os
agrotoxicos avaliados neste estudo para a cultura da azeitona pela ANVISA, Unido

Européia (EU) e Codex alimentarius.

LMR (mg/kg)

Ne Analitos CODEX ALIMENTARIUS
EU ANVISA (azeitona/azeite de oliva)

1 Acrinatrina 0,02 * - -

2 Alacloro 0,02* - -

3 Aldrin 0,01* - -

4 Atrazina 0,05* - -

5 Benalaxil 0,05* - -

6 Bifentrina 0,02* - -

7 Boscalida 0,01* - -

8 Bromopropilato 0,01* - -

9 Bupurimato 0,01* - -

10 Buprofezina 0,01* - -

11 Cadusafo6s 0,01* - -

12 Carbofenotiona - - -

13 Clordano 0,02* - -

14 Clorofenapir 0,02* - -

15 Clorofenvinfés 0,02* - -

16 Clorotalonil 0,01% ) i
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LMR (mg/kg)

Ne Analitos CODEX ALIMENTARIUS
EU ANVISA (azeitona/azeite de oliva)

17 Cloroprofam 0,01* - -

18 Cloropirifés 0,01* - -

19 Cloropirifés-metil 0,01* - -

20 Ciflutrina 0,02* - -

21 Cialotrina (lambda) 0,50 - 1,00

22 Cipermetrina 0,05* - 0,05/0,50

23 Ciproconazol 0,05* - -

24 Ciprodinil 0,02* - -

25 Cresoxim-metil 0,2 -1,5 0,20/0,70

26 DDT 0,05* - -

27 Deltametrina 0,6 - -

28 Diazinon 0,02* - -

29 Diclofluanida - - -

30 Dicloran 0,01* - -

31 Diclorvoés 0,01* - -

32 Dicofol 0,05* - -

33 Dieldrin 0,01* - -

34 Difeconazol 2,00 0,5 2,00

35 Dissulfutom 0,02* - -

36 Endosulfan 0,05* - -

37 Endrin 0,01* - -

38 Epoxiconazol 0,05* - -

39 Etiona 0,01* - -

40 Etoprofés 0,02* - -

41 Etrinfés - - -

42 Espirodiclofeno 0,02* - -

43 Espiromesifeno 0,02* - -

44 Fenamidona 0,01* - -

45 Fenarimol 0,02* - -

46 Fenazaquina 0,01* - -

47 Fenitrotiona 0,02* - -

48 Fenpropatrina 0,01* - -

49 Fempropimorfe 0,01* - -

50 Fentiona 0,01* - 1,00/1,00

51 Fenvrelato 0,05* - -

52 Fenotrina 0,05* - -

53 Fentoato - - -

54 Forato 0,02* - -

55 Fosfomete 3,00 - -

56 Fipronil 0,005* - -

57 Fluazifope-p-butilico 0,01* - 0,01

58 Fluguinconazol 0,01* - -

59 Flusilazol 0,01* - -
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LMR (mg/kg)

Ne Analitos CODEX ALIMENTARIUS
EU ANVISA (azeitona/azeite de oliva)

60 Flutriafol 0,02* - -
61 Fostiazato 0,02* - -
62 Heptacloro 0,01* - -
63 Hexaclorobenzeno 0,01* - ;
64 Hexaconazol 0,02* - -
65 Hexazinona - - -
66 HCH-alfa 0,01* - -
67 HCH-beta 0,01* - -
68 HCH-gama - - -
69 Indoxicarbe 0,02* - -
70 Malationa 0,02* - -
71 Metconazol 0,05* - -
72 Metidationa 0,02* - -
73 Metiocarbe 0,20 - -
74 Metoxicloro 0,01* - -
75 Metolacloro 0,05* - -
76 Mevinfés —E, -Z 0,01 - -
77 Mirex - - -
78 Miclobutanil 0,01* - -
79 Nuarimol - - -
80 Oxadixil 0,02* - -
81 Parationa 0,05* - -
82 Parationa-metilica 0,02* - -
83 Penconazol 0,01* - -
84 Pendimetalina 0,05* - -
85 Permetrina 0,05* - -
86 Picoxistrobina 0,01* - -
87 Pirimicarbe 0,02* - -
88 Pirimifés-metil 0,01* - -
89 Procimidona 0,02* - -
90 Profenofds 0,02* - -
91 Prometrina - - -
92 Propiconazol 0,01* - -
93 Protiofés - - -
94 Pirazofos 0,02* - -
95 Piridabem 0,02* - -
96 Pirimetanil 0,02* - -
97 Quinalfés 0,02* - -
98 Tebuconazol 0,50 - 0,05
99 Tebufenpirade 0,01* - -
100 Teflutrina 0,05 - -
101 Terbufés 0,01* - -
102 Tetraconazol 0,02* - -
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LMR (mg/kg)

Ne Analitos CODEX ALIMENTARIUS
EU ANVISA (azeitona/azeite de oliva)

103 Tetradifona 0,01* - -

104 Tolilfluanida 0,02* - -

105 Triadimefona 0,01* - -

106 Triazofos 0,01* - _

107 Trifloxistrobina 0,30 - 0,30/0,90

108 Trifluralina 0,01* - -

109 Vinclozolina 0,02* - -

Fonte: (ANVISA, 2022; EU, 2022, Codex Alimentarius, 2022).

*limite minimo de determinacéo analitica.

2.4 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

A determinacdo de contaminantes organicos tornou-se um grande desafio,
devido a diversidade de compostos quimicos presentes nos alimentos.

As técnicas cromatograficas vém apresentando grandes avangos na
determinacao de diversos analitos e com baixos limites de deteccdo. Apesar destas
caracteristicas, em determinacdes de residuos de agrotéxicos é fundamental uma
etapa previa de preparo de amostra, pois estes apresentam baixas concentracdes
(mg kg™') de analitos em matrizes com alta complexidade (LAMBROPOULOU;
ALBANIS, 2007; PRESTES et al., 2009). O preparo de amostra tem como objetivo
realizar a extracdo, homogeneizando a amostra, enriquecendo o0s analitos de
interesse e removendo os interferentes, quando possivel. Portanto, nessa etapa é
fundamental ter cautela ao manusear a amostra, pois € uma etapa crucial dentro do
processo analitico (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015, p. 9; PRESTES et al.,
2009).

Quando se trata de amostras complexas como alimentos, € necessario uma
etapa de limpeza (clean-up) do extrato. Essa etapa é fundamental para a remocao
de um maior numero de interferentes possiveis e diminuicdo do efeito matriz,
proporcionando melhor seletividade durante a analise (CALDAS a, et al., 2013).

Na literatura ha diversos métodos de preparo de amostra empregados para a
extracdo de residuos de agrotoxicos no azeite de oliva (Tabela 6). Dentre as
técnicas mais aplicadas estdo: extragéo liquido-liquido (LLE, do ingles liquid-liquid
extraction), dispersao de matriz em fase solida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase
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Dispersion), e o método QUEChERS. E como principais técnicas utilizadas para a
determinacdo de residuos de agrotoxicos estdo a cromatografia liquida (LC, do
inglés liquid chromatography) e a cromatografia gasosa (GC, do inglés gas
chromatography).

2.4.1 Extracédo Liquido- Liquido (LLE)

A técnica de extracao liquido-liquido (LLE do inglés Liquid-Liquid Extraction) é
o tratamento basico de amostras liquidas, semi-sélidas ou soélidas, onde essas sao
homogeneizadas com um solvente adequado para promogao de separacao entre as
fases (aquosa e organica), antes de etapas de limpeza como SPE e d-SPE
(DALLEGRAVE, et al., 2016).

A LLE pode ser aplicada como fracionamento preliminar da amostra antes da
dispersédo da matriz em fase solida (MSPD). Deste modo, oferece vantagens como
simplicidade e eficacia no isolamento de agrotoxicos de diferentes polaridades
dependendo do solvente em uso, e como desvantagem apresenta uso de grandes
volumes de solvente téxicos e exige longo tempo de analise (LICHTMANNEGGER,
et al., 2015).

A extracdo liquido-liquido é considerada uma técnica classica de preparo de
amnostras e tem sido amplamente empregada em diversos tipos de analises, como,
por exemplo, para determinacdo de pesticidas em alimentos e agua (SCHIO, 2021).
Este método € composto por 6 etapas, conforme a Figura 3, onde se utiliza funil de
separacdo, nele é colocado a amostra liquida, contendo os analitos, em seguida
coloca-se o0 solvente orgéanico e agira-se. Deixa-se em repouso, para que haja a
separacao das fases, em seguida retira-se a fase aguosa, permanecendo apenas a

fase organica, onde ficam concentrados os analitos.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da extracdo de analitos de amostras
aquosas utilizando LLE.

Solvente
organico 5 E.
) Amostra / )

aquosa

Amostra

Ly
W o

S’

m——
Adicio da amostra Adigio do solvente Agitagdio. Repouso para Retirada da Retirada da fase
contendo os analitos. orgdnico. separacio de fases. fase aquosa.  organica contendo os
analitos.
1 2 3 4 5 6

Fonte: Adaptado de SCHIO, 2021.

Anagnostopoulos e colaboradores (2013) desenvolveram um estudo para
determinar 32 agrotoxicos de diferentes classes em amostras de azeitona e azeite
de oliva, utilizando como preparo de amostra LLE e precipitacdo a baixa temperatura
(LTP), e GC-MS/MS para identificacdo e quantificacdo dos analitos. Foram
analisadas 72 amostras de azeitona e 89 de azeite de oliva, o residuo de 15
agrotoxico como o tetraconazol, clorpirifés-etil, benalaxil, diazinon, entre outros foi
positivo em 19 amostras.

Rastrelli, L. e colaboradores (2002) determinaram 18 residuos de agrotéxicos
organofosforados amostras de azeite virgem, utilizando como preparo de amostra a
técnica de LLE e quantificacdo dos analitos por GC-NPD. Foram analisadas 65
amostras, sendo que, os analitos mais encontrados nas amostras foram o dimetoato
(29 amostras), sendo duas amostras com concentracdo acima do LMR permitido
pelo Codex Alimentarius (0,05 mg kg™) e fentido (18 amostras), outros agrotoxicos
como, clorpirifos-metil, diazinonm, paration-metil e paration também foram positivos

nas amostras em algumas amostras.

2.4.2 Método MSPD

Esse método foi introduzido para a extragdo de contaminantes em amostras
viscosas, soélidas e semissolidas, como uma alternativa a Extracdo em Fase Sdélida
(SPE), jA que esta necessitava que a amostra fosse homogénea e estivesse no
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estado liquido antes da eluicdo (CALDAS a, et al., 2013).

A MSPD tem como principal vantagem a possibilidade de realizar a etapa de
extracao e limpeza simultaneamente, e em temperatura ambiente, sem necessitar de
instrumentos para controle desses parametros, tornando o procedimento facil e
rapido (BARKER, 2007).

Essa técnica tem sido bastante utilizada, até mesmo pela diversidade de
sorventes que podem ser empregados, dentre eles, estdo o C18, terra diatomacea,
Florisil®, nanotubos de carbono, amina primaria secundara (PSA), carbono
grafitizado (GCB), polivinilpolipirrolidona (PVPP), silica, alumina, quitina, quitosana
(CAl et al., 2017, CAO et al., 2015, SOARES et al., 2017).

A MSPD tem uma instrumentacdo muito simples, necessitando apenas de
gral, pistilo, tubos para empacotamento da mistura, seringas ou sistema de vacuo,
como na Figura 4 (CALDAS a, et al., 2013).

Figura 4 — Esquema da MSPD.
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Fonte: Adaptado de CALDAS a, et al. (2013)

O método tem como proposito a dispersdo da amostra, juntamente com um
suporte solido que atua como abrasivo, auxiliando na ruptura da estrutura fisica da

amostra. A amostra ird sofrer uma dispersao na superficie do material, ocasionando
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o isolamento dos analitos em diversas matrizes, devido a formacdo de uma nova
fase, que é empacotada em uma coluna vazia, onde é colocado um filtro de
polietileno antes e ap0s o empacotamento, por fim, é realizada a eluicdo. Ja a
modificacdo da técnica, foi proposta a introducdo de vortex, para substituir a etapa
convencional de eluicdo, como na Figura 5. Quando seguida por centrifugacgao,
oferece a vantagem de uma etapa de extracdo mais rapida. (CALDAS a, et al.,
2013). Porém, a maior dificuldade deste método é a automatizacdo e a otimizacao
das variaveis como quantidade de amostra e de dispersante, tipo e volume de
solvente (CHUNG e CHEN, 2015).

Figura 5 — Esquema da MSPD assistida por vortex.
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Fonte: Adaptado de CALDAS a, et al. (2013)

Ferrer e colaboradores (2005) desenvolveram um método baseado em MSPD
para determinar 9 agrotoxicos (dimetoato, simazina, atrazina, diuron, terbutilazina,
paration-metil, pirimifos-metil, endosulfan | e Il, endosulfa sulfato, cipermetrina e
deltametrina) em amostras de azeitona e azeite de oliva, utilizando GC-MS/MS e LC-
MS/MS para identificacdo e quantificacdo dos analitos. Na analise de uma amostra
de azeite, 2 analitos apresentaram positivos, o terbutilazina e o sulfato de endosulfan
por GC-MS/MS e LC-MS/MS.

