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PIMENTAO UTILIZANDO METODO QuEChERS MODIFICADO
E UHPLC-MS/MS

Autora: Magali Kemmerich
Orientador: Prof. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, 28 de fevereiro de 2013

Nos ultimos anos, o uso indiscriminado de agrotéxicos e a ndo adogao das
boas praticas agricolas tém sido evidenciados pelos resultados de analises de
residuos de agrotoxicos em alimentos, como o pimentdo, um dos recordistas
brasileiros com principios ativos proibidos ou acima dos limites recomendados.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método
rapido para a determinagdo de 83 agrotdxicos em pimentdo, utilizando método
QuEChERS modificado e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas em série (UHPLC-MS/MS). Na etapa de preparo de
amostra testou-se procedimentos de extragao/particao, além de diferentes sorventes
para a etapa de limpeza, como terra diatomacea e sorvente polimérico. Utilizou-se o
planejamento fatorial 2* para otimizacdo do método de extracdo, o qual foi
constituido da extragao de 10,0 g de pimentdo com 10,0 mL de acetonitrila. Na etapa
de particdo adicionou-se 1,5 g de NaCl e 4,0 g de MgSO,, seguindo-se agitacao e
centrifugacdo. Realizou-se a etapa de limpeza de 1,0 mL do extrato com 40,0 mg de
PSA e 150,0 mg de MgSO., seguido de agitacdo e centrifugagdo. O extrato foi
fitrado, diluido e analisado por UHPLC-MS/MS. A maioria dos compostos
apresentou faixa linear (r’= 0,99). O efeito matriz foi compensado utilizando-se
curvas analiticas preparadas no extrato “branco” da matriz. A exatiddo do método foi
verificada com ensaios de recuperagao em quatro niveis de concentracido, obtendo-
se valores entre 70,0 e 120,0% para a maioria dos compostos avaliados. Valores de
LODy, e LOQ,, foram de 3 ou 7,5 ug kg™ e 10 ou 25 pg kg™, respetivamente.Valores
de RSD inferiores a 20% garantiram a boa precisdo do método. A aplicagdo do
método foi realizada em 20 amostras de pimentdo, nas quais residuos de
acetamiprido, azoxistrobina, boscalida, carbendazim, clorpirifos etilico, clotianidina,
difenoconazol, fempropatrina, piraclostrobina e pirimetanil foram quantificados, em
concentragdes que variaram de 10 a 294 ug kg'1. O método QUEChERS modificado
proposto para a determinagdo de residuos de 81 dos 83 agrotdxicos em pimentao
utilizando UHPLC-MS/MS mostrou ser eficaz, podendo ser aplicado em analises de
rotina.

Palavras Chave: QUEChERS, UHPLC-MS/MS, piment&o, agrotoxicos
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In recent years, the indiscriminate use of pesticides and non-adoption of good
agricultural practices have been evidenced by the results of analysis of pesticide
residues in food, such as sweet pepper, one of Brazilian record holders with active
ingredients that are banned or above the recommended limits. Thus, the present
study aimed to develop and validate a rapid method for the determination of 83
pesticides in sweet pepper using modified QUEChERS method and Ultra-high
Performance Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry
(UHPLC-MS/MS). In the sample preparation extraction/partition procedures, and
different sorbents for clean-up were tested, such as diatomaceous earth and
polymeric sorbent. It was used the 2* factorial design for optimization of the method
of extraction, which consisted of the extraction of 10.0 g sweet pepper with 10.0 mL
of acetonitrile. In the partition step 1.5 g of NaCl, 4.0 g MgSO,4 were added, carrying
out shaking and centrifugation. It was carried out the clean-up step of 1.0 ml of
extract with 40.0 mg of PSA and 150.0 mg of MgSQ,, followed by shaking and
centrifugation. The extract was filtered, diluted and analyzed by UHPLC-MS/MS.
Most compounds showed linear range (r* = 0.99).The matrix effect was compensed
by using analytical curves prepared in ‘blank’ matrix-matched. The accuracy of the
method was verified by testing recovery at four concentration levels, yielding values
between 70.0 and 120.0% for most compounds evaluated. Values of LOD, and
LOQ,, were 3 or 7.5 ug kg™ and 10 or 25 ug kg™, respectively. RSD values lower
than 20% ensured good precision of the method. The method was performed on 20
samples of sweet pepper, in which residues of acetamiprid, azoxystrobin, boscalid,
carbendazim, chlorpyrifos ethyl, clothianidin, difenoconazole, fenpropathrin,
pyraclostrobin and pyrimethanil were quantified in concentrations ranging from 10 to
294 ug kg'1. The proposed modified QUEChERS method for the determination of 81
from 83 pesticide residues in sweet pepper using UHPLC-MS/MS shown to be
effective and can be applied in routine analysis.

Keywords: QUEChERS, UHPLC-MS/MS, sweet pepper, pesticides
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1 INTRODUGAO

E grande a importancia das pimentas e pimentdes para o Brasil, por ser o
centro de diversidade do género Capsicum no mundo. Apesar de ser um setor ainda
pouco explorado no pais, sua produgao ocorre praticamente em todas as regides,
onde o aumento da area cultivada e o estabelecimento de agroindustrias, tem
tornado o agronegdécio nesta area um dos mais importantes do pais
(REIFSCHNEIDER; RIBEIRO, 2004).

Entretanto, o atual modelo de desenvolvimento agricola, voltado para a alta
producao, tem gerado grandes impactos. Nos ultimos trés anos, o Brasil ocupa o
primeiro lugar no mundo em consumo de agrotoxicos e os impactos a saude publica
sdo amplos, pois atingem vastos territorios e envolvem diferentes grupos
populacionais como trabalhadores, moradores do entorno de fabricas e fazendas,
além dos consumidores de alimentos contaminados (CARNEIRO, 2012).

Uma vez empregados, os agrotdxicos deixam residuos, as vezes inalterados
(em sua forma quimica original) e, muitas vezes, sob a forma de produtos
degradados. Assim, o estabelecimento e a regulamentagdo de Limites Maximos de
Residuos (LMR) em alimentos, por agéncias governamentais de diversos paises,
tém se tornado mais frequentes e, visam garantir a seguranga do consumidor e a
regulamentagdo do comércio externo (FERMAM; ANTUNES, 2009).

No Brasil, o responsavel pelo estabelecimento de LMR das culturas é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Além desta, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através de seu programa de
monitoramento, vém apresentando nos ultimos anos um panorama nacional sobre a
presenca de residuos de agrotdxicos nos alimentos que estdo na mesa do
consumidor brasileiro.

Segundo analise de amostras de 22 culturas de frutas e hortalicas, coletadas
em todas as 26 Unidades Federadas do Brasil nos ultimos 10 anos, residuos de
agrotéxicos foram encontrados em 48% das amostras e 13,2% destas com alguma
irregularidade, na maioria dos casos apresentava um ou mais ingredientes ativos
ndo autorizados. Ainda, as culturas com a maior porcentagem de amostras positivas
foram maca, mamao, pimentdo e morango (JARDIM; CALDAS, 2012).

Desta forma, ha uma necessidade crescente no desenvolvimento de métodos

de analise multirresiduo para determinacdo de residuos de agrotoxicos em
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alimentos, que produzam resultados confiaveis e que atendam aos limites
estabelecidos pela legislagéo.

Com esta finalidade, o método de preparo de amostra multirresiduo
QuEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe) foi
desenvolvido para a extragcdo de agrotoxicos em frutas e hortalicas, apresentado por
seus autores como sendo um método rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e
seguro (ANASTASSIADES et al., 2003).

Entretanto, a otimizacdo de um método pode ser muitas vezes delongada,
uma vez que um dos maiores problemas do analista € determinar a influéncia das
variaveis do seu sistema ou pelo menos obter uma aproximacao satisfatéria para
ela. Assim, a utilizagdo de planejamentos experimentais pode acelerar esta etapa e
levar a conclusdes mais consistentes (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Além das técnicas de preparo de amostra, o avango na area cromatografica
com a utilizagdo da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC) e, aliado a
este fator, seu acoplamento com a Espectrometria de Massas em Série (MS/MS),
tem possibilitado anélises mais rapidas e com maior resolugéo, podendo-se atingir
limites mais baixos de residuos nas amostras, além de diminuir a geragdo de
residuos, atendendo a Quimica Verde.

O objetivo de qualquer medida analitica é a obtengdo de dados consistentes,
confiaveis e precisos, neste sentido, a validagdo de métodos analiticos desempenha
um papel importante e deve ser realizado pelo analista que deseja provar que o
método analitico desenvolvido é aceitavel para a sua finalidade (RAMBLA-ALEGRE
etal., 2012).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um
método para a determinagdo de 84 agrotoxicos em pimentdo, através do uso do
método QUEChERS modificado e UHPLC-MS/MS. Como objetivos especificos (l)
testar as melhores condigbes de extragédo/particéo e limpeza do extrato e (ll) realizar
o planejamento fatorial 2* para otimizar o método de extracdo QUEChERS

modificado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pimentao

A pimenta era conhecida na Grécia e em Roma por volta do século V a. C. e
naquela época era mais usada para disfargar o gosto da comida podre ou rangosa e
provavelmente ajudava a desacelerar o avango da deterioragdo (LE COUTEUR &
BURRESON, 2006).

No século XV, o monopdlio veneziano era tdo completo e as margens de lucro
tdo grandes que outras nagdes comegaram a considerar rotas alternativas para a
india, iniciando a Era dos Descobrimentos, impulsionada em grande parte pela
demanda de pimenta-do-reino, Piper ningrum. O ingrediente ativo que tanto
interessava os consumidores da época era a piperina, um composto de formula
quimica C417H4903N (LE COUTEUR & BURRESON, 2006).

Foi assim que navegadores de Portugal e Espanha descobriram outras
plantas, cultivadas pelos nativos da regido, entre elas a pimenta vermelha e os
pimentdes, irmaos nao picantes das pimentas (Figura 1). Hoje, estas culturas estao
espalhadas por todo o territério mundial, sendo o pimentdo considerado uma das
dez hortalicas mais importantes no mundo (REIFSCHNEIDER, 2000).
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Figura 1 - Uma das primeiras imagens publicadas de Capsicum, elaborada pelo
botanico alemao Leonhart Fuchs, em 1543.
Fonte: REIFSCHNEIDER; HENZ & RIBEIRO, 2009.
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Diferentemente da pimenta-do-reino, a Capsicum annuum, € uma espécie que
inclui os pimentdes, a paprica, pimenta-da-jamaica e muitas outras. Em todas o
composto quimico responsavel pelo sabor pungente e a ardéncia é a capsaicina,
que tem féormula quimica C4gH2703N e uma estrutura que apresenta semelhangas
com a piperina, como pode ser observado na Figura 2. Ambas as moléculas tém em
sua estrutura um grupo amida e um unico anel aromatico, sendo atribuida a
sensacao “picante” a forma das moléculas (LE COUTEUR & BURRESON, 2006).

A) B)

Figura 2 - A) Estrutura da Piperina; B) Estrutura da Capsaicina.

Ao ingerirmos alimentos que contém piperina ou capsaicina, a sensagao
picante que sentimos nao é realmente um sabor, mas uma resposta de nossos
receptores nervosos de dor a um estimulo quimico. Quanto mais forte a pimenta,
maior a dor, e, em consequéncia, maiores os tragos de endorfina produzidos e maior
o prazer final (LE COUTEUR & BURRESON, 2006).

Os registros mais antigos do consumo de pimentdes datam de
aproximadamente 9 mil anos, no México. Pode-se dizer que em 500 anos de
historia, com Colombo e Cabral, os Capsicum se estabeleceram em todo o mundo,
em usos como geléias, remédios, molhos, temperos pratos quentes e frios
(REIFSCHNEIDER; HENZ & RIBEIRO, 2009).

Capsicum annuum var. annuum € a variedade mais conhecida e difundida no
mundo. Os tipos mais comuns sdo o pimentédo, a pimenta americana (ou doce) e o
jalapefio (EMBRAPA, 2012).

O Brasil é um importante centro secundario de espécies domesticadas, onde
se observa consideravel diversidade de C. annuum var. annuum. Além disso, o pais
contempla o maior numero de espécies silvestres do género. A riqueza da
diversidade das espécies brasileiras Capsicum ainda nao foi utilizada em beneficio

da sociedade, mas as expectativas sdo promissoras (REIFSCHNEIDER, 2000).
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Segundo dados da FAO (2011), o maior produtor de pimentdes € hoje a
China, que domina de longe o comércio, com 62% da producdo mundial
(aproximadamente 15 milhdées de toneladas em 2011), conforme pode ser observado

na Figura 3, que mostra a distribuigdo dos 10 maiores produtores mundiais.
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Figura 3 - Distribuicdo dos maiores produtores de pimentdes no mundo.
Fonte: FAO, 2011.

Dados sobre a produgao e a area cultivada no Brasil sdo escassos, mas a
regidao sudeste € a maior produtora, tendo destaque o estado de Sdo Paulo, outros
dos principais estados produtores no pais sdo Minas Gerais, Goias, Ceara e Rio
Grande do Sul. Os produtos destinam-se ao consumo direto do fruto fresco ou como
condimentos. Entretanto, também existem no pais industrias de médio e grande
porte que utilizam estes produtos para obtencdo de processados (CRISOSTOMO,
2006; REIFSCHNEIDER, 2000).

No mercado brasileiro, além de cultivares de frutos verdes (quadrados ou
cbnicos) e vermelhos quando maduros, existe no mercado um grande numero de
hibridos de pimentdo coloridos, do marfim ao purpura, passando pelo creme,
amarelo e laranja. A area cultivada desses hibridos ainda € pequena, e as sementes
sdo importadas, correspondem a 1% do volume de sementes comercializadas no
Brasil, sendo normalmente cultivadas em estufa. Pimentdes para usos especiais,
como paprica, tém crescido de importancia (REIFSCHNEIDER, 2000).

A estimativa é de que a area plantada de pimentas e pimentdes no Brasil

seja, anualmente, de 13 mil hectares e produgdo proxima a 290 mil toneladas de
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frutos, sendo assim, uma atividade de alta significancia para o setor olericora no
Brasil (SOUSA et al., 2011).

Nas ultimas trés décadas, os setores publico e privado brasileiro tém investido
fortemente no aumento de conhecimento de Capsicum e criado novas oportunidades
de mercado e produtos. A biodiversidade disponivel comega a ser mais explorada e
a ocupacéao de nichos de mercado estdo em andamento (REIFSCHNEIDER; HENZ
& RIBEIRO, 2009).

2.1.1 Composicao e usos

Além dos nutrientes encontrados em quantidades variaveis nas pimentas e
pimentdes, que suprem a necessidade de producao de energia, ha a presenca dos
componentes ditos funcionais, que respondem por outras propriedades e aplicagoes:
os cetocarotendides, pelos corantes vermelhos da paprica; a capsaicina, pela
pungéncia das pimentas picantes; as pirazinas, pelo aroma caracteristico e, também
trés antioxidantes naturais: a vitamina C, os carotendides e a vitamina E
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Carboidratos sdo componentes predominantes nos frutos de Capsicum; a
frutose é o principal agucar. Todas as variedades possuem baixa caloria. O conteudo
de cinzas totais de pimentas e pimentdes € 0 mesmo frequentemente encontrado em
outros frutos, sendo a maioria soluvel em agua, o que indica ser uma fonte de
minerais, dentre os quais sobressaem potassio, fésforo, magnésio e calcio. Dentre
0s acidos graxos, os mais comuns sdo os acidos insaturados, linoléico e linolénico,
nutricionalmente mais favoraveis, pois sdo essenciais a nossa dieta. Sdo, ainda,
fontes importantes de fibras, elementos essenciais no processo de digestdo, que
previnem problemas intestinais. Na Tabela 1, pode-se observar a composi¢ao de
nutrientes para 100 g de pimentao fresco (REIFSCHNEIDER, 2000).

Tabela 1 - Composicao de nutrientes em 100 g de pimentao fresco.

Nutriente Valor
Agua 93,89 g
Calorias 20 kcal
Proteina 0,86 g
Lipidios (total) 0,17 g

Carboidratos 4,64 g




24

(continuacao)

Nutriente Valor
Fibras 1,79
Acucar (total) 2449
Calcio (Ca) 10 mg
Ferro (Fe) 0,34 mg
Magnésio (Mg) 10 mg
Fosforo (P) 20 mg
Potassio (K) 175 mg
Saodio (Na) 3 mg
Zinco (Zn) 0,13 mg
Vitamina C (acido ascérbico total) 80,4 mg
Vitamina E (alfa-tocofenol) 0,37 mg
Vitamina K 7,4 ug
Acidos graxos saturados 58 mg
Acidos graxos monoinsaturados 8 mg
Acidos graxos poliinsaturados 62 mg

Fonte: USDA, 2012.

Quanto ao seu uso, sabe-se que as pimentas e os pimentdes tém uma grande
participagdo no mercado de condimentos, temperos e conservas, embora ndo haja
dados estatisticos. Na industria € cada vez maior o uso do pé do pimentdo maduro
(paprica), principalmente como corante (obtido da polpa do pimentao vermelho) ou
flavorizante (obtido dos frutos verdes) de diversos produtos processados
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Toda a aplicabilidade dos pimentdes na saude humana é um reconhecimento
dos muitos usos da espécie, ndo sé em épocas antigas, como nos dias atuais. Na
alopatia é usada, por exemplo, na fabricagdo de creme analgésico para aliviar dores
musculares, pois a capsaicina torna a pele sensivel depois do ardor. Além disso, ha
inumeras citagdes sobre seu emprego para alivio de dor de dente, tosse, aftas, como
remédio para tuberculose, hemorréida, enjéo, diarréia, dor de ouvido, problemas do
aparelho digestivo e, ainda, como tratamento do escorbuto, por ser rica em vitamina
C (REIFSCHNEIDER; HENZ & RIBEIRO, 2009).

Existem também, estudos no campo da psicologia sobre o efeito do uso da
capsaicina, pois ha indicios de que ela age sobre os sentidos através de uma
descarga de endorfina do cérebro para o sistema nervoso central
(REIFSCHNEIDER, 2000).
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2.1.2 Cultura do pimentao

O pimentao pertence a familia das Solanaceas e é uma planta perene, porém
cultivado como cultura anual e necessitando de temperatura moderadamente
elevada para seu cultivo (FILGUEIRA, 2003).

Possui formato quadrado e cbénico e, se encontra geralmente pendente. A
coloracdo dos frutos pode ser verde, amarelo esverdeado e verde amarelado
(imaturos); vermelho, amarelo, alaranjado, marfim, roxo, marrom escuro (maduros).
Quanto a pungéncia, é considerado doce e de aroma baixo (EMBRAPA, 2012).

O terreno ideal é aquele com solos profundos, com boa drenagem e pH entre
5,5 a 6,8. Os pimentdes exigem suprimento regular de agua durante todo o ciclo. A
deficiéncia de agua, especialmente durante os estagios de floracdo e pegamento de
frutos, reduz a produtividade em decorréncia da queda de flores e abortamento de
frutos e provoca o aparecimento de podridao apical nos frutos (EMBRAPA, 2012).

As pimentas podem ser atacadas por varias doengas causadas por bactérias,
fungos, nematoides e virus. Também existem os disturbios fisioldgicos, que as vezes
se confundem com as doencgas, que podem ser causados por excesso ou deficiéncia
de nutrientes, falta ou excesso de agua, presenca de insetos ou acaros ou
fitotoxicidez provocada por agrotoxicos. Quanto as pragas, varios artropodes,
principalmente insetos e acaros, estdo associados com Capsicum desde a
sementeira até a colheita dos frutos (LOPES & AVILA, 2003).

A forma mais eficiente e econdmica de prevenir os danos causados por estes
disturbios é através do monitoramento da cultura, uma vez que sua ocorréncia
depende da época de plantio, das condi¢des de solo, do tipo de irrigacédo, da
adubacao, entre outros fatores. A aplicacao de inseticidas e acaricidas €, na maioria
das vezes, desnecessaria, antiecondOmica e danosa aos homens, animais e meio
ambiente (LOPES & AVILA, 2003).

Entretanto, se registrado o agrotoxico, recomenda-se seu uso na fase inicial
da cultura e somente intensificar as pulverizagcbes durante os periodos
imediatamente anteriores e posteriores ao transplante, quando as plantas sao mais
susceptiveis a viroses (LOPES & AVILA, 2003).

O uso correto e seguro dos produtos registrados contribui para evitar o uso
inadequado de agrotoxicos, que poderia acarretar no desenvolvimento de resisténcia
de pragas nas lavouras e residuos de agrotoxicos em produtos vegetais acima dos
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Limites Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos. Na Tabela 2, podemos verificar

quais séo os produtos recomendados para a cultura do pimentdo, segundo o MAPA

(AGROFIT, 2012).

Tabela 2 - Produtos registrados no MAPA e indicados para a cultura de pimentao.

