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RESUMO

DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM BANANA
EMPREGANDO METODO QUEChERS MODIFICADO E UHPLC-MS/MS

AUTORA: Ana Paula Fernandes Prochnow
ORIENTADOR: Prof. Dr. Renato Zanella

Nos ultimos anos foi possivel observar que o uso de agrotoxicos em diversas culturas
aumentou de forma alarmante e, na maioria das vezes, vem somado a uma pratica
inadequada de uso, bem como descartes indevidos. A banana, uma das frutas mais
produzidas e consumidas no mundo, ndo é excecao, tornando a fruta um alvo para a
presenca desses residuos. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver um método de preparo de amostra rapido e eficiente para a determinacao
de residuos de agrotéxicos em banana empregando cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS).
Inicialmente foram testadas as trés variacbes do método QUEChERS para
extracao/particdo dos analitos. Apos a escolha do método QUEChERS citrato foram
testados varios sorventes para limpeza do extrato por extracdo em fase solida
dispersiva. O sorvente Oasis HLB® apresentou a maior eficiéncia de resultados, a
guantidade estabelecida do sorvente e sulfato de magnésio para a etapa de limpeza
foi escolhida através de experimento de comparacado de proporcao entre os dois. O
método proposto foi validado para a determinacdo de 82 agrotoxicos para a matriz
banana, os quais apresentaram recuperacgoes de 70 a 118%, RSD <20% e limites de
guantificacdo do método entre 5 e 25 pg kg?'. A técnica de UHPLC-MS/MS
proporcionou alta seletividade e sensibilidade, e o preparo de amostra empregando
QUEChERS modificado é rapido e eficiente. O método foi aplicado com sucesso para
a analise de amostras de banana e quatro pesticidas foram encontrados, incluindo
agrotoxicos nao permitidos no Brasil para banana.

Palavras chave: banana, agrotoxicos, QUEChERS, UHPLC-MS/MS



ABSTRACT

MULTIRESIDE DETERMINATION OF PESTICIDES IN BANANA USING
MODIFIED QUEChERS METHOD AND UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Ana Paula Fernandes Prochnow
ADVISOR: Prof. Dr. Renato Zanella

In recent years, it has been possible to observe that the use of pesticides in various
cultures has increased alarmingly and, in most cases, is added to an inappropriate
practice of use, as well as improper disposal. Banana, one of the most produced and
consumed fruits in the world, is no exception, making the fruit a target for the presence
of these residues. Therefore, the present work aimed to develop a fast and efficient
sample preparation method for the determination of pesticide residues in bananas
using ultra-high performance liquid chromatography coupled to serial mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS). Initially, the three variations of the QUEChERS
method for extracting/partitioning the analytes were tested. After choosing the
QUEChERS citrate method, several sorbents were tested to clean the extract by
extraction in a dispersive solid phase. The Oasis HLB® sorbent presented the highest
efficiency of results, the established amount of the sorbent and magnesium sulfate for
the cleaning step was chosen through a test of proportion comparison between the
two. The proposed method was validated for the determination of 82 pesticides for the
banana matrix, which showed recoveries of 70 to 118%, RSD <20% and method limits
of quantification between 5 and 25 ug kg*. The UHPLC-MS/MS technique provided
high selectivity and sensitivity, and sample preparation using modified QUEChERS is
fast and efficient. The method was successfully applied to the analysis of banana
samples and four pesticides were found, including pesticides not allowed in Brazil for
bananas.

Keywords: banana, pesticides, QUEChERS, UHPLC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

Hoje em dia tornou-se recorrente a utilizacdo de compostos organicos,
guimicos e biologicos, em cultivo de alimentos visando o aumento da producéo de
alimentos para a populacdo, que podem ser comprometidas por ataques de pragas.
Portanto, é necessario realizar um controle dessa aplicacdo, manejo, descarte de
embalagens e seus residuos nos alimentos, para minimizar riscos a vida humana e
dos animais. (PRESTES et al., 2009).

Ao fazer uso desses compostos sao necessarios varios cuidados para
minimizar contaminagdes em bacias hidrogréficas, solo, animais e riscos a saude
humana. A ingestdo de alimentos com residuos de agrotéxicos ou o contato direto
com as substancias pode causar diversos problemas de saude como disfuncdes
neuroldgicas e reprodutivas, comprometer o sistema nervoso, cardiovascular e
respiratério, reacdes alérgicas e até mesmo favorecer o desenvolvimento de alguns
canceres (ZANELLA et al., 2015).

Uma forma de minimizar esses riscos é através do controle da utilizacdo dos
agrotoéxicos e seus residuos nos alimentos. Para isso, estipulam-se quais agrotdxicos
podem ser usados para determinada cultura, bem como seus Limites Maximos de
Residuos (LMRs) permitidos no produto final. No Brasil essa tarefa é de
responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para que a
fiscalizacdo da observancia dos LMRs ocorra, sdo necessarias analises dos alimentos
para a determinacdo da quantidade de residuos presentes. Para tanto, € necessario
um preparo de amostra adequado para garantir resultados confiaveis e minimizar as
dificuldades durante a andlise. Na maioria dos casos, 0s agrotoxicos encontram-se
em concentragcdes muito baixas e em matrizes complexas para serem determinados
diretamente no equipamento. Muitas vezes também é necessaria uma etapa de
limpeza (clean-up) do extrato a fim de minimizar o efeito matriz, através da remogao
de interferentes que podem sujar o sistema de analise. (CABRERA et al., 2012).

Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos robustos e seguros
para determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em alimentos, alcancando bons
resultados, seletividade e que permita atingir os limites propostos pela legislacao.

Atendendo a essas e outras finalidades foi proposto o método QUEChERS (acrénimo
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do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) que teve como objetivo
inicial promover a extracdo de agrotoxicos presentes em frutas e vegetais. Segundo
seus autores € um método rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Além da escolha do preparo de amostra mais apropriado para a matriz que se
esta trabalhando é necessério utilizar um equipamento que seja adequado para a
determinacdo dos compostos de interesse. A area da cromatografia vem avancando
muito nos ultimos anos, tornando-se cada vez mais moderna gerando resultados
cada vez mais satisfatorios, sendo o maior destaque a cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS, do
inglés ultra-high performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry) que possui alta seletividade e sensibilidade para a determinacéo
multirresiduo de agrotdxicos em alimentos de forma rapida e segura, mesmo em
baixas concentracdes (CALDAS et al., 2011; MAY et al., 2017).

1.1 Objetivo geral e especificos

O objetivo principal deste trabalho € o desenvolvimento e validacdo de um
método multirresiduo de agrotéxico em banana, sendo o método de preparo de
amostra capaz de extrair a maior quantidade de agrotoxicos possivel. Os objetivos
especificos sao:

a) Testar qual o melhor método para extracao e particao;

b) Avaliar qual o melhor método QUEChERS (original, acetato ou citrato) para

analise da matriz em estudo;

c) Testar qual o melhor clean-up para remocéao de coextrativos do extrato;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Banana

Pertencente a familia das Musaceae, a banana (Musa spp) é originaria do
Sudoeste da Asia. A evolugdo da bananicultura teve inicio a partir de duas espécies:
Musa acuminata Colla (AA) e a Musa balbisiana Colla (BB) onde seu cultivo foi
espalhado pelo mundo, predominando em areas tropicais. (EMBRAPA, 2012).

Esta fruta possui corpo alongado e curvado, com sua polpa de coloracao
branco-amarelada e textura pastosa com sabor e aroma adocicados. E protegida por
uma casca de cor verde que se torna amarela quando esta madura. Sdo formadas
em cachos no pseudocaule da bananeira, ficando suspensas em formas de pencas
com aproximadamente 20 bananas cada (Figura 1). Atualmente existe uma grande
variedade de espécies diferentes, que podem ser consumidas in natura, receitas,

fritas, assadas, congeladas ou como acompanhamento (EMBRAPA, 2004).

Figura 1: Planta e penca da fruta banana

Fonte: Pesquisa de imagens no www.google.com.br , assunto pesquisado: banana.

A banana é um alimento altamente nutritivo, proporcionando muitos beneficios
para a saude, possui baixo custo e facil acesso para compra, o que a torna uma das
frutas mais consumidas no mundo. Possui em sua composigéo frutose e fibras, é rica
em vitaminas (C e B1, B2 e B6) e minerais como potassio, célcio e ferro. Sua
composicao (Tabela 1) torna a banana um alimento balanceado e essencial para uma
alimentacao saudavel e equilibrada (MELO, 2012).
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Tabela 1: Composic¢édo centesimal da banana

Nutriente Quantidade em
100 g da fruta
Umidade 73,8
Energia 92 kcal
Carboidrato 23,89
Proteinas l4g9
Gorduras Totais 0,1g
Fibra Alimentar 19¢
Cinzas 0,8¢g
Calcio 3mg
Magnésio 28 mg
Manganés 0,14 mg
Faésforo 27 mg
Ferro 0,3 mg
Potassio 376 mg
Zinco 0,2 mg
Cobre 0,10 mg
Vitamina C 5,9 mg

Fonte: Taco, 2011.

2.1.1 Producao de banana no Brasil

A banana é a segunda fruta mais consumida no mundo, ficando atrds apenas
da maca. Ja no Brasil ocupa a primeira posi¢do, sendo Sao Paulo o maior produtor,
responsavel por aproximadamente 15% da producéo total do pais. O cultivo produziu
6.637.308 toneladas, gerando um lucro de 8.638.598 reais no ano de 2020,
apresentando um acréscimo de mais de um milh&o de reais comparado a 2019.
(IBGE, 2020). A Tabela 2 apresenta a producédo de banana por estado brasileiro, no
ano de 2020.

Tabela 2: Producdo de banana dos estados brasileiros no ano de 2020.

(continua)
AREA COLHIDA PRODUCAO RENDIMENTO
ESTADOS (ha) (t) (th a'l)
Séo Paulo 48.817 1.000.732 20,50
Minas Gerais 47.909 834.016 17,41
Bahia 64.912 785.061 12,09
Santa Catarina 29.410 669.255 22,76
Pernambuco 44.222 481.962 10,90
Ceara 35.690 431.017 12,08
Espirito Santo 28.737 415.882 14,47
Para 35.654 407.372 11,43

Goiés 13.894 221.627 15,95
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(concluséo)

AREA COLHIDA PRODUCAO RENDIMENTO
ESTADOS (ha) (® (tha'l)
Parana 8.318 197.611 23,76
Rio Grande do Norte 7.803 193.816 24,84
Paraiba 10.706 138.732 12,96
Alagoas 8.812 112.394 12,75
Amazonas 6.346 92.670 14,60
Acre 7.135 88.768 12,44
Rondbnia 6.630 83.975 12,67
Rio de Janeiro 9.429 74.940 7,95
Mato Grosso 6.762 72.986 10,79
Rio Grande do Sul 12.154 67.056 5,52
Maranhao 4.216 66.265 15,72
Roraima 6.596 62.239 9,44
Piauf 2.35 53.439 21,08
Tocantins 3.392 30.356 8,95
Sergipe 1.853 25.076 13,53
Amapa 1.772 15.815 9,18
Mato Grosso do Sul 1,176 11.030 9,38
Distrito Federal 174 3.216 18,48
BRASIL 455.004 6.637.308 14,59

Fonte: EMBRAPA - Producao Agricola, 2020.

Gracas as condi¢fes climaticas encontradas no Brasil € possivel produzir a
fruta do norte ao sul do pais durante o ano inteiro. A area de plantio chega a ocupar
455.004 hectares, o0 que o torna o quarto maior produtor de banana no mundo. Dessa
producdo, 99% destinam-se ao mercado interno, sobrando apenas 1% para
exportacdo (CNA, 2021). Devido a importancia do cultivo de bananicultura, tanto
nutricional quanto na geragao de renda, € comemorado no dia 22 de setembro o dia
da banana no Brasil.

Entre as diversas variedades existentes para o cultivo da bananicultura, no
Brasil predomina-se o consumo das bananas prata, nanica, maca e ouro. O brasileiro

consome em media 25 kg da fruta per capita/ano (CNA, 2021).

2.2 Agrotoxicos
Com a finalidade de garantir a auséncia de possiveis pragas e o bom

desenvolvimento da bananicultura € comum a utilizacdo de agrotoxicos durante o
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cultivo. A legislagéo brasileira, segundo o decreto n° 4.707, de janeiro de 2002,
determinado pela Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, define agrotéxico como:

a) Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados
ao uso nos setores de producao, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composigéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL,2002).

Ainda podemos definir agrotoxicos, segundo o Codex Alimentarius, como uma
mistura ou substancia que tenha como alvo a prevencdo, destruicdo, atracao,
expulsao ou controle de qualquer praga ou espécie indesejada de plantas ou animais
presentes durante os processos envolvidos no plantio, colheita, armazenagem e
transporte de alimentos (FAO, 2005). A definicdo também inclui o uso de aditivos que
atuam como reguladores de crescimento, que promovam o amadurecimento ou que

impecam a deterioracao do alimento durante a estocagem (FAO, 2005).

2.2.1 Classificacao

Existem diversas maneiras para classificar os agrotéxicos, das quais se podem
destacar: classes de acdo para cada praga/doenca, toxicidade, composicdo quimica
e como interagem com o alvo escolhido.

Uma das classificacdes dos agrotoxicos normalmente utilizada sao as classes
de acéo frente as espécies ou doencas que desejam ser controladas (TSIPI et al.,
2015), como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Classe de acao dos agrotoxicos

Classe de Agrotoxico Praga/doenca Exemplo
Acaricida Acaros Mancozebe
Bactericida Bactérias Complexos de cobre
Fungicida Fungos Bromuconazol
Herbicida Ervas daninha Diurom
Inseticida Insetos Imidacloprido
Nematicida Nematoides Terbufés

Fonte: Adaptada de TSIPI et al., 2015.

Outra classificacao importante que deve ser relatada dos agrotdxicos € quanto

a sua toxicidade, definida pelo marco regulatério da ANVISA em 29 de julho de 2019
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(ANVISA, 2019). Cada categoria e faixa de cor correspondem ao seu grau de risco
referente a sua exposi¢cdo, podendo ocorrer intoxicagdo por via oral, inalatoria e

cutanea, como exemplifica na Figura 2.

Figura 2: Toxicidade dos agrotéxicos

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2019.

A classificacdo dos agrotéxicos quanto a sua composi¢cdo quimica é dividida
inicialmente em dois grandes grupos, naturais e sintéticos. Havendo uma subdivisao
no grupo dos sintéticos, em compostos organicos e inorganicos. Os agrotéxicos
naturais sdo constituidos por compostos oriundos de 6leos minerais e plantas. Ja os
organicos podem ser classificados normalmente, em quatro grupos: organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides (YADAV; DEVI, 2017).

O modo de interacdo dos agrotoxicos com o alvo biologico escolhido pode
acontecer das seguintes formas: sistémica, contato, venenos estomacais,
fumegantes e repelentes (YADAV; DEVI, 2017).

Os agrotoxicos propiconazol e flutriafol sdo exemplos de compostos sistémico

e altamente sistémico, respectivamente, ou seja, ao entrar em contato com as raizes
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ou cuticula das plantas é facilmente absorvido, o que permite translocag¢édo pelo
sistema vascular do vegetal, agindo de dentro para fora quando houver presenca de
pragas. Em contrapartida, os agrotoxicos de contato ndo sdo capazes de penetrarem
nas plantas, atuam através do toque entre a praga alvo e a sua superficie, tendo como
exemplo mancozeb e clorotalonil (YADAV; DEVI, 2017).

Outra forma de atuacdo s&o 0s venenos estomacais, que resulta no
envenenamento do sistema digestivo da espécie-alvo, causando sua morte, podendo
citar malationa. No caso dos compostos que atuam como fumegantes, devido ao
vapor produzido ocorre a morte das pragas pelo seu sistema respiratorio, podendo
ser utilizado o cloropicrina. Existem os repelentes que afastam os alvos indesejados

das areas de cultivo, ndo causando sua morte (YADAV; DEVI, 2017).

2.2.2 Agrotoxicos liberados para a cultura da banana

A bananicultura como qualquer outra cultura é suscetivel a proliferacdo de
pragas que afetam a rentabilidade e a qualidade da producéo. A fim de solucionar e
prevenir problemas futuros é proposto o uso de agrotéxicos. Porém, ha evidéncias de
gue o0 uso de agrotoxicos traz riscos para a saude e para 0 meio ambiente,
principalmente se utilizados de forma incorreta (PRESTES et al., 2009).