2.4.3 Método QUEChERS

Em 2003 Anastassiades e colaboradores desenvolveram o método
QUEChERS (do inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged, safe), com o objetivo
de superar as limitacdes dos métodos multirresiduos existentes. Esse método tem
como caracteristicas ser rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro, e trata-se de

uma nova técnica de preparo de amostra para extracdo de residuos de agrotoxicos
35



(BANDEIRA et al., 2014; PRESTES et al., 2011).

O método QUEChERS é dividido nas seguintes etapas: extracdo, particdo e
limpeza. Na etapa de extracdo a amostra é agitada com acetonitrila (na proporcao
1:1), de forma manual ou com auxilio de um vortex. O uso de acetonitrila promove
uma extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos e € o solvente
mais adequado para LC-MS/MS e GC-MS/MS. Na etapa de particdo é onde se
adiciona os sais de particdo (sulfeto de magnésio e cloreto de sédio) que ira
promover o efeito salting out, diminuindo a solubilidade dos compostos polares na
fase aquosa e a remocao da agua na fase organica. E na etapa de limpeza do
extrato (clean-up), é realizada por d-SPE (do inglés, dispersive solid phase
extraction), utiliza-se sulfato de magnésio que irA promover a remocao a agua
presente no extrato e PSA (amina primaria-secundaria, com efeito quelante), que ira
reter os acidos graxos e compostos polares, presentes na matriz. Essa etapa é
essencial para garantir a robustez e confiabilidade dos resultados obtidos no sistema
cromatografico (PRESTES et al., 2009; BRUZZONITI et al, 2014).

2.4.3.1 Modificagbes do método QUEChERS

O método QUEChERS original (Figura 6a) € aplicado a uma ampla gama de
compostos e diferentes matrizes, porém, em estudos, percebeu-se que para alguns
compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperacdo de acordo
com o pH da matriz, isso por qué estdo em sua forma protonada e solubilizados na
fase aquosa. Desta forma, foram necesséarias algumas modificagbes no método
original para melhorar a recuperacdo desses compostos (PRESTES et al., 2009;
PRESTES et al., 2011).

A adicdo de uma etapa de tamponamento foi a primeira modificagdo proposta
por Lehotay e colaboradores (2005), e desenvolveram o método QUEChERS acetato
(Figura 6b), que utiliza acetonitrila acidificada com 1% de acido acético e acetato de
sbdio como sal de particdo, formando um tampéo em pH 4,8. Em 2007 esse método
foi considerado como meétodo oficial Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) para a determinacgédo de residuos de pesticidas em alimentos (PRESTES et
al., 2009; PRESTES et al., 2011).

Em 2007, Anastassiades e colaboradores desenvolveram o método citrato
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(Figura 6c¢), que utiliza uma mistura de citrato de sddio diidratado e hidrogenocitrato
sesquihidratado, que promovem o efeito tamponante em pH 5,0-5,5 (PRESTES et
al., 2009; PRESTES et al., 2011).

Devido a sua grande versatilidade, esse método permite que sejam realizadas
diversas alteragbes, como de solventes, sais de particdo, formas de agitacéo, etc.,
que irdo proporcionar os resultados mais adequados. Dentre estas adequacgdes, se
destaca os sorventes de limpeza na etapa d-SPE, que podem ser utilizados de
acordo com a composicdo da matriz, como por exemplo, o uso de C18 para a
remocao de lipideos e o carbnono grafitizado (GCB) para a remoc¢ao de pigmentos,
como clorofila. O método QUEChERS e suas modificacbes vem sendo aplicadas
para a determinacao de varios compostos em uma grande variedade de matrizes em
alimentos e ambientais (CABRERA et al., 2012; PRESTES et al., 2011).

Figura6 - Representacdo das etapas das principais versdes do método
QUECHhERS a) original; b) acetato; e c) citrato.

a) QUEChERS Original b) QUEChERS Acetado c) QUEChERS Citrato
Extracio 15 g amostra
— ¢ > 10g amost.ra. 15 mL acetonitrila 1% 10 gamost.ra.
10 mL acetonitrila 10 mL acetonitrila

acido acético

Agitagdo 1 min Agitagdo 1 min Agitacdo 1 min

4 g MgS0.
1g NaCl

Particao N

6 g MgS0,

1,5 g CH:COONa 1 g CgHsNas07.2H,0

CsHsNﬂsz.l,SHz{}

Agitagdo 1 min Agitagdo 1 min Agitagdo 1 min
Centrifugacéo Centrifugagdo Centrifugacdo

1 mL sobrenadante
150 mg MgSO4

. 1 mL sobrenadante 1 ml sobrenadante
Limpeza 150 mg MgS04 150 mg MgSO4

25 mg PSA 25 mg PSA 25 mg PSA

Analise Cromatografica

Fonte: Adaptada de PRESTES et al., 2009 e PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011.

Zeying He e Yuehua Wang e colaboradores (2017) desenvolveram um método
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para determinacdo de residuos de 255 agrotoxicos de diferentes classes em 0leos
vegetais (azeite de oliva, 6leo de amendoim, éleo de soja, 6leo de linhaca, 6leo de
gergelim, 6leo de colza, 6leo de semente de perilla e uma mistura de 6leos). Neste
trabalho o método QUEChERS foi empregado como método de extracdo associado a
GC-MS/MS para a separagao e deteccao dos compostos, respectivamente. Foram
detectados 14 pesticidas em 16 amostras. Os 0leos de amendoim foram os que
obtiveram maior taxa de deteccéao, ja nos Oleos de soja e de milho nado foi detectado
nenhum pesticida. A variedade de pesticidas encontrados inclui oito inseticidas
(bifentrina, cialotrina, ciflutrina, deltametrina, fenvalerato, clorpirifos, fenitrotiona,
fipronil), trés fungicidas (bifenil, iprodiona e triadimefon), dois herbicidas
(pendimetalina e oxifluorfeno) e um acaricida (piridabeno).

David Moreno-Gonzalez e colaboradores (2018) desenvolveram um método
para determinacdo de 162 agrotoxicos de diferentes classes em azeite de oliva. Foi
empregado o método QUEChERS como preparo de amostra juntamente com a
técnica de separacdo GC-MS/MS. Néao foram detectados residuos de agrotéxicos,
todos ficaram inferiores aos seus LMR estabelecidos para azeite de oliva.

Por meio destes estudos € possivel observar a importancia da determinacao
de residuos de agrotoxicos em azeites de oliva, visto que € um produto consumido
rotineiramente. Atualmente, devido a complexidade da matriz e a baixa concentracéao
dos analitos, vem sendo necessario o desenvolvimento de metodologias rapidas,
exatas e precisas, com uma boa sensibilidade para garantir a qualidade dos
resultados (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015, p. 2).

2.5 METODOS CROMATOGRAFICOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS
DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

As principais técnicas utilizadas para a determinagdo de residuos de
agrotoxicos sao a cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography) e a
cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography).

A escolha do método analitico adequado para determinacdo de residuos de
agrotoxicos em alimentos deve levar em consideracdo a complexidade da matriz,
podendo ter teores variaveis de lipideos, carboidratos, pigmentos, entre outros. Além

disso, os agrotéxicos devem ser quantificados em baixas concentragdes, portanto,
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necessitam de uma alta detectabilidade. As técnicas cromatograficas (LC e GC)
combinadas a deteccdo da espectrometria de massas (MS) e/ou espectrometria de
massas em série (MS/MS) sdo as mais utilizadas, pois possuem caracteristicas
adequadas de sensibilidade e especificidade (MEIRA; 2015).

2.5.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é uma técnica com excelente resolugcédo, tornando
possivel a determinacdo de diversos analitos em uma mesma matriz (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 1995). Além disso, essa técnica possui alta sensibilidade, que
permite a utilizacdo de pequenas quantidades de amostra, fornecendo resultados
guantitativos em concentracdo na faixa de picograma a miligrama (CHIARADIA,;
COLLINS; JARDIM, 2008).

Essa técnica estd sendo muito utilizada atualmente para determinacdo de
multirresiduos de agrotoxicos em alimentos com alto teor de gordura, tendo em vista
as propriedades de volatilidade e hidrofobicidade dos agrotoxicos. Além disso, esta
técnica € aplicada para determinacdo de compostos organicos Vvolateis ou
volatilizaveis que apresentam estabilidade térmica. A disseminacdo desta técnica
veio por meio da facilidade de acoplamento GC-MS (RAINA, 2011; PRESTES et al.,
2009).A GC-MS é uma das principais técnicas utilizadas para analise de residuos de
agrotoxicos, pois permite a realizacdo das etapas de quantificacdo e identificacédo
simultanea de diversos compostos. Além disso, devido sua alta sensibilidade, obtém
baixos limites de deteccdo (LD) (PRESTES et al., 2009). O uso da técnica de GC
acoplada a espectrometria de massas em série (MS/MS, do inglés tandem mass
spectrometry) permite a analise de residuos de agrotéxicos em nivel de tracgos,
devido ao aumento de seletividade e a reducdo do ruido, sem que perca a
capacidade de identificacdo (PRESTES et al., 2009).

2.5.2 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida € uma técnica com alta seletividade e sensibilidade
combinada & espectrometria de massas (MS). E também muito utilizada para a

determinacdo de residuos de agrotéxicos, sendo mais adequada para analitos
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polares, ndo volateis e/ou termicamente instaveis. Baseia-se na separag¢do dos
componentes de uma mistura através de sua distribuicdo em uma fase estacionaria
e uma fase mével (liquida), de acordo com a polaridade. Podendo ser do tipo normal
(fase estacionaria é mais polar que a fase movel) ou do tipo reversa (fase
estacionaria € mais apolar que a fase moével) (JADHAV, et al., 2019; (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 2009).

A cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra-high
performance liquid chromatography) foi desenvolvida para analises mais répidas,
sem comprometer a resolucdo e a eficiéncia cromatografica. Essa técnica vem se
destacando devido as vantagens, como diminuicdo do tempo de analise, resolucéo e
detectabilidade melhores, economia de fase mdvel, pequeno volume de amostra,
grande variedade de colunas e equipamentos disponiveis, entre outras (MALDANER
& JARDIM, 2012).

2.5.3 Espectrometria de Massas

O acoplamento dessas técnicas (GC e LC) com a espectrometria de massas
(MS, do inglés mass spectrometry) € o ideal para a determinacdo de agrotoxicos,
devido a alta sensibilidade e especificidade. Segundo Skoog e colaboradores (2012,
p. 445), a espectrometria de massas € utilizada para a “identificacdo e determinagao
quantitativa de um ou mais elementos em uma amostra”. E considerada a técnica
mais importante e versatil para a determinacdo de compostos organicos em baixas
concentragdes (LANCAS, 2009).

Todo espectrdmetro de massas consiste em trés componentes basicos: fonte
de ions, analisador de massas e um detector (RAINA, 2011). Basicamente, a fonte
de ions gera ions de compostos organicos ou inorganicos, no analisador de massas
ocorre a separacao destes ions, de acordo com a sua respectiva razao massa/carga
(m/z), e em seguida, ocorre a detecgdo qualitativa, quantitativa e abundancia
(WONG, SO e YAO, 2016).

A espectrometria de massas em série (MS/MS, do inglés tandem mass
spectrometry) € utilizada normalmente com um analisador de massas do tipo triplo
qguadrupolo (QgQ). Os analitos sado ionizados seletivamente e seus ions sédo

separados no primeiro espectrobmetro de massas. No pseudo-quadrupolo, os ions
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séo selecionados e fragmentados em uma célula de colisdo. No terceiro quadrupolo,
os ions gerados sdo quantificados (VESSECCHI et al., 2011; ALMULLA, 2016).

O acoplamento com as técnicas cromatograficas tem como vantagens o
aumento da seletividade, a alta eficiéncia analitica, diminuicdo do tempo de

desenvolvimento de métodos e a elevada robustez (PRESTES et al., 2009).
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Tabela 6 - Aplicac6es empregando diferentes técnicas de preparo de amostra e cromatograficas para determinacdo de agrotdxicos

em 6leos comestiveis.