Nome Comum

Grupo Quimico

Classe (s)

Abamectina
Acefato

Acefato de (E, Z, Z2)-4,7,10-tridecatrienila
Acefato de (E4, Z7)-4,7-tridecatrienila

Azadiractina
Azoxistrobina
Clomazona
Clorfenapir
Clorotalonil
Deltametrina
Difenoconazol
Enxofre
Estreptomicina
Etiona
E-11-hexadecenol
Hidroxido de cobre
Imidacloprido
Iprodiona
Iprovalicarbe
Mancozebe
Metconazol
Metiocarbe
Metiram

Oxicloreto de cobre
Oxido cuproso
Oxitetracicina
Piraclostrobina
Piriproxifem
Propinebe

Sulfato de cobre
Tetradifona
Tiabendazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Triclorfom
Trifluralina

(Z,Z, 2)-3, 6, 9-tricosatrieno
1, 4-dimetoxibenzeno

Avermectina
Organofosforado
Acetato insaturado
Acetato insaturado
Tetranortritterpendide
Estrobilurina
Isoxazolidinona
Analogo de pirazol
Isoflalonitrila
Piretroide
Triazol
Inorganico
Antibidtico
Organofosforado
Alcool alifatico
Inorgénico
Neonicotindide
Dicarboximida
Carbamato
Alquilenobis (ditiocarbamato)
Triazol
Metilcarbamato de fenila
Alquilenobis (ditiocarbamato)
Inorgéanico
Inorganico
Antibidtico
Estrobilurina
Eter piridiloxipropilico
Alquilenobis (ditiocarbamato)
Inorganico
Clorodifenilsulfona
Benzimidazol
Neonicotindide
Neonicotindide
Organofosforado
Dinitroanilina
Hidrocarboneto insaturado
Eter aromatico

Acaricida/lnseticida
Acaricida/lnseticida
Feromoénio sintético
Feromoénio sintético
Inseticida
Fungicida
Herbicida
Acaricida/lnseticida
Fungicida
Fungicida/lnseticida
Fungicida
Acaricida/Fungicida
Bactericida
Acaricida/lnseticida
Feromonio sintético
Bactericida/Fungicida
Inseticida
Fungicida
Fungicida
Acaricida/Fungicida
Fungicida
Acaricida/lnseticida
Fungicida
Bactericida/Fungicida
Bactericida/Fungicida
Bactericida/Fungicida
Fungicida
Inseticida
Fungicida
Bactericida/Fungicida
Acaricida
Fungicida
Inseticida
Inseticida
Acaricida/lnseticida
Herbicida
Feromoénio sintético
Feromonio sintético

Fonte: AGROFIT, 2012.
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2.2 Residuos de Agrotéxicos em Alimentos

O termo agrotdxico, segundo o Codex Alimentarius, refere-se a qualquer
substéncia ou mistura que tenha como objetivo prevenir, destruir ou controlar
qualquer tipo de praga incluindo espécies de plantas ou animais presentes durante a
produgao, estocagem, transporte, distribuigdo ou processamento de alimentos ou
ragdes animais. O termo inclui substancias utilizadas como reguladores de
crescimento para plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes promotores de
amadurecimento de frutos, inibidores de germinagdo e substancias que s&o
aplicadas aos graos antes e depois da colheita para evitar a deterioragdo do
alimento durante o armazenamento e transporte (FAO, 2005).

A legislacéo brasileira, através do decreto n® 4.074, de 04 de Janeiro de 2002,
o qual regulamenta a Lei n°® 7.802, de 11 de Julho de 1989, conceitua agrotdxicos

como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegcao de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 2002).

Podem ser classificados de diferentes maneiras, a principal € quanto ao seu
emprego: inseticidas (combatem os insetos), herbicidas (combatem as plantas
daninhas), fungicidas (combatem os fungos), acaricidas (combatem os acaros),
moluscocidas (combatem os moluscos), rodenticidas (combatem as bactérias), entre
outros (BAIRD, 2002).

Quanto a composicdo quimica, os agrotoxicos possuem uma enorme
diversidade estrutural, sendo classificados em um mesmo grupo quando apresentam
alguma caracteristica em comum, ou seja, quanto a natureza dos elementos
quimicos presentes e da maneira como estdo arranjados. Também, a classificagéo
quanto a toxicidade é fundamental, uma vez que sdo compostos potencialmente
perigosos para a saude humana (BARBOSA, 2004).

O processo produtivo agricola brasileiro esta cada vez mais dependente dos
agrotoxicos e fertilizantes quimicos. Conforme dados da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatério da Industria dos Agrotoxicos da
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Universidade Federal do Parana, divulgados no 2° Seminario sobre Mercado de
Agrotoéxicos e Regulagéo, em Brasilia (DF), em abril de 2012, enquanto, nos ultimos
dez anos, o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro
cresceu 190%. Assim, em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o
posto de maior mercado mundial de agrotoxicos (CARNEIRO et al., 2012).

A utilizagdo de agrotdxicos contribui para o aumento na produgéo, porém ha
uma preocupacgao crescente com efeitos adversos causados no ambiente, tais como:
contaminagao dos recursos hidricos, impactos em organismos nao alvos e na saude
humana. Entre os efeitos nocivos causados ao homem estdo diversos tipos de
cancer, danos ao sistema nervoso central, problemas no sistema reprodutivo e
locomotor, deficiéncia mental, entre outros (PRESTES, 2011).

A FAO (do inglés Food and Agricultural Organization) define o termo “residuo”
como a fragdo de uma substancia, seus metabdlitos, produtos de conversdo ou
reacao e impurezas que permanecem no alimento proveniente de produtos agricolas
e/ou animais tratados com estas substancias. Enquanto o termo “contaminante” é
definido como qualquer substancia que nao seja intencionalmente adicionada aos
alimentos, como resultado das etapas de produgdo, transformacao,
acondicionamento, embalagem, transporte e armazenagem do alimento (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001).

As deficiéncias nas boas praticas para a utilizagao de agrotdxicos incorrem no
aparecimento de residuos que, em niveis acima dos Limites Maximos de Residuos
(LMR), podem representar risco a saude humana. Estes riscos estdo estritamente
correlacionados com o desrespeito as instru¢cées de uso do fabricante contidas na
bula dos agrotoxicos, como: indicagao de uso para a espécie alvo, dosagem, via de

administracao e periodo de caréncia (PRESTES, 2011).

2.3 Monitoramento de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos no Brasil

No Brasil, o processo de registro de agrotoxicos envolve o Ministério da
Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), responsavel
pela avaliacdo do impacto dos agrotoxicos na saude humana e pelo estabelecimento
dos Limites Maximos de Residuos (LMR) (ANVISA, 2011a).

Os LMR referem-se a valores provenientes de experimentos de campo,

exigidos para cada cultura, levando em consideragdo a Ingestdo Diaria Aceitavel
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(IDA), que é a quantidade maxima que, ingerida diariamente durante toda a vida,
parece ndo oferecer risco apreciavel a saude, a luz dos conhecimentos atuais
(FERMAM; ANTUNES, 2009).

A fim de acompanhar a situagéo de residuos de agrotoxicos em alimentos sédo
estabelecidos os programas de monitoramento. Dois programas de monitoramento
de agrotoxicos em alimentos de origem vegetal estdo em curso no Brasil: o
Programa de Anadlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA),
coordenado pela ANVISA, e o Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo MAPA (ANVISA, 2011b). Os programas
brasileiros s&o similares aos realizados em outros paises, entretanto o uso de
agrotoxicos ndo autorizados é uma pratica comum no pais, uma situacdo que o
governo vem tentando solucionar (JARDIM; CALDAS, 2012).

O PARA foi iniciado em 2001 pela ANVISA com o objetivo de avaliar
continuamente os niveis de residuos de agrotdéxicos nos alimentos in natura que
chegam a mesa do consumidor, fortalecendo a capacidade do Governo em atender
a seguranga alimentar, evitando assim, possiveis agravos a saude da populagao.
Mediante os resultados obtidos pelo programa sao tragadas estratégias em conjunto
com outras instituigdes, com o objetivo de diminuir os riscos advindos da presenga
dos residuos n&o autorizados ou acima dos limites (ANVISA, 2012).

Ja o0 PNCRC Vegetal € um programa federal de inspec¢ao e fiscalizagdo de
alimentos de origem vegetal, criado em 2006, baseado em analise de risco, que visa
verificar a presenca de residuos de substancias quimicas potencialmente nocivas a
saude do consumidor, como residuos de medicamentos veterinarios, de agrotdxicos
ou afins, de contaminantes ambientais (ex: aflatoxinas) e de contaminantes
inorganicos (metais pesados). Entre seus objetivos principais esta a garantia de um
sistema que provenha a seguranga e a inocuidade dos alimentos disponibilizados
aos consumidores e que seja equivalente aos requisitos sanitarios internacionais
estabelecidos pelo MERCOSUL, CODEX, OMC, e 6rgaos auxiliares (FAO, OIE,
WHO) (MAPA, 2011).

Entre 2001 e 2010 13.556 amostras, provenientes das 26 Unidades
Federadas do Brasil, foram analisadas para residuos de agrotoxicos, das quais
12.072 foram analisadas pelo PARA (de julho de 2001 a dezembro de 2009) e 1.484
analisadas pelo PNCRC (de janeiro de 2006 a julho de 2010). Os dados avaliados
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pelos programas de monitoramento brasileiros mostram que 48,3% das amostras
analisadas foram positivas para pelo menos um residuo de agrotdxico. Maca,
mamao, uva e pimentdo foram as culturas com a maior porcentagem de amostras
positivas (em torno de 80%). Irregularidades encontradas em 13,2% das amostras
foram principalmente devido a presenca de ingredientes ativos nao autorizados, e
2,7% das amostras analisadas continha residuos abaixo do LMR permitido no Brasil
(JARDIM; CALDAS, 2012).

A Tabela 3 mostra o numero e a porcentagem de amostras positivas e
irregulares para cada cultura analisada nos programas. Mag¢a, mamé&o, morango, uva
e pimentdo foram as culturas com o0 maior numero de amostras positivas
(aproximadamente 80%). Pimentdo foi a cultura com a maior porcenagem de
irregularidades (70,7% das amostras analisadas), principalmente devido a
compostos n&o autorizados. Morango, uva e pimentdo apresentaram a maior
porcentagem de amostras irregulares apresentando residuos de compostos nao
autorizados e acima do LMR permitido (JARDIM; CALDAS, 2012).

Tabela 3 - Culturas analisadas nos programas de monitoramento PARA e PNCRC,
de 2001 a 2010, como percentual de amostras positivas e irregulares.

c Amostras Amostras Amostras irregulares
ultura analisadas posoltLvas ] s ] e
%o Total % NA, %° >LMR%% Ambos, %"
Maca 1.750 79,9 107 6,1 82,2 16,8 0,9
Mamao 1.545 82,3 173 11,2 46,2 47,4 6,4
Batata' 1.222 25,9 49 4,0 12,2 87,8 -
Laranja’ 1.219 28,5 38 3,1 86,8 13,2 -
Tomate 1.154 59,8 158 13,7 63,9 27,2 8,9
Cenoura’ 1.021 15,5 83 8,1 48,2 51,8 -
Alface 1.007 33,9 210 20,9 97,1 1,0 1,9
Morango 992 76,3 393 39,6 73,3 13,5 13,2
Banana 911 11,3 25 2,7 52,0 44,0 4.0
Feijao' 301 55,1 6 2,0 50,0 50,0 -
Arroz' 298 18,5 15 5,0 93,3 6,7 6,7
Uva 286 82,2 98 34,3 62,2 21,4 16,3
Manga 284 30,6 9 3,2 66,7 33,3 -
Abacaxi 270 41,9 55 20,4 49,1 41,8 9,1
Repolho' 268 18,3 43 16,0 100,0 - -
Pimentao’ 266 82,0 188 70,7 86,7 2,7 10,6
Cebola’ 263 1,1 3 1,1 100,0 - -
Beterraba' 172 32,0 37 21,5 100,0 - -

Pepino’ 146 53,4 43 295 884 7,0 47




(continuagao)
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c Amostras Amostras Amostras irregulares
ultura analisadas posoltLvas ] o . e
%o Total % NA, %" >LMR®,% Ambos, %“
Couve' 129 58,1 52 40,3 712 19,2 9,6
Limé&o® 31 74,2 3 9,7 100,0 - -
Melao® 21 28,6 2 9,5 100,0 - -
Total 13.556 48,3 1.790 13,2 72,1 20,6 7,4

 Presenca de residuo de pelo menos um agrotoxico 2LOQ.

® Relacionado ao total de amostras analisadas a cada ano.

° Relacionado ao total de amostras irregulares a cada ano.

¢ Ingredientes ativos n&o autorizados.

° Presenca de ingredientes ativos ndo autorizados e residuos acima do LMR.
" Somente analisado no PARA.

9 Somente analisado no PNNCRC.

Fonte: Adaptado de Jardim; Caldas (2012).

Acima de 40% das amostras de pimentdo e morango tinham residuos na faixa
de 0,1 e 0,5 mg kg, sendo que pimentdo foi a cultura com o maior nimero de
amostras que apresentaram multirresiduo (73,9%), seguido por morango (71,6%) e
uva (70,2%). A presenga de multirresiduo pode sugerir que os principios de boas
praticas de agricultura ndo estao sendo respeitados (JARDIM; CALDAS, 2012).

A Tabela 4 apresenta os agrotoxicos monitorados em pimentdo pelos
programas PARA e PNCRC, com os respectivos LMR.. A Tabela 4 também
apresenta, quando existente, o LMR estabelecido pelo Codex Alimentarius e pela
Uniao Europeia (UE). No PNCRC, o monitoramento da cultura de pimentdo entrou

em vigor na safra 2010/2011.

Tabela 4 - Tabela de agrotéxicos monitorados pelo PARA e PNCRC com os LMRs

para a cultura de pimentao pelo Codex e Unido Européia.

Principio Ativo

Limites Maximos de Residuos (LMR), mg kg™

PARA PNCRC CODEX UE
Acefato 1 1 - 0,02
Acetamiprido NA NPC - 0,3
Ametrina 0,02 NPC - -
Atrazina 0,02 - - -
Azaconazol NA P - -
Azoxistrobina NA 0,5 3 3
Boscalida NA NPC 3 3
Bromoconazol NA NPC - -
Buprofezina NA NPC 2 2
Carbaril NA NPC 5 0,05




(continuagao)

Principio Ativo

Limites Maximos de Residuos (LMR), mg kg™

PARA PNCRC CODEX UE
+ ilico +

CB::;%er:i(ljaZIm Tiofanato Metilico NA NPC ) )
Carbofurano + 3-OH Carbofurano NA NPC - -
Cianazina NA - - -
Ciproconazol NA NPC - -
Clomazone 0,05 - - 0,01
Clorpirifos etilico NA NPC 2 0,5
Clotianidina NA NPC 0,05 0,05
Deltametrina 0,01 0,01 - 0,2
Diazinona NA NPC 0,05 0,05
Difenoconazol 0,5 0,5 - 0,5
Dimetoato + Ometoato NA NPC 0,5 0,02
Dimoxistrobina - P - -
Diuron NA NPC - -
Dodemorfe NA P - -
Epoxiconazol NA NPC - -
Etiofencarbe NA P - -
Etoprofés NA NPC 0,05 -
Fembuconazol NA P - 0,05
Fluasifope-P-butilico NA NPC - -
Flusilazole NA P - -
Flutriafol NA NPC - -
Furatiocarbe NA NPC - -
Imazalil NA NPC - -
Iprovalicarbe 0,05 0,05 - -
Linurom NA NPC - -
Mefosfolan - P - -
Mepronil - P - -
Metalaxil-M NA NPC 1 0,5
Metobromuron - P - -
Metoxurom - P - -
Mevinfés NA NPC - -
Monocrotofds NA P - -
Monolinurom - P - -
Pencicurom NA NPC - -
Penconazol NA P - -
Picoxistrobina NA NPC - -
Piperonil butéxido - P - -
Piraclostrobina 1 1 0,5 0,5
Pirazofés NA NPC - -
Piridafentiona NA NPC - -
Pirimetanil NA NPC - -
Pirimifés etilico NA P - -
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(continuagao)

. . ;. P 1
Principio Ativo Limites Maximos de Residuos (LMR), mg kg

PARA PNCRC CODEX UE
Pirimifés metilico NA NPC - -
Profenofés NA NPC - -
Propiconazol NA NPC - -
Simazina NA NPC - -
Tebuconazol 0,1 0,1 0,5 0,5
Tebufenozida NA NPC - -
Tebufenpirade NA P - -
Terbufés NA NPC - -
Tetraconazol NA NPC - -
Tiabendazol 2 2 - -
Tiacloprido 0,2 0,2 1 -
Tiametoxam 0,02 0,02 - -
Triazofds NA NPC - -
Trifloxistrobina NA NPC 0,3 -
Triflumizol NA NPC - -

NA — nado autorizado (denominacado PARA);
NPC — nado permitido para a cultura (denominagao PNCRC);
P — proibido (denomina¢cdo PNCRC).

2.4 Determinagao de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos

2.4.1 Métodos cromatograficos para determinagao de residuos de agrotoxicos

A Cromatografia Gasosa € uma técnica de separagdo com um poder de
resolucdo excelente, que baseia-se na diferente distribuicdo de substancias da
amostra entre uma fase estacionaria e a fase movel (um gas), sendo esta aplicada a
analise de compostos volateis ou volatilizaveis, que sejam termicamente estaveis.
ApOs serem separadas na coluna, as substancias analisadas chegam ao sistema de
deteccao, sendo os principais detectores classicos aplicados nessa técnica: Detector
por Condutividade Térmica (TCD, do inglés Thermal Conductivity Detector); Detector
por lonizagdo em Chama (FID, do inglés Flame lonization Detector); Detector por
Captura de Elétrons (ECD, do inglés Electron Capture Detector) e Detector de
Nitrogénio e Fésforo (NPD, do inglés Nitrogen Phosphorus Detector) (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2009).

Na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) o principal requisito para a analise é a

solubilidade dos compostos na fase mével. Como a maioria dos compostos n&o s&o
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suficientemente volateis para ser analisados por Cromatografia Gasosa, a HPLC tem
tido grande destaque. Os principais sistemas classicos de detecgdo empregados
sdo: Detector de Ultravioleta e Visivel (UV-vis); Detector por Arranjo de Diodos
(DAD, do inglés Diode Array Detector) e Detector de Fluorescéncia (FD, do inglés
Fluorescence Detector) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009; HARRIS, 2008).

A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC, do inglés Ultra-high
Performance Liquid Chromatography) fundamenta-se nos mesmos principios de
separagao da HPLC, entretanto emprega colunas cromatograficas com dimensdes
reduzidas (5-10 cm de comprimento e didmetros internos de 1-2,1 mm), recheadas
com particulas de FE < 2 ym, podendo ser utilizadas altas velocidades lineares de
fase movel (FM) para obter melhores resultados (MALDANER; JARDIM, 2012).

Entre as vantagens do sistema UHPLC em relagcdo a HPLC estdo o pequeno
volume de amostra utilizado; aumento na sensibilidade e eficiéncia da separacgao,
portanto, tem-se um aumento de resolugéo; a facilidade em transferir um método
desenvolvido em HPLC para UHPLC; possibilidade de analisar um maior numero de
amostras por unidade de tempo, além de grande variedade de colunas e
equipamentos disponiveis no mercado (WATERS, 2013a).

Entretanto, a utilizagdgo da UHPLC com alto desempenho requer
determinadas modificagdes, como equipamento capaz de trabalhar a elevadas pres-
sbes, acima de 1000 bar (~15000 psi); sistema de bombeamento robusto; sistema
de injecao rapido, exato e preciso na faixa de pequenos volumes; volumes internos
reduzidos (conexdes, alga de amostragem, cela do detector e bombas); detectores
com alta taxa de aquisicdo de dados, colunas e FE apropriadas (MALDANER;
JARDIM, 2012). Entre estas FE, estdo as particulas de silica hibrida de terceira
geracgao produzidas e patentiadas pela Waters, que consistem de particulas de silica
hibrida (Ethylene Bridged Hybrid, BEH) incorporadas com uma pequena quantidade
de carga na superficie. Devido a estabilidade quimica intrinseca da tecnologia de
particulas hibridas, a coluna que possuir esta FE possui uma gama mais ampla de
pH utilizavel (pH de 1 a 12), permitindo uma tecnologia de separacao versatil e
robusta para o desenvolvimento de métodos analiticos (WATERS, 2013b).

Além disso, os cuidados com a limpeza do sistema cromatografico também
devem ser maiores no sistema UHPLC, uma vez que suas tubulagdes e seus filtros

da coluna sdo muito mais suscetiveis ao entupimento que aquelas empregadas em
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HPLC, devido a redugao dos d.i. das tubulagdes (necessaria para diminuir o volume
extracoluna e evitar o alargamento do pico cromatografico) e a diminuicdo da
porosidade dos filtros (necessaria para reter as particulas de FE < 2 ym no interior
da coluna mantendo um leito cromatografico estavel) (MALDANER; JARDIM, 2012).

Ainda, o emprego de pressdes elevadas pode gerar alguns inconvenientes
para a utilizagdo da UHPLC, como o aumento no volume molar das moléculas,
podendo haver alteracdo na ordem de eluicdo dos compostos, deslocamento ou
sobreposi¢ao de picos cromatograficos. Outra consequéncia do aumento de presséo
€ a geracao de gradientes de temperatura longitudinal e radial, que influenciam a
retencao e eficiéncia. Esse fato ocorre devido ao atrito entre a FM e as particulas da
FE empregadas em UHPLC (MALDANER; JARDIM, 2012).

2.4.2 Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas para determinacéo de
residuos de agrotoxicos

O uso de detectores classicos torna as analises quantitativas mais limitadas,
de um modo geral, pois a identificagdo do analito através do seu tempo de retencéo
(tr) caracteristico pode gerar um grande problema, visto que varios compostos
podem apresentar o mesmo tg (LANCAS, 2009).

Dentre os detectores que podem ser utilizados na cromatografia liquida e na
gasosa, a Espectrometria de Massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) tem se
destacado, pela sua versatilidade de uso em ambas as técnicas, além disso, a
combinagdo destas duas técnicas tem como vantagens a alta seletividade e
separagao eficiente, proveniente da cromatografia, e informagdes estruturais e
aumento da seletividade, oriundo da espectrometria de massas (LANCAS, 2009).

O principio basico da Espectrometria de Massas é a geragdo de ions de
compostos organicos ou inorganicos e separagao através da sua razdo massa/carga
(m/z), seguida da deteccdo qualitativa e quantitativa da respectiva m/z e abundéncia.
Essa ionizagdo pode ser realizada termicamente, por campo elétrico, por impacto
energético de elétrons, ions ou fétons, dentre outros. O espectrometro de massas
consiste em uma fonte de ions, um analisador de massas e um detector, sendo que
os dois ultimos sao operados sob condicbes de alto vacuo. A fonte de ions nao

necessariamente estara sob vacuo (GROSS, 2004).
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Quando se trata do acoplamento da Cromatografia Gasosa com a
Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry), dois sdo os modos de ionizagdo possiveis: lonizagdo por Elétrons
(El, do inglés Electron lonization) ou por lonizagdo Quimica (Cl, do inglés Chemical
lonization). Quanto a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
(LC/MS, do inglés Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry), pode-se
utilizar as fontes de eletronebulizagdo (ESI, do inglés Electrospray lonization),
ionizagdo quimica a pressédo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure
Chemical lonization) ou ainda fotoionizagéo a pressao atmosférica (APPI, do inglés
Atmospheric Pressure Photoionization) (LANCAS, 2009).