Para que o uso dos agrotoxicos ocorra de forma consciente e sustentavel é
necessario que haja fiscalizacdo durante a fabricacdo e aplicacdo, e ainda fazer o
monitoramento desses residuos nos alimentos e no meio ambiente, bem como limitar
guais compostos podem ser utilizados em determinada cultura. No Brasil esse
controle deve ser realizado pelos érgaos publicos ANVISA, MAPA e Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA), que atuam no controle,
checagem, andlises e instru¢cdes corretas para uso, manejo e descarte.

A ANVISA estabelece os limites maximos de residuo permitidos nos alimentos
in natura para cada agrotéxico permitido em determinada cultura. Para a
bananicultura sdo permitidos a utilizagédo de 37 agrotoxicos, onde cada um possui seu
LMR estabelecido. A Tabela 4 apresenta os agrotdxicos permitidos para banana, os

respectivos LMRs e a classe agrondmica.



Tabela 4: Agrotéxicos permitidos para a cultura da banana

Composto LMR (mg kg™ Classe Agronémica
Ametrina 0,07 Herbicida
Azoxistrobina 15,0 Fungicida
Bifentrina 0,02 Inseticida, formicida e acaricida
Boscalida 0,10 Fungicida
Bromuconazol 0,50 Fungicida
Carbaril 0,20 Inseticida
Clorotalonil 3,0 Fungicida
Clorpirifés 0,01 Inseticida, formicida e acaricida
Cresoxim-metilico 0,01 Fungicida
Dicloreto de paraquate 0,05 Herbicida
Difenoconazol 0,50 Fungicida
Diurom 0,10 Herbicida
Epoxiconazol 0,10 Fungicida
Fenamifés 0,10 Nematicida
Fenpropimorfe 1,00 Fungicida
Fludioxonil 30,0 Fungicida
Flutriafol 0,20 Fungicida
Fostiazato 0,20 Inseticida e nematicida
Glifosato 0,02 Herbicida
Glufosinato 0,05 Herbicida e regulador de crescimento
Imazalil 1,00 Fungicida
Imidacloprido 0,10 Inseticida
Indaziflam 0,01 Herbicida
Mancozebe 2,00 Fungicida e acaricida
Piraclostrobina 0,50 Fungicida
Pirimetanil 0,10 Fungicida
Propiconazol 0,10 Fungicida
Saflufenacil 0,03 Herbicida
Simazina 0,02 Herbicida
Tebuconazol 0,30 Fungicida
Terbufés 0,05 Inseticida e nematicida
Tetraconazol 0,20 Fungicida
Tiabendazol 6,00 Fungicida
Tiacloprido 0,05 Inseticida
Tiofanato-Metilico 0,50 Fungicida
Triadimenol 0,20 Fungicida
Trifloxistrobina 0,05 Fungicida

Fonte: ANVISA, 2021.

22
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Além dos LMR propostos pela ANVISA existem também os que sdo definidos
pelo Codex Alimentarius, um conjunto de padrdes internacionais propostos pela
Organizacdo das NacOes Unidas (ONU) nos anos 1960, a fim de estabelecer
requisitos para garantir a qualidade dos alimentos. Conta com 185 paises
participantes do qual o Brasil faz parte desde 1968. Existem também os limites
estabelecidos pela Unido Europeia.

2.3 DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

2.3.1 Técnicas Cromatograficas para determinagédo de agrotéxicos

A determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos e amostras
ambientais € de grande desafio, pois, normalmente apresentam-se em concentracdes
muito baixas. Além de possuirem matrizes muitas vezes complexas. O que acaba
gerando a necessidade de utilizar equipamentos com técnicas cada vez mais
avancadas, precisas e seletivas. Atualmente, ja existem no mercado sistemas
capazes de realizar analises de forma rapida e simultanea, garantindo qualidade e
eficiéncia nos resultados (LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007).

A cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography) e a cromatografia
gasosa (GC, do inglés gas chromatography) sédo técnicas de separacdo muito
utilizadas na quimica analitica, devido a sua ampla variedade de utilizacdo e por
serem capazes de permitir algumas otimizacbes para melhor performance,
destacando-se o uso na determinacdo de residuos de agrotoxicos, pois possuem
boas especificidade e sensibilidade requeridas (MEIRA, 2015).

Ambas as técnicas citadas a cima possuem boa resolucdo e eficiéncia na
separacao de diversos compostos similares presentes em diferentes tipos de
amostras. A GC destaca-se pela sua capacidade de detectar de forma rapida varias
substancias em uma unica analise, possuindo uma alta detectabilidade e exatidao,
ainda permitindo utilizar pequenos volumes de amostra. Porém, para que ocorra a
separacao é necessario que os analitos de interesse sejam volateis e termicamente
estaveis (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A técnica de LC permite uma melhor determinacao de agrotoxicos, que em sua
grande maioria sdo polares, o que 0s torna mais compativeis com o método de
separacdo, ndo precisando serem volateis. Possui alta sensibilidade, excelente

resolucdo com um menor tempo de analise, versatilidade, podendo determinar
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compostos organico e inorganicos, idnicos ou covalentes (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008). A separacao na LC ocorre por meio de pequenas colunas, compostas
por uma fase estacionaria e uma fase maovel liquida. A polaridade dos compostos
define a sua interacdo com a fase estacionaria e movel, o que determina em qual
tempo cada um saira em cada corrida cromatografica (COLLINS et al., 2009).

A técnica de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés
ultra-high performance liquid chromatography) possibilita determinar concentracdes a
nivel traco, destacando-se a sua eficiéncia e seletividade. Essa exceléncia se deve
as colunas cromatogréficas de diametros reduzidos, chegando a ter dimensdes bem
menores as tradicionais, com um comprimento entre 5 a 10 cm e diametros interno
entre 1 e 2 mm. Compostas por particulas de fase estacionaria com tamanho < 2 uym,
permitem maior velocidade de eluicdo da fase mével. A UHPLC destaca-se muito em
comparacao a LC, pois, os tempos de analise sdo menores, o uso de fase movel e
volume de amostra injetado sdo menores, o que reduz consideravelmente a geragao
de residuos. Ainda possui melhores respostas quanto a detectabilidade e resolucao
(Maldaner & Jardim, 2012).

A espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) é uma técnica
capaz de identificar e quantificar um ou mais elementos em uma Unica amostra. A
determinacdo ocorre em razdo da massal/carga (m/z) de cada composto. Sendo
basicamente composta por uma interface, uma fonte de ions, analisador de massas
e um detector (LANCAS, 2013). Durante anos foram realizados estudos para permitir
0 acoplamento ideal entre um cromatdgrafo e um espectrébmetro de massas. Tal
combinacéo permite um melhor resultado, onde soma-se as vantagens e beneficios
da cromatografia, com as informagdes estruturais, aumento de seletividade e massas
molares geradas pela técnica espectrométrica (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,
2008).

Para que fosse possivel ocorrer essa jungdo de equipamentos, foi necessario
desenvolver uma interface capaz de ser compativel com as técnicas, pois, as
substancias precisam estar em sua forma ionizada para serem detectadas. As fontes
de ionizacdo mais utilizadas atualmente séo ionizacéo por eletronebulizacéo (ESI, do
inglés electrospray ionization) e ioniza¢do quimica a presséo atmosférica (APCI, do

inglés atmospheric pressure chemical ionization) (LANCAS, 2009).
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A fonte ESI gera um spray composto do analito dissolvido em fase mével que
saiu da coluna de separacao através do uso de uma corrente elétrica. Imediatamente
choca-se com um fluxo de gas nitrogénio aquecido, o qual evapora o solvente,
restando apenas goticulas que reduzem de tamanho até ocorrer explosao
coulombica, gerado os ions dos analitos. Os ions sdo entdo conduzidos para o interior
do espectrobmetro de massas por meio de focalizadores. Normalmente, a fonte ESI
utilizada para a determinacdo de moléculas com maior polaridade e massa molar
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). JA4 na APCI ocorre a producdo de uma
espécie quimica que sera responsavel pela ionizacdo das substancias em analise,
sendo comumente empregada para moléculas pouco polares e com menor massa
molecular (LANCAS, 2009).

Ha diversos tipos de analisadores disponiveis para uso em um espectrometro,
gue realizam a separacdo dos ions baseado em sua razdo m/z. Pode-se destacar
como 0s mais usados: quadrupolo, analisadores em série, tempo de voo e
aprisionador de ions. A escolha ira depender da razdo massa/carga que precisara ser
usada na aplicacdo das analises, custos e resolucédo necessaria (LANCAS, 2009).

Analisadores do tipo quadrupolo sédo muito utilizados, devido a sua robustez e
gualidade em analises. Sdo compostos por quatro hastes metéalicas, onde uma dupla
dessas hastes trabalha com correntes continuas (DC) e a outra dupla com
radiofrequéncia (Rf), onde cada par age como filtro de massas maiores e outro para
filtrar massas menores. Apenas os ions de interesse selecionados passam pelas
barras, sem que ocorra choque com as mesmas, e vao em direcdo ao detector, 0s
demais ions sdo descartados ao colidirem com as barras por um sistema de vacuo
(LANCAS, 2013; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Os analisadores com triplo quadrupolo apresentam melhor desempenho e
fornecem uma melhor identificacéo dos analitos. Sdo formados por trés quadrupolos
gue atuam em série. No primeiro quadrupolo os ions percursores sao selecionados e
direcionados para o proximo quarteto de barras. O segundo quadrupolo atua como
uma ceélula de colisédo, onde insere-se um gas inerte, normalmente Ar, He ou N2, com
a funcéo de chocar-se com os ions percursores e fragmenta-los em ions produtos. Ao
chegarem ao terceiro quadrupolo, os ions produto sao filtrados e direcionados ao
detector (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O acoplamento entre um sistema UHPLC e de espectrometria de massas em

série (MS/MS, do inglés tandem mass spectrometry) do tipo triplo quadrupolo é
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utilizado atualmente para determinacdo de residuos de agrotoxico a nivel traco em
amostras. E capaz de atingir 6tima seletividade, resolucéo e precisdo de resultados.
Porém, nem sempre € utilizado, devido seu alto custo de investimento e manutencao,

tornando-se por vezes inacessivel.

2.3.2 Preparo de amostras para determinagdo multirresiduo de agrotoxicos

A etapa de preparo de amostra € de suma importancia para obtencédo de
resultados confiaveis e satisfatorios ao final de cada analise. Como sabemos, as
amostras nao apresentam apenas os analitos de interesse, mas também inUmeros
outros compostos indesejaveis para a quantificacdo. No caso de alimentos, gordura,
proteinas, carboidratos e pigmentos fazem parte da composicdo dessas matrizes
(FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

Ao realizar uma analise esses compostos indesejaveis sdo carregados juntos
ao equipamento, caso nao seja realizada uma etapa de preparo de amostra antes. A
presenca desses compostos gera diversos problemas tanto aos resultados, quanto
ao equipamento. Podemos citar principalmente uma contaminacédo, entupimento e até
mesmo danificacdo de equipamento devido ao sobre carregamento do mesmo ao ser
injetado uma amostra com a presenca de coextrativos indesejados. Em relagcédo aos
resultados ndo ha uma precisdo exata e adequada, pois esses compostos acabam
atrapalhando a determinacgéo e quantificacdo ideal.

Para a determinacdo de agrotdxicos existem métodos de preparo de amostras
gue atuam de forma simultanea, extraindo varios compostos em uma Unica etapa.
Inicialmente utilizava-se o método Mills como preparo de amostra, principalmente
para extracao de compostos organoclorados presentes em amostras nao gordurosas,
usando como solvente o éter de petroleo e a acetonitrila (PRESTES, ADAIME,
ZANELLA, 2011). Como adaptacéo para o método Mills surgiu o método Storherr, que
substituiu 0 uso do éter de petréleo por diclorometano (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015).

Com o passar dos anos, novas classes de agrotoxicos foram surgindo, em sua
grande maioria compostos polares, 0 que gerou a necessidade de novas técnicas de
preparo de amostra para determinacao desses analitos. Em 1975 foi desenvolvida a
técnica denominada Luke, a qual consistia na extragdo de 100 g de amostra com 200
mL de acetona. Posteriormente era adicionado éter de petréleo e diclorometano para
gue ocorresse a particao dos solventes (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).
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Entretanto, os métodos existentes utilizavam elevada quantidade de amostra
e solventes, o que tornava o método caro, demorado e ambientalmente insustentavel
e ainda apresentava baixa eficiéncia dos resultados (FIGUEIREDO; BORGES;
QUEIROZ, 2015). O que levou a busca e desenvolvimento de outras técnicas mais
rapidas, eficientes, com melhor custo beneficio, menor geracdo de residuos e com a
capacidade de determinar varias classes de agrotoxicos de forma simultanea
(REJCZAK; TUZIMSKI, 2015). Hoje existem diversas técnicas e métodos que
possuem essas vantagens sendo elas, extracdo por fluido supercritico, microextracao
em sorvente empacotado, extracdo e microextracdo liquido-liquido dispersiva,
extracdo em fase sélida e QUEChERS (LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007).

E possivel encontrar na literatura os métodos citados a cima para preparo de
amostra para determinacdo de agrotoxicos na matriz banana. Na Tabela 5 estédo

destacados alguns artigos referentes a cada método.

Tabela 5: Diferentes métodos de preparo de amostra para determinagdo de residuos de agrotoxicos
em banana e outras frutas e vegetais.

METODO DE a
MATRIZ ANALITOS EQUIPAMENTO EXTRACAO LOQ Referéncia
UEChERS -
Banana 298 UHPLC-MS/MS Q 0,0032 0’9241 MENDONGA,
acetato mg kg? 2019
i QUEChERS 0,01-0,14 BORGESetal,
Banana 1 GC-MS citrato mg kg1 2009
Frutas tropicais 1,20-6,91 FREITAS etal,,
(incluindo banana) 5 GC-ECD MSPD ug kgt 2018
i QUEChERS -, GOPINATHAN
Banana 1 LC-MS/MS original 0,005 ug kg etal. 2018
Frutas e vegetais 8 LC-MS/MS QUECNhERS 30-423 || etal, 2016
(incluindo banana) original ng kg
Dispersive liquid— RAVELO-
Banana 8 LC-MS/MS liquid micro- 0’096k' 1_1’30 PEREZ et al.,
extraction (DLLME) HO g 2009

Fonte: Autoria propria

Como se pode observar na Tabela 5, o método QUEChERS é o mais utilizado
dentre as opcdes de preparo de amostra, ndo apenas para a matriz banana. Além
das matrizes apresentadas na Tabela o método também pode ser utilizado para
amostra ambientas e diferentes tipos de alimentos, pois € um método que permite
modifica¢cdes para melhorias em sua eficiéncia. Outra possibilidade é a determinacao
simultanea de varios compostos, como por exemplo, ao utilizado por Mendonca
(2019).
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2.3.3 Método QUEChERS

A fim de suprir as necessidades e limitacbes dos métodos ja existentes para
preparo de amostra Anastassiades e colaboradores desenvolveram, em 2003, um
novo modelo de método, denominado QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe). Como seu proprio nome ja sugere, € um método rapido,
facil, barato, eficaz, robusto e seguro para ser utilizado em rotinas de laboratorio que
visam deixar a amostra mais adequada para determinacao de agrotoxicos (PRESTES
et al., 2011).