Autores Compostos Matriz Método de preparo de amostra Clean-up Determinacdo Recuperacao
Carmen Ferrer 12 agrotéxicos  Azeitona e Extracdo com solvente (5 g de 2 g de Florisil, LC-MS/MS e 85-115%
et al., 2005. (multirresiduos) Azeite de  amostra extraidas com 15 mL de éter eluido com GC-MS/MS

Oliva de petréleo saturado com ACN, ACN
evaporado até 2 mL) + MSPD (1g de
amostra com 2 g de aminopropil)
C. 102 agrotoxicos  Azeitona e Extracdo com solvente (5 g de 6 mL de LC-MS/MS e 70 a 120%
Anagnostopoul  (multirresiduos)  Azeite de  amostra extraida com 10 mL de ACN,  extrato com GC-MS/MS
os, G.E. Oliva centrifugada e armazenada por 12h 150 mg PSA,
Miliadis, 2013. a-20°C) 12,5 mg GCB
e 900 mg
MgSO4
Juan F. 500 agrotoxicos  Azeitona e MSPD, GPC, QUEChERS Alumina LC-MS/MS e -
Garcia-Reyes  (multirresiduos) Azeite de GC-MS/MS
et al., 2007. Oliva
Anastasia E. 15 agrotoxicos Azeite de Extracdo com solvente (10 g de - GC-FPD e 73% a 114%
Hiskia, et al.,  (organofosforados Oliva amostra extraida com 50 mL de n- GC-NPD (FPD) e 73%
1998. ) hexano saturado com ACN, e 121% (NPD)

evaporadas em banho a 30 °C até 1
mL, redissolvida com acetona.
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Autores Compostos Matriz Método de preparo de amostra Clean-up Determinacdo Recuperacéo
Elpiniki G. 35 agrotoxicos Azeite Extracdo com solvente (5 g de SPE - ENVI-Carb GC-NPD e 70-129%
Amvrazi e (multirresiduos) de Oliva amostra dissolvida em 5 mL de n- (condicionado com GC-ECD
Triantafyllos hexano e extraida duas vezes com 12 mL de ACN e
A. Albanis, 10 mL de ACN) eluido com 10 mL de
2006. ACN + 10 mL de

ACN/Tolueno) e Diol

(eluido com 6 mL de

n-hexano + 6 mL de

hexano/acetato de
etila/metanol)

Zeying He e 255 agrotoxicos  Oleos  QUECHERS (1 g de amostra extraida d-SPE (6,5 mL do GC-MS/MS 70-120%
Yuehua (multirresiduos) vegetais com 5 mL de agua + 10 mL de ACN e  sobrenadante com
Wang et al., particionada com 4 g de NaCl) 150 mg de PSA +
2017. 150 mg de C18)
Cristina 23 agrotoxicos  Azeite 15 g de amostra com 25 mL de n- - GC-NPD/ 80-105%
Yague, et al.,, (organofosforad hexano, disso 3 mL foi passado por ECD e GC-MS
2005. ose uma minicoluna Extrelut-QE, que foi

eluido com 20 mL de ACN saturada
com hexano, diluida com acetona, e
levada a secura a 40 ‘C. O residuo
foi redissolvido em 3 mL de acetona.

organoclorados)

Para o GC-ECD foi evaporada até 20

mL, adicionado isooctano e
evaporada até 0,5 mL. Redissolvida
em 8 mL de 20% diclorometano e
hexano. Transferida para a coluna
contendo alumina e eluida com 20
mL de 20% diclorometano e hexano.

O eluato foi evaporado até 0,5 mL e o

residuo redissolvido com 3 mL de
hexano.
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Autores Compostos Matriz ~ Método de preparo de amostra Clean-up Determinacdo Recuperacéo
Li Li, et al., 33 agrotoxicos Oleode 5 g de amostra extraida com 10 Com 1 mL do GC-MS 70-110%
2007. (multirresiduos) Amendo  mL de ACN, levada ao freezer extrato foi
im por -20 °C durante a noite. realizado SPE com
Agitado por 5 minutos. 0,050 g de PSA,
0,050gde Cl8¢e
0,150 g de MgSO..
Foram tampados,
agitados e
centrifugados.
Rui Su, et al., 9 agrotoxicos Oleode 5 g amostra extraida com 10 mL - GC-MS 85,9-114,3%
2011. (organofosforados) Amendo ACN, levada ao freezer a -20 °C
im pela noite. O sobrenadante foi

transferido e foi adicionado 0,5 g
Na,SO4, 100 mg MWCNTs e 1 g
de alumina, agitado e
centrifugado. O sobrenadante (7
mL) foi filtrado e evaporado a 35
°C. O residuo foi redissolvido
com 1 mL de hexano e o frasco
lavado com 0,5 mL de hexano. O
residuo foi evaporado e
redissolvido com 200 uL de
hexano.
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Autores Compostos Matriz Método de preparo de amostra Clean-up Determinacdo Recuperacéo
David 162 agrotoxicos  Azeite QUEChERS (3 g de amostra d-SPE (5 mL de GC-MS/MS 75-119%
Moreno- (multirresiduos) de Oliva  extraida com 7 mL de agua + 10 extrato com 1 g de
Gonzalez, mL de MeCN (1% HOACc) e EMR ativado com 5
et al., 2018. particionada com 4 g de MgSO, + mL de agua, apés 5

1 g de NaCl) mL do sobrenadante
com 1,6 g de MgSO,4
+ 0,4 g de NaCl)
Luca 18 agrotoxicos Azeite Extracdo com solvente (6 g de SPE (Em um GC-NPD 82-110%
Rastrelli, et  (organofosforad virgem amostra extraida com 10 mL de n- cartucho de silica gel
al., 2002. 0S) hexano) e um cartucho de
C18, 3 mL de extrato
foram eluidos com 5
mL de ACN saturado
com hexano. Ao
eluato foi adicionado
4 mL de MeOH que
foi evaporado a 45
°C. O residuo foi
redissolvido com 1
mL de acetona).
Antonia 100 agrotoxicos  Azeite Extracdo com solvente (4 g de - GC-MS/MS 70-110%
Garrido (multirresiduos) de Oliva  amostra foi dissolvida em 20 mL
Frenich, et de n-hexano e extraida com 20 mL
al., 2007. de ACN saturada com n-hexano. O

extrato foi evaporado a 50 ‘C até a
secura. O residuo foi dissolvido em
5 mL de acetato etil-ciclohexano)
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Autores

Compostos Matriz Método de preparo de amostra Clean-up

Determinacéo

Recuperacéo

Tianshun
Liu, et al.,
2013.

5 agrotoxicos Oleos 8 mg de microesferas de Fez04 -
(organofosforad Comesti foram coletadas em um frasco de
0S) veis vidro, a elas foi adicionado 10 mL
de amostra, 5 pL de agua e 200 pL
de ACN. Com ajuda de um ima
para a separacao das
microesferas. O sobrenadante foi
descartado. As microesferas foram
lavadas com 50 pL de ACN. O
extratante foi transferido e foi
adicionado 1 mg de MgSO4. Um
aliquata (1 pL) da mistura foi
injetada.

GC-MS

63,8-102,7%

P. Parrilla
Vazquez, et
al.,

213 agrotoxicos Soja, QUEChERS modificado (15 g de d-SPE (10 mL do
(multirresiduos) Girassol ~ amostra extraida com 15 mL de sobrenadante foi
e Azeite ACN e particionada com 4 g de congelado em gelo
extra MgSO, + 1 g de CgHsNazO7.2H,O  serco a -76 °C por 5
virgem + 0,5 g de CgHgNa,07.1,5H,0) minutos. Apoés, 5 mL
de extrato 2 g de
EMR-Lipid ativado
com 5 mL de agua,
apos 5 mL do
sobrenadante com 4
g de MgSO, +1 gde

NaCl)

GC-MS/MS

70-120%

- ndo contém/ ndo informa
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2.5 VALIDACAO DE METODOS

A validacdo de um método tem como objetivo comprovar que os resultados
obtidos sejam confiaveis e reprodutiveis. E um processo que envolve conjuntos de
experimentos planejados que caracterizam a metodologia desenvolvida (ZANELLA
et al., 2015). Existe uma série de normas nacionais e internacionais que auxiliam e
regulamentam a validacdo dos métodos analiticos.

No Brasil, a ANVISA, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial) e o MAPA sdo alguns orgdos oficiais
responsaveis por credenciar laboratorios de ensaios. A ANVISA, através da
Resolucdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 estabelece critérios para a validacéo
de métodos analiticos (BRASIL b, 2017).

Durante o processo de validacéo, alguns parametros de desemprenho devem
ser avaliados, como a seletividade; linearidade; faixa de trabalho; efeito matriz;
precisdo; exatidao; estabilidade; limite de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ).

Estes parametros estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos

analiticos.
Parametro Definicdo Aplicacédo Critério
Capacidade do método em
Seletividade detectar o analito de interesse na Ext_ragéo da Auséncia de picos interferente; nos
presenca de outros componentes matriz “branco” tempos de retencéo dos analitos
da matriz
Capacidade do método de gerar
Linearidade res_ulta(_jos linearmente Curva analitica 2>0.99
proporcionais a concentracdo do (y=ax+Dh) ’
analito
Faixa do maior ao menor nivel que
Faixa de Trabalho possa ser deter_minado com Curva analitica 2>0.99
precisdo e exatidao, usando (y=ax+Dh) ’

linearidade do método

Comparagéo
das respostas

Supresséo ou aumento de sinal
das curvas de

Efeito Matriz cromatografico dos compostos em . ~ + 20%

calibracéo no

estudo
solvente e na

matriz
Avalia a proximidade entre varias reRer?)?jtlIJt':iltl)lﬁi?j(:\Z'e
Precisdo medidas efetuadas na mesma P C x RSD <20%
e precisdo
amostra

intermediaria
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Parametro Definicao Aplicacao Critério
Concordancia entre o valor real do Ensaios de
Exatiddo analito na amostra e o estimado e 70-120%
o fortificacao
pelo processo analitico
Comparacéo do
ndmero de
compostos
Capacidade da solucédo padréo, recuperados~em
. ) uma solucéo
Estabilidade preparada na matriz, de conservar adr3o -
0s analitos sem que se degradem P '
preparada na
matriz, injetada
em diferentes
dias
A menor concentracdo do analito
Limite de Deteccao que pode ser detectada, mas nao _
; o SIR=3 -
(LOQ) necessariamente quantificada pelo
instrumento
Amenor Concentracdo do analito,
Limite de gue pode ser quantificada na SR =10 <LMR

Quantificacdo (LOQ)

amostra, com exatidao e precisao
aceitaveis

Fonte: INMETRO, 2020; ANVISA, 2017; BRITO, 2003; SANTE, 2019.
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste estudo consistiu na otimizacdo e
validacdo de um método de preparo de amostra utilizando método QUEChERS para
a extracdo de residuos de agrotoxicos em azeite de oliva e posterior etapa de
quantificacdo por GC-MS/MS. Este trabalho foi realizado no Laboratério de Anélises
de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (DQ-UFSM), laboratério que atua como sistema de gestéao
pela ISO 17025:2017 - Requisitos gerais a competéncia de laboratérios de ensaio e
calibragao.

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estéo listados
a sequir:
v Sistema de purificacdo de agua, Milli-Q Direct UV3 (Millipore, Molsheim, Franca);
v Estufa de secagem TE-394/1-MP (Tecnal, Brasil);
v Centrifuga refrigerada NT 825 (Nova Técnica, Brasil);
v Agitador Vortex VX-38 (lonLab, Brasil);
v/ Balanca analitica de precisdo AUX220 (Shimadzu, Japao);
v/ Balanca analitica de precisdo UX420H (Shimadzu, Japao);
v Balanca analitica de precisdo UXW220D (Shimadzu, Japéo);
v Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
v Sistema GC-MS/MS modelo Agilent Intuvo 9000 GC equipado com:

e Amostrador automatico modelo Agilent 7693 (Agilent Technologies, EUA);
e Detector: analisador de massas tipo quadrupolo (QqQ);

e Coluna analitica: coluna planar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
(Agilent Techonologies, EUA);

e Pré-coluna: “guard chip” P/N G4587-60565 (Agilent Techonologies, EUA);

e Liner: Ultra-Inert liner (Agilent Techonologies, EUA);

e Gas Nitrogénio grau de pureza 6.5 (Air Liquide, Brasil);
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e Gas Hidrogénio grau de pureza 5.0 (Air Liquide, Brasi);

e Gas Hélio grau de pureza 6.0 (Air Liquide,Brasil).

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS UTILIZADOS

Os reagentes, solventes e demais materiais utilizados no desenvolvimento

deste estudo estao citados abaixo:

v Acetonitrila grau HPLC (Merck, Alemanha);

v Acido acético glacial, grau HPLC (Scharlau, Espanha);

v Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3;

v Acetona grau HPLC (Merck, Alemanha);

v Hexano, grau HPLC (Merck, Alemanha);

v’ Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 15 e 50 mL

(Sarstedt, Alemanha);
v Sulfato de magnésio anidro em pé, pureza = 99,5% (Sigma-Aldrich, EUA);

v Cloreto de sédio, pureza = 90% (Merck, Alemanha);

v/ Sorvente EMR Lipid (Bond Elut Polish TubeNaCl/MgS04) (Agilent, EUA);

v Acetato de sodio anidro em pé, pureza = 99% (J.T. Baker, EUA);

v Citrato de sédio diidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA);

v Hidrogenocitrato de sddio sesquiidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA);
v PSA silica, tamanho de particula de 50 um (Supelco, Alemanha);

v Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,22 um (Allcrom, Brasil);

v Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 e 4 mL (Agilent, EUA);

v/ Demais vidrarias comuns de laboratério.

3.3 AMOSTRAS DE AZEITE DE OLIVA

A amostra de azeite de oliva utilizada como “branco analitico” foi adquirida em
um mercado local. Esta amostra foi produzida no Rio Grande do Sul, e apés analise
em GC-MS/MS foram encontrados residuos dos agrotdoxicos de diclofluanida e

fenazaquina. O método desenvolvido e validado foi aplicado em 18 amostras de
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azeite de oliva, adquiridas em supermercados da cidade de Santa Maria-RS. Todas
as amostras foram produzidas no estado do Rio Grande do Sul, nas cidades de
Cacapava, Formigueiro, Bagé, Sado Sepé, Dom Feliciano, Pinheiro Machado e Bento
Goncalves. As amostras foram mantidas em sua embalagem original, a temperatura
ambiente e armazenadas em local escuro, até sua andlise. O processo de
homogeneizagdo foi realizado, com agitacdo manual do frasco original, do

procedimento de extracao.

3.4 COMPOSTOS SELECIONADOS E PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

Foram selecionados 109 agrotoxicos de diferentes classes para este estudo.
Esta escolha foi baseada nos compostos de uso permitido para a cultura da azeitona
no Brasil e que pudessem ser analisados pela técnica de GC-MS/MS Além disso,
foram analisados compostos que sao encontrados com maior frequéncia nas
analises de rotina realizadas no LARP a fim de complementar o método. Porém, na
etapa de validacdo, alguns agrotoxicos nao obtiveram bons resultados de
recuperacdo (acrinatrina, alacloro, fenazaquina, diclofluanida, DDT, dentametrina,
cipermetrinam, ciflutrina, entre outros). Portanto, nesta etapa foram avaliados 81
compostos e, por fim, 79 agrotéxicos foram validados.