No processo de ionizagao por eletronebulizag&o (Electrospray, ESI), conforme
Figura 4, a amostra é dissolvida e pressurizada em um tubo capilar de ago inox, ao
qual é aplicada uma voltagem tipicamente entre 3.000 e 5.000 V. Como resultado, o
liquido emerge do capilar a pressdo atmosférica, na forma de um aerossol. A medida
que ocorre a dessolvatacdo, assistida por um fluxo continuo de gas seco
(geralmente N2), o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em que a forga de
repulsdo entre as cargas similares fica maior que as for¢cas de coesao da fase liquida
(tens&o superficial). Neste momento ocorre a chamada “explosdo coulombica”, que
gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir das
quais se originaram. Uma série de explosbes passa entdo a ocorrer até que séo
produzidos ions do analito a partir destas gotas, que séo transferidos para o interior
do espectrometro de massas por uma série de dispositivos de focalizacdo. Neste
processo, apenas a ionizacdo ocorre a pressao atmosférica, o espectrémetro de
massas se encontra sob “vacuo’. E ideal para analise de moléculas mais polares, de
maior massa molecular (LANCAS, 2009; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

(Gas de nebulizacdo —* U

lons  Gds de secagem -
"o l Nitrogénio aquecido
*
a*t.
Spray do solvente —» o et ¢
a:al "+‘+
. = "-“"‘

Entrada do capilar dielétrico

Figura 4 - Esquema da fonte de ionizagéao ESI.
Fonte: Adaptado de CHROMEDIA, 2013.
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A ionizagao quimica a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical
lonization, APCI), como observado na Figura 5, é uma técnica apropriada para
determinacao de massas molares menores do que 2000 unidades de massa, em
uma larga faixa de moléculas polares e apolares. No modo APCI, o eluato do
cromatégrafo a liquido é vaporizado através de um vaporizador aquecido
(normalmente de 250 a 400 °C), sob presséo atmosférica. O aquecimento vaporiza o
liquido e as moléculas do solvente na fase gasosa s&o ionizadas por uma descarga
de elétrons a partir uma agulha condutora. Entdo, os ions do solvente transferem
cargas para as moléculas do analito através de reagdes quimicas (ionizagao
quimica). Devido a isso e ao fato de altas temperaturas estarem envolvidas, a APCI
€ menos utilizada do que o ESI para a analise de biomoléculas grandes que podem
ser termicamente instaveis. APCI é usada com cromatografia em fase normal mais
frequentemente do que o ESI, porque os analitos sdo usualmente apolares
(PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

<+— Entrada HPLC
<— Nebulizador (spray)

Y| «Vaporizador

|

Gas de nebulizagdo <3

! Gas de secagem
Agulhade &% ¥y

descarga ..

T

Figura 5 - Esquema da fonte de ionizagdo APCI.
Fonte: Adaptado de CHROMEDIA, 2013.

A fotoionizagao a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Photoionization,
APPI), conforme Figura 6, € aplicada na analise de compostos menos polares do
que aqueles menos ionizaveis por APCI, podendo ser operada no modo positivo e
negativo. Nesta técnica, o vaporizador converte o eluato do cromatégrafo a liquido
em uma fase gasosa. A descarga de uma lampada gera fétons em uma faixa estreita
de energia de ionizag&o, que foi previamente escolhida para ionizar o maior numero

possivel de moléculas do analito, enquanto minimiza a ionizacdo das moléculas do
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solvente. Os ions resultantes passam através de um capilar de vidro para dentro do

analisador de massas (PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).
Em todos os casos, a natureza do analito e as condi¢gdes de separagao tém

uma forte influéncia sobre qual técnica de ionizagao (ESI, APCI ou APPI) ira

promover os melhores resultados.

<+— Entrada HPLC
“*— Nebulizador (spray)

Vaponzador

Gas de nebulizacdo

Gas de secagem

Lampada UV

Figura 6 - Esquema da fonte de ionizagdo APPI.
Fonte: Adaptado de CHROMEDIA, 2013.

Os analisadores de massas separam ions de acordo com a razdo m/z.
Atualmente, com a grande variedade de analisadores de massas disponiveis, a
escolha do mais apropriado depende de fatores como a aplicagao (faixa de massas
desejada), o desempenho (resolugdo) bem como o custo. Alguns exemplos s&o:
quadrupolo (e triplo quadrupolo), trapeamento de ions (do inglés, ion trap), tempo de
vbo e quadrupolo-tempo de vbo.

O analisador de massas tipo quadrupolo (qMS) € composto de quatro barras
usualmente de metal, disposta em pares nos quais se aplicam uma corrente
continua do tipo DC (corrente direta) e um potencial RF (radio frequéncia) alternante.
A RF é variada para que os ions de diferentes m/z obtenham uma trajetéria estavel
ao longo do quadrupolo chegando ao detector, gerando assim o espectro de
massas. Os ions produzidos na fonte de ionizacdo sao focalizados até o centro da
regido entre os quatro cilindros e atravessam o quadrupolo axialmente. Suas
trajetérias sdo dependentes do campo elétrico produzido onde apenas ions de
determinada m/z terdo essa trajetoria estavel e chegardo ao detector. A trajetéria
dos ions € um pouco complexa, mas simplificadamente seguem uma trajetéria
helicoidal. Este € o analisador de massas mais popular, entre outros fatores, pela

sua simplicidade, preco relativamente baixo, boa faixa linear, facilidade de ser
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entendido e operado. (LANCAS, 2009; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
CORILO, 2009; STASHENKO; MARTINEZ, 2010).

O analisador tipo Triplo Quadrupolo (TQ), conforme pode ser observado na
Figura 7, €& constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o segundo
quadrupolo (Q2 ou q) é utilizado como cela de colisdo, na qual ocorre a
fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo (Q1 ou MS1),
geralmente por dissociagao induzida por colisdo com um gas inerte (CID, do inglés
collision-induced dissociation), e também como direcionador dos ions produzidos ao
terceiro quadrupolo (Q3 ou MS2). Todos os quadrupolos s&o controlados para
transmitir ions de uma unica razao m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar
informacéao analitica mais exata (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Na dissociagdo induzida por colisdo, CID, o ion precursor proveniente do
primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial elétrico para uma regido de alto
vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisdes com um gas
inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N;), levando a um aumento na
energia potencial deste ion até ocasionar sua fragmentag¢ao, conduzindo a formagéao
dos ions produto (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; STASHENKO;
MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

Qo Q1 Q2 Q3

Somente RF

Somente RF Scanning RF/DC Cela de Colisio

Scanning RF/DC
Figura 7 - Esquema do analisador de massas, tipo Triplo Quadrupolo (TQ).

Dentre as técnicas de operacdo para obtencdo do espectro de massas em
MS/MS, estdo varredura completa (do inglés, Full scan), Monitoramento do ion
Selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring), Varredura do fon Produto,
Varredura do fon Precursor e Monitoramento Seletivo de Reagdes (SRM, do inglés
Selected Reaction Monitoring).

O tipo de varredura completa é muito comum quando se tem um unico
quadrupolo, mas quando se tem um sistema MS/MS pode-se optar por utilizar

somente o0 Q1, desse modo realizando a varredura completa da amostra em uma
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faixa ampla de m/z. O cromatograma nessa condicdo € conhecido como
Cromatograma de ion Total (TIC, do inglés total ion chromatogram) (STASHENKO;
MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

O modo SIM é muito utilizado quando se tem apenas um quadrupolo, mas
também pode ser utilizado no sistema TQ. Quando operado no modo SIM, pode-se
escolher um unico ion a ser monitorado ou varios ions caracteristicos dos analitos
alvo de interesse presentes em uma mistura complexa, aumentando a sensibilidade
(STASHENKO; MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

A varredura do ion produto consiste em selecionar um ion precursor de
determinada m/z no Q1, o qual opera em modo SIM, e determinar todos os ions
produto resultantes da dissociagao induzida por colisdo no Q3. Ja a varredura do ion
precursor consiste na escolha de um ion produto para determinar a origem do
mesmo, ou seja, qual o ion precursor que originou este produto. Assim, o Q1 opera
no modo scan ou varredura, enquanto o Q3 no modo SIM (STASHENKO;
MARTINEZ, 2010; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

No modo de varredura SRM é monitorada a fragmentagdo de um ion
precursor selecionado no Q1 e seus correspondentes ions produto que sao filtrados
em Q3. Este método permite que o equipamento focalize apenas o precursor € o
produto, aumentando a sensibilidade para o monitoramento, associado ao aumento
na seletividade (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; STASHENKO; MARTINEZ,
2010).

2.4.3 Preparo de amostra para determinacao de residuos de agrotoxicos

A etapa de preparo de amostra e as operacdes envolvidas podem afetar o
resultado final e, dessa forma, necessita-se de um preparo de amostra adequado
para se obter a informacgéo correta na analise (FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

As técnicas que tém sido mais amplamente utilizadas para extragcdo de
residuos e contaminantes em alimentos foram a Extracdo Sdlido-Liquido (SLE, do
inglés Solid Liquid Extraction) e a Extragcado Liquido-Liquido (LLE, do inglés Liquid
Liquid Extraction). Ambas consistem na extracdo sucessiva de amostras sélidas e
liquidas, respectivamente, com solvente organico empregando agitagdo vigorosa. A
acetonitrila é considerada um dos melhores solventes, uma vez que promove uma

extragao bastante eficiente e extrai baixas concentragdes de coextrativos da matriz,
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mas metanol e acetato de etila também sdo amplamente utilizados, porém extraem
elevadas quantidades de coextrativos da matriz (CABRERA et al., 2012).

Para analitos volateis, SPME ou SBSE sao opg¢des consideraveis. Na
Microextracdo em Fase Sdlida (SPME, do inglés Solid Phase Micro Extraction),
ocorre a particdo dos analitos de interesse entre o revestimento da fibra e a matriz
da amostra em estudo até que o equilibrio seja atingido, utilizando uma
microsseringa contendo uma fibra com revestimento de material adsorvente, préprio
para o analito de interesse. Pode ser operada em modo direto ou headspace. A
Extracdo Sortiva em Barra de Agitacao (SBSE, do inglés Stir-Bar Sorptive Extraction)
e similar a SPME, empregando, em vez de fibras, uma barra de agitagdo recoberta
com o sorvente. A barra de agitagdo € introduzida na amostra sob agitagdo, de
forma a promover o movimento de rotagdo na matriz liquida e simultaneamente a
extracdo dos analitos para a camada polimérica em condicdes experimentais
otimizadas (ALMEIDA et al., 2004).

A Extragdo Liquida Pressurizada (PLE, do inglés Pressurised-Liquid
Extraction) tem provado ser uma técnica rapida e eficiente para muitos tipos de
amostras sélidas, incluindo amostras ambientais, alimenticias e biologicas. Versdes
miniaturizadas do sistema PLE também tém sido desenvolvidas. Neste método,
amostra e solvente sdo aquecidos e submetidos a alta pressdo em uma cela
fechada. Com a pressao e temperatura elevadas, a viscosidade do solvente muda,
aumentando a extragdo dos analitos, no entanto as diferentes propriedades fisico-
quimicas dos analitos dificutam o emprego em analises multirresiduo
(HYOTYLAINEN, T., 2009; CABRERA et al., 2012).

Na técnica de Extragdo Assistida por Micro-ondas (MAE, do inglés
Microwave-Assisted Extraction) a amostra € imersa num frasco aberto ou fechado
contendo solvente, sendo posteriormente irradiada com micro-ondas. A principal
limitagdo da técnica é o uso de solventes que absorvam energia de micro-ondas,
pois solventes nao polares ndo absorvem essa energia. A Dispersao da Matriz em
Fase Solida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase Dispersion), envolve a mistura da
amostra (viscosa, solida ou semisolida) com um sorvente, a transferéncia da mistura
para um cartucho e uma etapa de eluicdo com um solvente adequado. Ja na
Extracdo Ultrassonica (USE, do inglés Ultrasonic Extraction), a amostra com sol-
vente é submetida ao banho com ultrassom (CABRERA et al., 2012).
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Os métodos de preparo de amostra que tém como base a instrumentagao
demandam analistas treinados e etapas de limpeza entre extragdes, aumentando o
tempo de analise. Além disso, o escopo de analitos que pode ser extraido em
determinadas condi¢cbes é limitado e, sendo assim, estes procedimentos estédo
distantes de serem considerados ideais para um método multirresiduo (CABRERA et
al., 2012).

Dessa maneira, o método QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged e Safe) foi originalmente desenvolvido para a extragdo de uma
ampla faixa de agrotoxicos em frutas e hortalicas e se tornou muito conhecido desde
que foi introduzido por Anastassiades et al. (2003). Esse método é caracterizado
pela utilizacdo de um solvente polar, acetonitrila, para extragdo de uma ampla faixa
de agrotdéxicos com diferentes polaridades, este solvente também extrai menor
quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos (MASTOVSKA:; LEHOTAY, 2004a).

Além disso, a adicao de sais para promover o efeito salting out é utilizada em
varios métodos multirresiduo sendo muito conveniente, pois € rapida, facil,
apresenta baixo custo, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra e
proporciona a separagao das fases organica e aquosa. O cloreto de sédio (NaCl) foi
proposto inicialmente para auxiliar no efeito salting out, diminuindo a solubilidade
dos compostos na fase aquosa, bem como, a quantidade de agua na fase organica
e vice-versa (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2011).

Durante o periodo de otimizagdo do método QUEChERS, percebeu-se que a
utilizacdo de tampdes (pH 5,0) promoviam recuperagdes satisfatorias (>70%) para
compostos dependentes do pH. Assim, Lehotay et al. (2005a) desenvolveram o
método “QUEChERS-acetato”, no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é promovido
pela adicdo de acetato de sddio e adigdo de acido acético a acetonitrila. Mais tarde,
Anastassiades et al. (2007) propuseram o método “QUEChERS-citrato”, que utiliza
uma mistura de citrato de sédio di e sesquiidratados como responsaveis pelo efeito
tamponante (pH 5,0-5,5).

Na etapa de extragao/particao, a utilizacdo de sais secantes tem a finalidade
de melhorar a recuperagao de agrotoxicos polares. O sulfato de magnéso (MgSOQO.)

foi escolhido no desenvolvimento do método QUEChERS por apresentar maior
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capacidade de remover agua quando comparado a outros sais (ANASTASSIADES
et al., 2003).

A complexidade da composicdo dos alimentos ocasiona dificuldades na
quantificacdo de agrotdxicos, sendo necessaria a realizagcdo de uma etapa de
limpeza do extrato, apds a extracdo com solvente. Essa etapa é fundamental, pois
reduz as interferéncias e o efeito matriz, além de diminuir a necessidade de
manutengao do sistema cromatografico (PRESTES et al., 2009).

Tradicionalmente, a etapa de limpeza emprega a Extracdo em Fase Sdlida
(SPE, do inglés Solid Phase Extraction), a qual utiliza cartuchos ou colunas que
contém entre 60 e 1000 mg de sorvente, requer grande habilidade do operador e,
quando automatizada, apresenta um custo consideravel. Assim, juntamente com o
método QUEChERS foi proposto um novo método de limpeza denominado Extragao
Dispersiva em Fase Solida (d-SPE), onde uma quantia de extrato é colocada em
contato com uma mistura de sorventes com ou sem uso de sais (ANASTASSIADES
et al., 2003). A Figura 8 apresenta os métodos QUEChERS original, QUEChERS

acetato e QUEChERS citrato.

QUEChERS QUEChERS QuEChERS
(ORIGINAL) (ACETATO) (CITRATO)
10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
1% + + +
::;:’" 10 mL acetonitrila 15 mL acetonitrila 10 mL acetonitrila
© ) 1% Hac (viv)
o
3 |
S 4gMgS0, +
/4
£ 64 MgSO,  NaCl+
= "
®© 1 mL sobrenadante . 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
N + + +
g 150 mg MgSQOy 150 mg MgSO4 150 mg MgS0O,
E + + B
- 25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Figura 8 - Fluxograma dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato.
Fonte: Adaptado de PRESTES, 2011.
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Entre os sorventes que podem ser utilizados na etapa de d-SPE, estdo uma
amina primaria-secundaria (etilenodiamino-N-propil, PSA), a qual tem elevado efeito
quelante devido a presengca dos grupamentos amino primario e secundario,
acarretando em remog¢ao de acido organicos polares, pigmentos polares, alguns
agucares e acidos graxos. O tamanho de particula do sorvente utilizado é,
geralmente, de 40 ym. O sorvente PSA tem sido usado em associagdo com outros
sorventes, principalmente com Cqg ou carbono grafitizado (PRESTES et al., 2009;
WILKOWSKA; BIZIUK, 2011; CABRERA et al., 2012).

O sorvente octadecilsilano (C4g) € mais utilizado para matrizes com teor de
gordura maior que 2%, pois remove com boa eficiéncia interferentes apolares, tais
como substancias graxas e lipidios. No entanto, tem sido utilizado em conjunto com
PSA para diferentes tipos de matrizes e analitos, tendo um custo inferior ao do PSA.
O tamanho de particula mais utilizado é de 40 ym (CABRERA et al., 2012).

O carvao disponivel comercialmente para fins cromatograficos, comumente
chamado de carbono grafitizado (GCB, do inglés Graphitized Carbon Black), possui
uma grande area superficial e contém grupos altamente polares na superficie, com
alto potencial para formacdo de ligagdo de hidrogénio. Acarretando, assim, a
reducdo do teor de pigmentos nos extratos provenientes de amostras vegetais
(CABRERA et al., 2012).

Entre outros sorventes de limpeza para utilizagdo na determinagdo de
agrotoxicos em alimentos, encontra-se na literatura descrigdes da utilizagao de terra
diatomacea e sorventes poliméricos. A terra diatomacea, também denominada
diatomita, diatomita calcinada, diatomita fluxo calcinada, silica diatomacea e silica
amorfa, destaca-se pelo seu baixo custo, alta area superficial e baixa massa
especifica, tendo como componente majoritario a silica, a qual se encontra na forma
hidratada. A coloragéo varia do branco ao cinza-escuro e os tamanhos de particula
disponiveis variam de 4 e 500 ym (CABRERA et al., 2012).

Os sorventes poliméricos sado solidos rigidos microporosos ou apresentam
uma mistura de microporos € mesoporos e, em contraste com a silica, sao estaveis
numa faixa de pH de 1 a 13. Os cartuchos Strata X® e Oasis®s&o vendidos contendo
sorventes poliméricos com uma superficie modificada com divinilbenzeno (n&o polar)
e com um grupo N-vinilpirrolidona (polar), o que facilita a extracdo de agrotoxicos de

diferentes polaridades em uma unica etapa de extracdo. Estes sorventes sao
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recomendados para extracdo de substancias acidas, basicas e neutras, de média a
alta polaridade (DONATO, 2012).

A terra diatomacea foi utilizada em métodos de preparo de amostra
empregando MSPD para extracdo de agrotdxicos por Cabrera (2012), que testou
terra diatomacea branca, de 64-76 um de tamanho de particula, como sorvente na d-
SPE, empregando QUEChERS modificado, para 26 agrotoxicos em arroz, entretanto,
somente 9 compostos apresentaram recuperacdes dentro da faixa de 70% a 120%.
Além disso, Rodrigues (2010) comparou a utilizagao de terra diatomacea e sorventes
poliméricos com Cyg na técnica de MSPD, obtendo bons resultados, onde os trés
sorventes demonstraram ser adequados na determinagéo de agrotéxicos em cebola.

H4, no entanto, outros materiais que poderiam ser utilizados para tal
finalidade, como as fases fluoradas, desenvolvidas como fase estacionarias para
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As FE fluoradas possuem atomos de fluor
ligados a cadeia alquila ou a grupos fenil, e a apresentam uma seletividade unica
proveniente das propriedades especificas das ligagdes C-F que intensifica a

interagdo com compostos polares (MALDANER et al., 2010).

2.5 Aplicagdo do Método QUEChERS e Técnicas Cromatograficas na
Determinagao de Agrotoxicos em Pimentao

Na literatura tem sido relatado o uso de diferentes técnicas de preparo de
amostra para a extracdo de agrotoxicos em pimentdo. A aplicagcdo do método
QuECHhERS e de técnicas cromatograficas avangadas, sendo a cromatografia liquida
mais amplamente utilizada, tem como objetivos minimizar o manuseio da amostra,
diminuir os niveis de concentracado detectados e quantificados, bem como reduzir os
residuos toxicos gerados, em analises rapidas e com confiabilidade.