O método QUEChERS tem como base as etapas de extracdo, particdo e
limpeza (clean-up). Para realizar a extracdo sdo utilizados 10 mL de solvente
Acetonitrila para cada 10 g de amostra, e agitados de forma vigorosa. Num segundo
momento séo adicionados sais para que ocorra a etapa de particdo. Esses sais sdo
o sulfato de magnésio e cloreto de sédio, que ao entrarem em contato com a mistura,
amostra e solvente, proporcionam o efeito salting out, que € capaz de diminuir os
compostos polares na fase aquosa. Como a concentracdo salina comeca aumentar
com a adicdo dos sais os compostos sdo forcados a migrarem para a fase organica.
O sulfato de magnésio atua também como um secante, removendo o0 excesso de
agua no meio. A ultima etapa é a limpeza do extrato, que ocorre de forma dispersiva
com a adicao de sulfato de magnésio e PSA no extrato, através da técnica de extracao
em fase sélida dispersiva (d-SPE, do inglés dispersive solid phase extraction) e tem
como funcao remover coextrativos presentes no extrato, como gorduras, pigmentos e
carboidratos (BANDEIRA et al., 2014; ZANELLA et al., 2015; CABRERA et al., 2012).
Essa versdo original do método QUEChERS apresentou resultados muito
satisfatérios, podendo ser utilizado em uma ampla variedade de amostras, para
determinacdo de um ou varios compostos ao mesmo tempo. Entretanto, para alguns
compostos ndo se obtém uma boa recuperacgéo/estabilidade, devido ao pH da matriz,
0 que gerou a necessidade de desenvolver um método otimizado, especifico para
atender essas necessidades, sem perder a eficiéncia do método (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

Em 2005, Lehotay e colaboradores propuseram um tamponamento na etapa
de extracdo e particdo, definido como QUEChERS acetato, o qual utiliza como
solvente extrator acetonitrila com 1%(v/v) de acido acético, e na etapa de particao é

realizada a substituicdo do cloreto de sodio pelo acetato de sodio (CHsCOONa). As
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mudancas permitem a formacgao de um tampéao de pH 4,8 durante todo o processo,
favorecendo a extracéo de analitos que antes ndo conseguiam ser recuperados com
o pH da matriz, como é o caso do imazalil, tiabendazol e carbendazim. O método foi
tao eficiente que recebeu a contemplacdo de melhor método para preparo de amostra
para determinacdo de residuos de agrotoxicos pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) no ano de 2007 (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Em 2007, Anastassiades e colaboradores desenvolveram o QUEChERS
citrato, uma nova versao para o método inicialmente criado por eles. A qual na etapa
de particdo utiliza juntamente como sulfato de magnésio e o cloreto de sédio uma
mistura de citrato de sodio diidratado (CsHsNaszO7.2H20) e hidrogenocitrato
sesquihidratado (CsHeNa207.1,5H20) que formam um tampdo de pH 5,0-5,5
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). Essa variacdo do QUEChERS também foi
muito promissora, sendo reconhecido na Unido Europeia como método referéncia
pelo Comité Européen de Normalisation (CEN) no ano de 2008.

A Figura 3 apresenta de forma detalhada as etapas do método QUEChERS e
suas principais modificacdes, bem como as quantidades de solvente, amostra, sais e
sorventes adicionadas em cada uma, assim como o tempo de cada etapa.

Devido a sua grande versatilidade e possibilidade de otimizacdes o método
QUEChERS e suas variagcdes vem sendo a escolha preferida como preparo de
amostra para determinacao de agrotéxicos. O método permite a mistura de solvente
extrator, troca ou adicdo de sais de particdo e mudanca e adaptacéo dos sorventes.
Além disso, é aplicavel a uma ampla faixa de compostos, sendo muito seletivo e
eficiente. Outra vantagem muito significativa é a reducéo da quantidade de solvente,

a eficiéncia e a rapidez do método.



Figura 3: Variagdes do método QUEChERS.
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Fonte: adaptado de ZANELLA et al. (2015).
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2.4 Validagéo

Segundo Lancas (2004), a validacéo pode ser definida como o ato ou efeito de
validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Tem como objetivo
diminuir fatores que levam a imprecisao e inexatidao de determinado dado. Ainda, de
acordo com a ANVISA (2017), a validacao deve demonstrar que o método analitico
produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se destina, de forma
documentada e mediante critérios objetivos.

A realizacdo do processo de validacdo para métodos analiticos € de suma
importancia para garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis e para isso sé&o
conduzidos comparacoes, rastreabilidade e verificacdes. Existem diversos manuais
de validacéo disponiveis, tanto nacionais quanto internacionais. No Brasil podem ser
utilizados os guias ofertados pela ANVISA (2003), bem como o do Instituto Nacional
de Metrologia (INMETRO, 2020). Ja os internacionais podem ser consultados na
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), Conferéncia Internacional
de Harmonizacéao (ICH, 2005), e SANTE (2021).

Durante a validacdo de métodos analiticos alguns parametros sdo avaliados.
Neste trabalho foram avaliados os itens: seletividade, curva analitica e faixa linear,
efeito matriz, limites de deteccéo e quantificacao, exatidao, precisao (repetitividade e
precisao intermediaria).

A seletividade € a capacidade do método em definir/medir um dnico analito
presente numa mistura, sem sofrer interferéncia dos outros compostos. E o parametro
gue ira garantir que o pico resposta seja especifico do composto de interesse. Caso
ela ndo seja garantida irA comprometer a faixa linear, a exatiddo e a precisdo do
meétodo (RIBANI et al., 2004).

A curva analitica e a faixa linear ttm como funcdo demonstrar que 0s
resultados encontrados estao diretamente proporcionais as concentra¢des do analito,
em um determinado intervalo. Este parametro pode ser constatado pelo coeficiente
de determinacéo (r?) que é uma evidéncia de ajuste ideal quando apresenta valores
iguais ou superiores a 0,999 (RIBANI et al., 2004). A linearidade é resultante da
realizacdo de padronizacdo interna ou externa, onde é formulada em expresséo
matemética que serd utilizada para o calculo de definicdo da concentracdo do analito
na amostra (INMETRO, 2011).

O efeito matriz € causado por componentes presentes na amostra que séo

carregados junto com o extrato como coextrativos, 0os quais interferem na eficiéncia
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da medicdo. Causando supressdo ou aumento de sinal do sinal analitico (LANCAS,
2004). Ainda, segundo Kruve e colaboradores (2008) o efeito matriz pode ser devido
a ma eficiéncia da ionizacdo, gerada pela presenca de outros compostos.

O limite de detecc¢éo (LOD, do inglés Limit of Detection) pode ser definido como
a menor quantidade que um analito pode ser detectado pelo equipamento, ndo
precisando obrigatoriamente ser quantificado. Ja o limite de quantificacdo (LOQ, do
inglés Limit of Quantification) é definido como a menor concentracdo de um analito
gue pode ser determinada, em nivel aceitavel de seguranca (RIBANI et al., 2004).
Ambos podem ser calculados por método visual, método relagdo sinal/ruido, pelo
método baseado em parametros que utilizam a curva analitica, ensaios de fortificacao
entre outros. (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo do método representa o nivel de aceitacdo quanto a concordancia
entre resultados encontrados e valores aceitos como verdadeiros. Para avaliar a
exatiddo os processos mais utilizados sdo: comparacdo de métodos, ensaios de
recuperacdo, adicdo de padrbes e materiais de referéncia. Para substancias em
niveis tracos a recuperacao ideal é entre 70 e 120%, com uma precisdo (RSD) de até
+ 20%, podendo varia de 50 a 120% para o caso de matrizes muito complexas
(RIBANI et al., 2004). Para o Codex Alimentarius, na falta de materiais de referéncia
podem ser utilizados ensaios de fortificacédo e recuperacdo (PRESTES, 2011).

A precisao é avaliada em termos de RSD e definida como a proximidade entre
os resultados encontrados e pode ser expressa por meio de repetitividade e preciséo
intermediaria. A repetitividade é representada pela concordancia entre os resultados
encontrados em medicdes sucessivas utilizando as mesmas condicdes. A precisdo
intermediaria tem como objetivo verificar em mesmo laboratoério, em dias diferentes a
obtencdo de mesmos resultados (INMETRO, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Residuos
de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). A seguir serdo apresentados os materiais, reagentes, preparo de

solucdes e instrumentagéao utilizados nos experimentos e validagao.

3.1 Instrumentacgao
Os equipamentos utilizados no trabalho estéo listados a seguir:
e Agitador Vortex Genie 2 (Scientific Industries, EUA);
e Agitador Vortex VX-38 (lon, Brasil);
e Balanca analitica de precisdo APX-200 (Dever Instrument Company, Brasil);
e Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japé&o);
e Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);
e Centrifuga (Centribio, Brasil);
e Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);
e Centrifuga refrigerada SL 703 (Solab Cientifica, Brasil);

e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e

Eppendorf, Canada);

e Mixer PMX 700 (Philco, Brasil);

e Sistema de purificacdo de agua, Milli-Q Direct-Q® 3UV (Millipore, Franca);

e Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), contendo
amostrador automatico sample manager (Acquity), e equipado com:
- Cromatoégrafo liquido modelo Acquity, composto de sistema controlador de
solventes (sistema binario de bombas) para operagdo de gradientes a alta
pressdo e sistema de injecdo com agulha de poliéter-éter-cetona (PEEK)
dentro da agulha de ago. Coluna Acquity UPLC® BEH C18 (50 x 2,1 mm d.i.;
1,7 ym) Waters (EUA);
- Detector MS do tipo triplo quadrupolo, com interface/fonte de ionizagéo por
eletronebulizagdo, modelo Xevo TQ);
- Sistema de aquisicédo de dados pelo software MassLynx 4.1 (Waters, EUA).

- Gerador de nitrogénio Peak Scientific (Escocia) modelo NM30L-MS.
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3.2 Materiais, Reagentes e Solventes

Acetato de sodio anidro p.a. ACS (J.T. Baker, Japéao);

Acetona grau HPLC (Supelco, Alemanha);

Acetonitrila grau HPLC (Supelco, EUA);

Acido acético glacial 100% (J.T. Baker, Jap&o);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);

Atrazina-d5 (Padréo de Controle) (CDN Isotopes, Canadd);

Carvao Supelclean ENVI-Carb 120-400 um (Supelco, EUA);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Filtros de seringa PTFE 13 mm e 0,2 ym (Agilent Technologies, Brasil);
Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent Technologies, Brasil);
Gas de colisdo: Argbnio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil);
Hexano HPLC (Supelco, Alemanha);

Metanol HPLC Grade gradiente (Supelco, Alemanha);

Microtubos tipo Eppendorf (2 mL) (Axygen Scientific, EUA);

Padrdes solidos dos analitos (Tabela 4) (LGC Standards, Alemanha);
Sorvente Alumina 100-125 mesh ( Sigma Aldrich, EUA);

Sorvente Bondesil C18 (octadecilsilano) com tamanho de particula de 40 ym
(Supelco, EUA);

Sorvente Bondesil PSA com tamanho de particula de 40 um (Supelco, EUA);
Sorvente carbono grafitizado (GCB) (Supelco, EUA);

Sorvente Celite® (Sigma-Aldrich, Brasil);

Sorvente Florisil® (Sigma-Aldrich, Brasil);

Sorvente fase fluorada (UNICAMP, Brasil);

Sorvente Oasis HLB® (Waters, Irlanda);

Sorvente propilamino (Agilent Technologies, EUA);

Sorvente quitosana (FURG, Brasil);

Sorvente silica 50 um (Sigma-Aldrich, EUA);

Sorvente Strata-X® (Phenomenex, EUA);

Sorvente terra diatoméacea (Sigma Aldrich, EUA);

Sorvente Supel QUE Z-Sep+ (Sigma Aldrich, EUA)
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e Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japéo);
e Tubos de polipropileno, com tampas de rosca, capacidade de 15 e 50 mL
(Sarstedt, Alemanha);

e Vidrarias de laboratoério.

3.3 Processamento da amostra

A amostra “branco” de banana, a qual ndo apresentou residuos de agrotoxicos
analisados, foi adquirida em uma propriedade de producao organica na cidade de S&o
Jodo do Polésine - RS. Para o processamento foi utilizado 1 kg de amostra com casca
e polpa, retirando apenas o pedunculo, sendo triturado em mixer até obtencao de uma
mistura homogénea, como sugerido pelo Codex. Em seguida, a amostra processada
foi armazenada em tubos de polipropileno e mantido sob congelamento a -10 °C até

a utilizagao.

3.4 Utilizacéo do Padréao Interno (PI) e Padrédo de Controle (PC)

Para avaliar a eficiéncia da extracao foi utilizado um padrédo de controle (PC)
nas amostras, sendo escolhida uma solucéo de atrazina deuterada (atrazina-d5) na
concentracdo de 10 mg L'* em acetonitrila. Antes da extracao foi adicionado 50 uL de
PC na amostra, resultando na concentracéo de 50 pg L. Ao final a amostra foi diluida
cinco vezes, obtendo-se uma concentracao final de atrazina-d5 no equipamento de
10 ug Lt. O PC foi utilizado para verificar se a extracéo e a analise das amostras
foram efetuadas de forma adequada.

Além disso, foi utilizado o trifenilfosfato (10 mg L), como padréo interno, com
o0 objetivo de acompanhar a eficiéncia de injecdo da amostra no equipamento UHPLC-
MS/MS e a resposta do mesmo. Foram adicionados 2 pL do trifenilfosfato no vial de
injecado, junto com a amostra e o solvente de diluicdo. A concentragéo final do PI foi
de 20 pg L.

3.5 Preparo das solugdes analiticas
A Tabela 6 lista todos os compostos utilizados ao longo do trabalho, bem como
padrdo de controle e padréo interno, além de grupo quimico e classe agronémica de

cada substancia.
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(continua)
Nr  Agrotoxicos Grupo Quimico Classe Agronémica
1 Abamectina (Abamectin) Avermectinas Acaricida, inseticida
2 Acefato (Acephate) Organofosforado Inseticida
3 Acetaprimido (Acetaprimid) Neonicotinbide Inseticida
4 Ametrina ( Ametryn) Triazina Herbicida
5 Atrazina (Atrazine) Triazina Herbicida
6 Atrazina deuterada (Atrazine d-5) - PC - -
7 Azinfos etilico (azinphos ethyl) Organofosforado Inseticida
8 Azinfés metilico (Azinphos methyl) Organofosforado Inseticida
9 Azoxistrobina (Azoxystrobin) Estrobilurina Fungicida
10 Biteranol (Bitertanol) Triazol Fungicida
11 Boscalida (Boscalid) Anilida Fungicida
12 Bromuconazol (Bromuconazole) Triazol Fungicida
13 Buprofenzina (Buprofenzin) Tiadiazinona Inseticida e acaricida
14 Carbaril (carbaryl) Metilcarbamato de naftila Inseticida
15  Carbendazim (Carbendazim) Benzimidazol Fungicida
16 Carbofurano (Carbofuran) Metilcarbamato Inseticida, acaricida, nematicida
17  Carbofurano-3-OH (Carbofuran-3-OH) Carbamato Inseticida
18  Carboxim (Carboxym) Oxatina Fungicida
19  Cianazina (Cyanazine) Triazina Herbicida
20  Clomazona (Clomazone) Isoxazolidinona Herbicida
21  Clorimurom etilico (ethyl chloride) Sulfonilureia Herbicida
22  Clorpirifés etilico (chlorpyrifos ethyl) Organofosforado Iseticida, formicida e acaricida
23 Clorpirifés metilico (chlorpyrifos methyl) Organofosforado Acaricida e inseticida
24 Clorprofam (Chlorpropham) Carbamato Herbicida
25  Cresoxim metilico (Kresoxim methyl) Estrobilurina Fungicida
26  Diazinona (Diazinon) Organofosforado Inseticida
27  Difenoconazol (Difenoconazole) Triazol Fungicida
28 Dimetoato (Dimethoate) Organofosforado Inseticida e acaricida
29  Diuron (Diuron) Uréia Herbicida
30  Epoxiconazol (Epoxiconazole) Triazol Fungicida
31  Espinosade (Spinosad) Triazol Inseticida
32 Etefon (Ethephon) Etileno Regulador de crescimento
33  Fempiroximato (fenpyroximate) Pirazol Acaricida
34  Fempropatrina (Fenpropathrin) Piretréide Inseticida e Acaricida
35  Fempropimorfe (Fenpropimorph) Morfolina Fungicida
36  Fenamifos (Fenamiphos) Organofosforado Nematicida
37  Fenarimol (Fenarimol) Pirimidinil carbinol Fungicida
38  Fentiona (Fenthion) Organofosforado Inseticida, formicida e acaricida
39  Fipronil (fipronil) Pirazol Inseticida e Cupinicida
40  Fludioxonil (Fludioxonil) Acilalaninato Fungicida
41  Flugquinconazol (Fluguinconazole) Triazol Fungicida
42 Flutolanil (Flutolanil) Carboxamida Fungicida
43  Flutriafol (Flutriafol) Triazol Fungicida
44  Fluxapiroxade (Fluxapyrixad) Carboxamida Fungicida
45  Fostiazato (fosthiazate) Organofosforado Inseticida e nematicida
46  Hexitriazox (Hexythiazox) Tiazolidinacarboxamida Acaricida
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(concluséo)