Os padrbes solidos dos agrotoxicos selecionados foram adquiridos das
empresas Dr. Ehrenstofer (Alemanha), Sigma-Aldrich (EUA) e ChemService (EUA) e
estdo listados na Tabela 8, além de algumas caracteristicas fisico-quimicas, massa
molecular, classe agronémica e grupo quimico. Todos os padrdes utilizados

possuem pureza maior que 90%.
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Tabela 8 — Agrotoxicos analisados, pKa, formula molecular, classe quimica, acdo agronémica, grupo quimico e massa molecular.

Ne Analitos pka Formula Molecular Classe Quimica Acdo Agrondmica Massa 1
Molecular (g mol™)
1 Acrinatrina - Co6H21FgNOs5 Piretréide Inseticida e acaricida 541,44
2 Alacloro 16,6 C14H,0CINO, Cloroacetanilida Herbicida 269,77
3 Aldrin - C1,HgClg Organoclorado Inseticida 364,91
4 Atrazina 1,6 CgH14CINsg Triazina Herbicida 215,68
5 Benalaxil 1,52 CooH23NO3 Acilalaninato Fungicida 325,4
6 Bifentrina - C,3H,,CIF;0, Piretréide Inseticida e acaricida 422,88
7 Boscalida - C1gH1,CILN,O Anilida Fungicida 343,21
8 Bromopropilato - C17H16Br,0;5 Benzilato Acaricida 428,1
9 Bupurimato 4.4 C13H24N4O3S Pirimidinol Fungicida 316,42
10 Buprofezina - C16H23N30OS Tiadiazinona Inseticida e acaricida 305,44
11 Cadusafés - C1oH230,PS, Organofosforado Inseticida e nematicida 270,39
12 Carbofenotiona - C11H16CIO,PS; Organofosforado Inseticida e acaricida 342,9
13 Clordano - C10HeClg Organoclorado Inseticida 409,78
14 Clorofenapir - C.5H11BrCIF;N,O Pirazol (analogo de) Inseticida e acaricida 407,62
15 Clorofenvinfés - C1oH14Cl504P Organofosforado Inseticida 359,6
16 Clorotalonil - CsClIuN, Cloronitrila Fungicida 265,91
17 Cloroprofam 14,5 C,0H12CINO, Carbamato Herbicida 213,66
18 Cloropirifés - CoH;:CIzNO;PS Organofosforado Inseticida e acaricida 350,58
19 Cloropirifés-metil - C,H;CI;NOsPS Organofosforado Inseticida, acaricida e Formicida 322,53
20 Ciflutrina - C,,H15CI,FNO4 Piretréide Inseticida 434,29
21 Cialotrina (lambda) - C,3H1oCIF;NO; Piretréide Inseticida 449,85
22 Cipermetrina - C,,H14CI;NO3 Piretréide Inseticida 416,3
23 Ciproconazol - C15H15CIN;O Triazol Fungicida 291,78
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Massa

Ne Analitos pka Férmula Molecular Classe Quimica Acéo Agron6mica Molecular (g mol™)
24 Ciprodinil 4.4 Ci4HisN, Anilinopirimidina Fungicida 225,29
25 Cresoxim-metil - C1sH1oNO, Estrobilurina Fungicida, bactericida 313,35
26 DDT - C14HoCls Organoclorado Inseticida 354,48
27 Deltametrina - C,2H19Br,NO; Piretréide Inseticida 505,2
28 Diazinon 2,6 C12H,:N,0O5PS Organofosforado Inseticida, Acaricida, Repelente 304,35
29 Diclofluanida - CyH,,CI,FN,0,S, Biocida Fungicida 333,23
30 Dicloran - CeH.CI;N,0, Clorofenil Fungicida 207.01
31 Diclorvés - C,H,C,0,P Organofosfato Inseticida, acaricida e Metabdlito 220,98
32 Dicofol - C14HoCIsO Organoclorado Acaricida 370,49
33 Dieldrin - C12HsClO H|dr(c:)|%?;t()j%neto Inseticida e metabodlito 380,91
34 Difeconazol 1,01 C19H1,CI;N304 Triazol Fungicida 406,26
35 Dissulfutom - CgH190O,PS; Organofosforado Inseticida e acaricida 274,4
36 Endosulfan - CyHeCls03S Organoclorado Inseticida e acaricida 406,93
37 Endrin - C1,HgClgO Organoclorado Inseticida 380,91
38 Epoxiconazol - C,7H13CIFN;O Triazol Fungicida 329,76
39 Etiona - CoH,,0,P,S, Organofosfato Inseticida, Acaricida, Metabdlito 384,48
40 Etoprofés - CgH190,PS, Organofosforado Inseticida e nematicida 242.,3
41 Etrinfos - C10H17N,OPS Organofosforado Inseticida 292,29
42 Espirodiclofeno - C,,H,4Cl,0, Acido tetrénico Inseticida, acaricida 411,32
43 Espiromesifeno - Co3H300, Cetoenol Inseticida 370,48
44 Fenamidona - C17H17N30S Imidazol Fungicida 311,4
45 Fenarimol - C,7H1>CI,N,O Pirimidinilcarbinol Fungicida 331,2
46 Fenazaquina 2,44 C,oH22N,0 Quinalzolina Inseticida, acaricida 306,4
47 Fenitrotiona - CgH{2NOgPS Organofosforado Inseticida 277,23
48 Fenpropatrina - C,,H,3NO3 Piretréide Inseticida, acaricida 349,42
49 Fempropimorfe 6,98 C,0oH33NO Morfolina Fungicida 303,48
50 Fentiona - C1oH1503PS, Organofosforado Inseticida 278,33
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Massa

Ne Analitos pka Férmula Molecular Classe Quimica Acéo Agron6mica Molecular (g mol™)
51 Fenvrelato - C,sH,,CINO; Piretréide Inseticida, acaricida 419,9
52 Fenotrina - Cy3H,603 Piretréide Inseticida 350,45
53 Fentoato - C12H,04PS, Organofosfato Inseticida, acaricida 320,39
54 Forato - C,H.,0,PS; Organofosfato Inseticida, acaricida, Nematicida 260,4
55 Fosfomete - C11H12NOLPS, Organofosfato Inseticida, acaricida 317,33
56 Fipronil - C1,H4ClFgN,OS Pirazol Inseticida, formicida e cupinicida 437,15
57 Fluazifope-p-butilico - CigH20FsNO, amofengzg’r%piﬁmco Herbicida 383,36
58 Fluquinconazol 0,9 C16HsCIL,FNsO Triazol Fungicida 376,17
59 Flusilazol 2,5 C16H15F2N3Si Organosilicado Fungicida 315,39
60 Flutriafol - CyH1gsNO3PS, Organofosforado Inseticida e nematicida 301,29
61 Fostiazato - CoH1sNO3PS, Organofosfato Inseticida, nematicida 283,35
62 Heptacloro - C1oHsCl; Organoclorado Inseticida 373,32
63 Hexaclorobenzeno - CeHsg Organoclorado Fungicida 284.,8
64 Hexaconazol 2,3 C14H17CILN;0 Triazol Fungicida 314,21
65 Hexazinona 2,2 C12H20N,O, Triazinona Herbicida 252,31
66 HCH-alfa - CeHeClg Organoclorado Inseticida e rodenticida 290,83
67 HCH-beta - CeHeClg Organoclorado Inseticida 290,82
68 HCH-gama - CeHeClg Organoclorado Inseticida, acaricida e rodenticida 290,82
69 Indoxicarbe - CyH17CIF3N;O4 Oxadiazina Inseticida, formicida e cupinicida 527,83
70 Malationa - C1oH1906PS, Organofosforado Inseticida e acaricida 330,36
71 Metconazol 11,4 C17H,,CIN;O Triazol Fungicida 319,83
72 Metidationa - CeH11N2O4PS; Organofosforado Inseticida e acaricida 302,3
73 Metiocarbe : C1iH1sNO,S Carbamato Inseticida, mo';gg's‘:‘:gse repelente de 225,31
74 Metoxicloro - C16H15Cl30, Organoclorado Inseticida 345,65
75 Metolacloro - C5H,,CINO, Cloroacetamida Herbicida 283,8
76 Mevinfés —E, -Z - C,H1306P Organofosforado Inseticida e acaricida 224,1
77 Mirex - C10Cly2 Organoclorado Inseticida 545,54
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Massa

Ne Analitos pka Férmula Molecular Classe Quimica Acéo Agron6mica Molecular (g mol™)
78 Miclobutanil 2,3 C15H17CIN,4 Triazol Fungicida 288,78
79 Nuarimol - C,7H12CIFN,O Pirimidina Fungicida 314,7
80 Oxadixil - C14HgN,O,4 Fenilamida Fungicida 278,3
81 Parationa - C1oH12NOsPS Organofosforado Inseticida, acaricida 291,27
82 Parationa-metilica - CgH1gNOsPS Organofosforado Inseticida 263,21
83 Penconazol 1,5 C13H15CIN3 Triazol Fungicida 284,18
84 Pendimetalina 2,8 C13H19N30,4 Dinitroanilina Herbicida 281,31
85 Permetrina - C,1H»0Cl,04 Piretréide Inseticida e acaricida 391,3
86 Picoxistrobina - CigH16FsNO, metoxiacrilato Fungicida 367,32
87 Pirimicarbe 4.4 C11H1gN4O» Dimetilcarbamato Inseticida 238,39
88 Pirimifos-metil 4,3 C11Hy0N303PS Organofosforado Inseticida e acaricida 305,33
89 Procimidona - C13H11CI;NO, Dicarboximida Fungicida 284,14
90 Profenofos - C11H15BrCIOsPS Organofosforado Inseticida e acaricida 373,63
91 Prometrina 4,1 CioH19N5S Triazina Herbicida 241,36
92 Propiconazol 1,09 C1sH1,CI;N30, Triazol Fungicida 342,22
93 Protiof6s - C11H15ClLO,PS, Organofosforado Inseticida 345,25
94 Pirazofés - C14H50N305PS Foigrec)rgc‘):?ct%de Inseticida e fungicida 373,36
95 Piridabem - C19H,5CIN,OS Piridazinona Inseticida, acaricida 364,93
96 Pirimetanil 3,5 CioHi3N3 Anilinopirimidina Fungicida 199,28
97 Quinalfés - C1oH15N,O3PS Organofosforado Inseticida e acaricida 298,3
98 Tebuconazol 5 C16H2,CINZO Triazol Fungicida 307,82
99 Tebufenpirade - C1gH24CIN;O Pirazol Inseticida e acaricida 333,8
100 Teflutrina 9,0 C17H14CIF,0, Piretréide Inseticida 418,73
101 Terbufos - CyH,,0,PS; Organofosfato Inseticida, nematicida 288,4
102 Tetraconazol 0,6 C13H11ClLF4NSO Triazol Fungicida 372,15
103 Tetradifona - C,2H(Cl,0,S Difenil em ponte Inseticida, acaricida 356,06
104 Tolilfluanida - C10H13ClLFN,O,S, Sulfamida Fungicida 347,27
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Massa

Ne Analitos pka Férmula Molecular Classe Quimica Acéo Agron6mica Molecular (g mol™)
105 Triadimefona - C14H16CIN5O, Azol Fungicida 293,8
106 Triazofos - C12H16N3O5PS Organofosfato Inseticida, acaricida, nematicida 313,3
107 Trifloxistrobina - CooH19F3N504 Estrobilurina Fungicida 408,37
108 Trifluralina - C3H16F3N304 Dinitroanilina Herbicida 335,28
109 Vinclozolina - C12HoCI,NO4 Oxazol Fungicida 286,11
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Inicialmente, foram preparadas soluc¢des estoque individuais (10 mL) de cada
analito, na concentracdo de 1000 mg L™. O célculo para o preparo de cada uma das
solucbes estoque foi realizado através da massa a ser pesada, considerando a
pureza de cada padrdo. Apds pesados, os padrées solidos foram dissolvidos em
solventes como acetonitrila ou metanol. As solu¢des estoque foram armazenadas
em frascos ambar e mantidas em freezer a temperatura abaixo de -4 °C. Através das
solucbes estoque preparou-se duas solucdes (em acetonitrila), contendo todos os
analitos de interesse, nas concentracdes de 10 e 5 mg L™. A partir das solugdes
citadas anteriormente preparou-se uma solugcdo padrdo em acetonitrila na
concentracdo de 1 mg L™. Esta solucéo foi utilizada para a fortificacdo das amostras
“branco” e também para a construgcao das curvas analiticas preparadas no extrato da
matriz e no solvente. Para injecdo no sistema GC-MS/MS as concentracfes finais
das solucdes foram 1, 2, 5, 10, 20, 50 e 100 ug L™, em todos os testes realizados as

concentracdes das fortificacdes correspondem a 25, 50 e 100 g kg™.
3.4.1 Utilizac&o do Padréao Interno (PI) e Padrédo de Controle (PC)

Segundo SANTE (2019), a presenca do padrao de controle (PC) e do padréo
interno (PI) tem a finalidade de verificar a execucéo correta do método. Estes devem
ser adicionados nas amostras e no extrato final, em concentracdes conhecidas.