Zhang et al. (2011), desenvolveram e validaram um método de analise
multirresiduo de 201 agrotoxicos por LC-MS/MS, para 24 culturas, entre elas: maga,
morango, pimentdo e tomate. A separacao cromatografica ocorreu em coluna a 35
°C, contendo FE C45 (100 mm x 2,1 mm, 3 ym) e como FM empregaram uma mistura
de de metanol:agua (1:1, v/v, com 5 mmol L™ de formiato de aménio e 0,1% de acido
acético), a uma vazdo de a 0,5 mL min™", no modo de eluicdo por gradiente. Como
método de preparo de amostra otimizado, utilizaram 10 g amostra, extragao com 10

mL de ACN e particédo utilizando 4 g MgSO,4 e 1 g NaCl. Na etapa de limpeza, para 9



46

mL do extrato foram adicionados 400 mg PSA e 1200 mg MgSO4. O Limite de
Quantificagdo do Método (LOQp,) obtido pelos autores foi de 10 ug kg™

Ja Ventocilla (2009), estabeleceu um método para analise de residuos de 75
agrotoxicos, principalmente inseticidas e fungicidas dos grupos conazole, carbamato,
benzimidazoles e pirimidinas em aspargo e piment&o utilizando método QUEChERS
acetato e detecgao por LC-MS/MS, com fonte de ionizagdo ESI no modo positivo e
negativo. A porgdo da amostra (15 g) foi submetida a extragdo com acetonitrila
contendo acido acético, seguido pela adi¢do de sais (MgSO4 e NaAc) e, em seguida,
foi executada a extragédo por d-SPE com uma mistura de sulfato de magnésio, amina
primaria secundaria (PSA) e carvao grafitizado (GCB). Os valores de LOQ, obtidos
variaram de 5 a 20 pg kg™

Nufez et al. (2012), desenvolveram um método para analise de um grupo de
100 agrotoéxicos (herbicidas, fungicidas e inseticidas) em frutas e hortalicas por LC-
MS e LC-MS/MS, usando uma coluna analitica de fase reversa Cg (150 mm x 4,6
mm, 5 ym) a 25 °C. A fim de complementar a estratégia de aquisicdo dos dados foi
utilizado o modo SIM para LC-MS/MS. O preparo da amostra foi realizado utilizando
15 g de amostra para 15 mL de acetonitrila, 1,5 g de NaCl e 4 g de MgSO, para
extragao/particao, além de 250 mg de PSA e 750 mg de MgSO, para limpeza de 5
mL de extrato, com uma etapa adicional de evaporacido e reconstituicdo em fase
movel (acetonitrila:agua, 1:1, v/v, contendo 0,1% de acido formico). Os Limites de
Deteccdo do método (LOD,y,) variaram de 0,01 a 20 g kg™

Também, Fenoll et al. (2010), estabeleceram um método analitico
multirresiduo usando LC-MS/MS com TQ para determinagdo simultanea de 54
agrotoxicos em hortalicas (pimentdo e tomate) e frutas citricas (laranja e limao).
Diferentemente dos trabalhos citados anteriormente, o volume de injecao utilizado foi
de 5 e ndo 10 pL. O tempo de corrida foi de 35 minutos. Frutas e hortaligas (10 g)
foram extraidas com acetonitrila (10 mL) e particionadas com a adicado de MgSO,4 e
NaCl (2 g) e, entao, filtradas através de um filtro de membrana de 0,45 ym. Os LOD,
variaram de 0,03 a 14,9 ug kg™

Sinha, Rao e Vasudev (2012) desenvolveram um método para determinagao
de agrotéxicos organofosforados em diferentes tipos de hortaligas, utilizando LC-
MS/MS para quantificagdo. O volume de injecdo foi de 20 uyL e como fase moével

empregou-se acetonitrila e agua contendo 0,1%(v/v) acido férmico em gradiente.
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Para extracdo dos agrotoxicos utilizaram uma modificagdo do método QUEChERS
original: 10 g de amostra, 10 mL de acetonitrila, 6 g de MgSO4 e 1,5 g de NaCl para
etapa de extragcdo. Empregaram 400 mg de PSA com 1200 mg de MgSO, para
limpeza de 15 mL de extrato e uma etapa de evaporagao até secagem com fluxo
suave de nitrogénio e reconstituicdo com 1 mL de acetonitrila. Os valores de LOQ,
obtidos variaram de 0,009 a 0,317 pg kg™.

Quanto ao uso de Cromatografia Gasosa, Zafra-Gomez et al. (2011),
desenvolveram um método para determinagdo de 121 residuos de agrotoxicos em
frutas e hortaligas por GC-MS/MS, com 12 segmentos em menos de 30 minutos.
Procedeu-se o preparo da amostra com o método QUEChERS citrato, utilizando 15 g
amostra (tomate, alface, pepino, berinjela, abobrinha, melancia, maga ou pimentao),
10 mL de acetonitrila para extragdo, 6 g MgSO,4, 1,5 g NaCl, 1,5 g citrato de sodio
diidratado e 0,75 g hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado para particdo. A limpeza
de 5 mL de extrato foi efetuada com 125 mg PSA e 750 mg MgSQO,4. O LOQ, foi de 6

ug kg™

2.6 Planejamento Fatorial

Na maioria das vezes, durante a otimizagdo de um método sao utilizadas
variaveis experimentais por meio de procedimentos que avaliam o efeito de uma
variavel por vez (univariado), entretanto, este fator apresenta algumas
desvantagens, como o tempo gasto para otimizagao e a falta de avaliagdo acerca
das interagdes entre as variaveis que afetam o processo em estudo. Por outro lado,
0 uso de planejamentos experimentais, como os de sistemas de planejamento
fatorial, permite avaliar simultaneamente o efeito de mais de uma variavel, a partir de
um numero reduzido de ensaios experimentais (CUNICO et al., 2008).

O caso mais simples de planejamento fatorial € aquele em que cada fator k
esta presente em apenas dois niveis (experimento fatorial 2"), ou seja, em um
experimento com k fatores (ou variaveis) e dois niveis, sao realizadas 2 x 2 x ... x 2
(k vezes) = 2" observacdes da variavel resposta. Entretanto, com um numero
reduzido de niveis é praticamente impossivel explorar de maneira completa uma

grande regido no espago das variaveis (>4), estes ainda se mostram vantajosos,
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pois permitem verificar tendéncias importantes para a realizagdo de investigagbes
posteriores (CUNICO et al., 2008).

Nos tipos de planejamento fatorial onde k>2, os niveis sdo costumeiramente
codificados com os sinais (+) e (-), a atribuigdo aos niveis superiores ou inferiores se
da de forma arbitraria e nao interfere na realizacdo dos experimentos ou
interpretacdo dos resultados. Estes sinais também permitem esquematizar estas
variaveis na forma de matrizes de planejamento, assim como determinar, por meio
de célculos, a influéncia das mesmas e das suas interagdes no sistema (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

A este tipo de experimentos podem ser incluidos experimentos no centro do
planejamento, normalmente entre 3 e 5, podendo ser aplicada para variaveis
quantitativas e qualitativas. A partir das repeticdes realizadas é possivel obter a
meédia e a variancia das replicatas, facilitando a estimativa do erro padrdo para os
efeitos, que é o mesmo, tanto para os efeitos principais quanto para os de interagao
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Uma das vantagens de utilizar o planejamento 2* é que podemos calcular,
além da média global dos efeitos, outros quinze: quatro efeitos principais, seis
interacoes de dois fatores, quatro interagcdes de trés fatores e uma interagdo de
quatro fatores. Em geral, podemos esperar que a importancia de uma interagéo para
um modelo decresga com o numero de fatores envolvidos na sua definicdo (NETO,;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A metodologia de superficies de resposta (RSM, do inglés Response Surface
Methodology) € uma ferramenta de otimizagao baseada em planejamentos fatoriais
e apresenta duas etapas distintas: modelagem e deslocamento, as quais sao
repetidas tantas vezes quanto necessario, com o objetivo de atingir uma regido
otima da superficie investigada. A modelagem é normalmente feita ajustando-se
modelos simples (em geral, lineares ou quadraticos) a respostas obtidas com
planejamentos fatoriais ou planejamentos fatoriais ampliados. O deslocamento se da
sempre ao longo do caminho de maxima inclinagdo de um determinado modelo, que
€ a ftrajetoria na qual a resposta varia de forma mais pronunciada (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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2.7 Validagao

A validacdo de um método analitico € um requisito importante para a pratica
da analise quimica para garantir o fornecimento de dados com a qualidade exigida e,
por esta razdo, tem recebido uma atencdo consideravel na literatura e agéncias
reguladoras. Os resultados da validagdo do método podem ser utilizados para julgar
a qualidade, a confiabilidade e a consisténcia dos resultados analiticos (RAMBLA-
ALEGRE et al., 2012).

De acordo com LANCAS (2004), validacédo é o ato ou efeito de validar, dar
validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Visa diminuir os fatores que levam a
imprecisédo ou inexatiddo de um dado gerado. Ainda, segundo Ribani et al. (2004), é
um processo continuo que comega no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia.

No Brasil, a ANVISA, com a Resolucdo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003,
bem como o INMETRO com o decreto DOQ-CGCRE-008 (revisdo 04) de 2011
estabelecem guias para validagdo de processos analiticos, assim como os 6rgaos
internacionais: Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (ICH, 2005), Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada - IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002) e SANCO (Saude e Protegao do Consumidor, do francés Santé et protection
des consommateurs) (2011).

Os parametros envolvidos no processo de validagdao de métodos analiticos
avaliados neste trabalho foram: curva analitica e faixa linear, efeito matriz,
seletividade, exatid&do, precisao (repetitividade e precisao intermediaria), limite de

deteccao e de quantificacao.

2.7.1 Seletividade

Seletividade de um método € a capacidade que o mesmo possui de medir
exatamente um analito em uma mistura complexa sem a interferéncia de outros
componentes presentes (RAMBLA-ALEGRE et al., 2012). A seletividade garante que
0 pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se ela nao for
assegurada, a faixa linear, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (RIBANI et al., 2004).
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2.7.2 Curva Analitica e Faixa Linear

E a capacidade de uma técnica analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sao diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (RIBANI et al., 2004).

Este parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagao da curva
analitica. Um coeficiente de correlagdo (r) maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (RIBANI et al.,
2004). E aceito pela ANVISA um coeficiente de correlagéo de 0,99 (ANVISA, 2003).

Pode-se utilizar do coeficiente de determinagdo (r?) o qual é a porcentagem
da variagao da variavel dependente (y) explicada pela variavel independente (x), por
exemplo, quando r?=0,99 indica que as varidveis independentes explicam 99% da
variagéo da variavel independente (ANVISA, 2003).

A linearidade é obtida por padronizacao interna ou externa e formulada como
expressao matematica usada para o calculo da concentragcdo do analito a ser
determinado na amostra real. A equacao da reta que relaciona as duas variaveis é a
Equacao 1 (INMETRO, 2011):

y=ax+b (1)

sendo:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentracao;

a = coeficiente angular - inclinagado da curva analitica = sensibilidade;

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

O método é mais sensivel quando pequenas variacbes de concentragao
resultam em maior variagdo na resposta, ou seja, maior inclinagéo (a). A linearidade
de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios em
funcdo da concentragdo do analito e verificada a partir da equagao da regressao
linear, determinada pelo método dos minimos quadrados (INMETRO, 2011).

Em determinado momento percebe-se que o modelo de regressao linear é

incapaz de descrever adequadamente os dados do modelo, assim, faz-se uso do
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modelo quadratico. Uma regressdo quadratica consiste em determinar um polinémio

de segundo grau que se ajuste aos dados disponiveis (UFCG, 2013).

2.7.3 Efeito Matriz

O efeito matriz € observado como um aumento ou diminuigdo na resposta do
detector na presenga do analito no extrato da matriz comparado com o mesmo
analito presente em solvente orgénico. Quando o resultado for acima de 10%
considera-se que o efeito matriz comecga a exercer influéncia nas analises (PIZZUTI
et al., 2007; PINHO et al., 2009).

Segundo Kruve et al. (2008), a alteragcdo da eficiéncia de ionizag&o, na
presenca de outros compostos é denominada efeito matriz. Os compostos que
causam o efeito matriz podem aparecer como picos cromatograficos normais ou
como bandas largas. A interferéncia de um composto que elui como um pico
cromatografico geralmente distorce a forma do pico do analito. Esta influéncia pode
nao ser visualmente detectada, sendo mais facilmente identifida por meio de
calculos.

O efeito matriz sofre variagdes ao longo do tempo e varia dependendo da
condicdo do instrumento utilizado, devendo, ser constantemente avaliado, tanto na
etapa de desenvolvimento do método quanto na aplicagdo em analises de rotina
(PRESTES, 2011). A avaliacdo exata do efeito matriz pode evitar estimativas
errbneas das quantidads dos analitos, além de ser mais confiavel (RIBANI et al.,
2004).

2.7.4 Limites de Detecgao e Quantificacao

Quando s&o realizadas medidas em amostras com baixos niveis de
concentragao é importante saber qual o menor valor de concentragdo do analito ou
da propriedade que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2011).

Segundo Ribani et al. (2004), o limite de deteccdo (LOD, do inglés Limit of
Detection) representa a menor concentragao da substancia em analise que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado

procedimento experimental. Ja o limite de quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of
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Quantification) representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode
ser medida, com um grau aceitavel de confianga, utilizando um determinado
procedimento experimental.

Existem trés modos de calcular LOD e LOQ: pelo método visual, pelo método
relagdo sinal-ruido ou, pelo método baseado em parametros da curva analitica. O
método mais utilizado € o da relagdo sinal-ruido, porém em técnicas analiticas de
separagao, como as cromatograficas, a medigdo do ruido € as vezes subjetiva, uma
vez que a curva analitica € construida a partir do valor das areas dos picos e nao a
partir da altura dos picos. Assim, € importante utilizar o método baseado nos
parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al.,
2004).

2.7.5 Precisao

A precisdo mede o quao bem os resultados obtidos se assemelham entre si.
Descreve a reprodutibilidade das medidas — em outras palavras, a proximidade entre
os resultados que foram obtidos exatamente da mesma forma (LANCAS, 2004).

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medigado, as
trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por meio da repetibilidade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade. A precisao é avaliada através do desvio padrao
absoluto (o), o qual utiliza um numero significativo de medi¢des, normalmente maior
que 20. Na pratica, em validacdo de métodos, o numero de determinacbes é
geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto (s),
sendo a precisao usualmente expressa em termos de desvio padrao relativo (RSD)
ou coeficiente de variagao (CV) (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011).

A repetibilidade representa a concordéncia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicao: procedimento; observador; instrumento usado sob mesmas condicdes;
local, e repeticbes no menor espago de tempo possivel (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2011).

Precisao intermediaria tem por objetivo verificar que no mesmo laboratério o
método fornecera os mesmos resultados. Refere-se a precisdo avaliada sobre a

mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no
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mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais as condigbes a variar (uma ou
mais), tais como: diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos
(RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011).

Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medicdes
de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢cbes variadas: operador, local,
equipamentos, etc. Refere-se aos resultados dos estudos de colaboracdo entre
laboratérios (interlaboratorial) e deve ser considerada em situagbes como a
padroniza¢ao de procedimentos analiticos (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011).

Para métodos empregados em nivel de analise de tracos ou impurezas,
valores de de desvio padrao relativo de até 20% s&o aceitos, dependendo da
complexidade da amostra (SANCO, 2011).

2.7.6 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacao e adicao
padrao (RIBANI et al., 2004).

A exatidao representa a existéncia de erros sistematicos, e € um dos critérios
mais importantes para o julgamento do desempenho de um método analitico.
Segundo o Codex Alimentarius, na indisponibilidade de material de referéncia
certificado, a exatiddao pode ser avaliada através dos ensaios de fortificacdo e
recuperacédo (PRESTES, 2011).

A limitagdo deste procedimento € o fato de o analito adicionado n&o estar
necessariamente na mesma forma que na amostra. Assim, a presenca de analitos
adicionados em uma forma mais facilmente detectavel poderia ocasionar avaliagcoes
excessivamente otimistas da recuperagao (INMETRO, 2011).

Valores aceitos de recuperacdo para a analise de substancias a nivel de
tracos estdo na faixa de 70 a 120%, com precisdo de até + 20%. Entretanto,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a
120%, com preciséo de até £ 15% (RIBANI et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho proposto consistiu na otimizagao e validagcdo de um método de
preparo de amostra para extracdo de agrotdxicos em amostras de pimentdo verde,
seguida, pela deteccéo e quantificagao destes por UHPLC-MS/MS.

Durante o processo de validagdo avaliou-se o0s seguintes parametros
analiticos: faixa linear, precisao (repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao,
limites de detecc¢ao e quantificagédo e efeito matriz.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

3.1Instrumentacao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estédo

listados abaixo:

v’ Sistema de purificagao de agua, Milli-Q Direct UV3R (Millipore, Bedford, MA,
EUA);
Lavadora ultrassénica, linha Soniclean (Sanders do Brasil, MG, Brasil);
Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);
Centrifuga (Centribio, Brasil);
Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Processador de Alimentos VariMix (Targo, Espanha);
Balancga analitica de precisao AUW-220D (Shimadzu, Japao);
Balancga analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);
Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), contendo
analisador TQ MS, amostrador automatico sample manager (Acquity);
Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C+g 1,7 pm - 2,1 x 50 mm;

Sistema de aquisi¢do de dados MassLynx V 4.1;

NS N N N N R N NN

Sistema gerador de nitrogénio, modelo SF2FF (Atlas Copco, EUA),

ASRNERNERN

Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema UHPLC-MS/MS.
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3.2 Reagentes, solventes e demais materiais utilizados

Os reagentes, solventes e demais materiais utilizados no desenvolvimento

deste trabalho estao listados abaixo:

v
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Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, EUA);

Acido acético glacial 100% (J. T. Baker, EUA);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3R (resistividade de
18,2 MQ cm);

Metanol, grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, EUA);

Formiato de ambnio (Sigma Aldrich, EUA);

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

Microtubo, tipo eppendorff, capacidade 2 mL (Axygen Scientific; California,
EUA);

Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japao);

Cloreto de sodio p.a. (Sigma-Aldrich, Alemanha);

Acetato de sodio anidro (J.T. Baker, EUA);

Citrato de sddio diidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Sorvente Bondesil C1g com d.p. de 40 um (Agilent, EUA);

Sorvente Bondesil PSA com d.p. de 40 ym (Agilent, EUA);

Carvao Supelclean ENVI-Carb d.p. 105-125 ym (SUPELCO, EUA,; fornecedor:
Sigma-Aldrich, Brasil);

Chromosorb W-HP, d.p. 125-150 ym (Merck, Brasil);

Chromosorb P, d.p. 150-178 ym (Johns Manville, Colorado, EUA);

Fase fluorada, d.p. 35-70 ym, didmetro de poro 60 nm, 9% de Carbono
(Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas - SP, Brasil);

Cartuchos para SPE Oasis HLB® 60 mg/3 mL, d.p. 30um (Waters, EUA);
Cartuchos para SPE Strata X® 500 mg/6 mL, d.p. 33 ym (Phenomenex, EUA);
Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Hexano (95% n-hexano) (J.T. Baker, EUA);
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Filtros de nylon de13 mm e porosidade de 0,2 ym (Vertical Chromatography,
Tailandia);

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

Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

Padrdes solidos dos compostos em estudo (Tabela 5);

D N N NI N

Vidraria comum de laboratério.

3.3 Processamento da Amostra

As amostras “branco” de pimentdo verde utilizadas para otimizagcdo e
validacdo do método de preparo de amostra proposto neste trabalho, foram
cultivadas isentas de agrotoxicos, na cidade de Ernestina-RS.

O processamento foi realizado conforme o Codex Alimentarius, onde uma
porcao de 1 kg de pimentdo com as sementes e sem o talo foi cortada em pedagos
e, entdo, processada com auxilio de um processador VariMix. A amostra processada
foi acondicionada em potes de 200 mL sob refrigeragéo, em temperatura abaixo de -

4 °C, até sua utilizagdo.

3.4 Selegao do Padrao Interno e do Padrao de Controle (ou substituigao)

Padrdo Interno (Pl) e Padrédo de Controle (PC), também chamado de
substituicdo, sdo adicionados em diferentes estagios do procedimento analitico, e
tem o objetivo de assegurar a execugao correta do procedimento de extragcéo e de
andlise para cada amostra no sistema cromatografico, auxiliando assim, a
localizagdo de fontes de erros (SANCO, 2011).

Como padrao interno utilizou-se o composto trifenilfosfato (TPP), tendo como
base o trabalho desenvolvido por Anastassiades et al. (2003) para analises
utilizando QUEChERS, apenas para a avaliagdo do instrumento, aceitando-se
valores de variagao de area de 20%. No extrato final (1 mL) foi adicionado 20 yL de
uma solugao 1000 pg L™, resultando na concentracgéo final de 20 ug L.

Como padrdo de controle utilizou-se linuron d-6, para a avaliacdo do
procedimento de extracdo, nas mesmas concentragbes empregadas para avaliagao

dos ensaios de recuperagao (10, 25, 50 e 100 ug kg™).
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Os compostos selecionados para este estudo foram adquiridos da empresa

Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemanha) e estao listados na Tabela 5, juntamente com

a classe, grupo quimico e pureza do padrao sélido (P. S.).

Tabela 5 - Relagdo dos compostos em estudo, com informacgdes de classe, grupo
quimico e férmula molecular.