Nr  Agrotéxicos Grupo Quimico Classe Agronémica
47  Indoxacarbe (Indoxacarb) Oxadiazina Inseticida

48  Imazalil Imidazol Fungicida

49  Imidacloprido (imidacloprid) Neotinotinéide Inseticida

50 Iprovalicarbe (iprovalicarb) Carbamato Fungicida

51  Linurom (Linuron) Uréia Herbicida

52  Melationa (Melation) Organofosforado Acaricida e Inseticida
53  Mecarbam (Mecarbam) Organofosforado Acaricida e inseticida
54 Mepronil (Mepronil) Carboxamida Fungicida

55  Metalaxil (Metalaxyl) Acilalaninato Fungicida

56  Metconazol (Metconazole) Itraconazol Acaricida e Inseticida
57  Metsulfurom metilico (metsulfuron methyl) Sulolinuréia Herbicida

58  Monocrotofés (Monocrotophos) Organofosforado Inseticida

59  Monolinurom  (Monolinurom) Uréia Herbicida

60 Ometoato (Omethoate) Organofosforado Inseticida e acaricida
61  Oxamil (Oxamyl) Carbamato Acaricida e inseticida
62  Piraclostrobina (Pyraclostrobin) Estrobilurina Fungicida

63  Pirazofés (Pirazophos) Fosforotiolato Fungicida e inseticida
64  Piridabem (Pyridaben) Piridazinona Inseticida e acaricida
65  Piridafentiona (pyridaphenthion) Organofosforado Inseticida e acaricida
66 Pirimetanil (Pyrimethanil) Anilinopirimidina Fungicida

67 Pirimicarbe (Pirimicarb) Dimetilcarbamato Inseticida

68 Pirimifés metilico (Pirimiphos methyl) Organofosforado Inseticida e Acaricida
69 Piriproxifem (Pyriproxifen) Eter piridioloxipropilico Inseticida

70 Propargito (Propargite) Sulfito de aquila Acaricida

71 Propiconazol (Propiconazole) Triazol Fungicida

72 Propizamida (Propyzamide) Amidas Herbicida

73 Propoxur (Propose) Carbamato Inseticida

74  Quinoxifem (Quinoxyfen) Fenoxiquinolina Fungicida

75  Saflufenacil (Saflufenacyl) Pirimidinadiona Herbicida

76  Simazina (Simazine) Triazina Herbicida

77  Tebuconazol (Tebuconazole) Triazol Fungicida

78  Teflubenzurom (Teflubenzuron) Benzoiluréias Inseticida, regulador crescimento
79  Terbufés (Terbufos) Organofosforado Inseticida e Nematicida
80  Terbutilazina (Terbuthylazine) Triazina Herbicida

81  Tetraconazol (Tetraconazole) Triazol Fungicida

82  Tiabendazol (Thiabendazole) Benzimidazol Fungicida

83  Tiacloprido (Thiacloprid) Neonicotindide Inseticida

84  Tiametoxam (Tiamethoxam) Neonicotindide Inseticida

85  Tiodicarbe (Thiodicarb) Metilcarbamato de oxima Inseticida

86  Tiofanato metilico (Thiophanate methyl) Benzimidazol Fungicida

87  Tolclofés metilico (Tolclofos methyl) Organofosforado Fungicida

88  Triadimienol (Triadimenol) Triazol Fungicida

89  Triazofés (Triazophos) Organofosforado Inseticida acaricida e nematicida
90  Trifenilfosfato - PI - -

91  Trifloxistrobina (Trifloxystrobin) Estrobilurina Fungicida

92  Vamidationa (Vamidathione) Organofosforado Inseticida

Fonte: Autoria propria
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Foram selecionados 90 agrotoxicos de diferentes classes agronémicas para
realizacdo do trabalho, além dos padrées Pl e PC. Dentre esses estavam a maioria
dos agrotéxicos permitidos pela ANVISA para a cultura da bananicultura, bem como,
uns comumente utilizados em outras culturas, como o herbicida atrazina e o inseticida
fipronil.

A partir dos padrdes solidos dos agrotoxicos sdo preparadas solucdes
estoques individuais de 10 mL, calculando sua massa a ser pesada, considerado a
pureza de cada composto. Em seguida, foi produzida uma solucdo em acetonitrila de
todos os 90 compostos com concentracdo de 10 mg L. Todos os padrdes possuem
pureza maior que 95%.

3.6 Sistema UHPLC-MS/MS para a determinacéo de agrotéxicos em banana

O acoplamento entre o sistema cromatografico e o espectrdbmetro de massas
€ a combinacdo perfeita na determinagcdo de agrotoxicos. Essa juncdo de técnicas
permite o desenvolvimento de métodos mais sensiveis, seletivos e especificos
(CALDAS et al., 2011).

3.6.1 Escolha da fase movel

E essencial a escolha adequada da fase mével, para que ocorra corretamente
o sinal analitico na separacdo dos analitos. Considerando os compostos de interesse
selecionados para esse trabalhou utilizou-se a seguinte fase mével: (A) solucdo
aquosa 2 v/iv metanol e (B) metanol, ambas contendo acido férmico 0,1% (v/v) e
formiato de amdnio 5 mmol L, conforme gradiente descrito na Tabela 7 a seguir. A

vazdo foi de 0,225 mL mint e o tempo de corrida foi de 10 min.

Tabela 7: Gradiente de fase movel, utilizado para determinacdo de agrotoxicos em banana no UHPLC-
MS/MS

Tempo %A %B
(min)

0 95,0 5.0
0,25 95,0 5,0
7,75 0,0 100,0
8,50 0,0 100,0
8,51 95,0 5,0
10,00 95,0 5,0

Fonte: Autora
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3.6.2 Condigdes utilizadas no sistema UHPLC-MS/MS
Os parametros utilizados no UHPLC-MS/MS foram previamente otimizados no

LARP-UFSM. As condic¢des utilizadas para a otimizacdo do método e analise de
agrotoxicos em amostras de banana foram as seguintes:

e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Temperatura da fonte: 150 °C;

e Temperatura de dessolvatacéo: 500 °C;

e Tempo de aquisicéo (dwell time): 0,01 s;

e Vazdao do gas de colisdo: 0,15 mL min?;

e Vazdo do géas de dessolvatagdo (N2): 600 L ht;

e Vazédo do géas do cone (N2): 80 L h;

e Volume de inje¢ao: 10 uL;

e Voltagem capilar: 2,0 kV.

O software MassLynx 4.1 foi utilizado para aquisicdo de dados e controle do
sistema. Os ions caracteristicos de cada composto de interesse foram monitorados
nos quadrupolos Q1, para o ion precursor, e Q3, onde foi realizada a varredura de
dois ions produto, variando as energias de colisdo para que ocorresse uma
otimizacao garantindo melhor deteccéo. As transi¢cdes foram analisadas no modo de
aquisicao Monitoramento de Reacao Selecionada (SRM, do inglés Selected Reaction
Monitoring) onde a transi¢éo utilizada para quantificagéo foi a de maior intensidade e
para a identificacdo foi utilizada a transicdo com segunda maior intensidade dos

compostos estudados.

3.7.1 Avaliacdo do Método QUEChERS para o Preparo de Amostra Visando a
Determinacgado de Residuos de Agrotoxicos em Banana

O método de preparo de amostra proposto neste trabalho para determinacéo
de agrotéxicos em banana foi definido com base em trabalhos ja realizados da
literatura, onde em maioria € utilizado o QUEChERS. Existem na literatura trés
variagbes do método, sendo inicialmente o método QUEChERS original
(ANASTASSIADES et al., 2003), QUEChERS acetado (LEHOTAY et al., 2005) e
QUEChERS citrato (ANASTASSIADES et al., 2007). Foi proposto diferentes

experimentos de extracdo e limpeza a fim, de otimizar e selecionar o melhor método.
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Inicialmente foi realizado o experimento 1 comparando os trés meétodos
QUEChERS, para determinar qual apresentaria melhor recuperacdo dos compostos
investigados. Foi utilizado um branco fortificado com a solucéo analitica previamente
preparada que contém todos os compostos de interesse. O nivel de concentragao foi
de 50 ug kg para a realizacdo do experimento. Na Tabela 8 encontra-se descrito o
procedimento para realizacdo de cada método, os quais foram testados em triplicata.

Tabela 8: Procedimento dos trés métodos QUEChERS

Etapa QUECHhERS original QUECHhERS acetato QUECHhERS citrato
Quantidade de
10 15 10
amostra 9 g 9
itri 0
Extracdo 10 mL acetonitrila 15 mL acetonitrila 1% 10 mL acetonitrila

acido acético

Homogeneizagao Agitacdo 1 min (vortex) Agitacdo 1 min (vortex)  Agitacdo 1 min (vortex)

6 g MgSOs + 1,59 4 g MgSOs, 1 g NaCl

Partic&o 4 g MgSO4 + 1 g NaCl

Agitagéo 1 min (vortex) +
centrifugacdo 3400 rpm/
8 min/ 20 °C

Centrifugacgéo 1

1 ml de sobrenadante
+ 150 mg MgSOa4
+ 25 mg PSA
+ 125 mg C18

Limpeza do extrato

Agitagédo 1 min (vortex) +
centrifugacdo 3500 rpm/ 8
min/ 20 °C

Centrifugacgéo 2

CHsCOONa

Agitagdo 1 min (vortex)
+ centrifugacdo 3400
rpm/ 8 min/ 20 °C

1 ml sobrenadante
+ 150 mg MgSOa4
+ 50 mg PSA
+ 125 mg C18

Agitagdo 1 min (vortex)

+ centrifugacdo 3500
rpm/ 8 min/ 20 °C

1 g CsHsNasO7. 2 H20
0,5 g CeHeNa207.1,5 H20

Agitagdo 1 min (vortex) +
centrifugacdo 3400 rpm/
8 min/ 20 °C

1 ml sobrenadante
+ 150 mg MgSOa
+ 25 mg PSA
+ 125 mg C18

Agitagdo 1 min (vortex) +

centrifugacdo 3500 rpm/
8 min/ 20 °C

Fonte: Adaptada ZANELLA, 2015

Na etapa de limpeza foi utilizado os mesmos sorventes e quantidades iguais a

fim de inicialmente avaliar apenas o processo de extracao e particdo no experimento
1. Foi utilizado para 1 mL de extrato 150 mg de sulfato de magnésio, 25 mL de PSA
e 125 mg de C18. Apos realizacdo de todas as etapas conforme a Tabela 06, os
extratos entdo foram transferidos para um vial, diluidos 5 vezes e filtrados antes de
serem injetados no UHPLC-MS/MS.

Foi preparado um ponto da curva analitica com concentracdo 50 ug kg*
utilizando o extrato “branco” obtido em cada experimento, para ser utilizado no calculo
de recuperacao dos compostos. Cada extrato foi diluido cinco vezes e em seguida

filtrado antes de serem injetados no equipamento.
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3.7.2 Modificagbes na etapa de limpeza no método QUEChERS

No método QUEChERS, apds a etapa de extracdo/particao, é realizada a etapa
de limpeza do extrato, tendo como sorventes mais utilizados a amina primaria
secundéria (PSA, do inglés primary secondary amine) e o sulfato de magnésio
(MgSO0a4). Outros sorventes muito utilizados s&o o octadecilsilano (C18) e o carvao
grafitizado (GCB, do inglés Graphitized Carbon Black).

Cada sorvente emprega uma funcéo diferente para a remocéao de coextrativos,
a escolha vai depender da matriz que esta sendo analisada e de experimentos que
indiguem qual apresenta melhores resultados. O PSA é frequentemente utilizado, e
tem como funcdo a remocdo de agUcares, acidos graxos, acidos organicos e
pigmentos. O C18 atua na remocéo de lipidios e coextrativos apolares. Ja o GCB é
utilizado para pigmentos, esterdéis e coextrativos apolares (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015).

A escolha do sorvente € de suma importancia para que ocorra uma eficiente
limpeza do extrato, a fim de evitar sujidades que possam atrapalhar a analise ou
danificar o equipamento, bem como evitar prejuizos na recuperacdo dos compostos
de interesse.

Apos a escolha do método QUEChERS mais apropriado para a matriz banana
foi realizado o experimento 2 para definir alguns sorventes a serem testados. Além
do PSA, C18 e GCB, outros 14 sorventes ou combinacdes desses foram avaliados
junto com o sulfato de magnésio. Sendo eles: quitosana, alumina, Florisil, terra
diatomacea, silica, Strata-X, fase fluorada, carvao ativado, Supel™ QuE Z-Sep+, PSA
+ C18, Oasis HLB®, propilamino, terra diatomacea 521 e alumina 12% H20 (m/v). O
experimento 2 tinha como finalidade avaliar visualmente a eficiéncia de limpeza dos
sorventes.

Para a realizagédo do experimento 2, utilizou-se na etapa de limpeza 50 mg de
cada sorvente e 150 mg MgSOa4 para 1 mL de extrato. Exceto para o GCB e carvao
ativado, onde utilizou-se 10 mg de sorvente e 150 mg de MgSOa4, pois esses sorventes
tem capacidade de reter compostos planares, logo é necessidade utilizar uma menor
guantidade para evitar resultados menos eficientes.

A partir do experimento 2, escolheu-se quais 0s 6 sorventes que apresentaram
melhor limpeza visualmente, ou seja, apresentaram o extrato mais limpido. Em

sequéncia, foi realizado o experimento 3 que tinha como finalidade avaliar a
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recuperagdo dos compostos de interesse utilizando separadamente os 6 sorventes
escolhidos em conjunto com o0 MgSO4, conforme Figura 4.

Figura 4: Fluxograma do experimento 3

r ™)
10 g amostra + 10 mL
MeCN
L -
4g MgS0,
1g NaCl

1g C.E.HE.NE'_J,D?. 2 H;_O
0,5 g CsHeNa,07.1,5

1\
o

2 mL de extrato para
cada sorvente

( \

300 mg 300 m 300 mg 300 mg 300 mg 300 mg
MgSOs + 20 MgSO +gzu MgSOs + 100 MgS04 + 100 MgS0s + 100 MgS0s + 100
mg Carvdo m (';CEI mg PSA + 100 mg Supel QuE mg Alumina mg Oasis

ativado g mg C18 7-Sep*E 12% H,0 HLB

Fonte: Autoria propria

A fortificacdo do experimento 3 foi realizada no extrato antes da etapa de
limpeza do extrato com uma concentracdo de 50 pg kg' do mix que continha os
compostos de interesse. O objetivo foi avaliar a recuperacdo dos compostos somente
na etapa da limpeza, sem incluir as etapas de extragdo e particdo para nao interferir
nos resultados. Também foi preparado um ponto da curva analitica de concentracao
50 ug kg? com o extrato “branco” de cada experimento, para serem utilizados no
céalculo de recuperacédo dos compostos. Cada extrato foi diluido cinco vezes e em
seguida filtrado antes de serem injetados no equipamento. Os experimentos com

sorventes foram realizados em triplicatas.

3.7.3 Determinacdo da massa dos sorventes de limpeza
Apbs a escolha do melhor sorvente foi realizado o experimento 4 para definir
gual a melhor proporcgéo e quantidade de sorvente, utilizou-se o planejamento fatorial
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para fazer essa definicdo. A Tabela 9 mostra como foi realizado o experimento,
guantidades usadas do sal secante e do sorvente. Para a extragao utilizou-se o

mesmo método QUEChERS escolhido no experimento 1.

Tabela 9: Proporcao entre o sulfato de magnésio e sorvente
Ensaio Sulfato de Magnésio (mg) Sorvente (mg)

1 50 25
2 50 50
3 50 100
4 150 25
5 150 50
6 150 100
7 250 25
8 250 50
9 250 100

Fonte: autoria prépria

A avaliacdo de diferentes propor¢des entre o sorvente e o sulfato de magnésio
permite avaliar simultaneamente uma grande quantidade de variaveis da analise, a
partir de um numero menor de ensaios realizados (CUNICO et al., 2008). ApGs o
experimento 4 foi possivel selecionar qual a melhor quantidade sorvente utilizado para

a limpeza do extrato.