Neste trabalho, utilizou-se como PC uma solucdo de atrazina-d5 com
concentracdo de 10 mg L™ preparada em acetonitrila, que foi adicionada as
amostras antes da extracdo dos analitos, em concentracdo de 25 pg L™, afim de
avaliar o procedimento de extracdo nos resultados de recuperacéo (70-120%). O PI
utilizado foi o trifenilfosfato (TPP) com concentracdo 10 pg L™ (adicdo de 2 pL de
uma solucéo 5 mg L™, preparada em acetonitrila). O Pl é empregado para verificar a
execucao correta da analise cromatogréafica, sendo aceito valores de variacdo de
area de até 20%. Este foi adicionado no vial de injecdo, antes da analise
cromatografica (SANTE, 2019).

3.5 CONDICOES DO SISTEMA GC-MS/MS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA
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As condicbes do sistema cromatografico GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo

9000,foram sugeridas pelo fabricante do equipamento e estao descritas a seguir:

v Vazdolpresséo: vazdo constante 1,2 mL min™

v Gés carreador: hélio

v Temperatura do injetor: 280 °C

v Volume e modo de injecéo: 1 pL — splitless pulsado

v Pressao: 12,4 psi

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

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

v Temperatura do “guard-chip”: 150 °C

v Temperatura do “bus temperature”: 280 °C

v Temperatura do transfer line: 300 °C

v Temperatura da fonte: 300 °C

v Modo de ionizacdo: impacto por elétrons (High Efficiency Source- HES)

v Modo de aquisi¢cdo: monitoramento de reacdes multiplas dinamico (dAMRM)
v Gas de colisdo e vazdo: nitrogénio: 1,5 mL min?

v Temperatura dos quadrupolos MS1 e MS2: 150 °C

3.6 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINAGCAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA

Os métodos de preparo de amostra para determinacdo de agrotoxicos em
azeite de oliva propostos neste trabalho foram desenvolvidos considerando
trabalhos da literatura para determinagdo de multiresiduo de agrotéxicos em azeite
de oliva, azeitonas e 0leos comestiveis. Foram realizados testes utilizando as trés
versbes QUEChERS: original (ANASTASSIADES, et al., 2003); acetato (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD; 2005) e citrato (ANASTASSIADES, et al., 2007). Além
disso, para cada método QUEChERS avaliado foram realizados testes com e sem a

realizacéo da etapa de limpeza, como descrito na Tabela 9.

3.6.1 Avaliagdo gravimétrica para verificagdo da presenca de coextrativos
provenientes do azeite de oliva
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A capacidade de cada método de preparo de amostra testado em extrair
coextrativos da amostra foi avaliada quantitativamente através do residuo em massa
(mg) obtido apos a etapa de extracdo (SAPOZHNIKOVA; LEHOTAY, 2013).

Esses testes foram realizados em triplicata utilizando a amostra “branco” de
azeite de oliva. Inicialmente, 6 tubos de vidro foram lavados e secos em estufa a 105
°C por 1 hora. Apés, estes foram colocados em dessecador até atingirem a
temperatura ambiente (x25 °C), cada tubo foi pesado 6 vezes e as massas foram
anotadas. Apds, transferiram-se 5 mL dos extratos obtidos nos testes T1, T2, T3, T4,
T5, T6 e T7 (conforme a Tabela 9) para cada tubo, respectivamente. Os tubos foram
colocados em estufa e o solvente foi evaporado, aumentando a temperatura
gradativamente (para que nao ocorresse projecao) de 60 até 110 °C, até secar
completamente. Na sequéncia, o tubo foi colocado no dessecador até atingir a
temperatura ambiente e foi novamente pesado 6 vezes para obter-se a massa de
coextrativos restantes (Figura 7).

Todos os testes foram realizados com e sem etapa de limpeza. O teste T5
também utilizou precipitacdo a baixa temperatura (LTP, do inglés low temperature
precipitation). Onde foi realizada a etapa de extracdo e particdo conforme descrito
na Tabela 9, e antes da etapa de limpeza, foi retirado uma aliquota de 8 mL de
extrato e levado ao freezer a uma temperatura de -20 °C em diferentes periodos
tempo (1, 2 e 3 horas). Apés o tempo necessario, continuou-se normalmente com a
etapa de limpeza.

Para todos os testes foi realizado utilizando apenas o método QUEChERS
devido a sua rapidez, facilidade, também, permite o uso do solvente acetonitrila, que
promove uma extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos e
também a etapa de limpeza, que garante a robustez e confiabilidade dos resultados

obtidos no sistema cromatografico.
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Figura 7 — Fluxograma da avaliacdo gravimétrica para os testes (T1, T2, T3, T4, T5,

T6 e T7).

Avaliagao Gravimétrica

Figura 6: Tubos da avaliagdo gravimétrica na estufa

6 TUBOS LAVADOS E
SECOS EM ESTUFA

DESSECADOR ATE TEMP,
AMBIENTE ( 25 °C)

Cada tudo foi
Pesado 6 vezes

5 mL DE EXTRATO E
TRANSFERIDO PARA OS
TUBOS

COLOCADOS EM ESTUFA

Até secar o solvente por completo

Fonte: o autor

1 hora
105°C
. % Coextrativos removidos
De 60 até
110°C Célculo
DESSECADOR ATE TEMP. CADA TUDO FOI PESADO
AMBIENTE ( 25 °C) 6 VEZES NOVAMENTE
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Tabela 9 — Diferentes versdes do método QUEChERS avaliadas neste trabalho.

TESTES REALIZADOS
Etapas T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
3 g amostra
3 g amostra 1 g amostra 3 g amostra
3 g amostra 3 g amostra 3 g amostra 7 mL agua
Extraca 5 5 . 7 mL &gua S mL agua 5 mL agua
cao 7 mL agua 7 mL agua 7 mL agua 10 mL ACN 1%
0
10 mL ACN 10 mL ACN 10 mL ACN 10 mL ACN 10 mL ACN Ac. Acético 10 mL ACN
3 g MgSO,
39 MgSO. 1 g NaCl o MaSo 49 MgS04 4 g MgSO4
o3 g Mg
Particao 1 g NaCl 1 g C6H5Na307.2H20 1,5 g CH3COONa 1 g Nacl 4 g NaCl 1 g Nacl 4 g NaCl
0,59
C6H6Na207.1,5H20
4mL 4 mL 6,5 mL extrato 1 gde EMR 6,5 mL extrato
b dant 4 mL sob dant 4 mL sobrenadante 5 mL agua
sobrenadante mL sobrenadante sobrenadante 150 mg PSA 5 mL extrato 150 mg PSA
i 400 mg Alumina 5 mL sobrenadante
Limpeza ﬁﬂogsnag 600 mg MgSO, 600 mg MgSO, J 150 mg C18 1,6 g MgSO4 150 mg C18
¢ 100 mg PSA 100 ma PSA 400 mg MgSO4
100 mg PSA 9 800 mg MgS0O4 400 mg NaCl 800 mg MgSO4

*Antes da inje¢do no equipamento, a solucéo foi filtrada empregando filtro de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 um.
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3.6.2 Avaliacdo da presenca de coextrativos empregando sistema GC-MS/MS

no modo varredura (full scan)

Quando uma maior quantidade de informacdo de uma determinada amostra é
desejada costuma-se analisar a mesma por GC-MS no modo full scan. Para
avaliacdo da presenca de coextrativos no extrato branco da matriz obtido nos testes
listados na Tabela 9 (item 3.6.1), realizou-se também andlise do tipo varredura ou
full scan por GC-MS/MS. Assim, os dados das razbes massa/carga (m/z) séo
coletados em um amplo espectro de varredura, na faixa de 40 a 500 Da (MELLON,
STARTIN, SELF, 2007).

3.6.3 Avaliacao da eficiéncia de extracdo dos compostos selecionados para

analise em azeite de oliva

Os testes (T4, T5, T6 e T7) descritos na Tabela 9 foram avaliados em relacao
as melhores condi¢Bes de extracdo para os agrotdxicos em estudo. Realizaram-se
ensaios de fortificacdo (n=4) em “amostra branco” de azeite de oliva, nas
concentracdes de 25 ug kg™ para o teste T5 e 75 pg kg™ para os testes T4, T5, T6 e
T7. Os testes de extracdo foram avaliados em relacdo ao nimero de compostos que
apresentaram resultados aceitaveis de recuperacdo (70-120%) e RSD <20%.

3.6.4 Avaliacdo da influéncia da etapa de congelamento na remocdo dos

coextrativos do extrato da matriz azeite de oliva

Muitos autores citam a etapa de congelamento como significativa para
minimizar a presenca de coextrativos provenientes de amostras com alto teor de
gordura. Nessa etapa do estudo optou-se por testar a influéncia do congelamento
sob as extracdes de agrotoxicos em azeite de oliva. Foram realizados ensaios
utilizando o teste T5 (n=4) em diferentes tempos (1, 2 e 3 horas) a uma temperatura
de -20 °C.

Assim como nos ensaios anteriores, 0s percentuais de recuperacdo e RSD

foram avaliados em niveis de 25 pg kg™ e 75 pg kg™
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3.7 VALIDACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA POR GC-MS/MS

O método proposto foi validado para azeite de oliva obedecendo aos

parametros de seletividade, linearidade, curva analitica, limites de deteccdo e de

quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisado intermediaria), exatiddo avaliada

através de ensaios de recuperacdo e avaliacdo do efeito matriz (ANVISA, 2017,
DOC-CGCRE-008, 2016, SANTE, 2017, ZANELLA et al., 2015).
Os parametros de validacdo avaliados do desenvolvimento do método

analitico proposto estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Parametros de validacdo utilizados para o método analitico proposto

neste estudo.

Parédmetro Aplicacéo Equacgdes Critério
Comparacao dos Auséncia de picos de
cromatogramas obtidos para interferentes nos tempos de
Seletividade -
extratos de amostra “branco” retencdo dos analitos de
e “branco” fortificado. interesse.
Equacdo l:y=ax+b
Onde: y = resposta medida (area
o Correlacao entre resposta do pico); X = concentracao; a = )
Faixa linear r°=0,99
analitica e concentragéo. coeficiente angular - inclinagcéo da
curva analitica = sensibilidade; b =
coeficiente linear - intersecdo com
0 eixo y, quando x = 0.
Equacdo 2: EM(%) = “X‘ZXZ x100
Comparagéo entre as
inclinagdes das curvas Onde: X1 = inclinacdo da curva
analiticas dos padrdes no obtida pela injecdo das solucdes
Efeito Matriz solvente (acetonitrila) e analiticas de cada agrotéxico, em = 20%

aquelas obtidas com
solugBes analiticas
preparadas no extrato da

matriz

preparadas em extrato da matriz.
X2 =inclinag&o da curva obtida
pela injecdo das solucbes
analiticas de cada agrotoxico,

preparadas em solvente.
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Parametro Aplicacédo Equacbes Critério

Menor concentracdo que,

fortificada na matriz (n=6),

Limite de Recuperagdes 70 - 120% e
o apresente resultados -
quantificacédo L . RSD < 20%.
aceitaveis de exatiddo e
preciséo.

A menor quantidade do Equacéo 3: LOD = %
Limite de analito que pode ser
deteccao detectada, mas néo Onde: LOQ = limite de

quantificada. quantificacdo
~ C1-C2
) Equacéo 4: REC(%) = x100
Ensaios de recuperacao, €3

fortificando as amostras

“branco” em 4 niveis de Onde: C1= Concentragdo

determinada na amostra fortificada;

Exatidao concentracao (10, 25,50 e 70 — 120%
100 ug L) (n=6). Avaliada C2= Concentracao determinada na
. amostra néo fortificada; C3 =
em termos de recuperacéo
(%). Concentragdo usada para
fortificacao.
Ensaios de recuperagéo, Equacéo 5: RSD (%) = (%) x100
fortificando as amostras
s “branco” em 4 niveis de Onde: s = estimativa de desvio padréo
Preciséao : RSD < 20%
concentracéo (5, 10, 20 e 50 absoluto = {3 (xi - xm)2/n-1}1/2;

xi = valores individuais;

ug L™) (n=6). Avaliada em

X = média das medidas em replicatas;
termos de RSD.

n = nimero de medidas.

Fonte: SANTE, (2019); INMETRO, (2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA GC-MS/MS EMPREGADO PARA DETERMINACAO
DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA

Os parametros utilizados no sistema GC-MS/MS para a determinacao de
todos os 79 agrotéxicos, PC e Pl estdo apresentados na Tabela 11. Estas condi¢cdes
(tempo de retencado (tr), transicbes (ion precursor—ion produto) utilizadas nas
etapas de quantificacdo e identificacdo de cada analito em estudo, foram obtidas

conforme descrito no item 3.5.2.