Composto Classe (s) Grupo Quimico Pureza (%)
3-OH Carbofurano Inseticida Carbamato (precursor de) 97,0
Acefato Inseticida Organofosforado 99,0
Acetamiprido Inseticida Neonicotindide 99,0
Ametrina Herbicida Triazina 99,0
Atrazina Herbicida Triazina 99,5
Azaconazol Fungicida Triazol 98,0
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,0
Benomil Fungicida Benzimidazol 98,0
Boscalida Fungicida Anilida 99,5
Bromoconazol Fungicida Triazol 98,8
Buprofezina Inseticida e acaricida Tiadiazinona 99,0
Butoxido de piperonil Inseticida Piretréide 92,5
Carbaril Inseticida Metilcarbamato de naftila 98,5
Carbendazim Fungicida Benzimidazol 99,0
Inseticida, cupinicida, Metilcarbamato de
Carbofurano acaricida e nematicida benzofuranila 98,5
Cianazina Herbicida Triazina 99,0
Ciproconazol Fungicida Triazol 99,0
Clomazone Herbicida Isoxazolidinona 95,5
Clorantraniliprole Inseticida Antranilamida 94,5
Clorbromurom Herbicida Uréia 98,3
Inseticida, formicida e
Clorpirifés etilico acaricida Organofosforado 99,5
Clotianidina Inseticida Neonicotindide 99,5
Deltametrina Inseticida e formicida Piretréide 99,0
Diazinona Inseticida Organofosforado 96,0
Difenoconazol Fungicida Triazol 99,0
Dimetoato Inseticida e acaricida Organofosforado 98,0
Dimoxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,0
Diuron Herbicida Uréia 97,5
Dodemorfe Fungicida Morfolina 98,0
Epoxiconazol Fungicida Triazol 99,0
Etiofencarbe sulfona Inseticida Metilcarbamato (precursor de) 98,0
Etiofencarbe sulfoxido Inseticida Metilcarbamato (precursor de) 98,5
Etoprofos Nematicida e inseticida Organofosforado 93,0
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Composto Classe (s) Grupo Quimico Pureza (%)
Fembuconazol Fungicida Triazol 99,0
Fempropatrina Inseticida e acaricida Piretréide 99,5
Fempropimorfe Fungicida Morfolina 94,5
Fluasifope-P-butilico Herbicida Acido ariloxifenoxipropiénico 97,0
Flusilazole Fungicida Organosiliconado 99,5
Flutolanil Fungicida Carboxamida 99,0
Flutriafol Fungicida Triazol 99,5

Metilcarbamato de
Furatiocarbe Inseticida benzofuranila 99,0
Imazalil Fungicida Imidazol 97,5
Iprovalicarbe Fungicida Carbamato 97,5
Linurom Herbicida Uréia 99,4
Linurom d6 - PC Herbicida Uréia 99,9
Mefosfolan Inseticida Fosforamidato 97,0
Mepronil Fungicida Carboxamida 99,0
Metalaxil-M Fungicida Acilalaninato 99,5
Metobromuron Herbicida Uréia 98,0
Metolacloro Herbicida Cloroacetamida 97,0
Metoxurom Herbicida Uréia 99,5
Mevinfos Inseticida e acaricida Organofosforado 92,0
Monocrotofés Inseticida Organofosforado 97,5
Monolinurom Herbicida Uréia 99,0
Ometoato Inseticida e acaricida Organofosforado 98,0
Paraoxon etilico Inseticida Organofosforado 99,0
Pencicurom Fungicida Feniluréia 99,5
Penconazol Fungicida Triazol 99,2
Picoxistrobina Fungicida Estrobilurina 98,5
Piraclostrobina Fungicida Estrobilurina 97,5
Pirazofos Fungicida e inseticida Fosforotioato de heterociclo 97,0
Piridafentiona Inseticida e acaricida Organofosforado 99,0
Pirifenox Fungicida Piridina 96,5
Pirimetanil Fungicida Anilinopirimidina 98,3
Pirimifés etilico Inseticida Organofosforado 98,5
Pirimifés metilico Inseticida e acaricida Organofosforado 99,0
Profenofés Inseticida e acaricida Organofosforado 98,0
Propanil Herbicida Anilida 99,5
Propiconazol Fungicida Triazol 97,5
Simazina Herbicida Triazina 98,0
Tebuconazol Fungicida Triazol 98,0
Tebufenozida Inseticida Diacilhidrazina 97,0
Tebufenpirade Inseticida e Acaricida Pirazol 98,0
Terbufos Inseticida e nematicida Organofosforado 94,0
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(continuagao)

Composto Classe (s) Grupo Quimico Pureza (%)
Terbutilazina Herbicida Triazina 99,0
Tetraconazol Fungicida Triazol 97,5
Tiabendazol Fungicida Benzimidazol 99,0
Tiacloprido Inseticida Neonicotindide 99,7
Tiametoxam Inseticida Neonicotindide 99,7
Tiobencarbe Herbicida Tiocarbamato 98,0
Tiofanato-metilico Fungicida Benzimidazol (precursor de) 99,0

Inseticida, acaricida e
Triazofés nematicida Organofosforado 81,0
Trifenilfostato - PI Inseticida Organofosforado 99,5
Trifloxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,0
Triflumizol Fungicida Imidazol 98,0

As estruturas moleculares destes compostos estdo apresentados no Anexo A.
Pl: padrao interno e PC: padrao de controle.

Preparou-se 10 mL das solucdes estoque individuais de cada composto, na
concentragdo de 1000 mg L™, e levando-se em consideracdo a pureza de cada
padrao calculou-se a massa a ser pesada e posteriormente diluida no solvente
(acetonitrila). A partir destas solugdes, preparou-se uma mistura na concentragao 5
mg L. As solucdes estoque foram armazenadas em frascos ambar a temperatura
abaixo de - 4 °C. Apenas a solucao estoque individual do composto carbendazim foi
preparada com acetonitrila 8% HCI (v/v).

A partir da mistura 5,0 mg L™, foram preparadas as solugdes de trabalho nas
concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 100,0; 250,0; 500,0 e 1000,0 ug L' em
solvente (acetonitrila) e no extrato da matriz (piment&do). Para injegdo no sistema
UHPLC-MS/MS, foram realizadas diluigdes na proporgao 1:4 (v/v) destas solugbes
em agua ultrapura de modo que as concentragdes finais das solugbées foram 0,5;
1,0; 2,0; 5,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 ug L.

3.6 Otimizagdo do Sistema Cromatografico UHPLC-MS/MS para a

Determinagao de Residuos de Agrotoéxicos em Pimentao

A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC) € uma técnica que
apresenta como vantagens a diminuigdo consideravel no tempo de analise, a
facilidade de transferéncia de um método desenvolvido originalmente em HPLC,

uma grande variedade de colunas, de equipamentos e de detectores disponiveis
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comercialmente, indicando que, possivelmente, num futuro préoximo, ela venha a
superar a HPLC em analises de rotina (MALDANER & JARDIM, 2012).

3.6.1 Escolha da Fase Moével

A fim de melhorar a ionizagdo dos compostos analisados neste trabalho,
através do sitema UHPLC-MS/MS, inicialmente utilizou-se o acido férmico como
modificador quimico da fase mdvel, porém observou-se que para alguns compostos
obteve-se resposta com sinais mais adequados ao utilizar formiato de amdnio em
conjunto com o acido férmico. Assim, a fase movel empregada consistiu em: A)
solucdo aquosa de acido férmico 0,1% (v/v) e formiato de amdnio 5 mmol L™ e B)
solucdo de acido formico 0,1% (v/v) e formiato de aménio 5 mmol L™ em metanol,

conforme gradiente descrito na Tabela 6. O tempo total de corrida foi de 10 minutos.

Tabela 6 - Gradiente da fase movel utilizado para determinagcdo de agrotoxicos em
pimentdo no sistema UHPLC-MS/MS.

Tempo (min) %A %B

Inicial 95 5
0,25 95 5
7,75 0 100
8,5 0 100
8,51 95 5
10 95 5

Vaz&o constante de 0,225 mL min™.

3.6.2 Condigdes utilizadas no sistema UHPLC-MS/MS

Os parametros utilizados no sistema UHPLC-MS/MS foram aqueles
otimizados previamente no LARP-UFSM, através de planejamento experimental.
Abaixo estdo descritas as condi¢cbes utilizadas para a otimizacdo do método e
analise dos agrotéxicos em amostras de pimentao.

v" Temperatura da coluna: 40 °C;
Pressao: 15000 psi;
Voltagem capilar: 2,0 kV;
Temperatura de dessolvatagao: 500 °C;

AR NERNEEN

Vazao do gas de dessolvatacdo (Ny): 600 L h;
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Vazdo do spray: 80 L h™;
Vazao do gas colisdo: 0,15 mL min™;
Temperatura da fonte: 150 °C;

Volume de injegao: 10 uL;

A NN NN

Tempo de residéncia (dwell time): 0,01 s.

Para obtencédo das condi¢des 6timas de analise de cada um dos compostos
em estudo, foram realizadas inje¢des diretas no modo combinado, ou seja, sem a
coluna e na presenca da fase mével no espectrometro de massas, com solugao
analitica padrao 0,5 mg L™ de cada composto.

Os ions caracteristicos de cada composto selecionados foram monitorados no
modo SIM no quadrupolo (Q1) e no quadrupolo 3 (Q3) foi realizada varredura do ion
produto variando as energias de colis&o, a fim de otimizar as melhores condi¢cdes de
deteccgdo. A partir deste estudo prévio, selecionou-se 0 modo de ionizagaéo da fonte
(eletrobulizagdo positiva em todos os casos), voltagem do capilar, energias de
colisdo para fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos.

Apo6s, foram avaliadas as transigdes, no modo de SRM a serem utilizadas
para a quantificacdo (transicdo de maior intensidade) e confirmacao (transicdo de

segunda maior intensidade) dos compostos estudados.

3.7 Otimizagdo do Método QUEChERS Modificado para a Analise de Residuos
de Agrotéxicos em Pimentéao

O método de preparo de amostra proposto neste trabalho foi otimizado com
base em trabalhos da literatura para determinagcdo multirresiduo de agrotoxicos em
hortalicas, sendo propostos diferentes testes de extracdo e limpeza do método
QuEChERS, através da realizagao de testes prévios e uma etapa de planejamento

experimental, a fim de avaliar-se melhor os resultados.

3.7.1 Testes preliminares

Os testes preliminares, de acordo com a Tabela 7, que tiveram por objetivo
encontrar as melhores condicbes de extracdo e limpeza, previamente ao

planejamento experimental, foram pensados em fungéo de trabalhos encontrados na
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literatura que relatam a utilizagdo do método QUEChERS original e modificado. Para
tal, realizou-se ensaios com base na recuperagéo em triplicata no nivel de 100 pg
kg'1 e avaliados em relagdo a uma curva analitica na matriz de 8 pontos (0,5 a 200
Mg L'1), uma vez que os compostos presentes no método apresentam diferentes

faixas lineares.

Tabela 7 - Relacédo dos testes preliminares realizados para analise dos compostos
selecionados.

Teste Etapa de Extragao Etapa de Limpeza
T 10 g de amostra + 10 mL MeCN - agitagdo em
vortex por 1 min + 4 g MgSO, + 1 g NaCl >
agitagdo manual por 1 min - centrifugagao 3400
rem/8 min/10 °C
T2 10 g de amostra + 10 mL MeCN acidificada com | 1 mL do extrato + 150 mg MgSQ, + 30
1% de CH;COOH (v/v) - agitacdo em vortex por | mg PSA - agitagdo em vortex por 1
1 min + 4 g MgSO, + 1,5 g CH;COONa-> | min - centrifugagdo 1000 rpm/4
agitagdo manual por 1 min - centrifugagao 3400 | min/10 °C
rem/8 min/10 °C
T3 10 g de amostra + 10 mL MeCN - agitagdo em
vortex por 1 min + 4 g MgSO, + 1 g NaCl + 1 g
C6H5 Na307 .2 Hzo +0,5 g C6H5 Na307 . 1,5 Hzo
- agitacdo manual por 1 min > centrifugagéo
3400 rpm/8 min/10 °C
T4 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 30
mg Fase fluorada - agitacdo em
vortex por 1 min = centrifugacado 1000
rem/4 min/10 °C
T5 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 30
mg Strata x® > agitagdo em vortex
por 1 min - centrifugagdo 1000 rpm/4
min/10 °C
T6 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 25
mg PSA + 10 mg C4s = agitacdo em
vortex por 1 min = centrifugacado 1000
rom/4 min/10 °C
T7 10 g de amostra + 10 mL MeCN - agitacdo em | 1 mL do extrato + 150 mg MgSO, + 30
vortex por 1 min + 4 g MgSO,4 + 1 g NaCl + 1 g | mg terra diatomacea A - agitacao
Ce¢Hs Na;0; . 2 H,0 + 0,5 g CgHs Na;0; . 1,5 H,0 | em vortex por 1 min - centrifugagcdo
- agitagdo manual por 1 min > centrifugagao | 1000 rom/4 min/10 °C
T8 3400 rpm/8 min/10 °C 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 25
mg PSA + 4 mg carvao ativado >
agitagdo em vortex por 1 min >
centrifugagao 1000 rpm/4 min/10 °C
T9 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 30
mg terra diatomacea B - agitacdo
em vortex por 1 min 2> centrifugagao
1000 rpm/4 min/10 °C
T10 1 mL do extrato + 150 mg MgSQO, + 30
mg Oasis HLB® > agitagdo em vortex
por 1 min = centrifugagdo 1000 rpm/4
min/10 °C

Terra diatomacea A: Chromosorb W-HP, d. p. 125-150 ym;
Terra diatomacea B: Chromosorb P, d. p. 150-178 ym.
As estruturas moleculares dos sorventes utilizados na etapa de limpeza estdo no Anexo B.
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3.7.2 Planejamento Fatorial

Posteriormente aos testes preliminares, realizou-se o planejamento fatorial 24,
a fim de encontrar o procedimento que permitisse a extragdo adequada dos
compostos selecionados para este trabalho e, entdo, de acordo com os resultados
obtidos executar a validacéo.

Para realizar o planejamento experimental foram avaliados os testes em que
um maior numero de compostos obteve recuperacao entre 70 e 120%, além de RSD
(%) menor que 20. Além disso, levou-se em consideragdo a disponibilidade dos
reagentes no laboratdrio, para dar sequéncia a otimizagdo do método.

Assim, o planejamento experimental consistiu na variagdo de quatro fatores,
com a geragao de 27 ensaios: 16 ensaios com as quantidades projetadas, 3 de
repeticao do ponto central e outros 8 de extrapolagdes das quantidades.

3.8 Validagdo do Método QUEChERS Modificado para a Analise de Residuos

de Agrotoxicos em Pimentao

O método QUEChERS modificado para a analise de residuos de agrotdxicos
em pimentao foi validado avaliando os parametros de: seletividade, curva analitica e
faixa linear, limites de deteccao e quantificacdo, exatidao através do ensaio de
recuperacao, precisao (repetitividade) e precisédo intermediaria, além da avaliagado do

efeito matriz.

3.8.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por comparagdo dos cromatogramas
obtidos com as injecées no sistema UHPLC-MS/MS de extratos de amostras
“branco”, ou seja, ausente dos compostos do estudo, e da amostra fortificada com
estes compostos. Este ensaio tem por objetivo avaliar a ocorréncia de co-eluigdo de
interferentes da matriz e de analitos de interesse.
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3.8.2 Curva Analitica e Faixa Linear

A fim de verificar a faixa linear das curvas analiticas foi realizada a injegao
em triplicata das solugdes analiticas preparadas de acordo com o item 3.5, nas
concentragbes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 pg L™, tanto em
solvente quanto no extrato da matriz.

A partir das curvas, avaliou-se através do coeficiente de determinacdo (r°),
qual o modelo de calibracdo mais adequado para ser utilizado, linear ou quadratico.
Os dados de regressao foram obtidos com auxilio do software (MassLynx V 4.1) do

equipamento.

3.8.3 Efeito Matriz

No desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos matriz na
andlise cromatografica devem ser levados em consideragdo. Para isso séo
preparadas duas curvas analiticas com os mesmos pontos, sendo uma no solvente e
uma no extrato “branco” da matriz.

Na avaliacdo do efeito matriz, realizou-se a comparagao entre as areas
obtidas. Efetuou-se o calculo através da Equacgao 2 (GOSETTI et al., 2010; SANCO,
2011).

X, -X
Efeitomatriz = % x100 (2)

2
Onde:
X4 = média das areas da solugio analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da matriz numa dada concentracéo;
X, = média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado no

solvente numa dada concentracgao.

Através deste calculo, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento
de sinal) ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Considera-
se que quando o resultado for acima de 10% o efeito matriz comega a exercer
influéncia nas analises e, entdo, recomenda-se a construcdo das curvas analiticas
no extrato da matriz para minimizar o efeito (GOSETTI et al., 2010; SANCO, 2011).
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3.8.4 Limite de Detecgao (LOD) e Limite de Quantificagao (LOQ)

A partir da faixa linear das curvas analiticas, determinou-se o limite de
deteccdo e de quantificagdo do instrumento (LOD; e LOQ;) para cada analito,
levando em consideracdo a relagdo sinal ruido calculada pelo software do
equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razao do sinal pela linha de
base (ruido), respectivamente.

Como o método proposto apresenta etapa de diluicdo do extrato final, o limite
adotado referente ao instrumento e ao método de preparo de amostra sao
diferentes. O LODi e LOQi instrumentais, sdo expressos em pg L. Ja o limite de
deteccdo e quantificacdo do método, LODm e LOQm respectivamente, podem ser
obtidos multiplicando-se o valor de LODi e LOQi pelo fator obtido pelo método de
extracdo, obtendo-se os valores de LODme LOQmem pg kg™~ (RIBANI et al., 2004).

Entretanto, considera-se o valor verdadeiro do LOQ., (em pg kg'), como
sendo a menor concentracdo que, fortificada na matriz, apresente resultados de
recuperacgoes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20% (SANCO, 2011).
Ainda, segundo recomendag¢des da EU, mais rigorosa, o nivel desejado de LOQ, é
de 10 ug kg'1. Assim, para os compostos que nao apresentaram resultados
satisfatdrios no nivel de fortificacdo de 10 pg kg™, fez-se um nivel extra, de 25 ug kg
! para ser adotado como LOQ,,. O LODm foi obtido dividindo-se o valor de LOQ, por
3,33.

3.8.5 Ensaios de Recuperagao para Avaliacdo da Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através dos ensaios de recuperacéo,
fortificando as amostras “branco” em quatro niveis de concentracao (10; 25; 50 e 100
Mg kg'1). Foram realizadas 7 réplicas de extracado para cada nivel de fortificacdo e a
exatidao, expressa em percentagem de recuperacgao foi calculada com auxilio do
software (MassLynx V 4.1) do equipamento. Conforme recomedag¢des do guia de
validacdo do INMETRO (2011), o calculo de recuperacgéo é feito de acordo com a
Equacao 3.
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recuperagdo (%) = (C‘ ; G j x100 (3)

3
Onde:
C4= Concentracao determinada na amostra fortificada;
C.= Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentragao usada para fortificacao.

3.8.6 Precisao (repetitividade) e Precisao Intermediaria

A preciséo pode ser calculada através da férmula do desvio padrao relativo
(RSD), de acordo com a Equacéo 4.

RSD (%)=%x 100 (4)

Onde:

s = estimativa de desvio padréo absoluto = {3 (x; - Xm)?/n-1}"?;
X; = valores individuais;

X = média das medidas em replicatas;

n = numero de medidas.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi avaliada
efetuando a extragdo e analise das amostras fortificadas, sendo realizadas em
replicata (n=7) para cada nivel de concentracao, injetada uma unica vez.

A precisdo intermediaria (RSD,) do método foi avaliada realizando o
procedimento analitico em dias diferentes, através da injegdo da curva analitica e

das amostras “branco” fortificadas no nivel intermediario de 50 pg kg™

3.9 Aplicagao do Método

O método desenvolvido e validado foi aplicado para a determinacdo de
residuos de agrotéxicos em 20 amostras de pimentdo: 5 pimentdes amarelos, 6
pimentdes vermelhos e 9 pimentbes verdes. As amostras foram adquiridas em

supermercados e feiras de Santa Maria-RS, no més de fevereiro de 2013.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacgao do Sistema Cromatografico UHPLC-MS/MS para a Determinagao
de Agrotoxicos em Pimentéao

Foi utilizada a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas em série (UHPLC-MS/MS), empregando analisador
triploquadrupolo. As condi¢gbes cromatograficas utilizadas foram estabelecidas de
acordo com trabalhos realizados no LARP, conforme o item 3.6.

A Tabela 8 apresenta todos os agrotoxicos analisados por UHPLC-MS/MS,
utilizando o modo de ionizagdo ESI (+), no modo de aquisigdo SRM com seus
respectivos tempos de retengcdo (tr), ions precursores e ions produto para

quantificacdo e confirmacao de cada analito em estudo.

Tabela 8 - Agrotoxicos analisados por UHPLC-MS/MS, utilizando o modo de
ionizagdao ESI (+), no modo de aquisicdo SRM com seus respectivos tempos de
retencgao (tr), ions precursores e produtos para a quantificagao e confirmagéo.