3.8 Validacdo do método QUEChERS para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos em banana

ApoOs definir as condicbes cromatograficas e otimizagdo do método
QUEChERS para melhor determinacgéo e quantificacdo dos compostos de interesse,
foi realizada a validagdo do método segundo os critérios: curva analitica e faixa de
trabalho, seletividade, linearidade, limite de deteccédo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ), exatidao (recuperacao), precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e

efeito matriz.

3.8.1 Curva analitica e faixa de trabalho

A curva analitica foi verificada a partir da injecdo de extratos brancos
fortificados nas seguintes concentracdes finais de: 0,5; 1; 2; 5; 10 e 20 ug kg*. Os
niveis de fortificacdo foram diluidos cinco vezes, partindo das concentracdes iniciais:

2,5; 5; 10; 25; 50 e 100 ug kg*. Foram realizadas curvas na matriz (CTM) e curvas no
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solvente (CTS), ambas foram feitas em triplicatas conforme exigido pelo do INMETRO
(2011). O solvente utilizado na CTS foi acetonitrila e na CTM como mencionado antes

foi realizado em extrato de branco de banana.

A equacgdo utilizada pra avaliagéo da curva foi:
y=ax+b Equacéo 1
Onde,
X= concentragao.
a= coeficiente angular-inclinagdo da curva analitica = sensibilidade.
b= coeficiente linear-interse¢cdo com o eixo y, quando x= 0.
ApOs as injecdes as areas das curvas foram calculadas e assim obtidas a curva

analitica, o coeficiente de determinacdo (r?) e a faixa de linearidade.

3.8.2 Seletividade e linearidade

A seletividade foi definida a partir da comparacdo dos cromatogramas da
amostra branco e a amostra branco fortificada com o mix dos compostos selecionados
injetadas no UHPLC-MS/MS. A linearidade foi avaliada em 6 niveis de concentragao

tendo como critério de residuo <20%.

3.8.3LOQeLOD

O LOQ resulta da concentracdo do analito, que foi capaz de produzir uma
relacdo sinal/ruido igual a 10, ou seja, LOQ = 10S/R. J4 o LOD correspondente a
relacdo sinal/ruido igual a 3, isto é, LOD = 3S/R. O proprio software do equipamento
gera esse sinal (RIBANI et al., 2004). O LOQ foi definido como o menor nivel de
fortificac@o, que os compostos de interesse obtiveram recuperagdes entre 70 e 120%
e RSD < 20%. Para a obtencédo do LOD foi dividido o valor de LOQ por 3,33 conforme
determinado pelo INMETRO (INMETRO, 2011; SANTE, 2021). Os valores de LOQ e

LOD do método estéo expressos em ug kg™

3.8.4 Exatidao e precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Para avaliar a exatiddo e precisdo é necessario que a recuperacdo e RSD dos
analitos de interesse sejam obtidos de forma confiavel. Para isso, o INMETRO (2011)
exige que sejam analisadas amostras branco em diferentes niveis de fortificacao,

sendo no minimo trés concentracdes requeridas: baixa, média e alta. A recuperacao
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€ resultante da relacdo de analitos obtidos nas fortificacdes, a partir da quantidade
adicionada do mix que contém os compostos, na amostra branco. Seu resultado é
expresso em porcentagem (RIBANI et al., 2004).

O ensaio para determinar a exatiddo consistiu na adicdo da solucédo analitica
que contém os agrotoxicos em estudo a amostra branco de banana nos seguintes
niveis de concentragdo: 5, 10, 25 e 50 pug kgt que corresponde as concentragées 1,
2,5¢e 10 ug L%, apés diluicdo de 5x no extrato final na amostra “branco” de banana.
Para cada nivel foram realizadas seis repeticées. O calculo da recuperacéo segundo
0 INMETRO (2011) e SANTE (2021) resulta da equacao:

Recuperacao (%) = (C1 —C2 + C3) x 100 Equacio 2
Onde:
C1= Concentragao determinada na amostra fortificada,
C2= Concentracao determinada na amostra néo fortificada;
C3= Concentracao usada para fortificacao.

O INMETRO (2011) e SANTE (2021) determina que a precisédo seja definida
pela seguinte equacdo do desvio padréo relativo (RSD, do inglés relative standard
deviation):

RSD (%) = (s +x) x 100  Equacio 3
Onde:
s= estimativa de desvio padrédo absoluto;
s= {3 (xi-xm)2/n-1}1/2
xi= valores individuais;
X= média das medidas em replicatas;
N= numero de medidas.

Para a determinacao da precisao foi utilizado a injecdo do mesmo vial utilizado
para determinar a exatiddo, onde foi fortificado a amostra branco com 4
concentracdes diferentes (5, 10, 25 e 50 ug kgt), com seis repeticdes cada nivel (n=
6). Para a precisao intermediaria (RSDpi) foi realizada a analise em dias diferentes,

porém com apenas dois niveis de fortificagédo (10 e 25 ug kg).

3.8.5 Efeito matriz
O efeito matriz possui muitas causas, porém na LC-MS/MS, segundo Moreno-

Gonzalez e colaboradores (2014), ocorre normalmente a partir do
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enriquecimento/supressao da ionizagdo dos analitos causada pela competicdo dos
coextrativos afetando a resposta para os analitos. Para calcular esse efeito o guia
SANTE (2021), recomenda a seguinte equacao:
Efeito matriz = (x1 —x2 + x2) X 100 Equacio 4

Onde:
x1 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada
agrotéxico, preparadas na matriz;
x2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada
agrotoxico, preparadas em solvente (acetonitrila).

Segundo o guia SANTE (2021) ha efeito matriz significativo quando o resultado
€ maior ou igual a +/- 20%, o que gera a necessidade utilizar curva preparada na

matriz.

3.9 Aplicagdo do Método em Amostras Reais

O método desenvolvido e validado apresentado nesse trabalho foi utilizado pra
analisar 16 mostras de banana de diferentes cidades do Rio Grande do Sul - RS.
Algumas amostras foram oriundas de mercados e outras de propriedades privadas.

Na Tabela 10 é possivel identificar quais amostras pertencem a cada municipio.

Tabela 10: Identificagdo das amostras obtidas em diferentes municipios do RS

Amostras Municipios do RS

Al Cruz Alta
A2 Pinhal Grande
A3 Cruz Alta
A4 Santa Maria
A5 Santa Maria
A6 Santa Maria
A7 Santa Maria
A8 Santa Maria
A9 Santa Maria
Al10 Santa Maria
All Cruz Alta
Al2 Cruz Alta
Al3 Cruz Alta
Al4 Frederico Westphalen
Al15 S&o Borja
Al6 Alegrete

Fonte: Autoria propria
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BANANA

Foi utilizado sistema UHPLC-MS/MS equipado com analisador triplo
quadrupolo. As condigcbes cromatograficas usadas asseguraram adequada
separacdo dos compostos. O tempo de andlise de 10 min para cada corrida foi
satisfatério, considerando que é uma analise multirresiduo.

Na Figura 5 é apresentado o cromatograma com 0s 91 compostos da solucdo
analitica além dos padrbes de controle e interno. O cromatograma apresenta o
resultado dos ions totais oriundos da solucéo analiticas preparada em acetonitrila com
analitos na concentracéo de 10 pg L, obtidos no sistema UHPLC-MS/MS utilizando
o0 modo de aquisicdo Monitoramento de Reacdo Selecionada (SRM, do inglés
Selected Reaction Monitoring).

A Tabela 11 apresenta todos os agrotoxicos analisados no UHPLC-MS/MS,
usando o modo de ionizacdo ESI+, modo de aquisicdo SRM, com 0s seus respectivos
tempos de retencéo (tr), ions percursores e ions produto para definir a quantificacdo

e identificacdo de cada analito em estudo.
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Figura 5: Cromatograma com os 91 analitos em acetonitrila na concentragao de 10 pg L

1004

.00 0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Fonte: Autoria propria
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Tabela 11: Agrotoxicos analisados por UHPLC-MS/MS utilizando o modo de ionizagdo ESI+, no modo
de aquisicdo SRM com seus respectivos tempos de retencao (tr), ions precursores e produtos

lon lon lon
Composto (rr:?n) X/C): precursor produto 1* (E\% produto 2** (E\C/:)
(m/z) (m/z) (m/z)

Abamectina 8,27 20 890,6 567,4 11 193,1 30
Acefato 9,2 8 184,1 143 8 125,1 8

Acetamiprid 3,51 23 223 126 20 56,1 15
Ametryn 5,43 32 228,1 186,1 18 68,1 36
Atrazine 5,39 30 216 174 18 96 23
Azinfos etil 6,38 10 346 132 16 77 36
Azinfos metil 57 12 318 160 8 261 8

Azoxystrobin 5,87 17 404 329 30 372 15
Bitertanol 6,98 15 440 166 42 181 20
Boscalid 6,08 32 343 307 20 140 20
Bromuconazole 6,29 32 376 159 35 70 25
Buprofezin 7,4 22 306 201 12 57 20
Carbaryl 5,03 19 202 145 22 117 28
Carbendazim 2,68 24 192 160 18 132 28
Carbofuran 4,81 25 222 165 16 123 16
Carbofuran-3-hydroxy 3,56 24 192 160 18 132 28
Carboxin 4,96 25 236 143 16 87 22
Cyanazine 4,54 28 241 214 17 96 25
Clomazone 5,78 23 240 125 18 89 46
Clorimurom etil 6,11 25 415 186 15 83 40
Chlorpyrifos ethyl 7,6 27 350 97 32 198 20
Chlorpyriphos-methyl 7,1 23 322 125 20 289 16
Chlorpropham 6,22 9 214 154 18 172 8

Cresoxim-methyl 6,9 15 314,1 206,0 7 116,0 12
Diazinon 6,85 20 305 97 35 169 22
Difenoconazole 7,1 37 406 251 25 111 60
Dimethoate 3,52 12 230 125 20 199 10
Diuron 5,46 27 233 72,1 18 46,3 14
Epoxiconazole 6,46 25 330 101 50 121 22
Espinosade A 7,12 47 732,6 142 31 98,1 59
Espinosade D 7,34 42 746,52 142 31 98,1 53
Etefon 7,34 25 409 186 16 145 40
Fenpyroximat 7,97 23 4222 366,1 15 138,1 32
Fenpropathrin 7,6 15 350 97 34 125 14
Fenpropimorph 5,87 41 285 97 46 199 10
Fenamiphos 6,46 27 304 202 36 217 24
Fenarimol 6,44 37 331 81 34 268 22
Fenthion 6,77 25 279 169 16 247 13
Fipronil 6,66 12 392 331 10 238 20
Fludioxonil 6,27 7 249,1 229,1 10 158,1 28
Fluguiconazol 6,35 37 376 307 30 349 18
Flutolanil 6,16 23 324 65 40 262 18
Flutriafol 5,32 23 302 123 29 70 18
Fluxapiroxade 575 44 380 131 24 248 21
Fostiazato 5,39 19 284 104 22 228 10

Hexitiazox 7,79 21 353 228,1 14 168,1 26
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lon lon lon
Composto (n:?n) z/vc): precursor produto 1* (E\(/:) produto 2** (IZ\C/Z)
(m/z) (m/z) (m/z)
Indoxacarbe 7,32 25 528 203 40 150 22
Imazalil 5,33 31 297 159 22 69 22
Imidacloprid 3,24 23 256 175 20 209 15
Iprovalicarb 6,34 19 321 119 16 203 10
Linuron 5,95 25 249 160 18 181 16
Malathion 6,15 12 331 99 24 127 12
Mecarbam 6,41 12 330 227 8 97 35
Mepronil 6,17 27 270 91 44 119 28
Metalaxyl 5,51 15 270 91 44 119 28
Metconazole 6,97 29 320 70 22 125 36
Metsulfuron methyl 4,77 22 382 199 22 167 16
Monocrotophos 2,89 15 224 127 16 98 12
Monolinuron 5,11 23 215 99 34 126 22
Omethoate 1,88 16 214,1 125,1 22 183,1 11
Oxamyl 2,4 12 237 72 10 90 10
Pyraclostrobin 6,91 20 388 163 25 194 12
Pyrazophos 6,94 33 374 194 32 222 22
Pyridaben 7,96 19 365 147 24 309 12
Pyridaphenthion 6,25 31 341 189 22 92 34
Pyrimethanil 5,68 42 200 107 24 82 24
Pirimicarb 4,36 25 239 182 15 72 18
Pirimiphos-methyl 6,93 25 306 108 32 164 22
Piriproxifeno 7,36 23 322 227 14 116 14
Propargito 7,7 25 239 182 15 72 18
Propiconazole 6,87 37 342 159 34 69 22
Propizamida 6,19 23 295 93 14 96 14
Propoxur 4,76 12 210 111 16 168 10
Quinoxyfen 7,59 52 308 162 44 197 32
Saflufenacil 5,95 30 501,1 198 49 349 30
Simazine 4,74 34 202 96 22 124 16
Tebuconazole 6,79 31 308 70 22 125 40
Teflubenzurom 7,73 17 380,9 158 40 140,9 20
Terbufos 7,41 12 289 103 8 57 22
Terbuthylazine 6,04 28 230 174 16 96 28
Tetraconazole 6,48 32 372 159 30 70 20
Thiabendazole 3,04 202 42 175 25 131 30
Thiacloprid 3,91 32 253 126 20 90 40
Thiamethoxam 2,75 19 292 132 22 211 12
Thiodicarb 5,33 17 308 70 22 125 40
Tiofanato metil 4,63 23 343,1 151 21 311,1 11
Tolcofos methyl 6,98 30 301 125 17 175 48
Triadimenol 6,37 12 296 70 10 99 15
Triazophos 6,3 22 314 162 35 119 18
Trifloxystrobin 7,15 25 409 145 40 186 16
Vamidothion 3,54 17 288 118 28 146 10
Atrazina-d5 5,55 26 221 179 18 101 23
Trifenilfosfato (PI) 6,72 40 327,2 152,1 37 215,2 28

VC: voltagem do cone; EC: energia de colisdo; * ion de quantificacéo; ** ion de identificagéo

Fonte: Autoria propria
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4.2 PREPARO DE AMOSTRA

4.2.1 Avaliagdo dos ensaios de extracao realizados para a determinagcéo de
residuos de agrotéxicos em banana

Inicialmente foi realizado o experimento 1, para avaliar qual das trés variacdes
do método QUEChERS (original, acetato e citrato) apresentaria uma maior quantidade
de compostos de interesse recuperados na matriz banana. O objetivo principal foi
avaliar a etapa de extracdo e particdo em cada um deles. Dessa forma utilizou-se a
mesma limpeza de extrato com quantidades iguais, conforme descrito no item 3.7.1.,
0 que permite avaliar melhor apenas essas etapas pois, possiveis interferéncias
causadas pelos sorventes de limpeza ocorreria de forma igual nas trés variagoes.

Na Figura 6 podemos observar o resultado dos trés QUEChERS para a
avaliacdo das etapas de extracdo/particdo. Como pode ser visto 0 QUEChERS citrato
foi 0 que consegui uma maior quantidade de compostos recuperados, com
recuperacoes entre 70 e 120% e RSD < 20%.

Figura 6. Numero de compostos recuperados, com recuperagfes entre 70 e 120% pelas trés versdes
do QUEChERS
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Fonte: Autoria prépria
Ao realizar o experimento 1, foi possivel observar a recuperacdo dos
compostos de interesse utilizando os diferentes QUEChERS. A diferenga entre cada
um nao foi muito grande, porém o citrato foi o que apresentou melhores resultados,
sendo capaz de determinar ao todo 87 compostos seguindo a exigéncia de
recuperacgéo entre 70 e 120% com RSD < 20%. O segundo melhor foi o acetato que
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conseguiu uma recuperacéo de 85 compostos e o original recuperou 79 compostos,
todos seguindo as exigéncias.