Tabela 11 - Compostos determinados neste trabalho com seus respectivos tempos
de retencdo, ion precursor e ions produtos utilizados na quantificacdo e

identificacao.

naiios wimin) TG0 QIR et i
1 Alacloro 8,86 188,1 — 160, 1 10 160,1 — 132,1 15
2 Atrazina 7,59 214,9 — 214,9 10 200,2 — 58,1 10
3 Atrazine-d5 (PC) 7,56 205 — 205 10 127 — 105 15
4 Benalaxil 12,32 266 — 148 5 148,1 — 105,1 20
5 Boscalida 15,98 140 — 140 10 112 - 76 25
6 Bromopropilato 13,35 185 — 183 15 13,35 — 13,35 15
7 Bupurimato 11,30 272,9 — 272,9 5 193,1 — 108 15
8 Buprofezina 11,27 104 — 104 10 11,27 — 11,27 35
9 Cadusafos 7,16 158,8 — 158,8 5 131 — 97 15
10 Carbofenotiona 12,28 342 — 153 10 157 — 96,9 10
11 Clorofenapir 11,53 2471 — 137 20 227,1 — 102 15
12 Clorofenvinfos 10,19 294,9 — 266,9 5 266,9 — 159 20
13 Cloroprofam 6,87 153— 127 10 125,1 — 65,1 25
14 Cloropirifos 9,51 198,9 — 196,9 15 171 — 169 15
15 Cloropirifés-metil 8,75 124,9 — 78,9 15 169 — 47 10
16 Cialotrina (lambda) 14,12 208,1 — 181,1 10 181,1 — 152,1 30
17 Ciprodinil 9,94 2252 — 2242 10 224,3 — 208,2 20
18 Cresoxim-metil 12,42 116 — 116 15 89 — 63 30
19 Dicloran 7,51 206,1 — 160,1 10 176 — 124,1 10
20 Diclorvos 4,65 184,9 — 109 10 93 - 79 5
21 Dieldrin 11,19 277 — 262,9 5 241 — 193 35
22 Difeconazol 17,20 324,8 — 264,9 15 266,8 — 202 20
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1° Transi¢do Quantificagdo

22 transicdo Identificagdo

Ne Analitos tr (min)
fon precursor CV (eV) fon Produto CV (eV)

23 Dissulfutom 8,08 142 — 88 5 109 — 60 5
24 Endosulfan 11,73 206,9 — 194,9 15 172 — 158,9 10
25 Epoxiconazol 13,01 192 — 165 10 138,1 — 138 10
26 Etiona 11,90 152,9 — 124,9 10 96,9 — 96,9 0
27 Etoprofos 6,79 157 — 157 5 114 — 97 15
28 Etrinfos 8,19 292,1 — 181,1 5 181,1 — 153,1 10
29 Fenamidona 13,58 268 — 238 20 180,2 — 237,2 10
30 Fenarimol 14,49 219 — 139 10 107,1 - 75 30
31 Fenitrotiona 13,63 125,1 — 125,1 5 79 — 47 15
32 Fenpropatrina 13,48 207,9 — 181,1 5 181 — 152,1 25
33 Fempropimorfe 9,47 128,1 — 128,1 5 110,1 — 70,1 10
34 Fentiona 10,26 1249 — 1249 5 79 — 47 10
35 Fenvrelato 16,79 181 — 167 20 152,1 — 125,1 5
36 Fentoato 10,26 274 — 121 10 121 - 77 25
37 Forato 7,23 128,9 — 121 15 65 — 65 10
38 Fosfomete 13,33 160 — 160 10 133,1 — 77,1 20
39 Fipronil 10,19 366,8 — 350,8 25 212,8 — 254,8 15
40 Fluazifope-p-butilico 11,47 281,9 — 281,9 15 238 — 91 15
41 Fluguinconazol 15,26 340 — 108 15 298 — 57 15
42 Flusilazol 11,27 314,7 — 233 10 232,9 — 165,1 15
43 Flutriafol 10,81 123,1 — 123,1 15 95 — 75,1 25
44 Fostiazato 9,82 195 — 195 5 103 — 60 20
45 Hexaconazol 10,94 175 — 175 10 147 — 111 20
46 HCH-alfa 7,35 216,9 — 180,9 5 181 — 145 15
47 HCH-beta 7,73 218,9 — 181 5 183,1 — 145 15
48 HCH-gama 7,82 218,9 — 181 5 183,1 — 145 15
49 Indoxicarbe 17,42 202,9 — 202,9 15 134 — 106 25
50 Malationa 9,31 157,8 — 126,9 5 125 — 99 5
51 Metconazol 13,66 125 — 125 20 99 — 89 20
52 Metidationa 10,51 1449 — 1449 5 89 — 85 15
53 Metolacloro 9,18 238 — 162,2 10 162,2 — 133,2 15
54 Mevinfos, E- 5,50 127 — 127 10 109 — 94,9 15
55 Mevinfés, Z- 5,50 127 — 127 10 109 — 94,9 20
56 Miclobutanil 11,22 179 — 150 10 125,1 — 123 15
57 Nuarimol 12,74 203 — 139 10 107 — 111 15
58 Oxadixil 11,90 163 — 132 5 132,1 — 117,1 15
59 Parationa-metilica 8,75 125 — 125 5 79— 47 10
60 Penconazol 10,08 248 — 248 15 192,1 — 157,1 25
61 Pendimetalina 10,05 251,8 —» 161,9 10 162,2 — 161,1 10
62 Picoxistrobina 10,81 145 — 145 15 115,1 — 102,1 25
63 Pirimicarbe 8,37 238 — 166 10 166,2 — 55,1 20
64 Pirimifés-metil 9,17 290 — 232,9 20 125 — 151 5
65 Profenofos 11,04 338,8 — 296,8 15 268,7 — 268,7 5
66 Prometrina 8,89 241 — 226 10 184,2 — 184,2 10
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1° Transi¢do Quantificagdo

22 transicdo Identificagdo

Ne Analitos tr (min)
lon precursor CV (eV) lon Produto CV (eV)

67 Propiconazol 12,39 172,9 — 172,9 15 145 — 109 30
68 Pirazofos 14,55 323 — 221 10 204,1 — 193,1 10
69 Pirimetanil 7,96 198 — 198 15 183,1 — 158,1 20
70 Quinalfés 10,26 146 — 146 10 118 — 91 30
71 Tebuconazol 12,71 125 — 125 20 99 — 89 15
72 Tebufenpirade 13,55 332,9 — 275,9 15 171 > 171,1 10
73 Teflutrina 8,04 197 — 1771 10 141,1 — 127,1 15
74 Terbufos 7,83 230,9 — 152,9 20 129 — 97 5
75 Tetraconazol 9,62 336 — 170,9 20 217,9 — 136 10
76 Triadimefona 9,57 208 — 128 5 181,1 — 65 20
7 Triazofos 12,12 161,2 — 161,2 5 134,2 — 106, 1 10
78 Trifloxistrobina 12,42 116 — 116 15 89 - 63 30
79 Trifluralina 7,00 306,1 — 264 5 264 — 206 5
80 Trifenilfosfato (P1) 12,81 325,1 — 325,1 20 169,1 — 77,1 40
81 Vinclozolina 8,72 197,9 — 187 15 145 — 124 20

A figura 8 apresenta um cronograma de ions totais (TIC) obtido para uma

solucdo padrdo (preparada em acetonitrila) na concentracdo de 25 ug L™, contendo

todos os agrotéxicos validados neste estudo.

Observa-se também as transicbes MRM para os agrotoxicos teflutrina e

tebuconazol.
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Figura 8 - Cromatograma de ions totais obtido por GC-MS/MS no modo MRM a partir de uma solugdo padrdo 25 ug L™

(acetonitrila).
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4.2 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA

4.2.1 Avaliacao gravimétrica dos coextrativos obtidos apdés realizacdo da etapa

de extracao

O conhecimento da composicdo centesimal da amostra é de extrema
importancia para o procedimento analitico e posterior analise cromatografica. O
azeite de oliva € uma amostra complexa devido ao alto teor de acidos graxos e
esterois (ANTONIASSI, et al., 1998).

Assim, realizou-se a analise gravimétrica dos extratos com intuito de verificar
a presenca dos componentes da matriz presentes no extrato final. Os testes
gravimétricos sao alternativas Uteis para a etapa de quantificacdo dos coextrativos
provenientes da matriz em estudo, mesmo que se trate de massas remanescentes
muito baixas € possivel inferir uma massa comparativa da limpeza dos extratos
(OSHITA e JARDIM, 2014).

Os testes gravimétricos foram usados como critério de decisdo para a escolha
do método que seria empregado no desenvolvimento do método analitico validado.
Realizou-se a extragdo dos azeites de oliva conforme o procedimento descrito na
Tabela 9 (item 3.6.1). Dessas reservou-se uma aliquota de 5 mL do extrato final para
que fosse evaporada. Para cada teste foram realizadas trés replicatas. Ainda,
fizeram-se extracdes sem a etapa de limpeza para todos os testes.

A remocéao de coextrativos foi calculada de acordo com a diferenga em massa
de coextrativos antes e depois do processo de limpeza com sorvente, de acordo
com a equacdo 6 (SAPOZHNIKOVA & LEHOTAY, 2013). Os resultados sao

apresentados na Tabela 12.

x 100 (Equacao 6)

WCoextrativos =

Em que: Ca= massa dos coextrativos antes da etapa de secagem

Cd= massa dos coextrativos depois da etapa de secagem
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Tabela 12 — Comparacao dos testes gravimétricos para os testes realizados.

Testes Sem Limpeza(g) Com Limpeza (g) % remocéao de
coextrativos
T1 0,00639 0,00567 11,27%
T2 0,00678 0,00522 23,0%
T3 0,00756 0,00506 33,0%
T4 0,01054 0,00570 45,9%
T5 0,00800 0,00428 46,5%
T6 0,02051 0,01380 32, 7%
T7 0,00986 0,00401 59,3%

Fonte: O autor. T1=teste 1; T2= teste 2; T3= teste 3; T4= teste 4; T5= teste 5; T6= teste 6; T7= teste
7.

A Figura 9 apresenta a aparéncia de cada um dos testes (T1 a T7), apos a
realizacdo dos experimentos descritos no item 3.6.1. Os testes com “*” foram
realizados sem a etapa de limpeza. Observa-se que 0s extratos que possuem as
maiores quantidades de coextrativos sdo aqueles provenientes dos testes que nao
foi realizada a etapa de limpeza. Estes resultados corroboram com os resultados
descritos na Tabela 12. Nos testes T1l, T2 e T3 foi utlizado o sorvente
etilenodiamino-N-propil (PSA) que € uma amina primaria e secundéria, com excegao
do T6. Este sorvente (PSA) atua na remocao de pigmentos, acidos graxos de cadeia
curta, aclucares e compostos polares através do seu elevado efeito quelante,
fornecido pela estrutura bidentada (CABRERA, 2012). Nos testes T5 e T7 utilizou-se
PSA juntamente com C18. A utilizacdo de C18 diminui 0os coextrativos da matriz,
principalmente compostos altamente lipofilicos, quando usado na etapa de limpeza
dispersiva (LEHOTAY e colaboradores, 2010).

No teste T4 utilizou-se alumina como sorvente, que tem caracteristicas
alcalinas, e, costuma ser empregada na separacdo de compostos lipofilicos
(COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Ja no teste T6 utilizou-se o sorvente de remogdo de matriz aprimorado
(EMR). Segundo Gonzalez e colaboradores (2018), o uso desse sorvente foi
proposto para a remoc¢ao das principais classes de lipideos da matriz, sem grandes
efeitos nas recuperacOes. Este sorvente foi utilizado para a derminacdo de

agrotoxicos neste tipo de matriz em combinag¢do com cromatografia gasosa (GC).
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Observou-se, através dos resultados na Tabela 12, que o uso do sorvente
PSA em combinagédo com o C18 eliminou a maior quantidade de coextrativos (59,3 e
46,5 %) e facilitou a etapa de limpeza.

Assim, fica evidente a necessidade de realizacéo de etapa de limpeza, a fim
de que se tenha uma menor quantidade de coextrativos néo volateis no extrato final.
Esta avaliacao teve a finalidade de verificar a quantidade (em g) de coextrativos nao

volateis remanescentes em cada extrato seco.

Figura 9 - Avaliacdo visual dos extratos obtidos, apds a andlise gravimétrica, pelos
diferentes testes com e sem etapa de limpeza.

Fonte: O autor. T=teste sem limpeza; T*= teste com limpeza.

4.2.2 Avaliacdo da presenca de coextrativos empregando sistema GC-MS/MS

no modo varredura (full scan)

No modo de andlise por varredura podem-se identificar ions caracteristicos
dos analitos através do cromatograma de ion total, ou seja, € possivel ter uma visao
mais global do tipo de coextrativos presentes no extrato. Foi utilizado um espectro
de varredura na faixa de 40 a 500 m/z, para os testes T4, T5, T6 e T7, pois estes
foram os escolhidos para seguir com o estudo, com base na literatura e nos
resultados de remocao de coextrativos (item 4.2.10). Conforme as intensidades dos
sinais analiticos para os diferentes testes (T4, T5, T6 e T7) é possivel observar na
Figura 10 que o teste T7 possibilitou a maior reducdo de coextrativos presente no

extrato da “amostra branco”, confirmando o teste gravimétrico (item 4.2.1).
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Figura 10 - Varredura no modo full scan por GC-MS/MS do extrato da matriz branco.

- T4
T5

- 7

Fonte: o autor.

4.2.3 Avaliacado da eficiéncia de extracdo dos compostos selecionados para
analise em azeite de oliva

A partir de informacBes obtidas na literatura sobre a determinacéo
multirresiduo de agrotoxicos e dos melhores resultados obtidos no item 4.2.1 e 4.2.2,
foram inicialmente realizados quatro testes para avaliagdo da extracdo de
agrotoxicos em azeite de oliva (Tabela 9). Como pode ser observado, foram
avaliados os testes T4, T5, T6 e T7. Em cada um dos testes avaliados a “amostra
branco” foi fortificada na concentracdo de 25 pg kg’ (n=4) e o T5 foi também
fortificado na concentracdo de 75 ug kg™ (n=4) e posterior injecdo no sistema GC-
MS/MS.