12 Transig¢ao 22 Transicao
. Quantificagao Confirmacgao
t lon Voltagem
Compostos R . Precursor do Cone . . . .
(min) (mi2) (V) lon Energlg lon Energlg de
Produto de colisdao Produto colisao

(m/z) (eV) (m/z) (eV)

3-OH Carbofurano 3,47 238 25 163 16 181 10
Acefato 9,2 184,1 8 143 8 125,1 8
Acetamiprido 3,51 223 23 126 20 56,1 15
Ametrina 5,43 228,1 32 186,1 18 68,1 36
Atrazina 5,29 216,1 30 174,1 18 96,1 23
Azaconazol 5,5 300 25 152 28 131,1 18
Azoxistrobina 5,76 404 17 329 30 372 15
Benomil 6,66 291 13 160 28 192 16
Boscalida 5,94 342,9 32 307 20 139,9 20
Bromuconazol 6,15 376 32 158,9 35 70,1 25
Buprofezina 7,25 306,1 22 201 12 57,4 20
Butoxido de piperonil 7,31 356,3 17 119 37 176,9 11
Carbaril 4,93 202 19 145 22 117 28
Carbendazim 2,65 192,1 24 160,1 18 132,1 28
Carbofurano 4,73 222,11 25 165,1 16 123 16
Cianazina 4 47 241 28 214 17 96 25
Ciproconazol 6,23 2922 27 1251 24 70,2 18
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12 Transicao
Quantificagao

22 Transicao
Confirmacgao

¢ fon Voltagem
Compostos R . Precursor do Cone . . . .
(min) (mi2) (V) lon Energlg lon Energlg de
Produto de colisdo Produto colisdo
(m/z) (eV) (m/z) (eV)

Clomazone 5,67 240 23 125 18 89 46
Clorantraniliprole 5,58 482 20 451 22 284 14
Clorbromurom 5,92 292,9 24 203,9 18 182 16
Clorpirifés etilico 7,45 3499 27 97 32 198 20
Clotianidina 3,24 250 15 132 18 169 12
Deltametrina 7,76 5231 16 281 18 506 11
Diazinona 6,69 305,1 20 96,9 35 169 22
Difenoconazol 6,97 406 37 2511 25 1111 60
Dimetoato 3,47 230,1 12 125 20 199 10
Dimoxistrobina 6,54 3271 21 116,1 21 205,2 10
Diuron 5,46 233 27 72,1 18 46,3 14
Dodemorfe 5,57 282,1 31 116 21 98 28
Epoxiconazol 6,33 330 25 101 50 121,04 22
Etiofencarbe sulfona 3,09 258 19 107 18 201,1 5
Etiofencarbe sulfoxido 3,16 242 1 19 107,1 18 185,1 8
Etoprofos 6,35 243,2 18 97 31 131 20
Fembuconazol 6,42 337 29 125 36 70,1 20
Fempropatrina 7,46 350,1 15 97 34 125 14
Fempropimorfe 5,83 304,2 41 147 1 28 57,2 30
Fluasifope-P-butilico 7,19 384,1 27 282,1 22 328,1 16
Flusilazole 6,57 316 27 165 28 247 18
Flutolanil 6,02 3241 23 65 40 262,1 18
Flutriafol 5,32 302,1 23 123,1 29 70,2 18
Furatiocarbe 7,2 383,2 22 194,9 18 252 12
Imazalil 5,32 297 31 159 22 69 22
Iprovalicarbe 6,22 321,1 19 119,06 16 203,1 10
Linurom 5,84 249,1 25 160,1 18 181,1 16
Linurom d6 (PC) 5,81 255,3 24 160 20 185,5 17
Mefosfolan 4,64 270,1 25 140 24 75,1 22
Mepronil 6,06 270,1 27 91 44 119 28
Metalaxil-M 5,41 280,1 15 192,1 17 220,1 13
Metobromuron 5,22 2591 22 170 20 148,1 15
Metolacloro 6,4 284,1 17 176,1 25 2521 15
Metoxurom 4,16 229 20 72 18 155,9 25
Mevinfos 3,94 225,1 13 127,1 15 193,1 8
Monocrotofés 2,81 224 1 15 1271 16 98,1 12
Monolinurom 5,01 215,04 23 99 34 126,01 22
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12 Transicao
Quantificagao

22 Transicao
Confirmagao

¢ fon Voltagem
Compostos R . Precursor do Cone : . . .
(min) (miz) V) lon Energia lon Energia de
Produto de colisdao Produto colisao
(m/z) (eV) (m/z) (eV)

Ometoato 1,88 2141 16 125,1 22 183.1 11
Paraoxom etilico 5,27 276,1 28 220,1 17 248,2 16
Pencicurom 6,89 329,1 30 124,98 22 125,1 40
Penconazol 6,63 284 25 159 34 70,1 16
Picoxistrobina 6,48 368 10 145,1 22 205,1 10
Piraclostrobina 6,76 388,1 20 163 25 193,9 12
Pirazofés 6,8 374 33 194 32 2221 22
Piridafentiona 6,13 341 31 189 22 92 34
Pirifenox 6,16 295 29 93,1 22 67,2 60
Pirimetanil 5,58 200 42 107 24 82 24
Pirimifés etilico 7,29 334,1 30 198,1 23 182,1 25
Pirimifés metilico 6,79 306,1 25 108,1 32 164,1 22
Profenofés 7,19 372,9 25 127,9 40 302,6 20
Propanil 5,88 217,9 31 161,9 16 127 22
Propiconazol 6,72 342 37 159 34 69 22
Simazina 4,65 202 34 96 22 124 16
Tebuconazol 6,66 308 31 70,1 22 125 40
Tebufenozida 6,48 353,1 12 133 20 2971 8
Tebufenpirade 7,25 334 43 117 34 145 28
Terbufés 7,27 289 12 57,2 22 103 8
Terbutilazina 5,92 230 28 174 16 96 28
Tetraconazol 6,32 372 32 159 30 70,1 20
Tiabendazol 3,04 202 42 175 25 131 30
Tiacloprido 3,85 253 32 126 20 90,1 40
Tiametoxam 2,68 292 19 132 22 211,2 12
Tiobencarbe 6,88 258,2 21 125,1 17 100,1 12
Tiofanato metilico 4,63 3431 23 151 21 3111 11
Triazofds 6,16 3141 22 161,9 35 118,9 18
Trifenilfosfato (PI) 6,72 327,2 40 152,1 37 215,2 28
Trifloxistrobina 6,99 409 25 145 40 186 16
Triflumizol 7,05 346 13 277,9 10 277,9 10

Pl: padrao interno; PC: padréo de controle.

A Figura 9 apresenta cromatogramas obtidos a partir dos ion selecionados no

modo de aquisicdo SRM para as solug¢des analiticas preparadas em (A) acetonitrila
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e (B) no extrato da matriz de pimentdo, ambas com os analitos na concentragdo de
20 ug L.

1004

A)

! x .
1.a0 200 2350 3.00 3.50 4.00 7.50 Time (min)

1004

B)

1 50 2.00 2480 3.00 3.80 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 700 7.40 Time (min)

Figura 9 - Cromatogramas de todos os ions selecionados obtidos por UHPLC-
MS/MS, a partir de solugbes preparadas em acetonitrila (A) e no extrato da matriz de
pimentdo (B), na concentragdo de 20 pg L™.
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4.2 Otimizagdo do Método QUEChERS para a Extracao de Agrotéxicos em
Pimentao

A otimizagao do procedimento de extracao foi realizada no sistema UHPLC-
MS/MS. Baseando-se na literatura foram inicialmente realizados onze testes para
otimizagdo da extragcdo de agrotdxicos em piment&o, conforme a Tabela 7.

A Figura 10 apresenta os resultados dos trés primeiros testes para avaliagao
da etapa de extragao/particdo, com o percentual de compostos com resultados

adequados, avaliados em triplicata fortificando a matriz na concentragado de 100 ug
1

kg

100

90 — |

80 |— l
70—
60 [— -
50 [— -
40 — -
30 [— -
20 | -
10 —

—

% Compostos

T1 T2 T3

Figura 10 - Percentual de compostos que apresentaram recuperagdes médias entre
70 e 120% e RSD < 20% obtidos para os testes de extragao.

Ao comparar os testes de extragao/particao (T1, T2, T3), observou-se que
foram obtidos resultados satisfatérios, ou seja, com recuperagédo média entre 70-
120% e RSD < 20%, para 70% dos compostos no teste T2, ao utilizar acetato de
sédio e acetonitrila acidificada com acido acético 1% (v/v). Quanto ao teste T3,
empregando QUEChERS citrato, uma porcentagem menor de compostos (85%)
apresentou resultados satisfatérios em comparagao com T1. Desta forma, constatou-
se que apenas a formagao de tampao (pH 4,5-5,0), ao utilizar as modificagbes do
método QUEChERS (acetato e citrato, respectivamente), n&o foi adequada para a
extracdo dos compostos avaliados em pimentao.

Entretanto, o teste T1, utilizando cloreto de sdédio, apresentou os melhores
resultados, com 91% dos compostos apresentando resultados ideais de recuperagao
(70-120%) e RSD (= 20%), uma vez que a amostra ja apresentava pH em torno de
5,0. A utilizagdo de NaCl influencia na recuperacao, principalmente, de compostos
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polares, sendo assim escolhido como um dos fatores a serem avaliados no
planejamento experimental. Enquanto que o uso de acetonitrila como solvente de
extragao é interessante visto que proporciona a extragdo de uma ampla faixa de
compostos com diferentes polaridades, além disso, uma menor quantidade de
coextrativos lipofilicos provenientes da matriz, tais como ceras, gorduras e
pigmentos sdo extraidos (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).

Efetuou-se um teste de extracido utilizando o método QUEChERS acetato,
empregando-se uma solugao extratora composta de uma mistura de metanol e
acetonitrila (1:1, v/v) acidificada com acido acético 1% (v/v). Durante o teste, nao foi
observada a etapa de particao e este teste foi descartado.

Para avaliagdo da etapa de limpeza, diferentes combinagcbes de sorventes
foram testadas, conforme a Tabela 7. A Figura 11 apresenta os resultados para os
compostos com recuperagao e RSD% aceitaveis para cada teste de limpeza (de T3
a T10), realizados através de ensaios de fortificagdo (n=3), na concentragéo de 100
ug kg™
100
90 I
80
70

60
50
40
30

20
10

—A
—-
—

% Compostos

T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

Figura 11 - Percentual de compostos que apresentaram recuperagdes médias entre
70 € 120% e RSD < 20% obtidos para os testes de limpeza.

Conforme os resultados, pode-se observar que entre os testes ndo houve
grandes variagbes, girando em torno de 88% dos compostos com resultados
adequados (recuperagao entre 70-120% e RSD < 20%), onde tanto a utilizagéo de
apenas um sorvente quanto a combinacdo de dois mostrou-se eficiente. Ainda

assim, analizou-se cada teste de forma distinta.



73

No teste T3, utiizando somente PSA, 85% dos compostos obtiveram
resultados de recuperagcdo adequados. Os bons resultados empregando PSA
ocorrem por este ser um adsorvente de troca anidnica fraco, com a habilidade de
remover acidos graxos, agucares, alguns pigmentos e outros coextratos da matriz
que formam ligagdes de hidrogénio (MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004b).

Para o teste T4, no qual testou-se a fase fluorada, 90% dos compostos
obtiveram resultados de recuperagao adequados. Seu bom desempenho pode estar
ligado as propriedades especificas das ligagdes entre carbono e fluor, que
promovem um aumento no carater dipolar da FE, o que intensifica a interagdo com
compostos polares.

Os testes T5 e T10 empregaram sorventes poliméricos, Strata-X® e Oasis
HLB®, respectivamente. O percentual de compostos com resultados de recuperagao
adequados foi de 87% para T5 e 92% para T10. Apesar das estruturas dos dois
sorventes apresentarem semelhancgas, atribui-se os melhores resultados ao Oasis
HLB® por este possuir maior capacidade de retengcdao em relacdo a outras fases
poliméricas, uma vez que sua cadeia possui equilibrio entre os mondémeros
hidrofilico (N-vinilpirrolidona) e lipofilico (divinilbenzeno), proporcionando uma
capacidade maior de retencdo de compostos polares.

Em relagdo aos testes T7 e T9, utilizou-se dois tipos de terra diatomacea,
uma com didametro de particula menor (125-150 um) e outra com didmetro de
particula maior (150-178 um), respectivamente. A terra diatomacea empregada em
T7 apresentou melhores resultados de recuperagdo (93%) em relagdo aquela
utilizada em T9 (86%), o que pode ser explicado pela sua maior eficiéncia na
retencdo de pigmentos e coextrativos, por esta apresentar uma maior area
superficial. Este fato somado as diferencas das caracteristicas fisico-quimicas das
particulas dos dois sorventes testados torna a eficacia da terra diatomacea A maior.

Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, sabe-se que os dois sorventes
testados podem também ser utilizados como FE para separagbes cromatograficas.
Assim, enquanto a superficie da Chromosorb W (terra diatomacea A) é relativamente
nao-adsorpitiva e € mais usada para a separacdo de compostos polares, sendo de
alta qualidade por ser do tipo HP, a Chromosorb P (terra diatomacea B) é

principalmente utilizada em separagbes cromatograficas de compostos
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moderadamente polares, apesar de ter alto grau de adsor¢do e possuir alta
quantidade de metais presentes e grupos hidroxila livres em sua estrutura.

Nos testes T6 e T8, testou-se em combinagdo com PSA dois sorventes bem
conhecidos na literatura para limpeza de extratos no método QUEChERS, Cqs €
carvao grafitizado. Os valores de porcentagem de compostos com resultados de
recuperacao adequados foram similares para ambos os testes. Enquanto o uso de
C1s (T6) resultou em 88%, para o carvao grafitizado (T8) este valor foi de 87%. Nao
sendo de grande significancia a adicdo destes sorventes ao PSA quando
comparados ao resultado obtido com apenas o PSA, além de requerer uma etapa a
mais de pesagem para a etapa de limpeza, estes testes ndo foram considerados
para a etapa de planejamento experimental.

Conforme todos os testes de limpeza, os melhores resultados foram obtidos
com a fase fluorada, com a terra diatomacea A e com o sorvente polimérico Oasis
HLB®, todos acima de 90% dos compostos com valores adequados. Entretanto,
como relatado anteriormente, os demais testes também apresentaram bons
resultados e, para escolha dos sorventes a serem utilizados na etapa de
planejamento experimental, teve-se que considerar outros fatores.

Apesar da fase fluorada ter apresentado 6timos resultados, a quantidade
insuficiente para que se desse sequéncia a otimizagdo do procedimento, juntamente
com terra diatomacea A e Oasis HLB®, fez com que se optasse pela utilizacdo de

PSA, um sorvente com ampla e bem estabelecida aplicagao.

4.3 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial 2* foi realizado utilizando quantidade de NaCl (0,5 a
2,5 g) na etapa de extragdo, e quantidade de sorvente PSA, Oasis HLB® e terra
diatomacea A (0,0 a 40,0 mg) na etapa de limpeza. Manteve-se a quantidade de
MgSO, para extracao e limpeza fixos em 4,0 g e 150,0 mg (para 1,0 mL de extrato),
respectivamente.

Dessa maneira foram gerados 27 ensaios a serem realizados para analise da
superficie de resposta e escolha das condi¢cdes ideais para extragao e limpeza,
conforme a Tabela 9, que também apresenta os resultados da porcentagem de
compostos com recuperacao entre 70-120%, realizados pela fortificagdo da matriz
“branco” na concentragéo de 100 ug L™
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Tabela 9 - Ensaios gerados pelo planejamento fatorial 2* e resultados de compostos
(%) com recuperagcdo entre 70-120%, com as variaveis (1) NaCl, (2) Terra
diatomacea A, (3) PSA e (4) Oasis HLB®.

(1) (2) (3) 4) %o
Ensaio NaCl(g) Terra diatomacea A (mg) PSA (mg) Oasis HLB® (mg) Compostos

1 1 10 10 10 71
2 2 10 10 10 73
3 1 30 10 10 78
4 2 30 10 10 76
5 1 10 30 10 78
6 2 10 30 10 80
7 1 30 30 10 75
8 2 30 30 10 82
9 1 10 10 30 83
10 2 10 10 30 82
11 1 30 10 30 81
12 2 30 10 30 76
13 1 10 30 30 79
14 2 10 30 30 70
15 1 30 30 30 74
16 2 30 30 30 78
17 1,5 20 20 20 76
18 1,5 20 20 20 75
19 1,5 20 20 20 75
20 0,5 20 20 20 80
21 2,5 20 20 20 79
22 1,5 0 20 20 58
23 1,5 40 20 20 80
24 1,5 20 0 20 82
25 1,5 20 40 20 76
26 1,5 20 20 0 57
27 1,5 20 20 40 65

De acordo com os resultados obtidos nos 27 ensaios do planejamento
experimental, obteve-se primeiramente o grafico dos efeitos de cada variavel, com
variancia do erro padrao de 2,87, obtido pela reprodugao do ponto central.

Conforme a Figura 12, podemos observar que individualmente nenhuma
variavel é significante (fora dos limites do erro padrdo), mas ao modificarmos duas
variaveis este efeito comecga a se pronunciar. Para a combinacdo de duas variaveis
1e4,2e4, 3 e 4 este efeito é negativo. Enquanto que para a combinagao de trés
variaveis 1, 2 e 3; 2, 3 e 4 o efeito & positivo, demonstrando que o fator que tem mais

influéncia sobre as etapas de extragao e limpeza é a quantidade dos sorventes.
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Figura 12 - Grafico dos efeitos de cada variavel: (1) NaCl, (2) Terra diatomacea A,
(3) PSA e (4) Oasis HLB®.

O planejamento também gerou 9 superficies de resposta, conforme a Figura
13, onde o eixo x corresponde a quantidade de terra diatomacea A (mg), o eixo y a
porcentagem de compostos com resultados adequados e o eixo z a quantidade de
NaCl (g). Ainda, os graficos na horizontal referem-se a mesma quantidade de PSA
(mg) e na vertical 8 mesma quantidade de Oasis HLB® (mg).

A fim de analisar de modo geral as superficies de resposta geradas, tomou-se
como referéncia a quantidade de PSA. Assim, para o maximo de PSA (Figura 13: A,
B e C) o maior numero de compostos é alcangado quando ha uma maior quantidade
de NaCl, havendo pouca variagdo no numero quando varia-se outro sorvente.

Ja quando é utilizada uma quantidade intermediaria de PSA (Figura 13: D, E e
F) as variacbes para o maior numero de compostos € ainda menor, podendo
observar-se que alterando a quantidade de sorventes ou de NaCl, o numero de
compostos permanece o0 mesmo, sendo menor que no caso anterior.

Para o minimo de PSA (Figura 13: G, H e I) o maximo de compostos é
possivel em quatro condi¢gdes: com o maximo de Terra diatomacea A e o minimo de
NaCl; com o maximo de Oasis HLB® e o maximo de NaCl; com o maximo de Terra
diatomacea A e Oasis HLB® e o minimo de NaCl; com o maximo de Terra
Diatomacea A, o minimo de NaCl e uma quantidade intermediaria de Oasis HLB®.

Esses dados demonstram que, em geral, a média das recuperagbes e a
porcentagem de compostos melhora conforme as quantidades de NaCl e sorvente

para limpeza (independentemente de qual é ele) aumentam.
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Figura 13 - Superficies de resposta geradas pelo planejamento 2*, para otimizacdo do método de extragdo de agrotéxicos em piment&o.
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A terra diatomacea e o Oasis HLB® tém pouca aplicagdo como sorventes para
d-SPE, sendo mais empregados em outras areas da Quimica Analitica, o que torna
sua aquisicao dispendiosa para laboratérios de rotina, principalmente sorventes
poliméricos, que geralmente sé sdo vendidos em cartuchos e, além do alto preco,
necessitam ser previamente retirados do cartucho. Comparando-se os precos de
mercado atual, a relagdo entre os sorventes terra diatomacea/PSA/Oasis® seria de
1:80:1445 vezes. Apesar da terra diatomacea ser mais barata que os outros
sorventes, uma vez que é utilizada em frequentemente em escala industrial, esta
nao possui alta pureza, desejada em analises de residuos, o que diminuiria a
robustez do método.

Assim, o PSA, amplamente utilizado em analises de alimentos e que
proporciona resultados reprodutiveis, foi escolhido como sorvente de limpeza.
Escolhido o sorvente, péde-se aprofundar a analise da superficie de resposta e obter
a melhor condigao onde utiliza-se somente o PSA.

Conforme a Figura 14, que refere-se a utilizagdo de 40,0 mg de PSA e 0,0 mg
de Oasis HLB®, se acompanharmos o eixo x, onde o valor de terra diatomacea A
também é de 0,0 mg, projeta-se que o maximo de compostos com resultados
adequados é obtido também com a maior quantidade de sal (NaCl).

100

Compostos (%)
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Terra Diatomacea A (mg)

Figura 14 - Superficie de resposta gerada pelo planejamento 2* para o maximo de
PSA (40,0 mg) e o minimo de Oasis HLB® (0,0 mg).
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De acordo com Anastassiades et al. (2003), a quantidade de sal a ser
utilizada deve ser otimizada, pois se for muito elevada pode acarretar na extracao
excessiva de coextrativos polares, diminuindo a recuperagdo dos analitos de
interesse.

Dessa maneira, para comprovar a eficacia na extracdo, otimizou-se a
quantidade de NaCl, através de testes fortificando o pimentdo em uma concentragao
de 100 ug kg'1. Observou-se que ao utilizar mais do que 1,5 g de NaCl nao ocorreu a
etapa de particdo, devido a quantidade elevada de sal presente, sendo assim esta
deve ser a quantidade maxima adotada de NaCl para o método em
desenvolvimento.

A quantidade de PSA determinada para ser utilizada no método foi de 40 mg.
Este valor mais elevado em relagdo ao método QUEChERS original (25 mg) é
importante para limpeza do extrato de pimentdo, uma vez que a matriz em estudo
contém elevada quantidade de pigmentos e apresenta outros coextrativos, em sua
maior parte carboidratos e acucares. E importante ressaltar a necessidade de
filtracdo dos extratos com filtros de porosidade de 0,25 pym e posterior diluicao 1:4
(v/v) em agua ultrapurificada, a fim de minimizar os danos ao equipamento UHPLC-
MS/MS, como entupimento de tubulagdes e filtros.

4.4 Validagao do Método QUEChERS Modificado Otimizado

A validacdo do método QUEChERS foi realizada utilizando UHPLC-MS/MS,
seguindo o procedimento descrito em Figura 15, na qual foram avaliados os
agrotoxicos relacionados na Tabela 8. Todas as solugbes analiticas empregadas
neste estudo foram preparadas em solvente (acetonitrila) e no extrato da matriz
(piment&o) obtidos a partir de amostras “branco”. Dessa maneira, foi possivel avaliar
os parametros de validagdo de métodos cromatograficos.
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Figura 15 - Representacdo do método QUEChERS modificado utilizado para
extragao dos agrotéxicos nas amostras de pimentao.

4.4.1 Seletividade e Analise de Solventes e Reagentes

A seletividade do método foi assegurada, uma vez que ndo ha interferentes
com os mesmos ions de quantificagdo e confirmagcdo nos mesmos tempos de
retencdo de cada agrotéxico nas amostras “branco”. Na matriz ndo foi verificada a
presenca dos analitos em estudo acima do LOD do método, utilizando-se, dessa
forma, as amostras avaliadas para confeccdo da curva analitica e ensaios de
fortificacao.

Ainda, nas analises nao foi observada variacdo da area do padrido interno

(PI), trifenilfosfato (TPP), maior de 20%, assegurando os resultados obtidos com o

instrumento.

4.4.2 Curva Analitica e Faixa Linear

A Tabela 10 apresenta os valores dos coeficientes de determinagao (r2), para

as equacgodes das curvas analiticas em solvente (acetonitrila) e no extrato da matriz
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de pimentdo, bem como bem como a faixa linear de cada agrotéxico e as equacgdes

do modelo matematico de descricdo da curva analitica.

Tabela 10 - Valores da faixa linear, coeficientes de determinagdo (r?) das curvas
analiticas em solvente (acetonitrila) e no extrato da matriz (pimentdo) e equacgéo do
modelo para a curva na matriz.