O QUECHhERS citrato utiliza 10 g de amostra para 10 mL de acetonitrila como
solvente extrator, ndo havendo a necessidade de acidificar o solvente. Porém, para a
etapa de particdo é necesséario utilizar junto com o sulfato de magnésio e o cloreto de
sodio, 1 g de citrato de sodio dibasico sesqui-hidratado e 0,5 g de citrato de sodio
tribasico. Essa mistura gera um tamponamento na etapa de particdo que impede a
mudanca de pH, favorecendo a extracdo dos compostos.

A acetonitrila € comumente usada como solvente extrator em métodos de
preparo de amostra para determinacdo multirresiduo de agrotéxicos. Isso ocorre
porque ela consegue abranger uma ampla faixa de polaridade, ao ser comparada com
outros solventes, como por exemplo, a acetona. Além disso, seu uso destaca-se
também por extrair menos coextrativos, como gorduras, compostos lipofilicos entre
outros (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

4.2.2 Avaliacdo dos sorventes utilizados na etapa de limpeza do extrato

Apés definir o método QUEChERS citrato como o melhor método para a
extracdo dos compostos em estudo para matriz banana, foi realizado o experimento
2. Que tinha como objetivo buscar de sorventes de limpeza alternativos para a
remocao dos coextrativos.

Inicialmente, foram testados 17 sorventes a fim, de avaliar qual limparia melhor
o extrato visualmente. Sendo eles: PSA, C18, GCB, quitosana, alumina, Florisil, terra
diatomacea, silica, Strata—X, fase fluorada, carvao ativado, Supel QUE Z-Sep+, PSA
+ C18, Oasis HLB®, propilamino, terra diatomacea 521 e alumina 12% H-O.

Na Figura 7 & possivel observar uma ordem de limpeza para cada extrato,

comecando da esquerda para direita com os extratos mais limpos.
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Figura 7: Coloragéo dos extratos limpos com diferentes sorventes

Fonte: Autoria Prépria

Da esquerda para a direta os sorventes que apresentaram melhor limpeza
visualmente foram: carvao ativado, GCB, PSA + C18, Supel QUE Z-Sep*, alumina
12% H20, Oasis HLB®, PSA, Florisil, propilamino, terra diatomacea, silica, C18, fase
fluorada, terra diatomacea 521 e quitosana. O primeiro vial representa o extrato sem
passar pela etapa de limpeza. Foram escolhidos 0s seis sorventes que apresentaram
melhor eficiéncia na limpeza para dar sequéncia nos experimentos, como mostrado
na Figura 8. Ao comparar com 0 extrato sem clean-up, 0s sorventes que mais
limparam a amostra foram o carvao ativado, GCB, PSA + C18, Supel QUE Z-Sep*,
alumina 12% H20 e Oasis HLB®.

Figura 8: Sorventes mais eficientes na limpeza do extrato

Fonte: Autoria propria
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A partir dos resultados foi realizado o experimento 3, fazendo a fortificacdo nos
extratos e, entédo, a etapa de limpeza, sendo comparados com a curva preparada no
extrato da matriz branco de cada. Em seguida, foram injetados no UHPLC-MS/MS
para avaliar qual conseguiria obter melhor recuperacdo dos compostos, atendendo
0s parametros de recuperacdes entre 70 e 120%, com RSD <20%. A Figura 9
apresenta os resultados.

Figura 9: Comparacéao de recuperacédo com diferentes sorventes.
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Fonte: Autoria prépria

Como é possivel observar na Figura 9, o sorvente Oasis HLB® apresentou
melhores resultados, conseguindo recuperar 90 compostos, atendendo as exigéncias
de exatiddo e precisdo, deixando apenas de fora o fludioxonil. O segundo melhor
clean-up foi obtido com GCB, sendo capaz de recuperar 84 compostos dos 91 de
interesse. Mesmo usando uma menor quantidade de GCB em relacdo aos demais
sorventes, a recuperacdo foi satisfatéria somente para parte dos compostos.
Visualmente foi o segundo extrato mais limpido.

O PSA + C18 e a alumina 12% H20 apresentaram resultados bem proximos,
sendo capazes de recuperar 81 e 79 compostos, respectivamente. O PSA + C18
havia sido usado no experimento 1 para escolher o melhor método QUEChERS para
as etapas de extracéo e particdo, estava em quantidades diferentes do experimento
3, porém apresentou melhor recuperacao, 87 compostos, realizando a fortificacédo

antes da extracao do que fortificando apenas antes do clean-up.
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O Supel QUE Z-Sep™ consegui recuperar ao todo 74 compostos, ficando em
penultimo lugar dos seis sorvente em experimento. J& o carvdo ativado que
apresentou o extrato mais limpo, quase transparente foi que apresentou pior
resultado, sendo capaz de recuperar apenas 53 compostos de 91. Essa baixa
recuperacéo pode ser justificada, devido ao carvado ativado possuir afinidade com
compostos apolares, que sado a maioria dos agrotoxicos em estudo. Mesmo que esteja
em menor quantidade ao se comparar com 0s demais, 0s analitos ficam retidos em
sua estrutura.

Apesar o Oasis HLB® ocupar a Ultima posicéo do experimento 02 de coloracgéo,
foi o que apresentou melhor recuperagéo, deixando apenas um composto de fora.
Além disso, também € uma opcdo de sorvente alternativo aos tradicionais que
normalmente sdo usados na determinacdo de agrotoxicos em banana, o que justifica
a escolha dele para validacédo do método. O sorvente Oasis HLB® é um dos principais
recheios de cartuchos utilizado no método SPE para a determinacéo multirresiduo de

agrotoxicos.

Figura 10: Estrutura do sorvente Oasis HLB®
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Fonte: www.mn-net.com/chroma-news/chromabond-hlb-a-hydrophilic-lipophilic-balanced-n-
vinylpyrrolidone-divinylbenzene-copolymer

Segundo a Waters, empresa fabricante do sorvente, Oasis HLB® é um

polimero com particulas de 30 um que atua em fase reversa o que garante um
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equilibrio hidrofilico-lipofilico eficiente para compostos polares e apolares. E capaz de
extrair uma ampla variedade de compostos &cidos, basicos e neutros em diferentes

matrizes, permitindo trabalhar em pH de 0 a 14.

4.2.3 Avaliagdo das proporcdes dos sorventes de clean-up
ApoGs definir o método QUEChERS citrato como o melhor extrator dos
compostos em estudo e otimizado o sorvente para realizacdo da limpeza dos
coextrativos do extrato iniciou-se o experimento 4, o qual tinha como finalidade
estabelecer a melhor proporcéo entre o sulfato de magnésio e o sorvente Oasis HLB®.
A partir da amostra branco fortificada em concentragcdo 50 pg kg foi possivel
escolher qual seriam as quantidades mais adequadas para a validacdo do novo

meétodo. Na Figura 11 é possivel observar esses resultados.

Figura 11: Recuperacdo dos compostos no planejamento fatorial
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Fonte: Autoria propria

Como se pode observar na Figura 11, ao manter a mesma quantidade de
sulfato de magnésio, 50 mg para cada 1 mL de extrato, e avaliar o Oasis HLB® em
25, 50 e 100 mg, a quantidade de compostos recuperados mantém-se nas duas
menores quantidades do sorvente. Porém, ao dobrar a quantidade de Oasis para 100
mg a recuperagcao aumenta, conseguindo um melhor resultado.
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No entanto, ao aumentar a quantidade de sulfato de magnésio e aumentar as
quantidades de Oasis HLB® ocorre a diminuicdo de compostos recuperados. Ao
utilizar 150 mg de sal e com 25, 50 e 100 mg de sorvente, a primeira proporcao é
guem apresenta um melhor resultado, sendo capaz de recuperar 73 compostos. Esse
experimento também permite observar como a quantidade de compostos
recuperados € afetada quando realizada a fortificacdo desde o inicio do preparo de
amostra. Ou seja, quando a amostra banco é fortificada antes da extracao e particao
e ndo apenas no extrato antes de passar pela etapa de limpeza. Pois como vimos no
experimento 3 o sorvente Oasis HLB® foi capaz de recuperar 90 compostos, e agora
esse valor foi reduzido para 54.

O terceiro e ultimo nivel de sulfato de magnésio foi de 250 mg, com 25, 50 e
100 mg de Oasis HLB® onde também ocorreu a diminuicido de compostos
recuperados ao se aumentar a quantidade do sorvente. Assim, o melhor resultado,
com a recuperacao de 78 compostos, foi obtido com a menor proporcdo, sendo a
melhor proporcédo entre as seis condi¢cdes do planejamento fatorial realizado.

Apesar da propor¢cdo de 250 mg de sulfato de magnésio e 25 mg de Oasis
HLB® ter sida a que conseguiu recuperar uma quantidade maior de compostos, néo
foi a escolhida, pois sdo apenas 5 compostos a mais e necessita um gasto maior de
sal. A propor¢do 150 mg de sulfato de magnésio com 25 mg de Oasis HLB® foi
selecionada como a mais adequada e satisfatdria de todas, sendo a escolhida para
realizar a validacdo do método. Essa proporcdo da quantidade para o clean-up foi
capaz de recuperar 73 compostos, obedecendo as exigéncias de exatidao e precisdo
requeridas. Outro motivo por escolher essa propor¢cao € que a quantidade de sal é a
mesma utilizada nos experimentos anteriores, o que favorece a constancia de
utilizacdo do mesmo. Outra vantagem que se destaca € a pequena quantidade de
Oasis utilizada, sendo eficiente na limpeza, evitando o desperdicio de mais reagente.

Outra relagé@o que apresentou resultado satisfatorio foi a de 50 mg de sal e 100
mg de sorvente. Porém, apesar de gastar menos sulfato a quantidade de Oasis HLB®

€ muito elevada, tornando o método mais caro e inviavel.
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4.3 VALIDACAO DO METODO OTIMIZADO

A validacao do método otimizado foi realizada no UHPLC-MS/MS para a matriz
banana para a determinacdo de agrotoxicos, a partir de uma amostra branca. No
primeiro dia da validacdo foram realizadas inicialmente 3 curvas no solvente (CTS) e
posteriormente extraido amostras branco suficientes para o preparo de 3 curvas na
matriz (CTM). Ambas as curvas tinham os mesmos pontos de concentracdo, sendo
eles: 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 ug L%, as quais foram utilizadas para realizar os calculos
analiticos. Em seguida foi extraida amostras branco fortificadas nas concentragfes 5,
10, 25 e 50 ug kg, cada nivel tiveram seis replicatas (n= 6). Para as extracées foi

utilizado o método QUEChERS citrato otimizado, conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Fluxograma do método QUEChERS citrato otimizado
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Na Figura 13 podemos observar o grafico com a quantidade de compostos que

conseguiram ser validados no método desenvolvido.

Figura 13: Quantidade de compostos recuperados empregando o método proposto em quatro niveis
de fortificacao
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Fonte: Autoria propria

Dos 91 compostos selecionados para o estudo, o método foi capaz de
recuperar seguindo as exigéncias requisitadas (recuperacgdes entre 70-120% e RSD
<20%) um total de 82 compostos nos niveis de fortificacdo 25 e 50 pg kg?. Os 9
analitos que nao foram validados s&o: abamectina, chlorpyrifos, chlorpropham
fenporpathrin, fludioxonil, pyridaben, piriproxfeno, propargito, tiofanato-metil.

Para a fortificacdo no nivel 10 pg kg foram validados 73 compostos. J& o nivel
5 ug kg? por ser uma concentracdo menor conseguiu recuperar pouco mais da

metade dos compostos, tendo um total de 46 compostos.

4.3.1 Seletividade

O método garantiu seletividade adequada, ndo havendo interferéncia na
amostra branco, pois, ndo havia presenca de ions de identificacdo e confirmacédo nos
mesmos tempos de retencdo dos analitos de interesse. Também nado foram
encontrados nenhum composto do estudo com valor acima do LOD, o que possibilita
a utilizacdo da amostra para realizacdo dos experimentos de fortificagdo e curva
analitica. A Figura 14 ilustra a eficiéncia dessa seletividade.
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Figura 14: Cromatogramas representativos obtidos no modo SRM por UHPLC-MS/MS para o composto (a) atrazina (10 pg kg?), (b) extrato branco da matriz

e (c) branco reagente.
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Para garantir a seletividade foi realizada a comparagdo entre a amostra
“branco” (a), “branco” fortificado com atrazina na concentracdo de 2 pug kg? (b) e
“branco” reagente (c) para a matriz banana, como se pode observar na Figura 14,
onde apresenta cada cromatograma. Para obtencao do “branco” reagente realiza-se
0 mesmo processo do método otimizado, porém ao invés das 10 g de amostra utiliza-
se 10 mL de 4gua ultrapura. Seu objetivo € testar a pureza dos solventes, sais e
sorventes utilizados a fim de garantir que possiveis contaminac¢des nao prejudiquem

os resultados.

4.3.2 Linearidade

A linearidade do método desenvolvido foi obtida através de curvas analiticas,
as quais geraram coeficiente de determinacéo (r?) entre 0,9910 e 1,0000 para a matriz
banana. Para obten¢do dos pontos das curvas analiticas foram fortificadas amostras
brancas nas seguintes concentracées: 5, 10, 25 e 50 ug kg. Os valores de r? de cada

composto obtidos no trabalho estdo apresentados na Tabela 12.

4.3.3 Efeito Matriz

O efeito matriz (EM) dos compostos de interesse foi obtido a partir da
comparacao entre a inclinacdo da curva preparada em solvente acetonitrila e a
inclinacdo da curva preparada no extrato da matriz banana. Segundo SANTE (2021)
valores entre +20 e -20% para EM s&o os mais adequados.

O efeito matriz apresentou resultados entre -66,5 e +65,4%. Os resultados do
EM para os compostos validados no presente trabalho estdo apresentados na Tabela
12. Na Figura 15 ha o resumo dos resultados do efeito matriz dos 82 compostos

validados no presente trabalho.



63

Figura 15: Resumo dos resultados do efeito matriz nos compostos validados
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Como podemos observar no grafico da Figura 15, dos 82 compostos
recuperados, 42, ou seja, 51% obtiveram seu efeito matriz dentro da faixa sugerida
por SANTE (2021). De outra forma 8 compostos presentaram EM acima de + 20% e
32 compostos apresentaram resultados inferiores a -20%. Dessa forma, varios
analitos apresentaram efeito matriz fora da faixa esperada, o qual deve ser
considerado, pois esses resultados podem gerar uma supressao analitica ou aumento
de sinal. A presenca de compostos formados por superficies ativas e/ou substancias
nao-volateis geram a supressao idnica. Além disso, compostos polares também sao
mais vulneraveis a alteracdes durante a ionizacao por eletronebulizacdo (PRESTES
et al., 2009). Além dos riscos ao equipamento, a presenca desses coextrativos pode
causar uma competicdo durante a ionizacdo dos ions, afetando a eficiéncia dos
resultados. Para minimizar esse efeito foi utilizado durante a validagdo da curva
analitica em extrato da matriz branca da banana. Também foram realizadas uma
etapa de filtracdo em filtro de seringa de PTFE 0,2 um e uma diluicdo de 5 vezes no

extrato final para todas as amostras.
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4.3.4 Exatid&o e preciséo

Para avaliar a exatiddo (recuperacdo) e precisdo do método validado em
termos de repetitividade foram realizados quatro niveis de concentracao (5, 10, 25 e
50 ug kgt) com seis repeticdes (n= 6). Tendo como exigéncia para cada analito
recuperacéo entre 70 e 120%, com RSD < 20%, conforme legislacdo internacional
(SANTE, 2021). Para a obtencao dos resultados foram utilizados célculos a partir das
curvas analiticas.

Para avaliar a precisdo intermediaria do método foi realizado novos
experimentos em dia diferente do da validacdo. Foi realizado de maneira igual,
mesmo analista, mesmas quantidades, amostras, materiais e equipamentos, porém
os niveis de fortificacdo foram 10 e 25 ug kg™ (n= 6), e as curvas analitica, tanto CTM
guanto CTS foram feitas 1 vez. A quantidade de compostos recuperados nas duas
concentracbes manteve-se igual ao do ensaio de repetitividade, como pode ser
observado na Tabela 12. O que variou foi apenas os valores de recuperacao e de
RSD.

Os resultados encontrados avaliando a exatiddo, precisdo e precisédo
intermediaria foram satisfatorios, o que sugere que o método € seguro e eficiente para

ser utilizado.