A Figura 11 apresenta os resultados considerados adequados (recuperacéo
70-120%, RSD =20%), para todos os testes. Para os 109 agrotéxicos selecionados,
o teste T5 no nivel de fortificacéo de 75 pg kg™ apresentou resultado adequado para
82 compostos. O teste T4 apresentou resultado adequado para 79 compostos. Ja o
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teste T5 no nivel de fortificacdo de 25 ug kg™ apresentou resultado adequado para
73 compostos. Além dos testes T6 e T7 que apresentaram resultados adequados de
54 e 59 compostos, respectivamente. Os agrotdoxicos que nao tiveram boas
recuperacbes na grande maioria foram os piretroides (acrinatrina, bifentrina,
ciflutrina, cipermetrina) e organoclorados (aldrin, HCH, clordano, DDT).

Os resultados obtidos sédo semelhantes a outros presentes na literatura.
Zeying He e colaboradores (2016) realizaram testes de fortificacdo em 255
agrotoxicos, e concluiram que alguns compostos altamente lipofilicos tiveram
recuperacdes baixas, como aldrin, hexaclorobenzeno, DDT e clordano. Eram
principalmente compostos organoclorados, e suas recuperagdes variaram entre 35 e

67%, mas com o RSD inferior a 20%.

Figura 11 - Avaliacdo da eficiéncia de extracdo (% recuperacdo e RSD%) dos
diferentes testes (T4, T5, T6 e T7).
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Fonte: Arquivo pessoal. T4= teste 4; T5= teste 5; T6= teste 6; T7= teste 7.

Pode-se concluir que o T5 obteve um numero maior de compostos com
recuperagbes adequadas (70-120%). O uso do método QUEChERS como preparo
de amostra, juntamente com uma limpeza utilizando PSA e C18, que obtiveram os
melhores resultados de remocéo de coextrativos e baseado nas recuperacfes dos
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analitos, escolheu-se o teste T5 com concentracdo de 75 pg kg * para continuar
nesse estudo.

4.2.4 Avaliacdo da influéncia da etapa de congelamento na remocdo dos

coextrativos do extrato da matriz azeite de oliva

A etapa de congelamento ajuda a reduzir os coextrativos que apresentam
baixa solubilidade no solvente extrator. A precipitacdo a baixa temperatura é
indicada para determinar analitos hidrofébicos, pois estes tentem a ficar retidos na
parte aquosa (ANASTASSIADES et al., 2007, Lee et al., 2011). Para esse ensaio,
utilizou-se o teste T5 em niveis de fortificacdo de 25 e 75 pg kg™ pois de acordo
com o ensaio descrito no item 4.2.3, este foi o teste com melhores recuperacoes. Foi
realizado a etapa de extracdo e particdo, retirado uma aliquota de 8 mL de extrato e
levado ao freezer, a uma temperatura de -20 °C, em diferentes tempos de
congelamento, sendo de uma, duas e trés horas. Juntamente foi preparado um
ensaio sem essa etapa de congelamento para uma possivel comparacao. Apds, foi
realizado o teste gravimétrico, apenas utilizando o extrato com a etapa de limpeza e
também a injecdo no equipamento GC-MS/MS para obter as possiveis recuperacdes
adequadas (70-120% e RSD <20%). A Tabela 13 apresenta os resultados da massa

de coextrativos (em g).

Tabela 13 - Comparacdo do teste gravimétrico para o teste T5 com LTP em
diferentes tempos (1, 2 e 3 horas).

Testes Com Limpeza (Q) % remocao de
coextrativos
Sem Congelamento 0,00407 -
1h 0,00278 31,7%
2h 0,00105 74,2%
3h 0,00059 85,5%

Fonte: o autor

Neste teste, pode-se observar que quanto mais horas o extrato ficava a baixa
temperatura, menores as quantidades de coextrativos. Portanto, o teste sem

congelamento foi 0 que possuia maiores quantidades de coextrativos, e o de trés
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horas no congelador foi 0 que obteve menores de quantidades de coextrativos
(0,00059 g).

Comparando esse ensaio, onde o teste T5 utilizando LTP, com o citado no
item 4.2.1, onde o teste TS5 com limpeza obteve uma massa de coextrativos de
0,00428 g e percentual de remocdo de 46,5%, este teve uma diminuicdo de
coextrativos, onde nos diferentes tempos de congelamento, o percentual de
coextrativos removidos foi maior (85,5%). Esses resultados sdo similares aos
encontrados na literatura. Sobhanzadeh e colaboradores (2011) realizaram a
precipitacdo a baixa temperatura em amostras de éleo de palma para determinagéo
de agrotoéxicos e concluiram que o procedimento foi capaz de remover cerca de 90%
dos lipideos da matriz, diminuindo assim a quantidade de coextrativos presente na
amostra.

Também, com a fortificagdo da “amostra branco” em niveis de 25 e 75 pg kg™
(n=4) e apls a injecdo no sistema GC-MS/MS, pode-se obter os resultados de
recuperacdo e RSD dos compostos analisados. A Figura 12 mostra resultados
considerados adequados (recuperagao 70-120%, RSD <20%), para o teste T5 com
LTP. Para 109 agrotoxicos selecionados, no tempo de congelamento de uma hora,
no nivel de 25 pg kg* apresentaram resultados adequados de 71 compostos e no
nivel de 75 ug kg™ de 81 compostos, no tempo de freezer de duas horas, com nivel
de fortificacdo de 25 pg kg™ os resultados adequados foram de 72 compostos e no
nivel de 75 pg kg™ foram 79 compostos. J& no tempo de congelamento de trés horas
no nivel de 25 pg kg™ os resultados adequados foram para 70 compostos, e no nivel
de 75 pg kg™ foram de apenas 36 compostos.
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Figura 12 - Avaliacdo da eficiéncia de extracdo (% recuperacdo e RSD%) do teste

T5 utilizando LTP em diferentes tempos.
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Fonte: Arquivo pessoal. 1h= uma hora de congelamento; 2h= duas horas de congelamento; 3h= trés

horas de congelamento.

Como alternativa, realizou-se a andlise no modo varredura por GC-MS para
averiguar e confirmar a diferenca entre os ensaios. A Figura 13 compara o ensaio de
congelamento em diferentes tempos (uma hora, duas horas e trés horas) e confirma
gue o teste com trés horas de congelamento foi 0 que removeu a maior quantidade

de coextrativos presente na amostra.
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Figura 13 - Cromatograma no modo varredura obtido por GC-MS comparando 0s

ensaios com congelamento em diferentes tempos.

LTP - 1h
LTP - 2h
LTP - 3h

Fonte: o autor.

Em termos de numero de compostos recuperados, ndo houve diferenca
significativa em comparacdo com 0s ensaios sem a etapa de LTP, com excecao ao
ensaio com trés horas de congelamento, que recuperou apenas 70 compostos (nivel
25 pg kg™) e 36 compostos (nivel 75 pg kg*). Segundo FERRONATO, 2018 essa
reducdo da quantidade de compostos recuperados pode ser devido aos analitos
terem ficado retidos na fase aquosa, devido a sua hidrofilicidade, visto que esta
etapa € mais indicada quando se quer realizar a determinacdo de agrotoxicos
hidrofobicos (log Kow >1). Por esse motivo, esse teste ndo foi o escolhido. Porém,
em relacdo a quantidade de massa de coextrativos, houve uma diferenca
significativa, o que motivou a escolha dessa etapa (LTP) para a validagcdo do
meétodo, utilizando a etapa de congelamento com uma hora. Segundo
ANASTASSIADES (2007) e Lee (2011), a etapa de congelamento é utilizada no
preparo de amostra para reduzir os coextrativos que apresentam baixa solubilidade

no solvente extrator (acetonitrila).
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4.2.5 Método proposto para validagéo

O preparo de amostras escolhido foi desenvolvido com base no método
QUEChERS proposto por Zeying He e colaboradores (2016), juntamente com a
precipitacdo a baixa temperatura, pois foram os que apresentaram os melhores
resultados nos testes de otimizacao.

A Figura 14 mostra o método desenvolvido, validado e aplicado no preparo
das amostras de azeite de oliva deste estudo.

Figura 14 - Método otimizado para determinacdo de residuos de agrotéxicos em
azeite de oliva por GC-MS/MS.

1 g de azeite de
oliva

5 mL agua
10 mL acetonitrila

—
" Particz l/ 4 g NaCl
—

Agitacao manual (1 min.)

Agitagdo manual (1 min.)
Centrifugacdo (5000 RPM, 5 min.)

Etapa de
congelamento por 1h

Centrifugagdo (5000 RPM, 5 min.)

6,5 mL extrato
800 mg MgS04

150 mg PSA
150 mg C18
Agitagdo manual (1 min.)
Centrifugacao (5000 RPM, 5 min.)
Filtracao
GC-MS/MS

Fonte: o autor
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4.3 VALIDACAO DO METODO PARA EXTRACAO DE AGROTOXICOS EM
AMOSTRAS DE AZEITE DE OLIVA

O preparo de amostra para a validagdo do método seguiu o procedimento
descrito na Figura 14. A analise cromatogréfica foi realizada por GC-MS/MS nas
condi¢bes descritas no item 3.7. As solucdes utilizadas para avaliagédo da linearidade
foram preparadas de maneira independente em solvente (acetonitrila) e na matriz

(extrato branco).
4.3.1 Seletividade e Linearidade

A seletividade do método foi assegurada comparando os extratos do branco
da matriz azeite de oliva, com o branco reagente (dgua ultra pura, com o0s reagentes
do método, utilizado para determinar possiveis erros dos préprios reagentes) e o
branco fortificado na concentracéo de 100 pg kg™. A Figura 15 permite observar que
o método proposto apresenta seletividade adequada, uma vez que ndo ha
interferentes na  “amostra branco® com 0s  mesmos ions  de
quantificacao/identificacdo nos mesmos tempos de retencdo dos analitos de

interesse.

Figura 15 — Cromatograma do branco reagente (a), branco da matriz em azeite de
oliva (b) e branco fortificado na concentracdo de 100 ug L™ (c) obtido no modo MRM
por GC-MS/MS.
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Fonte: o autor.
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A linearidade do método proposto foi avaliada através do coeficiente de
correlacdo (r’) obtido através da regressdo linear dos pontos da curva analitica
preparada no extrato da “amostra branco”. Foram realizados 7 pontos em diferentes
concentracdes, n=3, obtendo-se uma faixa de concentracdo de 1 a 100 ug L™. Todos

0s agrotoxicos avaliados apresentaram r?= 0,990, como mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados obtidos na etapa de validacdo do método proposto para os parametros de validacdo LOQ, LOD, exatidéo,
precisdo, precisao intermediaria e efeito matriz.

) LOQ LOD Exatiddo, Recuperacgdo % Preciséo Intermediaria Recuperacéo % EM

Ne Analitos r Mgl (ugL?h (Precis&o, RSD %) (Precis&o, RSDpi %) (%)
25 pg kg™ 50 pg kg™ 100 pg kg™ 25 ug kg™’ 50 pg kg™ 100 pg kg™

1 Alacloro 0,9998 25 7,5 109 118 4 101 8 120 5 111 3 105 4 63
2 Atrazina 0,9994 25 7,5 106 119 3 104 124 113 2 104 4 88
3 Benalaxil 0,9998 50 15 40 65 118 3 98 15 114 10 108 6 113 5 114
4 Boscalida 0,9977 25 7,5 117 13 106 3 90 11 116 12 120 1 116 3 333
5 Bromopropilato 0,9990 25 7,5 98 7 103 5 82 13 119 17 108 5 100 4 126
6 Bupurimato 0,9984 50 15 118 5 120 3 100 11 138 4 120 2 110 5 88
7 Buprofezina 0,9996 25 7,5 101 11 108 4 90 9 114 14 101 4 95 3 21
8 Cadusafos 0,9989 25 7,5 103 4 116 4 102 19 121 14 110 3 104 5 117
9 Carbofenotiona 0,9984 50 15 31 18 105 10 95 13 106 14 100 12 89 10 136
10 Clorofenapir 0,9995 25 7,5 112 8 109 3 91 9 108 13 105 5 105 4 46
11 Clorofenvinfos 0,9985 25 7,5 117 3 114 5 89 14 122 8 121 4 112 5 200
12 Cloroprofam 0,9989 25 7,5 97 7 114 5 103 13 110 13 108 3 106 5 185
13 Cloropirifés 0,9998 25 7,5 98 7 107 4 89 7 94 14 98 4 82 5 49
14 Cloropirifés-metil 0,9987 25 7,5 107 5 119 2 100 11 126 113 3 102 5 91
15 Cialotrina (lambda) 0,9986 50 15 177 6 123 6 76 18 116 119 8 117 7 306
16 Ciprodinil 0,9993 25 7,5 97 13 108 5 89 12 107 14 98 3 91 4 91
17 Cresoxim-metil 0,9993 25 7,5 76 19 93 13 100 19 108 8 105 5 101 9 187
18 Dicloran 0,9999 25 7,5 105 9 108 10 91 12 88 12 100 6 104 8 109
19 Diclorvés 0,9997 25 7,5 107 122 115 9 118 5 112 7 107 6 82
20 Dieldrin 0,9999 25 7,5 84 84 78 87 18 82 5 79 5 17
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73
74
75
76
77
78
79

Terbufés 0,9988 25
Tetraconazol 0,9996 25
Triadimefona 0,9997 50

Triazofés 0,9982 100

Trifloxistrobina 0,9993 25
Trifluralina 0,9998 50
Vinclozolina 0,9995 25
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Fonte: o autor

RSDr — Desvio padrao relativo a repetibilidade; RSDpi - Desvio padréo relativo a precisédo intermediaria; r’ — Coeficiente de correlacdo; LOD — Limite de

deteccéo; LOQ — Limite de quantificacéo.