C Faixa de trabalho r’ ~
ompostos L ) Equacéo

(ug L7) Solvente Matriz
3-OH Carbofurano 1a200 0,9914 0,9951 0,0137879x%*+80,7535x-63,8986
Acetamiprido 0,5a200 0,9945 0,9982 1160,45x-261,156
Ametrina 0,5a200 0,9983 0,9985 1,27388x*+782,288x-179,046
Atrazina 0,5a200 0,9931 0,9922 415,175x-232,76
Azaconazol 0,5a200 0,9980 0,9925 1814,68x+39,109
Azoxistrobina 0,5a200 0,9950 0,9917 850,148x-308,673
Boscalida 0,5a200 0,9938 0,9964 0,599886x*+281,046x-173,646
Bromuconazol 0,5a200 0,9937 0,9968 -0,10109x%*+351,19x-146,488
Buprofezina 0,5a200 0,9960 0,9955 0,17299x°+251,803x-104,775
Butéxido de piperonil 0,5a200 0,9935 0,9956 434,394x-36,8949
Carbaril 0,5a 200 0,9945 0,9946 222,482x-95,0696
Carbendazim 0,5a200 0,9984 0,9971  -1,26353x*+921,292x-243,499
Carbofurano 0,5a200 0,9985 0,9983 1,06019x%+715,299x-263,933
Cianazina 1a200 0,9955 0,9952 0,097235x*+73,0778x-23,3173
Ciproconazol 0,5a200 0,9961 0,9956 0,0725075x°+288,052x-168,692
Clomazone 0,5a 200 0,9952 0,9956 478,804x-185,141
Clorantraniliprole 0,5a200 0,9939 0,9974 0,209605x*+168,235x-121,969
Clorbromurom 0,5a200 0,9901 0,9937 0,05627x%*+228,962x-151,956
Clorpirifés etilico 0,5a200 0,9955 0,9950 0,0680182x%*+108,308x-60,6696
Clotianidina 2 a 200 0,9837 0,9917 -0,0336923x+44,3482x-69,2865
Diazinona 0,5a200 0,9956 0,9951 938,617x-245,726
Difenoconazol 2a 200 0,9901 0,9924 0,152234x*+136,272x-104,615
Dimetoato 0,5a200 0,9967 0,9966 368,915x-67,8896
Dimoxistrobina 0,5a200 0,9962 0,9957 0,917056x°+413,183x-146,421
Diuron 0,5a200 0,9970 0,9973 0,62235x°+308,888x-90,4383
Dodemorfe 0,5a200 0,9975 0,9968 0,749359x*+414,547x-199,653
Epoxiconazol 1a200 0,9941 0,9979 -0,263x?+283,219x-190,62
Etiofencarbe sulfona 0,5a200 0,9927 0,9947  0,245959x%*+385,038x-102,454
Etiofencarbe sulféxido 0,5a200 0,9942 0,9955 0,198061x*+292,971x-128,891
Etoprofos 0,5a200 0,9957 0,9950 -0,347986x°+935x-215,809
Fembuconazol 0,5a200 0,9947 0,9955 -0,119236x°+285,927x-92,9739
Fempropatrina 0,5a200 0,9940 0,997 -0,00969399x*+111,515x-88,1673
Fempropimorfe 0,5a 200 0,9966 0,9971 0,806781x*+709,529x-302,722
Fluasifope-P-butilico 0,5a200 0,9930 0,995 0,718418x*+1120,86x-276,076
Flusilazole 0,5a200 0,9904 0,9900 0,0309411x*+255,952x-183,62
Flutolanil 0,5a200 0,9968 0,9975 -0,789873x*+608,65x-138,493
Flutriafol 0,5a200 0,9906 0,9978 285,991x-102,792
Furatiocarbe 2 a 200 0,9925 0,9918 0,160676x*+110,279x-34,3807




(continuagao)
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Compostos Faixa de tr_?balho r Equacéo
(bgL7) Solvente Matriz

Imazalil 0,5a 200 0,9962 0,9968 -0,0645644x*+569,06x-262,961
Iprovalicarbe 0,5a200 0,9769 0,9900 0,0341587x°+80,1248x-118,408
Linurom 0,5a 200 0,9975 0,9968 0,494395x*+330,554x-156,052
Linurom d6 (PC) 0,5a200 0,9958 0,9956 1,03031x%+487,235x-137,059
Mefosfolan 0,5a200 0,9969 0,9979 1,36506x°+1798,37x-476,982
Mepronil 0,5a200 0,9984 10,9986 -5,53737x°+2670,77x-3392,588
Metalaxil-M 0,5a200 0,9968 0,997 0,658431x?+427,166x-143,013
Metobromuron 0,5a200 0,9971 0,9975 0,548647x°+332,249x-201,204
Metolacloro 0,5a 200 0,9947 0,9973 1,08809x%+536,364x-200,775
Metoxurom 0,5a200 0,9912 0,9928 372,673x-148,032
Mevinfés 0,5a 200 0,9971 0,9967 0,0954457x%*+288,294x-83,9421
Monocrotofés 0,5a200 0,9954 0,996 251,138x-81,9737
Monolinurom 0,5a200 0,9946 0,9978 414,389x-136,825
Ometoato 0,5a200 0,9971 0,9951 0,133628x*+181,327x-116,17
Paraoxom etilico 0,5a200 0,9975 0,9955 580,274x-119,068
Pencicurom 0,5a200 0,9977 0,9958 2482,01x-23,7278
Penconazol 0,5a200 0,9969 0,9931 1278,32x+101,341
Picoxistrobina 0,5a200 0,9967 0,9930 0,872781x*+591,177x-286,226
Piraclostrobina 0,5a200 0,9914 0,9981 0,337888x%+236,16x-51,5761
Pirazofés 0,5a200 0,9957 10,9977 0,499762x?+210,255x-60,1101
Piridafentiona 0,5a200 0,9825 0,9937 462,655x-383,777
Pirifenox 0,5a 200 0,9893 0,9905 391,808x-214,17
Pirimetanil 0,5a200 0,9966 0,9985 1812,97x-436,79
Pirimifos etilico 0,5a200 0,9947 0,9960 0,851641x*+863,034x-285,158
Pirimifés metilico 0,5a200 0,9960 0,9930 0,545058x*+672,985x-322,846
Profenofés 0,5a200 0,9927 0,9952 -0,288309x°+210,109x-88,0377
Propanil 0,5a200 0,9925 0,9939 0,0268538x*+176,855x-88,0884
Propiconazol 0,5a200 0,9945 0,9954 -0,416271x*+554,679x-204,379
Simazina 0,5a200 0,9936 0,9902 309,861x-81,3952
Tebuconazol 1a200 0,9939 10,9931 0,730774x*+246,804x-108,287
Tebufenozida 1a200 0,9959 0,9968 0,339638x*+230,802x-174,488
Tebufenpirade 0,5a200 0,9913 0,9916 352,226x-27,2483
Terbufés 2a 200 0,9872 0,9931 0,0540365x*+26,5735x-7,41648
Terbutilazina 0,5a200 0,9959 0,9951 796,905x-224,054
Tetraconazol 0,5a 200 0,9943 0,9929 -0,0905691x*+481,17x-187,047
Tiabendazol 0,5a200 0,9989 0,9988 1015,75x-302,941
Tiacloprido 0,5a200 0,9960 0,9981 386,471x-94,2592
Tiametoxam 1a200 0,9919 0,9916 0,00942471x°+45,1733x-40,5727
Tiobencarbe 0,5a200 0,9947 0,9986 0,818438x*+499,999x-109,971
Tiofanato metilico 0,5a200 0,9939 0,9961 0,0494518x°+103,532x-105,658
Triazofés 0,5a 200 0,9966 0,9952 -0,060561x*+506,327x-75,4245
Trifloxistrobina 0,5a200 0,9873 0,9959 642,808x-156,802
Triflumizol 0,5 a 200 0,9939 0,9955 0,522989x*+391,277x-87,0658

Cromatogramas destes compostos e do padrdo interno (trifenilfosfato), no modo SRM, em
concentracao 20 ug L™ no extrato ‘branco’ da matriz estdo no anexo C. PC: padrao de controle.
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A faixa linear para os agrotéxicos quando preparados na matriz de pimentao
foi bastante eficiente visto que para todos os analitos obteve-se um r’ maior de 0,99.
Ao contrario, para alguns compostos o valor de r? ficou abaixo de 0,99 quando
preparados em solvente (acetonitrila), sendo estes: clotianidina, iprovalicarbe,
piridafentiona, pirifenox, terbufds, tridemorfe e trifloxistrobina. Ainda, trés compostos
nao apresentaram faixa linear, em nenhum dos casos: acefato, benomil e
deltametrina.

Em uma analise multirresiduo torna-se dificil adequar a otimizagdo do método
analitico para todos os analitos. Os compostos acefato e deltametrina necessitam de
condigdes diferenciadas de analise, como temperatura de dessolvatagdo mais baixa.
Assim, residuos destes dois agrotoxicos ndo puderam ser determinados através do
meétodo desenvolvido neste trabalho.

A degradacdo de benomil a carbendazim € um fenédmeno bem conhecido.
Zafra-Gomez et al. (2000), monitoraram a taxa de conversdo em amostras de frutas
e hortalicas e determinaram que a degradacao era completa apds 25 minutos do
processo de extragcdo. Por este motivo, os experimentos de recuperacdo dos
compostos carbendazim e benomil s&o conduzidos separadamente e as

recuperacoes calculadas como carbendazim.

4.4.3 Efeito Matriz

Um dos potenciais problemas do efeito matriz € que diferentes amostras, tipos
de extratos e diferentes “concentragbes” da matriz podem apresentar efeitos desta
natureza em diferentes graus de magnitude (QUEIROZ et al., 2012).

O efeito matriz € mais significativo quando os analitos encontram-se em
concentragcdes mais baixas ou quando a propor¢gdo de componentes da
matriz/analito € muito alta. Assim, quando se analisam os extratos, apenas uma
quantidade insignificante do analito é adsorvida, porque a propor¢gao de
componentes da matriz/analito é muito alta e os interferentes s&o preferencialmente
adsorvidos (PINHO et al., 2009).

Varios fatores podem afetar a ionizagdo e a identificagdo dos analitos e,

consequentemente, o processo de quantificagdo. Algumas agdes podem ser
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tomadas para minimizar ou corrigir o aumento ou supresséo do sinal analitico, como
alteracbes nas condicbes do MS, do processo de limpeza, das condicboes
cromatograficas e uso de curva preparada no extrato da matriz isento dos analitos
de interesse (GOSETTI et al., 2010; SANCO, 2010).

Conforme Kruve et al. (2008), o efeito matriz € mais acentuado no método
QUEChERS, uma vez que a supressao de ionizacdo € maior para muitos
agrotoxicos, apesar de este ser um método mais econdémico em termos de tempo,
trabalho e solventes, além de ter maior recuperagao para muitos agrotdxicos.

Os resultados obtidos para a avaliagdo do efeito matriz para todos os
agrotéxicos avaliados, nas concentragdes de 2, 5 e 20 ug L™, estdo descritos na
Tabela 11.

Tabela 11 - Efeito matriz dos agrotéxicos avaliados no sistema de UHPLC-MS/MS, a
partir de solugdes preparadas em acetonitrila e na matriz de pimentao.

Efeito Matriz (%)

Compostos Concentragio (ug L")
2,0 5,0 20,0
3-OH Carbofurano 26,9 13,8 -7.8
Acetamiprido 11,5 -2,8 17,9
Ametrina -10,8 -10,4 12,6
Atrazina -5,0 -14,2 -0,1
Azaconazol 17,4 21,2 0,1
Azoxistrobina 53,0 448 16,9
Boscalida 73,4 24,6 1,9
Bromuconazol 3,9 5,8 5,3
Buprofezina 52,8 -0,1 16,0
Butoxido de piperonil 41,2 6,3 19,9
Carbaril 11,6 1,7 22,3
Carbendazim 8,4 -12,8 -3,4
Carbofurano 10,9 -5,6 6,3
Cianazina 36,8 61,3 15,1
Ciproconazol 86,7 28,3 65,8
Clomazone -5,3 6,3 73,9
Clorantraniliprole 6,3 45 54,0
Clorbromurom 45,9 42,0 65,3
Clorpirifés etilico 132,6 78,2 30,5
Clotianidina 74,4 -8,8 75,7
Diazinona 6,2 -8,7 0,4
Difenoconazol 20,8 -1,2 28,6
Dimetoato 4.3 -8,9 30,3
Dimoxistrobina 10,2 -1,5 51,1
Diuron 49 11,4 60,7

Dodemorfe 13,9 -14.4 19,9




(continuagao)

Efeito Matriz (%)

Compostos Concentragéo (ug L")
2,0 5,0 20,0
Epoxiconazol 1,4 5,0 2,3
Etiofencarbe sulfona 28,8 -6,1 19,8
Etiofencarbe sulféxido 23,3 -8,2 -5,9
Etoprofés -5,3 0,3 16,7
Fembuconazol 411 5,7 29,4
Fempropatrina 152,1 104,2 7.4
Fempropimorfe 29,7 11,0 2,9
Fluasifope-P-butilico 106,8 40,5 112,9
Flusilazole 8,7 23,6 0,1
Flutolanil 2,7 -0,9 -6,8
Flutriafol 12,7 16,9 24,2
Furatiocarbe 74,4 41,2 -5,8
Imazalil -10,1 -5,2 -1,7
Iprovalicarbe -14,3 22,9 65,3
Linurom 1,8 3,7 40,7
Linurom d6 (PC) 10,5 18,4 72,9
Mefosfolan 10,8 -9,0 5,4
Mepronil 8,3 -13,3 12,7
Metalaxil-M 4,2 -11,1 7,0
Metobromuron 12,7 -15,5 9,3
Metolacloro -0,1 -16,1 -16,3
Metoxurom -4,8 -18,0 -18,0
Mevinfés 40,0 17,3 27,8
Monocrotofos -12,8 -26,1 -27,8
Monolinurom -4,9 -8,6 491
Ometoato 13,3 -28,9 -54 2
Paraoxom etilico 0,0 2,2 -17,2
Pencicurom 32,8 41 33,5
Penconazol 7.8 -4.8 1,9
Picoxistrobina 19,8 0,2 24,0
Piraclostrobina 50,0 25,3 106,3
Pirazofos 34,4 31,4 -11,0
Piridafentiona 33,0 23,3 26,0
Pirifenox 3.1 1,8 1,5
Pirimetanil 7,3 -5,5 7.4
Pirimifos etilico 50,6 1,1 22,6
Pirimifés metilico 9,5 -13,8 19,9
Profenofés 23,5 2,2 31,2
Propanil 10,9 3,7 -1,7
Propiconazol 19,1 -0,1 -12,0
Simazina -0,1 -7,7 10,4
Tebuconazol 1,3 -25,1 -31,2
Tebufenozida 12,7 6,7 -7,2
Tebufenpirade 29,1 -0,6 79,1
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(continuagao)

Efeito Matriz (%)

Compostos Concentragio (ug L")
2,0 5,0 20,0
Terbufés 46,7 28,4 -9,7
Terbutilazina 2,7 -3,8 19,8
Tetraconazol 12,3 -1,5 20,0
Tiabendazol -4.1 -20,5 -9,9
Tiacloprido -4 .1 -7.1 43
Tiametoxam -7.1 -9,2 -48,5
Tiobencarbe 42,6 14,3 -2,7
Tiofanato metilico -99,9 -67,7 -51,2
Triazofés 6,5 18,0 -7,7
Trifloxistrobina 60,8 32,4 32,8
Triflumizol 24,2 13,1 -13,2

PC: padrao de controle.

O efeito matriz observado foi significativo para diversos compostos (fora do
limite +10%), apesar da utilizagdo de maior quantidade de PSA na etapa de limpeza,
demonstrando que a presenga de pigmentos e outros coextrativos é bastante
pronunciada na matriz estudada (pimentao). Dessa forma, destaca-se como sendo
de extrema importancia o preparo de solugdes analiticas no extrato da matriz

pimentdo, em relagdo aos agrotoxicos avaliados no sistema de UHPLC-MS/MS.

4.4.4 Determinacao dos Valores de LOD e LOQ

Os valores de limite de detecgdo e quantificacdo, tanto para o instrumento
quanto para o método foram obtidos como descrito no item 3.8.4. O LOQ; variou de
0,5a2pugL’, eoLOD;de 0,15a 0,9 ug L™, enquanto que o LOQy, foi de 10 ou 25
ug kg, e 0 LOD, de 3 0u 7,5 ug kg™ (Tabela 12).

Estes valores de limites de deteccdo e quantificagdo sdo considerados
satisfatorios, considerando os valores de limites maximos de residuos (LMR)
permitidos na legislagado brasileira (Tabela 3). Além disso, os valores de LOQ,, sao
adequados para a quantificacdo dos demais agrotdxicos, sendo que sua maioria é

de uso proibido.
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Tabela 12 - Valores de limite de detecgédo (LOD; e LODy,) e quantificagdo (LOQ; e
LOQy,) para cada agrotdxico na matriz de piment3o.

Compostos LOD; LOQ,

LOD,, LOQ,

(gl (gL  (uokg') (g kg')
3-OH Carbofurano 0,30 1,00 3,00 10,00
Acetamiprido 0,15 0,50 3,00 10,00
Ametrina 0,15 0,50 3,00 10,00
Atrazina 0,15 0,50 3,00 10,00
Azaconazol 0,15 0,50 3,00 10,00
Azoxistrobina 0,15 0,50 3,00 10,00
Boscalida 0,15 0,50 3,00 10,00
Bromuconazol 0,15 0,50 3,00 10,00
Buprofezina 0,15 0,50 3,00 10,00
Butoxido de piperonil 0,15 0,50 3,00 10,00
Carbairil 0,15 0,50 3,00 10,00
Carbendazim 0,15 0,50 3,00 10,00
Carbofurano 0,15 0,50 3,00 10,00
Cianazina 0,30 1,00 3,00 10,00
Ciproconazol 0,15 0,50 7,50 25,00
Clomazone 0,15 0,50 3,00 10,00
Clorantraniliprole 0,15 0,50 3,00 10,00
Clorbromurom 0,15 0,50 3,00 10,00
Clorpirifés etilico 0,15 0,50 3,00 10,00
Clotianidina 0,60 2,00 7,50 25,00
Diazinona 0,15 0,50 3,00 10,00
Difenoconazol 0,60 2,00 7,50 25,00
Dimetoato 0,15 0,50 3,00 10,00
Dimoxistrobina 0,15 0,50 7,50 25,00
Diuron 0,15 0,50 3,00 10,00
Dodemorfe 0,15 0,50 3,00 10,00
Epoxiconazol 0,30 1,00 3,00 10,00
Etiofencarbe sulfona 0,15 0,50 3,00 10,00
Etiofencarbe sulféxido 0,15 0,50 3,00 10,00
Etoprofos 0,15 0,50 3,00 10,00
Fembuconazol 0,15 0,50 7,50 25,00
Fempropatrina 0,15 0,50 3,00 10,00
Fempropimorfe 0,15 0,50 7,50 25,00
Fluasifope-P-butilico 0,15 0,50 3,00 10,00
Flusilazole 0,15 0,50 7,50 25,00
Flutolanil 0,15 0,50 7,50 25,00
Flutriafol 0,15 0,50 3,00 10,00
Furatiocarbe 0,60 2,00 3,00 10,00
Imazalil 0,15 0,50 3,00 10,00
Iprovalicarbe 0,15 0,50 7,50 25,00
Linurom 0,15 0,50 3,00 10,00
Linurom d6 (PC) 0,15 0,50 3,00 10,00
Mefosfolan 0,15 0,50 3,00 10,00

Mepronil 0,15 0,50 3,00 10,00
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(continuagao)

LOD; LOQ; LOD,, LOQ,
Compostos (gL)  (gLl)  (ugkg") (ugkg")

Metalaxil-M 0,15 0,50 7,50 25,00
Metobromuron 0,15 0,50 3,00 10,00
Metolacloro 0,15 0,50 7,50 25,00
Metoxurom 0,15 0,50 3,00 10,00
Mevinfés 0,15 0,50 3,00 10,00
Monocrotofos 0,15 0,50 3,00 10,00
Monolinurom 0,15 0,50 3,00 10,00
Ometoato 0,15 0,50 3,00 10,00
Paraoxom etilico 0,15 0,50 3,00 10,00
Pencicurom 0,15 0,50 3,00 10,00
Penconazol 0,15 0,50 3,00 10,00
Picoxistrobina 0,15 0,50 3,00 10,00
Piraclostrobina 0,15 0,50 3,00 10,00
Pirazofés 0,15 0,50 7,50 25,00
Piridafentiona 0,15 0,50 3,00 10,00
Pirifenox 0,15 0,50 3,00 10,00
Pirimetanil 0,15 0,50 3,00 10,00
Pirimifos etilico 0,15 0,50 3,00 10,00
Pirimifés metilico 0,15 0,50 3,00 10,00
Profenofés 0,15 0,50 7,50 25,00
Propanil 0,15 0,50 3,00 10,00
Propiconazol 0,15 0,50 7,50 25,00
Simazina 0,15 0,50 3,00 10,00
Tebuconazol 0,30 1,00 7,50 25,00
Tebufenozida 0,30 1,00 7,50 25,00
Tebufenpirade 0,15 0,50 3,00 10,00
Terbufés 0,60 2,00 3,00 10,00
Terbutilazina 0,15 0,50 3,00 10,00
Tetraconazol 0,15 0,50 7,50 25,00
Tiabendazol 0,15 0,50 3,00 10,00
Tiacloprido 0,15 0,50 3,00 10,00
Tiametoxam 0,30 1,00 3,00 10,00
Tiobencarbe 0,15 0,50 3,00 10,00
Triazofés 0,15 0,50 3,00 10,00
Trifloxistrobina 0,15 0,50 3,00 10,00
Triflumizol 0,15 0,50 3,00 10,00

Tiofanato metilico e benomil sdo determinados na forma de carbendazim, apresentando desta forma,
valores de LOD e LOQ idénticos. PC: padréo de controle.
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4.4.5 Exatiddo (Ensaio de Recuperacgéo) e Precisao (Repetitividade)

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores das médias dos percentuais de
recuperacdo (n=7) e RSD; (repetitividade) para os agrotoxicos avaliados em
pimentdo, nos niveis de concentracdo de 10, 25, 50 e 100 pg kg™, utilizando o
método QUEChERS modificado otimizado. A recuperagéo foi calculada utilizando a
curva analitica preparada no extrato da matriz de pimentdo, aceitando o critério de
recuperacao entre 70 e 120% e RSD < 20%, conforme a recomendacgdo de
validacdo de métodos cromatograficos (RIBANI et al., 2004).