4.3.5 Limite de quantificacdo e deteccéao

O limite de quantificagdo (LOQ) do método foi o menor nivel de fortificacé@o
para cada composto que conseguiu ser validado. Os valores de LOQ do método
variaram de 5 a 25 ug kg, atendendo a critérios de relacéo sinal/ruido maior que 10,
RSD < 20% e recuperacao entre 70 e 120%. O método possui um fator (diluicdo) de
5 vezes resultado em valores de LOQ adequados para programas de monitoramento
de residuos de agrotoxicos ja que os limites de residuos de agrotoxicos mais baixos
sdo, em geral, 10 pg kg?'. A possibilidade de tal diluicio ndo compromete os
resultados e favorece para uma melhor condicdo do extrato, diminuindo a
possibilidade de interferentes serem injetados no equipamento.

Para a determinacao do limite de deteccao (LOD) foi considerado o valor de
LOQ dividido por 3,33. Os valores de LOD do método estdo apresentados na Tabela

12 e variaram de 1,5 a 7,5 ug kg™
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Tabela 12: Resultados obtidos na etapa de validagdo do método QUEChERS para os parametros de validacao,

Nivel de fortificacdo pg kg Precisdo intermediaria

LOQ LOD Recuperacao (RSD) %* Recuperacao (RSD) %*

Compostos EM (%) (ug kg™?) (ug kg?) r’ 5 10 25 50 10 25

Acefato -32 5 15 0,9999 105 (6) 108 (3) 97 (5) 99 (2) 70 (7) 80 (5)
Acetamiprido -12 25 7,5 0,9970 - - 85 (4) 92 (4) - 94 (3)
Ametrina -9 25 7,5 0,9958 - - 82 (6) 91 (9) - 84 (4)
Atrazina -26 5 15 0,9998 83 (6) 91 (4) 87 (4) 89 (3) 79 (4) 88 (4)
Azinfés etilico -11 25 7,5 0,9969 - 84 (15) 83 (17) - 74 (18)
Azinfés metilico -13 5 15 0,9999 80 (15) 89 (12) 89 (7) 89 (7) 94 (6) 89 (8)
Azoxistrobina -3,6 25 7,5 0,9954 - 86 (4) 92 (11) - 88 (5)
Bitertanol 2,6 10 3 0,9996 - 95 (7) 84 (9) 80 (19) 88 (17) 89 (12)
Boscalida -16 5 15 0,9998 80 (8) 90 (4) 87 (6) 84 (12) 70 (5) 81 (8)
Bromuconazol 21 10 3 0,9988 - 86 (10) 83 (15) 91 (8) 72 (8) 81 (12)
Buprofezina -32 25 7,5 0,9989 - - 87 (14) 79 (19) - 70 (2)
Carbaril -19 5 15 0,9999 85 (4) 96 (2) 91 (5) 92 (4) 88 (3) 92 (4)
Carbendazim -20 5 15 0,9999 89 (4) 87 (2) 77 (5) 76 (2) 82 (3) 82 (2)
Carbofurano -21 5 15 0,9999 93 (3) 98 (3) 94 (4) 97 (3) 91 (5) 96 (2)
Carbofurano-3-hidroxi -12 10 3 0,9993 - 85 (6) 87 (5) 92 (3) 76 (4) 92 (3)
Carboxin -13 25 7,5 0,9991 - 77 (4) 82 (5) 78 (3)
Cianazina 19 5 15 0,9999 90 (4) 94 (2) 89 (5) 91 (4) 91 (2) 95 (3)
Clomazona -9 10 3 0,9988 - 81 (3) 87 (4) 93 (4) 71 (3) 90 (3)
Clorimurom etilico 35 10 3 0,9995 - 83 (9) 90 (6) 88 (14) 77 (8) 93 (5)
Clorpirifés-metilico 24 5 15 0,9997 105(18) 85 (14) 79 (10) 75 (11) 70 (17) 74 (18)
Cresoxim-metilico -16 10 3 0,9992 118 (10) 88 (9) 85 (18) 65 (17) 81 (16)
Diazinon 21 5 15 0,9999 88 (7) 92 (2) 86 (5) 83 (11) 69 (4) 81 (6)
Difenoconazol -23 5 15 0,9995 107 (8) 89 (7) 80 (9) 83 (7) 90 (6) 80 (13)
Dimetoato -20 10 3 0,9986 - 79 (3) 90 (5) 97 (2) 70 (6) 95 (3)
Diurom -18 10 3 0,9993 - 80 (2) 85 (4) 90 (4) 70 (4) 86 (1)
Epoxiconazol -11 5 15 1,0000 91 (10) 93 (4) 90 (5) 89 (9) 94 (2) 91 (6)
Espinosade A 37 5 15 0,9999 77 (14) 70 (10) 89 (8) 90 (11) 74 (9) 87 (7)
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Nivel de fortificacdo pg kg

Precisao intermediéria

LOQ LOD Recuperacéo (RSD) %* Recuperacao (RSD) %*

Compostos EM (%) (ug kg™?) (ug kg?) r? 5 10 25 50 10 25

Espinosade D 38 5 1,5 0,9997 77 (14) 70 (6) 90 (11) 91 (13) 77 (11) 90 (9)
Etefom -29 5 1,5 0,9996  92(8) 84 (10) 76 (14) 78 (9) 70 (20) 72 (9)
Fempiroximato -65 10 3 0,9946 - 85 (14) 70 (9) 70 (10) 104 (16) 70 (12)
Fempropimorfe 1,8 10 3 0,9993 72 (5) 87 (5) 93 (2) 70 (2) 87 (3)
Fenamifés -10 10 3 0,9973 78 (5) 90 (9) 98 (8) 70 (10) 82 (20)
Fenarimol 2,4 10 3 0,9993 - 70 (14) 80 (11) 80 (13) 82 (10) 86 (7)
Fentiom -25 5 1,5 0,9999 79 (13) 74 (17) 71 (13) 75 (11) 70 (5) 72 (8)
Fipronil 39 10 3 0,9967 - 70 (8) 73 (16) 78 (13) 93 (13) 91 (16)
Fluquiconazol -19 10 3 0,9984 75 (17) 89 (10) 90 (10) 70 (4) 84 (15)
Flutolanil -23 10 3 0,9973 - 75 (11) 89 (6) 94 (12) 70 (11) 86 (7)
Flutriafol -3,7 5 1,5 0,9996 71 (7) 87 (4) 88 (4) 93 (4) 79 (10) 95 (6)
Fluxapiroxade 65 5 1,5 0,9995 96 (14) 72 (17) 82 (17) 75 (13) 112 (19) 99 (20)
Fostiazato -11 10 3 0,9947 - 70 (4) 92 (4) 102 (2) 70 (2) 93 (3)
Hexitiazox -60 10 3 0,9947 - 85 (11) 70 (4) 71 (12) 83 (13) 70 (9)
Indoxacarbe -30 5 1,5 0,9990 87 (12) 79 (19) 73 (18) 76 (16) 76 (20) 73 (20)
Imazalil -18 5 1,5 0,9999 85 (7) 86 (3) 85 (3) 86 (5) 88 (3) 91 (3)
Imidacloprido 36 5 1,5 0,9999 83 (12) 87 (6) 86 (7) 87 (4) 82 (6) 91 (2)
Iprovalicarbe -14 5 1,5 0,9994 70 (5) 90 (2) 91 (5) 95 (3) 76 (5) 92 (5)
Linurom -21 5 1,5 0,9997 74 (15) 90 (8) 82 (7) 85 (10) 70 (5) 75 (11)
Malatiom -9,3 5 1,5 0,9996  77(8) 92 (5) 89 (3) 87 (9) 83 (8) 89 (5)
Mecarbam -18 5 1,5 0,9993 71 (14) 81 (13) 89 (7) 88 (11) 84 (5) 90 (7)
Mepronil -16 10 3 0,9989 - 78 (6) 84 (6) 88 (11) 71 (7) 80 (8)
Metalaxil -9,6 10 3 0,9988 - 84 (4) 94 (5) 99 (1) 74 (3) 96 (4)
Metconazol -23 5 15 0,9998 71 (10) 85 (5) 85 (4) 86 (10) 70 (5) 77 (5)
Metsulfuron metilico 57 10 3 0,9982 - 72 (4) 87 (4) 91 (5) 73 (4) 94 (30)
Monocrotofés -5,3 5 1,5 0,9999 82 (4) 88 (2) 84 (3) 88 (1) 82 (2) 89 (1)
Monolinurom -15 5 1,5 0,9998 82 (10) 92 (5) 93 (7) 95 (4) 85 (4) 93 (2)
Ometoato -23 5 15 0,9996 73 (16) 96 (4) 92 (5) 96 (5) 88 (8) 94 (3)
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Nivel de concentragéo ug kg Precisdo intermediaria
LOQ LOD Recuperacéo (RSD) %* Recuperacao (RSD) %*

Compostos EM (%) (ug kg™?) (ug kg?) r? 5 10 25 50 10 25
Oxamil 2,8 5 1,5 0,9996 70 (5) 84 (3) 84 (4) 88 (3) 86 (1) 93 (3)
Piraclostrobina -27 5 15 0,9999  83(12) 82 (17) 75 (16) 82 (12) 76 (12) 73 (18)
Pirazofés -3,6 25 7,5 0,9971 - - 82 (14) 90 (9) - 87 (13)
Piridafentiona -8,1 10 3 0,9987 - 81 (4) 90 (6) 92 (9) 73 (4) 89 (8)
Pirimetanil -28 5 15 0,9999 88 (8) 85 (7) 83 (5) 85 (5) 83 (5) 79 (5)
Pirimicarbe -10 25 7,5 0,9964 - - 86 (40) 94 (4) - 91 (1)
Pirimifés-metilico -28 5 1,5 0,9998 71 (9) 79 (7) 80 (9) 79 (16) 70 (3) 74 (9)
Propiconazol -19 10 3 0,9993 - 81 (4) 88 (6) 94 (7) 71 (5) 82 (4)
Propizamida -19 25 7,5 0,9965 - - 85 (10) 93 (6) - 89 (5)
Propoxur -16 5 1,5 0,9997 75 (3) 89 (3) 91 (5) 96 (2) 90 (2) 96 (2)
Quinoxifeno -66 10 3 0,9910 - 96 (11) 71 (9) 71 (10) 92 (7) 70 (9)
Saflufenacil 28 5 1,5 0,9998 76 (3) 92 (1) 94 (4) 91 (9) 88 (4) 98 (3)
Simazina -24 5 1,5 0,9998 82 (9) 90 (4) 90 (5) 93 (2) 80 (5) 88 (4)
Tebuconazol -18 5 1,5 0,9997 116 (20) 109 (8) 90 (8) 89 (9) 74 (12) 86 (10)
Teflubenzurom -32 5 1,5 0,9985 114 (14) 91 (19) 76 (20) 72 (12) 84 (19) 71 (11)
Terbufos -41 5 1,5 0,9991 101 (8) 88 (10) 71 (17) 76 (18) 70 (6) 72 (9)
Terbutilazina -26 5 15 0,9998 105 (5) 96 (3) 84 (5) 89 (4) 77 (4) 79 (6)
Tetraconazol -27 5 1,5 0,9997  75(11) 87 (5) 88 (7) 93 (9) 79 (6) 87 (5)
Tiabendazol -25 5 1,5 0,9998 93 (2) 83 (1) 73 (3) 70 (3) 74 (4) 70 (1)
Tiacloprido -5,2 5 1,5 0,9999 82 (3) 91 (1) 89 (4) 90 (4) 86 (2) 92 (2)
Tiametoxam 17 10 3 0,9993 - 77 (2) 85 (4) 89 (3) 70 (5) 90 (2)
Tiodicarbe -6,8 5 1,5 0,9996 76 (11) 88 (5) 93 (6) 93 (4) 85 (6) 94 (3)
Tolcofos metilico -36 10 3 0,9998 - 80 (20) 74 (18) 79 (11) 72 (14) 71 (18)
Triadimenol 4,7 10 3 0,9990 - 97 (8) 92 (7) 93 (8) 101 (18) 97 (7)
Triazophos -24 10 3 0,9988 - 82 (5) 87 (10) 90 (14) 77 (19) 83 (7)
Trifloxistrobina -39 5 1,5 0,9998 89 (8) 84 (12) 77 (14) 82 (7) 72 (20) 72 (7)
Vamidationa -16 5 1,5 0,9998 79 (7) 89 (2) 91 (3) 91 (3) 86 (11) 90 (2)
*n=6

Fonte: Autoria Propria



68
4.4 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

O método validado nesse trabalho foi utilizado para determinar a presenca de
residuos de agrotoxicos em 16 amostras comerciais e de propriedades particulares
de diferentes cidades do Rio Grande do Sul. Na Tabela 13 esta apresentado os
resultados dessas analises.

Tabela 13: Resultado, em pg kg?!, das amostras de bananas analisadas utilizando o método
QUEChERS citrato otimizado e UHPLC/MS-MS e os valores de LMR, em ug kg1, para banana.

Compostos/ Carbendazim Difenoconazol Imidacloprido Mecarbam
Amostras

Al n.d n.d n.d n.d
A2 n.d n.d n.d n.d
A3 n.d n.d n.d n.d
A4 3,8 n.d 2,7 n.d
A5 n.d n.d n.d n.d
A6 21,8 n.d n.d n.d
A7 21,9 20,6 n.d n.d
A8 n.d n.d n.d n.d
A9 n.d n.d n.d 1,8
A10 n.d n.d n.d n.d
All 11,1 n.d n.d n.d
Al2 8,9 n.d 16,1 n.d
Al3 161,9 n.d n.d n.d
Al4 n.d n.d n.d n.d
Al15 3,2 n.d n.d n.d
Al6 n.d n.d n.d n.d
LMR Brasil n.a. 500 100 n.a.

Obs.: n.d.= ndo detectado; n.a.= ndo autorizado para a cultura

Fonte: Autoria Propria

Como podemos observar na Tabela 13, foram quantificados 4 compostos
diferentes em algumas das amostras. As amostras A4 e Al2 apresentaram 0S
agrotoxicos carbendazim e imidacloprido e a amostra A7 os agrotoxicos carbendazim
e difenoconazol. Outras cinco amostras apresentaram sO um agrotoxico, com
destaque para a amostra A13 com 161,9 ug kg de carbendazim.

As amostras A7 e as amostras A4 e Al2 apresentarem residuos dos
agrotoxicos difenoconazol e imidacloprido, respectivamente, porém seus valores
estdo abaixo do que a ANVISA permite para a cultura, que corresponde a 0,5 e 0,1

mg kg™ (500 e 100 pug kg?), respectivamente.
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O carbendazim foi 0 composto que mais apresentou residuos nas amostras,
sendo 7 ao todo. Entretanto, seu uso ndo é autorizado para a producéo da banana. E
possivel observar que a amostra A13 tem maior concentracdo de residuo que as
demais. O agrotoxico mecarbam, que ocorreu na amostra A9, também nao é
autorizado para uso na cultura.

Na Figura 16 podemos observar o cromatograma com o pico cromatografico
no valor do LOQ do agrotoxico carbendazim e o pico cromatografico presente na
amostra A7. E possivel ver que a concentracdo do agrotoxico estd bem acima do
LOQ.

Figura 16: Cromatograma para o composto difenoconazol na amostra A7 sobreposto ao cromatograma
de fortificagdo no nivel do LOQ (5 pg kg?)

20220209 _AT 84: MRM of 2 Channels ES+
7.97 TIC (Difenoconazole)
1004 4.11e6
-3 AO07
O
7.07
\
Interferente — KL—“ LOQ
------r---rr-r-rrreee T R ey TimE
-0.00 1.00 200 300 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Fonte: Autoria prépria

7

O carbendazim é um fungicida sistematico da classe dos benzimidazois que
possui acdo curativa e protetora, indicado para as culturas da soja, feijao, trigo,
algoddo e alguns citricos. Esse agrotdxico possui toxicidade média, pertence a
classificacao Ill, conforme determinado pela ANVISA, o qual apresentam elevados
riscos a saude. Seu uso € proibido na Unido Europeia, a qual produz e vende ao Brasil
em grande escala (COUTINHO et al., 2006).
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou o desenvolvimento e validacdo do método
QUEChERS citrato modificado para determinacao simultanea de 90 agrotdxicos na
matriz banana, empregando UHPLC-MS/MS. Com base nos resultados obtidos o
método mostrou-se muito satisfatorio e de facil utilizacdo. A andlise por UHPLC-
MS/MS possibilitou atingir elevada sensibilidade e seletividade.