84



4.3.2 Efeito Matriz

O efeito matriz (EM) foi calculado levando-se em consideracéo a inclinacao
das curvas analiticas no extrato da matriz (azeite de oliva) e no solvente
(acetonitrila). A faixa de concentracdo avaliada foi de 1 a 100 pg L™. Pode-se dizer
gue os analitos que apresentam resultados de efeito matriz superior a 20% sofrem
efeito significativo da matriz sob sua resposta cromatografica (SANTE, 2017). Os
resultados da avaliacdo do efeito matriz estdo apresentados na Tabela 14.

Dos 79 compostos avaliados, apenas quatro compostos apresentaram efeito
matriz inferior a 20% (HCH-alfa, HCH-beta, HCH-gama e dieldrin). A presenca de
coextrativos na amostra pode ocasionar a supressao ou aumento de sinal analitico.
Devido a maioria dos compostos avaliados nesse trabalho apresentarem efeito
matriz superior a 20%, optou-se por fazer as curvas de calibracdo sendo preparadas
no extrato da matriz da “amostra branco”, afim de, minimizar possiveis problemas
causados por este desvio e obter resultados mais exatos (DEME & UPADHYAYULA,
2015).

4.3.3 Exatidao e Precisao

Para avaliar a exatiddo do método foi levado em consideracdo a recuperacdo dos

agrotoxicos trés niveis de fortificacdo 25, 50 e 100 pg kg™’ (n=6). Os valores de

recuperacao (%) foram calculados levando em conta a curva analitica preparada no

extrato da “amostra branco”. Conformo é recomendado pela legislagdo, considerou-se o
critério de recuperagao entre 70 e 120% e RSD < 20% (SANTE, 2019). Os resultados de

recuperacdo e RSD estdo apresentados na Tabela 14.

No nivel de fortificacdo de 25 ug kg™ sete compostos obtiveram recuperacées nao

satisfatorias (benalaxil, carbofenotiona, cialotrina-lambda, fipronil, pirazofos, piridabem e

tetraconazol), e apenas o composto benalaxil apresentou um RSD superior a 20%. J4 no

nivel de fortificagdo de 50 ug kg™ treze compostos ndo obtiveram valores de recuperacéo

aceitaveis (cialotrina-lambda, diclorvés, fenamidona, fostiazato, malationa, mevinfos,

parationa, fentoado, fosfomete, pirimicarbe, pirazofés, tetraconazol e triazofds), porém,

todos apresentaram valor de RSD < 20%.
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No nivel de fortificagdo de 100 pg kg™' todos os compostos tiveram valores
aceitdveis de recuperacdo e RSD. Além da precisdo, também foi avaliado a precisédo
intermediaria. Para esse ensaio, realizou-se 0s mesmos testes da validagcdo, com
diferenca de 7 dias, sendo realizado pelo mesmo analista, no mesmo local e com o
mesmo equipamento. Na precisdo intermediaria, 24 compostos ndo apresentaram bons
resultados de recuperacao (70-120%), mas todos apresentaram valores de RSD < 20%.
As diretrizes sobre os critérios de desempenho para os métodos de andlise para a
determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos (FAO, 2017) afirma que, em
certos casos, recuperagfes abaixo da faixa podem ser aceitdveis, desde que sejam
consistentes, ou seja, demonstrando boa precisdo (RSD < 20%).

Apenas dois compostos foram excluidos na etapa de validacdo, Piridabem que na
etapa de precisdo apresentou valores de recuperacdo muito baixos (9%) e de RSD muito
alto (42%) no nivel 25 ug kg™ e o Paration na etapa da precis&o intermediéria apresentou
valores de recuperacéo fora da faixa aceitavel (70-120%).

Deste modo, dos 109 compostos inicialmente selecionados, 81 foram
avaliados, pois nos testes obtiveram bons resultados de recuperacdo e RSD (70-
120% e < 20%), porém, 79 compostos foram validados, pois apresentaram
resultados considerados adequado, de recuperacdo e RSD, durante a etapa de
validacdo do método.

4.3.4 Limites de deteccao e quantificacdo

Os limites de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram obtidos de acordo
com o item 3.7 e estdo apresentados na Tabela 14. A variacao para o LOQ foi de 25
a 100 pg kg™, enquanto que o LOD variou de 7,5 a 30 ug kg™. Dos 79 agrotéxicos
validados neste trabalho, mais de 84% apresentaram LOQ de 25 ug kg™ e LOD de
7,5 ug kgt. Os outros 16%, 9 agrotoxicos apresentaram LOQ de 50 pg kg™ e LOD
de 15 ug kg™ e 3 apresentaram LOQ de 100 ug kg™ e LOD de 30 ug kg™.

Conforme descrito anteriormente, a ANVISA estabelece limite maximo de
residuos para poucos compostos na matriz de azeitona, dentre os validados neste
trabalho, apenas o Difeconazol (LMR de 0,5 mg kg™) e Cresoxim-metil (LMR de 1,5
mg kg™?). J&4 o Codex Alimentarius estabelece LMR para outros agrotéxicos (Tabela

4). Todos os agrotoxicos estabelecidos na legislagdo vigente (ANVISA) foram
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contemplados no método proposto e apresentam LOQ e LOD abaixo dos LMR
estabelecidos.
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5 APLICACAO EM AMOSTRAS DE AZEITE DE OLIVA

O método validado foi aplicado em 18 amostras de azeite de oliva de marcas
nacionais, produzidas no estado do Rio Grande do Sul nas cidades de Formigueiro,
Bagée, Sdo Sepeé, Cagapava do Sul, Dom Feliciano, Pinheiro Machado e Bento
Goncalves. Das 18 amostras avaliadas, 13 apresentaram residuos de agrotoxicos,

como mostrado na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados em mg kg’ das 13 amostras de azeite de oliva (que
apresentaram residuos de agrotéxicos) analisadas utilizando o método validade por

GC/MS-MS.
Residuo de Agrotéxico Encontrado (mg kg™)
Amostras Cresoxim-metil Picoxistrobina Tebuconazol Tetraconazol Trifloxistrobina
Al n.d. <LOQ 0,961 0,159 n.d.
A2 n.d n.d 0,128 n.d n.d
A3 n.d n.d 0,102 n.d n.d
A4 n.d n.d 0,033 n.d n.d
A6 n.d n.d 0,089 n.d n.d
A7 n.d. n.d. 0,069 n.d. n.d.
A10 n.d n.d 0,092 n.d n.d
All n.d n.d 0,139 n.d n.d
A12 0,038 n.d. 0,260 nd. 0,038
A13 n.d. <LOQ 1,980 nd. n.d.
A15 <LOQ n.d. 0,086 n.d. <LOQ
A16 0,031 n.d. 0,233 nd. nd.
Al7 n.d. <LOQ 0,156 n.d. n.d.
LMR (mg kg™)

ANVISA 1,5 - - - -
EU 0,20 0,01 0,5 0,02 0,30

CODEX 0,7*e 0,20 - 0,05 - 0,9*e 0,30

n.d. = ndo detectado.
*LMR estabelecido para azeite de oliva virgem

Dos 81 agrotoxicos avaliados neste estudo, apenas 5 (picoxistrobina,
tetraconazol, cresoxim-metil, tebuconazol e trifloxistrobina) foram quantificados e/ou
detectados nas amostras analisadas. A Figura 16 mostra o cromatograma do
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composto tetraconazole para a amostra 1 (0,159 mg kg™). Este é um fungicida que
Nao possui seu uso autorizado para o cultivo de azeitonas no Brasil. Esse agrotdxico
ja foi encontrado em azeites de oliva em outros paises como Grécia e Espanha,

porém em concentracdes menores (FERRONATO G. et al. 2018).

Figura 16 — Cromatogramas do composto tetraconazol (a) obtido por GC-MS/MS na

amostra Al de azeite de oliva, com sua transicdo de quantificacdo e identificacao

(b).
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O agrotoxico tebuconazol foi detectado em 13 amostras (Al, A2, A3, A4, A6,
A7, Al10, A11, A12, A13, Al5, Al16 e Al7). Esta substancia € um fungicida sistémico
do grupo triazol, que controla eficientemente manchas de alternaria e Cercosporiose
(doenca fungica da oliva) (EMBRAPA, 1999). Por esse motivo, € muito utilizado em
plantacdes de oliveiras. Todas as amostras positivas com esse agrotoxico tiveram
concentracdes acima do LMR permitido pelo Codex Alimentarius (0,05 mg kg™), com
excecdo da amostra A4 (0,033 mg kg™). A Figura 17 apresenta cromatogramas do

agrotoxico tebuconazol presente nas amostras Al, A12 e A15.
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Figura 17 - Cromatogramas do composto tebuconazol (a) obtido por GC-MS/MS em
amostras de azeite de oliva (Al, A12 e Al5), com sua transicdo de quantificacao e

identificacéo (b).
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Outros compostos que foram detectados nas amostras de azeite de oliva,
foram o cresoxim-metil (A12, A15 e A16) e trifloxistrobina (A12 e A15). A legislacéo
brasileira (ANVISA) tem limite estabelecido para o cresoxim-metil com LMR de 1,5
mg kg’ (azeitona) e o Codex Alimentarius tem limite estabelecido para cresoxim-
metil com LMR de 0,7 mg kg™ (azeite) e 0,20 mg kg™ (azeitona) e para o agrotéxico
trifloxistrobina com LMR de 0,9 mg kg™ (azeite) e 0,30 mg kg™’ (azeitona). Nas
amostras analisadas, todas as concentracdes destas duas substancias estavam
abaixo do LMR permitido, variando sua concentracdo de <LOQ a 0,038 mg kg™*. A
Figura 18 apresenta os cromatogramas do composto trifloxistrobina positivo nas
amostras Al12 e A15.
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Figura 18 - Cromatogramas do composto trifloxistrobina (a) obtido por GC-MS/MS
em amostras de azeite de oliva (A12 e A15), com sua transi¢do de quantificacao e
identificacdo (b).
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O agrotéxico picoxistrobina também foi detectado nas amostras Al, Al3 e
Al17 com concentracbes <LOQ, porém, este composto ndo é permitido pela

legislacdo brasileira (ANVISA).
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6 CONCLUSOES

Este trabalho constituiu em desenvolver e validar um método analitico para
determinacdo de diferentes classes de agrotoxicos em azeite de oliva. Foram
avaliados diferentes métodos de preparo de amostra, utilizando o método
QUEChERS. Os resultados demonstraram que o método QUEChERS proposto,
seguido de uma etapa de precipitacdo a baixa temperatura (LTP), proporcionou uma
maior remocao de coextrativos do extrato da matriz, uma vez, que isso poderia
interferir na analise cromatogréfica. E posteriormente, a etapa de limpeza com PSA
e C18, e considerando que recuperou 0 maior numero de compostos, foi 0 método
mais adequado.

Devido a matriz da amostra azeite de oliva apresentar alta complexidade,
utilizou-se a etapa de precipitacdo a baixa temperatura (LTP) que ajuda a reduzir os
coextrativos que apresentam baixa solubilidade no solvente extrator e minimiza a
presenca de coextrativos provenientes de amostra com alto teor de gordura.
Também a utilizacdo da etapa de limpeza com PSA, que remove acidos graxos da
matriz e o C18 que diminui os coextrativos presentes na matriz, principalmente
compostos lipofilicos. Portanto, isso, proporciona uma maior confiabilidade dos
resultados.

A otimizacao das condicdes do sistema GC-MS/MS proporcionou a separacao
e determinacdo de 81 multirresiduo de agrotéxicos com seletividade e
detectabilidade. O método proposto apresentou-se simples, rapido e eficaz para a
determinacao de 79 agrotoxicos de diferentes classes em azeite de oliva.

O método apresentou todos os parametros de validacdo de acordo com 0s
parametros do Guia de Validacdo da SANTE (2019). Os limites de quantificacédo
obtidos atendem valores de LMR estabelecidos pela ANVISA e Codex Alimentarium.

Os resultados de recuperacao obtidos foram satisfatérios, na faixa entre 70 a
120% para 79 dos 81 compostos inicialmente avaliados, com valores de RSD <20%.
Este método apresentou valores de LOD de 7,5 ug kg™ e LOQ de 25 ug kg™ para a
maioria dos compostos analisados.

Dentre os 79 agrotoxicos avaliados, 5 foram detectados em 13 diferentes
amostras de azeite de oliva, mas apenas 4 destes sdo permitidos por legislagdo —

ANVISA e Codex Alimentarius - (cresoxim-metil, tebuconazol, tetraconazol e
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trifloxistrobina) estando dentro dos limites estabelecidos. Com excecdo do
tebuconazol que apresentou valores acima do LMR estabelecido pelo Codex
Alimentarius (0,05 mg kg™) para maioria das amostras. Os valores de concentragéo
de residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras de azeite de oliva séo
considerados baixos, portanto, o risco de intoxicag¢ao crénica ou aguda é baixo.

Dessa forma, conclui-se que o método proposto validado, mostrou-se eficaz
para a determinacdo de agrotdéxicos em azeite de oliva, visto que todos os
parametros de validacdo se encontram dentro dos limites exigidos para validacdo de
métodos cromatograficos. Assim, pode-se dizer que o método pode ser aplicado em
andlises de azeite de oliva.
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