Tabela 13 - Percentuais de recuperagao e RSD; para a repetitividade do método de
extracdo de agrotdxicos em pimentdo.

Nivel de Fortificagdo (ug kg™)

Compostos 10,0 25,0 50,0 100,0
R(%) RSD.(%) R(%) RSD.(%) R(%) RSD,(%) R(%) RSD/(%)
3-OH Carbofurano 88,3 16,2 - - 84,8 9,3 87,1 5,3
Acetamiprido 98,4 9,3 - - 91,5 6,0 90,1 4.8
Ametrina 90,2 7,4 - - 86,0 8,1 84,9 2,9
Atrazina 101,1 12,0 - - 84,1 4.1 80,0 5,3
Azaconazol 90,7 7.8 - - 96,1 6,4 99,0 3,0
Azoxistrobina 82,6 13,9 - - 84,2 8,7 81,6 4.6
Boscalida 82,5 15,9 - - 70,0 16,2 771 11,8
Bromuconazol - - 90,8 17,7 86,4 18,7 83,1 14,1
Buprofezina 88,1 8,2 - - 93,1 8,1 98,4 9,0
Butoxido de piperonil 102,3 12,3 - - 102,5 7,8 106,8 9,8
Carbairil 78,9 13,8 - - 75,0 7,3 83,3 5,8
Carbendazim 104,8 10,6 - - 101,9 4.5 101,5 7,4
Carbofurano 109,8 7,3 - - 100,0 6,3 109,9 1,4
Cianazina 84,9 13,6 - - 73,5 16,4 84,9 12,9
Ciproconazol - - 72,1 14,7 74,4 14,9 741 9,1
Clomazone 96,0 15,9 - - 87,4 8,9 92,2 9,9
Clorantraniliprole 84,5 14,0 - - 73,2 7,9 81,0 5,7
Clorbromurom 80,0 14,8 - - 89,0 13,4 77,3 10,3
Clorpirifés etilico 75,2 15,0 - - 106,9 114 97,8 4.8
Clotianidina - - 106,0 16,8 91,0 16,9 99,8 13,9
Diazinona 91,6 15,0 - - 79,3 9,5 82,1 10,3
Difenoconazol - - 95,6 17,6 93,0 10,4 107,7 10,6
Dimetoato 93,1 9,4 - - 94,3 11,3 89,6 4,7
Dimoxistrobina - - 94,9 11,7 85,5 15,4 83,3 5,8
Diuron 88,6 13,8 - - 88,4 11,2 86,6 10,2
Dodemorfe 95,3 14,4 - - 82,2 11,2 84,8 8,7
Epoxiconazol 117.,4 19,3 - - 100,0 10,7 89,9 6,1
Etiofencarbe sulfona 73,1 15,4 - - 78,2 14,3 90,8 5,6

Etiofencarbe sulféxido 93,7 18,0 - - 70,1 18,4 77,7 8,1
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(continuagao)

Nivel de Fortificagcdo (ug kg™)

Compostos 10,0 25,0 50,0 100,0
R(%) RSD.(%) R(%) RSD.(%) R(%) RSD,(%) R(%) RSD/(%)
Etoprofos 88,7 17,6 - - 86,3 10,3 86,0 11,1
Fembuconazol - - 73,4 19,7 90,0 8,2 91,2 9,6
Fempropatrina - - 104,7 17,4 97,8 9,5 94,4 6,6
Fempropimorfe - - 79,6 17,7 86,1 9,6 81,0 4.3
Fluasifope-P-butilico 89,3 12,7 - - 94,8 6,3 90,9 7,7
Flusilazole - - 96,1 17,8 84,4 10,2 94,0 7,7
Flutolanil - - 100,9 13,8 99,4 10,6 86,0 7,6
Flutriafol 77,8 18,0 - - 88,1 8,5 85,8 11,3
Furatiocarbe - - 99,2 15,9 98,9 11,3 96,2 8,1
Imazalil - - 73,7 6,3 73,3 9,7 79,4 8,0
Iprovalicarbe - - 99,2 16,5 87,7 19,6 95,3 18,5
Linurom 80,0 19,2 - - 93,8 8,5 87,8 7,7
Linurom d6 d (PC) 86,4 9,1 - - 79,4 8,6 84,9 6,7
Mefosfolan 92,8 10,7 - - 90,8 6,1 90,5 3,2
Mepronil 81,8 4.8 - - 99,7 6,8 94,4 4.6
Metalaxil-M - - 92,3 9,9 80,8 7,7 82,7 4,1
Metobromuron 89,0 10,1 - - 83,8 6,6 85,2 3,9
Metolacloro - - 83,1 16,6 99,0 8,0 91,8 8,4
Metoxurom 95,1 8,3 - - 86,3 7,1 81,8 5,7
Mevinfés 75,5 9,1 - - 92,7 4,6 95,3 4,3
Monocrotofés 90,7 13,9 - - 85,3 12,8 86,0 6,4
Monolinurom 84,2 13,6 - - 89,1 6,9 87,0 55
Ometoato 73,0 14,2 - - 70,0 6,4 70,3 8,6
Paraoxom etilico 84,9 8,4 - - 89,3 11,0 91,1 49
Pencicurom 92,8 11,3 - - 102,1 3,2 103,5 4.6
Penconazol 88,5 10,3 - - 102,4 8,5 102,3 2,3
Picoxistrobina 86,1 17,8 - - 81,2 14,1 91,3 14,8
Piraclostrobina 96,7 17,5 - - 87,5 13,2 95,4 8,3
Pirazofés - - 79,1 11,0 82,6 8,4 81,7 7,8
Piridafentiona 87,3 9,9 - - 81,9 12,1 73,1 3,9
Pirifenox 74,8 6,3 - - 81,0 11,8 72,2 15,7
Pirimetanil 87,6 4,0 - - 84,1 3,2 85,4 1,0
Pirimifés etilico 96,1 16,1 - - 98,2 5,8 95,0 5,7
Pirimifés metilico 106,0 14,7 - - 98,9 15,4 90,6 7.9
Profenofés - - 94,0 16,6 93,8 9,9 85,7 3,7
Propanil 108,3 12,4 - - 101,5 71 94,9 10,5
Propiconazol - - 102,4 9,0 91,5 8,0 93,9 11,0
Simazina 97,6 15,0 - - 96,6 6,9 96,5 4.4
Tebuconazol - - 77,3 16,8 96,5 10,9 90,5 7.3
Tebufenozida - - 86,1 16,6 74,2 19,8 83,1 7.1
Tebufenpirade 94,2 16,4 - - 113,9 6,1 111,9 3,8
Terbufés 116,9 2,3 - - 80,8 17,3 83,8 16,0
Terbutilazina 95,1 14,6 94,3 15,0 85,5 6,1

Tetraconazol - - 95,0 19,8 89,0 10,8 91,9 11,7
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(continuagao)

Nivel de Fortificagao (ug kg™)

Compostos 10,0 25,0 50,0 100,0
R(%) RSD.(%) R(%) RSD.(%) R(%) RSD.(%) R(%) RSD.%)
Tiabendazol 89,8 6,0 - - 82,5 5,5 77,8 4.0
Tiacloprido 85,2 5,2 - - 96,0 11,7 89,0 6,6
Tiametoxam 99,1 11,7 - - 86,1 10,8 86,0 9,9
Tiobencarbe 98,7 14,7 - - 96,7 7.8 103,4 6,1
Tiofanato metilico 49,6 0,9 15,9 1,8 10,1 1,9 5,0 3,2
Triazofés 102,6 18,2 - - 86,0 10,9 89,9 11,9
Trifloxistrobina 99,1 11,9 - - 95,5 15,3 97 .1 11,8
Triflumizol 1075 12,8 - - 98,2 12,9 90,0 8,0

R: recuperagao; PC: padrao de controle.

Observa-se que a recuperacdo média do PC, linurom d6, manteve-se
praticamente constante nos trés niveis, demonstrando desse modo que nao houve
alteracdes drasticas do procedimento de extragao. A precisao, para todos os analitos
nos niveis de concentragéo avaliados foi satisfatoria, com valores de RSD, < 20%.

A maioria dos compostos apresentaram valores de recuperacdo em trés
niveis de concentragao entre 70,0 a 120,0%, exceto o composto tiofanato metilico,
conforme descrito por Lehotay et al. (2005b), pode se degradar parcialmente em
carbendazim, diminuindo resultados de recuperag¢ao quando analisado em amostras
de frutas e hortalicas. Dessa forma, assim como para o benomil, as recuperacdes de

tiofanato metilico sdo calculadas como carbendazim.

4.46 Precisio Intermediaria

Na avaliacdo da precisao intermediaria os valores de recuperagao variaram
na faixa de 70 a 120% para a maioria dos compostos. Apenas o composto tiofanato
metilico continuou a apresentar valores de recuperacao inferiores ao recomendado
(entre 70 e 120%), assim como na avaliagdo da repetitividade, como era esperado.
Uma boa precisdo pode ser observada, com valores de RSDy; < 20%.

Na Tabela 14 estdo descritos os valores de recuperacido e a precisao
intermediaria avaliada em pimentdo utilizando o método QUEChERS modificado, na

concentragao intermediaria de 50 pg kg™.
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Tabela 14 - Percentuais de recuperacdo e RSD, do método de extracdo de
agrotoxicos em pimentao, correspondente a preciséo intermediaria.
Nivel de Fortificagio de 50 ug kg™

Compostos

R (%) RSD,;: (%)
3-OH Carbofurano 76,3 10,8
Acetamiprido 93,1 7,8
Ametrina 79,6 6,8
Atrazina 80,3 9.1
Azaconazol 93,6 4.6
Azoxistrobina 81,7 8,2
Boscalida 74,3 10,8
Bromuconazol 79,7 1,7
Buprofezina 91,7 11,9
Butoxido de piperonil 104,5 10,6
Carbaril 86,6 12,1
Carbendazim 98,3 6,4
Carbofurano 103,7 6,6
Cianazina 97,2 14,6
Ciproconazol 70,0 11,3
Clomazone 105,7 8,4
Clorantraniliprole 75,3 8,5
Clorbromurom 76,7 19,0
Clorpirifés etilico 105,5 10,6
Clotianidina 84,4 13,9
Diazinona 86,2 4.8
Difenoconazol 102,2 11,2
Dimetoato 95,7 7.4
Dimoxistrobina 71,0 9,9
Diuron 89,2 7.1
Dodemorfe 83,3 8,8
Epoxiconazol 95,8 15,4
Etiofencarbe sulfona 81,9 11,9
Etiofencarbe sulféxido 73,1 13,5
Etoprofés 88,6 8,6
Fembuconazol 86,8 9,2
Fempropatrina 99,1 12,8
Fempropimorfe 77,6 10,5
Fluasifope-P-butilico 87,8 9,5
Flusilazole 80,6 10,7
Flutolanil 96,7 8,3
Flutriafol 80,9 15,8
Furatiocarbe 78,4 12,7
Imazalil 72,1 8,4
Iprovalicarbe 86,7 8,5
Linurom 88,7 17,8
Linurom d6 (PC) 83,1 8,9

Mefosfolan 81,9 2,7




(continuagao)

Nivel de Fortificagio de 50 ug kg™

Compostos
R (%) RSD,;: (%)
Mepronil 99,3 6,1
Metalaxil-M 77,8 8,3
Metobromuron 80,5 10,5
Metolacloro 91,2 10,4
Metoxurom 83,6 59
Mevinfés 87,5 9,9
Monocrotofés 84,2 6,6
Monolinurom 90,8 5.1
Ometoato 70,0 8,9
Paraoxom etilico 87,0 6,6
Pencicurom 102,5 5,9
Penconazol 104,3 6,6
Picoxistrobina 89,6 13,3
Piraclostrobina 99,0 9,5
Pirazofés 109,5 19,7
Piridafentiona 86,4 18,4
Pirifenox 91,6 12,2
Pirimetanil 82,3 3,3
Pirimifés etilico 94,6 6,7
Pirimifés metilico 83,8 6,7
Profenofés 92,1 19,6
Propanil 100,3 11,0
Propiconazol 96,7 8,1
Simazina 89,3 6,0
Tebuconazol 94,3 6,5
Tebufenozida 91,7 17,8
Tebufenpirade 108,0 5,9
Terbufds 75,4 19,7
Terbutilazina 96,7 4.4
Tetraconazol 84,4 5,8
Tiabendazol 84,1 7.7
Tiacloprido 93,5 8,6
Tiametoxam 89,0 10,4
Tiobencarbe 92,0 12,8
Tiofanato metilico 8,1 54
Triazofos 95,3 9.4
Trifloxistrobina 105,5 8,0
Triflumizol 94,8 4,2

R: recuperagao; PC: padrao de controle.
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4.5 Aplicacao do Método

A aplicagdo do método proposto consistiu na analise de 20 amostras de
pimentdo nas coloragdes verde, amarelo e vermelho, obtidos em supermercados e
feiras de Santa Maria-RS.

Efetuou-se a extragdo de trés fortificacdes, no nivel intermediario 20 ug kg™, a
fim de verificar a robustez do método, avaliando-se a recuperagdo dos agrotdxicos.
As recuperacgdes obtidas foram adequadas para todos os compostos estudados (70-
120%) bem como o RSD (< 20%), demonstrando que o método proposto pode ser
aplicado em amostras.

Conforme a Tabela 15, que apresenta os resultados para as amostras
analisadas, foram detectados 20 compostos diferentes, sendo que 10 destes
compostos puderam ser quantificados (acetamiprido, azoxistrobina, boscalida,
carbendazim, clorpirifés etilico, clotianidina, difenoconazol, fempropatrina,
piraclostrobina e pirimetanil).

Nao foram encontradas amostras com compostos acima dos LMR
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Entretanto, em 9 amostras foram
quantificados um ou mais de 6 compostos nao autorizados: acetamiprido, boscalida,
carbendazim, clorpirifés etilico etilico, clotianidina e pirimetanil. Além disso, 4
compostos que nado estdo nos programas de monitoramento de pimentdo foram
encontrados: clorantraniliprole, fempropatrina, flutolanil e metolacloro. Os resultados
evidenciam que as boas praticas agricolas ndo vém sendo observadas,
principalmente ao utilizar ingredientes ativos ndo recomendados para a cultura.

Os resultados positivos para alguns agrotéxicos evidenciam a importancia da
realizacdo de monitoramentos de residuos nos alimentos, como os que vém sendo
realizados no Brasil. Além disso, ressalta a importancia da conscientizagao e
controle do uso dessas substancias, devido ao impacto ambiental e a saude humana

que geram.
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Tabela 15 - Resultados da anélise das amostras de pimentdo empregandoo método
desenvolvido e validado neste trabalho.

Compostos Amostras1 Amgstras , Concentrﬁ%éo LMR_1 .
detectadas’ quantificadas (mg kg™) (mg kg™)

Acetamiprido 4 2 0,050; 0,048 NA
Atrazina 1 - 0,02
Azoxistrobina 2 4 0,013; 0,013; 0,013; 0,011 0,5
Boscalida 3 1 0,046 NA
Carbendazim® 11 5 0,265; 0,014; 0,016; 0,064; 0,294 NA
Ciproconazol 2 - - NA
Clorantraniliprole 3 - - -

Clorpirifés etilico 3 4 0,010; 0,015; 0,043; 0,030 NA
Clotianidina 2 1 0,054 NA
Difenoconazol - 2 0,044; 0,037 0,5
Dimetoato® 1 - - NA
Fempropatrina 1 4 0,015; 0,054; 0,012; 0,010 -

Flutolanil 3 - - -

Linurom 3 - - NA
Metalaxil-M 3 - - NA
Metolacloro 1 - - -

Piraclostrobina 3 0,046; 0,010; 0,014; 0,114; 0,061 1

Pirimetanil - 1 0,098 NA
Tebuconazol 3 - - 0,1
Trifloxistrobina 3 - - NA

' Amostras que atendem somente ao LOD,, e ndo puderam ser quantificadas.
2 Amostras que foram concentragbes =LOD,,.
3 Concentragao do composto nas amostras quantificadas.

* LMR para o composto na cultura de piment&o, conforme legislagao brasileira.

® Carbendazim é expresso na forma de carbendazim + benomil + tiofanato metilico.
® Dimetoato é expresso na forma de dimetoato + ometoato.
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5 CONCLUSOES

O método QUEChERS modificado otimizado para pimentdo mostrou-se eficaz
na extracdo de 81 dos 83 agrotoxicos avaliados, sendo que benomil e tiofanato
metilico sdo calculados como carbendazim. Utilizando-se o sistema UHPLC-MS/MS
com fonte ESI (+), obteve-se valores de recuperacao entre 70 e 120% e a precisao
do método também demonstrou ser adequada, visto que valores de RSD inferiores a
20% foram obtidos. Além desses, o parametro de faixa linear foi suficientemente
adequado para todos os analitos com valores de r* maiores de 0,99, bem como os
limites de quantificagao apresentados, atendendo a legislagéo brasileira.

A aplicagdo do planejamento fatorial 2* permitiu encontrar um procedimento
de extracdo 6timo, com redugao de tempo de realizagao dos testes e de custos com
reagentes. A utilizagdo do solvente de extragdo sem necessidade de acidificagéo e a
adicdo do sal NaCl para particdo, tornam esse procedimento rapido e de facil
execugao, com menor numero de etapas, estando sujeito a uma menor
probabilidade de erros analiticos.

A etapa de limpeza mostrou-se de grande importédncia durante o
desenvolvimento do trabalho, pois um extrato com menor quantidade de
interferentes é essencial para a manutencao de todo o sistema de UHPLC-MS/MS,
além de influenciar na recuperacédo dos analitos em estudo. A utilizagdo de 1 mL de
extrato para esta etapa reduz a geracédo de residuos e tende a diminuir os custos
com sorventes, porém devido a presenca de altas quantidades de pigmentos e
coextrativos na amostra de pimentdo, uma quantidade elevada de PSA também foi
necessaria durante esta etapa. Cabe salientar que também ¢é indispensavel a
filtracdo do extrato apds a etapa de limpeza.

Quanto aos sorventes para limpeza do extrato, pdde-se observar que ha uma
gama inexplorada destes. Espera-se que o relato de bons resultados com seu
emprego faga crescer o interesse nestes sorventes, tornando-os mais viaveis ao uso
laboratorial, uma vez que o seu uso pode tornar-se um obstaculo para um laboratério
de rotina, por questdes financeiras ou de aquisicao do produto.

Em relagdo ao efeito matriz do pimentdo, observou-se que o0 mesmo exerce
grande influéncia nos agrotoxicos avaliados, sendo fundamental o preparo de curvas

analiticas na matriz, a fim de diminuir o efeito de coextrativos e/ou interferentes.
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Quanto aos programas de monitoramento brasileiros, o método desenvolvido
neste trabalho abrange 69 agrotdxicos previstos para monitoramento em pimentao
no PARA e/ou no PNCRC, e os demais principios ativos sdo monitorados para
outras culturas, mas também podem ser encontrados nas amostras do pimentao,
como é o caso da fempropatrina, detectada e quantificada em até 0,23 mg kg'1, nos
resultados do PARA/2010.

O método proposto neste trabalho apresenta vantagens em relagdo ao
método utilizado pelos programas de monitoramento. Estes utilizam o método
multirresiduo Mini Luke (JARDIM; CALDAS, 2012), que emprega uma maior
quantidade de amostra e solventes (acetona, éter de petrdleo e diclorometano),
tendo assim, uma maior geracdo de residuos organicos. Solventes organicos
clorados como é o caso do diclorometano s&o um risco ambiental. Além disso, o
LOQy, varia na faixa de 0,01 a 0,07 mg kg™’ na maioria dos casos, com excessdo ao
carbendazim, com o maior LOQ, registrado (0,4 mg kg'). J& para o método
QUuEChERS modificado validado neste trabalho, o LOQy, obtido foi de 0,01 ou 0,025
mg kg™".

A aplicagdo do método em amostras comerciais de pimentdo possibilitou a
deteccdo e quantificagdo dos compostos: acetamiprido, azoxistrobina, boscalida,
carbendazim, clorpirifos etilico, clotianidina, difenoconazol, fempropatrina,
piraclostrobina e pirimetanil, em concentragdes que variaram de 0,01 a 0,294 mg kg’
' além da deteccdo de outros 10 compostos em niveis abaixo do LOQy,. Alguns
destes compostos ndo sao autorizados para a cultura, demostrando a importancia do
desenvolvimento de métodos para analise de residuos em alimentos, bem como de
seu monitoramento.

Dessa forma, conclui-se que o método QUEChERS modificado proposto para
a determinacao de agrotoxicos em pimentéo, utilizando UHPLC-MS/MS, mostrou-se
eficaz, podendo ser aplicado em analises de rotina e monitoramento, por atender as
legislagbes de acordo com os parametros de validagao de métodos cromatograficos.

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se afirmar que os objetivos

tragados para este trabalho foram atingidos.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Nas atividades laboratoriais gera-se uma quantidade significativa de residuos
liquidos e solidos, que devem ser adequadamente tratados ou descartados.

Neste sentido, os residuos gerados durante o desenvolvimento deste trabalho
foram armazenados em recipientes adequados e encaminhados ao almoxarifado do
Departamento de Quimica (DQ) da UFSM, o qual é o responsavel pela destinagao
dos residuos gerados que serdo posteriormente tratados por uma empresa

terceirizada capacitada nessa area.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Ampliar o escopo de agrotoxicos a serem avaliados no pimentdo por
UHPLC-MS/MS;

- Desenvolver método cromatografico utilizando a técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas para a determinagao de residuos de

agrotoxicos em pimentao nao passiveis de analise por UHPLC-MS/MS;
- Avaliar a aplicabilidade do método no monitoramento de outras matrizes;
- Ampliar o estudo de sorventes pouco explorados, como € o caso da fase

fluorada, terra diatomacea e fases poliméricas para SPE, que apresentaram bons

resultados na fase de testes preliminares.
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Anexo A - Férmulas estruturais dos agrotoxicos em estudo nesse trabalho.
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Anexo B - Estruturas dos sorventes utilizados para limpeza do extrato.
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Anexo C - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de solugéo
preparada no extrato “branco” de pimentso, na concentracdo de 20 ug L.
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