Para a otimizacdo do método foram realizados alguns experimentos
inicialmente foi testado qual dos trés métodos QUEChERS (original, acetato e citrato)
conseguiria recuperar maior quantidade dos compostos selecionados. Apos a escolha
do método, foi selecionado varios sorventes para avaliar qual melhor limparia e ndo
afetaria a recuperacéo dos analitos. Dentre todos testados o sorvente Oasis HLB® foi
0 que melhor se destacou. Posteriormente foi realizado uma avaliagdo com diferentes
guantidades dos sorventes de limpeza, com a finalidade de identificar em qual
proporcdo entre sulfato de magnésio e Oasis HLB® apresentaria melhor resultado, de
modo a ter um bom custo beneficio e inovacgao.

A validacdo do método seguiu todos os critérios exigidos pelo Guia de
Validacdo da SANTE (2021) para os 90 compostos propostos, destes 9 compostos
ndo atenderam os critérios, ndo apresentando recuperacdo em nenhum dos niveis de
concentracdo avaliados. Apdés aprovado, o método foi utilizado para testar 16
amostras comerciais e de propriedade particular. O qual possibilitou identificar a
presenca de residuos de 4 agrotoxicos diferentes em 8 amostras, inclusive
agrotéxicos nao registrados para uso na cultura da banana.

Por fim, conclui-se que os objetivos definidos nesse trabalho foram alcancados.
O método de preparo de amostra otimizado, bem como o uso do UHPLC-MS/MS,
possui boa seletividade e desempenho para realizacdo das analises possibilitando

analisar baixos niveis de concentracdo com grande confiabilidade.



71

6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Durante a realizacao das atividades no laboratério gera-se residuos sélidos e
liquidos, os quais sédo separados e devidamente levado para seu destino apropriado.

Os residuos sélidos contaminados eram colocados em sacos plasticos de
coloracdo laranja e identificados como residuos halogenados. Da mesma forma, os
residuos liquidos gerados durante trabalho eram separados em frascos ambar em
halogenados e ndo-halogenados.

Tanto os residuos solidos quanto os liquidos foram encaminhados para o
almoxarifado do Departamento de Quimica da UFSM, é responsavel pelo destino final

de tipo de residuo, onde sera tratado e descartado por empresa terceirizada.
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7 PROPOSTAS PARA FUTUROS TRABALHOS

- Avaliar a eficiéncia do método desenvolvido em diferentes variedades de banana;

- Comparar o método em amostra processada com e sem a casca,;

- Testar o método proposto para agrotoxicos mais volateis, como por exemplo
inseticidas, empregando sistema GC-MS/MS;

- Aumentar a quantidade de agrotéxicos analisados pelo método.



73

REFERENCIAS

ANASTASSIADES, M.; LEHOTAY, S. J.; STAINBAHER D.; SCHENCK, F. J. Fast and easy
multiresidue method employing acetonitrile extraction/partitioning and “dispersive
solid-phase extraction” for the determination of pesticide residues in produce. AOAC
Inter., v. 86, p. 412, 2003.

ANASTASSIADES, M.; SCHERBAUM, E.; TASDELEN, B.; STAJNBAHER, D. Recent
developments in QUEChERS methodology for pesticide multiresidue Analysis.
Pesticide Chemistry: Crop protection, public health, environmental safety, Wiley-VHC, p. 439-
458, 2007.

ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA). Ministério da Saiude. RDC
n° 294, de 29 de julho de 2019. Dispde sobre os critérios para avaliacao e classificagcao
toxicoldgica, priorizacdo da andlise e comparacdo da acdo toxicolégica de agrotoxicos,
componentes, afins e preservativos de madeira, e d& outras providéncias. Diario Oficial da
Unido. Brasilia, DF, 31 jul. 2019.

BANDEIRA, D. D.; MUNARETTO, J. S.; RIZZETTI, T. M.; FERRONATO, G.; PRESTES, O.
D.; MARTINS, M. L.; ZANELLA, R.; ADAIME, M. B. Determinacdo de residuos de
agrotéxicos em leite bovino empregando método QUEChERS modificado e GC-MS/MS.
Quimica Nova, v. 37, p. 900-907, 2014.

BLASCO, C.; FONT, G.; PICO, Y. Analysis of pesticides in fruits by pressurized liquid
extraction and liquid chromatography—ion trap—triple stage mass spectrometry. Journal
of Chromatography A, v. 1098, p. 37-43, 2005.

BORGES, K.B; FIGUEIREDO, E.C.; QUEIROZ, M.C.(Org). Preparo de amostras para

analise de compostos orgénicos. Capitulo 24, 12 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2015.

BORGES, J. H.; CABRERA, J. C.; DELGADO, M. A. R.; HERNANDEZ-SUAREZ, E. M.;
SAUCO, V. G. Analysis of pesticide residues in bananas harvested in the Canary Islands
(Spain). Food Chemistry, v. 113, p. 313-319, 2009.



74

BRASIL, 2002. Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002. Regulamenta lei © 7.802, de 11
de julho de 1989. <http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/I7802.htm> Acesso em:
09/12/2021.

CABRERA, L. C. Estudo do efeito matriz na determinacéo de agrotéxicos em diferentes
tipos de arroz pelo método QUEChERS modificado e LC-MS/MS. 2012. 138 p. Dissertacdo
(P6s-graduacdo em Quimica — Quimica Analitica) - Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS. 2012.

CALDAS, S. S.; GONCALVES, F. F.; PRIMEL, E. G.; PRESTES, O. D.; MARTINS, M. L,
ZANELLA, R. Principais técnicas de preparo de amostra para a determinacéo de residuo
de agrotoxicos em agua por cromatografia liguida com deteccgao por arranjo de diodos

e por espectrometria de massas. Quimica Nova, v. 34, p. 1604-1617, 2011.

CHIARADIA, M. C.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F. O estado da arte da cromatografia
associada a espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas na
analise de compostos téxicos em alimentos. Quimica Nova, v. 31, p. 623-636, 2008.

CNA. Dia da Banana - Fruta é cultivada em todos os estados. Disponivel em
https://www.cnabrasil.org.br/noticias/dia-da-banana-fruta-e-cultivada-em-todos-os-estados.

Acesso: 10 de janeiro de 2022.

Codex Alimentarius. FAOStat — Glossary search. 2005. Disponivel em:
<http://www.fao.org/fao-who-odexalimentarius/codextexts/dbs/pestres/glossary/en/> Acesso
em: 09 Dez.2021.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de Cromatografia.
2. ed. Campinas: Unicamp, 2009, cap 1 e 9.

COUTINHO, C. F. B.; GALLI, A.; MAZO, L. H.; MACHADO, S. A. S. Carbendazim e 0 meio
ambiente: degradacdo e toxidez. Biblioteca digital de periédicos. . Ecologia e meio
ambiente. 2006. Disponivel em: <https://revistas.ufpr.br/pesticidas/article/view/7480/5349>
Acesso: 30 de margo 2022.

CUNICO M. M. et al. Planejamento fatorial: uma ferramenta estatistica valiosa para a
definicdo de pardmetros experimentais empregados na pesquisa cientifica. Visao

académica, Curitiba, v.9, 2008.



75

EMBRAPA. Banana: o produtor pergunta, a Embrapa responde / editores técnicos,
Marcelo Bezerra Lima, Sebastido de Oliveira e Silva, Claudia Fortes Ferreira. — 2 ed. rev. e
ampl. — Brasilia, DF: Embrapa, 2012. 214p.

EMBRAPA. O cultivo da banana / Ana Lucia Borges, Luciano da Silva Souza, editores;
autores, Aldo Vilar Trindade... [ et al.]. - Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 279p.

EMBRAPA. Producéo Brasileira de banana  2020. Disponivel em:
<http://www.cnpmf.embrapa.br/Base_de Dados/index_pdf/dados/brasil/banana/bl_banana.

pdf> Acesso em: 12 de janeiro de 2022.

FAO (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS). YADAV, I.
C.; DEVI, N. L. Pesticides Classification and Its Impact on Human and Environment.
Environmental science and engineering: Toxicology. Cap. 7, v. 6, p. 140-158. 2017. Disponivel
em:

<https://lwww.researchgate.net/publication/313445102_Pesticides_Classification_and_lts_Im

pact_on_Human_and_Environment>. Acesso em: 13 dez. 2021.

FENIK, J.; TANKIEWIC, M.; BIZIUK, M. Properties and determination of pesticides in
fruits and vegetables. Trends Anal. Chem., v. 30, p. 814, 2011.

FIGUEIREDO, E. C.; BORGES, K. B.; QUEIROZ, M. E. C. Preparo de amostras para

andlise de compostos organicos. 12 ed. LTC, Rio de Janeiro, 2015.

FREITAS, S.; SERAFIM, F.; LANCAS, F. Determination of Target Pesticide Residues in
Tropical Fruits Employing Matrix Solid-Phase Dispersion (MSPD) Extraction Followed
by High Resolution Gas Chromatography. Revista da Sociedade Brasileira de Quimica,
2018.

GONZALEZ-CURBELO, M. A.; SOCAS-RODRIGUEZ, B.; HERRERO. M.; HERRERA-
HERRERA, A. V.; HERNANDEZ-BORGES, J. Dissipation kinetics of organophosphorus
pesticides in milled toasted maize and wheat flour (gofio) during storage. Food
Chemistry, 229, p. 854-859, 2017.



76

GOPINATHAN, Suganthi; NIKITA Awasthi; KOUSIKA, J.; KAITHAMALAI, Bhuvaneswari;
SRIDHARAN, S.. Determination of thiamethoxam residues in banana stem and fruit
through LC-MS/MS. Environmental Monitoring and Assessment, 2018. p. 190.

IBGE. Pesquisa de Orcamentos Familiares 2017-2018: analise do consumo alimentar

pessoal no Brasil. Rio de Janeiro, 2020.

ICH (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUAN USE), 2005.

< http://www.ich.org/>. Acesso em fevereiro de 2022.

INMETRO. INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL. Orientagdes para validagcdo de métodos de ensaios quimicos. DOQ-
CGCRE-008, ver.4, 2011.

INMETRO. INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL. Orientac6es sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos. DOQ-
CGCREO008, revisao 07, 2020.

KRUVE, A.; KUNNAPAZ, A.; HERODES, K.; LEITO, I. Matrix effects in pesticide multi-
residue analysis by liquid chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. A, v.
1187, p. 58-66, 2008.

LAMBROPOULOU, D. A.; ALBANIS, T. A. Methods of sample preparation for
determination of pesticide residues in food matrices by chromatography—-mass

spectrometry-based techniques: areview. Anal Bioanal Chem, v. 389, p. 1663-1683, 2007.
LANCAS, F. M. A cromatografia liguida moderna e a espectrometria de massas:
Finalmente “compativeis”? Il. A escolha do analisador de massas. Scientia
Chromatographica, v. 5, p. 27-46, 2013.

LANCAS, F. M. Cromatografia liquida moderna. Campinas: Atomo, 2009, cap. 4

LANCAS, F. M. Validacédo de Métodos Cromatograficos de Andlise. Sdo Carlos: Editora
RiMa, 2004, pag. 62.



1

LEHOTAY, S.; MASTOVSKA, K.; YUN, S. Evaluation of Two Fast and Easy Methods for
Pesticide Residue Analysis in Fatty Food Matrixes. Journal of AOAC International, v. 88,
p. 630-638, 2005.

LI, W.; MORGAN, M. K.; GRAHAM, S. E.; STARR, J. M. Measurement of pyrethroids and
their environmental degradation products in fresh fruits and vegetables using a
modification of the quick easy cheap effective rugged safe (QUEChERS) method.
Talanta, v. 151, p. 42-50, 2016.

MALDANER, L.; JARDIM, I. C. S. F. UHPLC - Uma abordagem atual: desenvolvimentos
e desafios recentes. Scientia Chromatographica, v. 4, p. 197-207, 2012.

MAY, M. M.; FERRONATO, G.; BANDEIRA, N. M. G.; PRESTES, O. D.; ZANELLA, R,;
ADAIME, M. B. Determination of pesticide residues in soy-based beverages using a
QUEChERS method (with clean-up optimized by central composite design) and ultra-
high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Food Analytical
Methods, v. 10, p. 369-378, 2017.

MEIRA, A. P. G. Técnicas de analise de residuos de agrotoxicos em alimentos de origem
vegetal: umarevisdo. Seguranga Alimentar e Nutricional, v. 22, n. 2, p. 766-777. Campinas,
2015.

MELO, A. C. P. A. de. Desenvolvimento, avaliacdo fisico-quimica e sensorial de
bananada com propriedades funcionais. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias de
Alimentos) Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte,
p. 21. 2012.

MENDONCA, R. A. F. de. Validacé&o e implementagcdo de método analitico multirresiduo
para determinacdo de agrotoxicos em banana por CLUE-EM/EM. Monografia (Programa
de Residéncia Multiprofissional em Saude, Produtos, Ambientes e Servicos) - Programa de
Pés-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em

Saude, Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

MORENO-GONZALEZ, D.; HUERTAS-PERES, J. F.; GARCIA-CAMPARNA, A. M.; GAMIZ-
GRACIA, L. Determination of carbamates in edible vegetable oils by ultra-high
performance liquid chromatograph-tandem mass spectrometry using a new clean-up
based on zirconia for QUEChERS methodology. Talanta, v. 128, p. 299-304, 2014.



78

PRESTES, O. D; ADAIME, M. B; ZANELLA, R. QUEChERS: possibilidades e tendéncias
no preparo de amostra para determinacdo multirresiduo de pesticidas em alimentos.

Scientia Chromatographica v. 3, p. 51, 2011.

PRESTES, O. D.; FRIGGI, C. A.; ADAIME, M. B.; ZANELLA, R. QUEChERS - Um método
moderno de preparo de amostra para determinagcdo multirresiduo de pesticidas em
alimentos por métodos cromatogréficos acoplados a espectrometria de massas.
Quimica Nova, v. 32, p. 1620-1634, 2009.

RAVELO-PEREZ, L. M.; HERNANDEZ-BORGES, J.; ASENSIO-RAMOS, M.; RODRIGUEZ-
DELGADO, M. A. lonic liquid based dispersive liquid-liquid microextraction for the
extraction of pesticides from bananas. Journal of Chromatography A, v. 1216, p. 7336-
7345, 2009.

RIBANI, M.; BOTTOLI C. B. G.; COLLINS C. H.; JARDIM I. C. S. F.; MELO L. F. C. Validagéao
em métodos cromatogréaficos e eletroforéticos. Quimica Nova. v. 27, p. 771-780, 2004.

REJCZAK, T.; TUZIMSKI, T. Recent trends in sample preparation and liquid
chromatography/mass spectrometry for pesticide residue analysis in food and related
matrixes. Journal of AOAC International, v. 98, p. 1143-62, 2015.

SANTE (2021). Guidance document on analytical quality control and method validation
procedures for pesticide residues and analysis in food and feed. SANTE/12682/2019.
Disponivel em: <https://www.eurl-
pesticides.eu/userfiles/file/EurlALL/SANTE_11312 2021.pdf>. Acesso em: 21 jan. 2022.

TACO. Tabela brasileira de composicéo de alimentos / NEPA — UNICAMP.- 4. ed. rev. e
ampl. - Campinas: NEPA- UNICAMP, 2011. Disponivel em <
https://www.cfn.org.br/wpcontent/uploads/2017/03/taco_4_edicao_ampliada_e_revisada.pdf
>. Acesso 10 jan. 2022.

TSIPI, D.; BOTITSI, H.; ECONOMOU, A. Mass Spectrometry for the Analysis of Pesticide
Residues and their Metabolites. Wiley, 2015.

ZANELLA, R.; PRESTES, O. D.; ADAIME, M. B.; MARTINS, M. L. QUEChERS. In: BORGES,
K. B. et al. Preparo de amostras para analise de compostos orgéanicos. 1. ed. Rio de
Janeiro, LTC, 2015. cap. 24.



ANEXOS

ANEXO A: ESTRUTURA DOS COMPOSTOS UTILIZADOS NO TRABALHO.
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