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RESUMO

DETERMINAC}AO MULTIRRESIDUO DE AG,ROTOXICOS EM
BEBIDAS A BASE DE SOJA EMPREGANDO METODO QUEChERS E
UHPLC-MS/MS

AUTORA: Marilia Melina May
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. Martha Bohrer Adaime

Bebidas a base de soja sdo extratos aquosos do grao de soja, que representam uma
fonte de proteinas de alta qualidade e ndo contém colesterol ou lactose, podendo
ser consideradas alimentos funcionais. Essas bebidas tém grande aceitabilidade
entre consumidores e por serem extraidas do grdo, os componentes benéficos sdo
preservados, mas também podem conter residuos de agrotoxicos empregados para
controlar a infestacdo de pragas durante o cultivo dos graos. O presente trabalho
teve por objetivo desenvolver e validar um método multirresiduo baseado na
extracdo por QUEChERS para a determinacdo simultanea de 41 agrotoxicos em
bebidas a base de soja por meio de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS). Na etapa de
preparo de amostra, utilizou-se 10 mL de amostra e 10 mL de acetonitrila e adi¢cao
de sais. O procedimento de limpeza dos extratos foi otimizado a partir de
planejamento experimental, avaliando diferentes quantidades dos sorventes amina
primaria secundaria (PSA) e octadecilsilano (C18). A etapa de limpeza dos extratos
foi realizada com sulfato de magnésio anidro e C18. Para avaliar a exatiddao do
método, amostras branco foram fortificadas nos niveis de 10, 25 e 50 ug L™, comn =
6. Para avaliacdo do efeito matriz foram comparadas as inclinagdes de curvas em
acetonitrila e no extrato branco da matriz. Os resultados da validacdo foram
satisfatorios, ja que o método otimizado apresentou recuperacdes entre 70 e 112%,
com RSD menor que 19%. As curvas foram preparadas no extrato da matriz, devido
a alguns compostos apresentarem efeito matriz acentuado. Foi obtido r2 = 0,99 para
todos os compostos, na faixa entre os respectivos limites de quantificacdo e 50 pg L
!, O método provou ser adequado para a determinacéo dos compostos e pode ser
utilizado para analises de rotina.

Palavras Chave: bebidas a base de soja, agrotéxicos, QUEChERS, planejamento
experimental, UHPLC-MS/MS.



ABSTRACT

MULTIRESIDUE DETERMINATION OF PESTICIDES IN SOY-BASED
BEVERAGES USING A QUEChERS METHOD AND UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Marilia Melina May
ADVISOR: Prof2. Dr2. Martha Bohrer Adaime

Soy beverages are aqueous extracts of soybeans which are a source of high quality
protein and no contains cholesterol or lactose, can be considered functional foods.
These beverages have a large acceptance among consumers and due to they are
extracted from the grain, the beneficial components are preserved, but may also
contain residues of pesticides used to control pest infestation during the growing of
the grains. This study aimed to develop and validate a multiresidue method based on
QUEChERS extraction for the simultaneous determination of 41 pesticides in soy-
based beverages using ultra-high performance liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). In the sample preparation step, it was
used 10 mL of sample and 10 mL of acetonitrile and addition of salts. The clean-up
procedure was optimized by experimental design, evaluating different quantities of
the sorbents primary secondary amine (PSA) and octadecylsilane (C18).The clean-
up step was performed with magnesium sulfate anhydrous and C18. To assess the
accuracy of the method, blank samples were spiked at 10, 25 and 50 pg L™ with n =
6. To evaluate the matrix effect, inclinations of curves in acetonitrile and blank extract
of the matrix were compared. The results of the validation are satisfactory, since the
method presented optimized recoveries between 70 and 112% with RSD less than
19%. Curves were prepared in the matrix extract, due to some compounds presented
pronounced matrix effect. The curves showed r2 = 0,99 for all compounds in the
range between the respective limit of quantification and 50 pug L. The method
proved to be suitable for the determination of the compounds and may be used for
routine analysis.

Keywords: soy-based beverages, pesticides, QUEChERS, experimental design,
UHPLC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

A soja é uma leguminosa cultivada no Brasil desde a década de 50 e
representa grande importancia econémica para o pais, ja que esta cultura ocupa
lugar entre os principais setores exportadores do agronegécio (DALL'AGNOL et al.,
2007; CONAB, 2016). A soja se destaca pelos beneficios a salude que tém sido
amplamente estudados e divulgados, seu consumo esta relacionado a diminuicdo do
risco de diversas doencas, além de possuir efeitos antiinflamatoérios e antioxidantes
(CALLOU, 2009; DURANTI, 2006). Apesar disso, ndo é muito consumida por ser
desagradavel ao paladar. Entretanto, diversos produtos derivados tém sido
formulados com aprimoramento das caracteristicas sensoriais, para contornar o
sabor desagradavel e aumentar o consumo desses alimentos funcionais (BENASSI
et al., 2012; CALLOU, 2009). As bebidas a base de soja sdo bastante consumidas,
devido as caracteristicas sensoriais e da oferta constante de produtos com sabores
diferenciados (JAEKEL et al., 2010). O processo de producéo das bebidas a base de
soja é feito a partir do extrato de soja, 0 que permite que as suas caracteristicas
nutricionais e funcionais sejam responsaveis pelos mesmos beneficios a saude
oferecidos pelo grdo (ANDRES et al., 2014). Inicialmente, seu consumo era restrito a
pessoas com intolerancia a lactose, vegetarianos e individuos com restric6es
alimentares, hoje é promovido como alternativa saudavel ao leite bovino, por ser rico
em proteinas de alta qualidade (fornece ao organismo 0s aminoacidos essenciais na
guantidade necessaria) e ndo possuir colesterol ou lactose (ICIER et al., 2015).

Apesar dos beneficios dessas bebidas, devido ao seu processo de producéo
elas podem conter residuos de agrotoxicos utilizados na cultura da soja para
controle de pragas e infestacdes. A presenca de residuos e contaminantes € motivo
de preocupacdo no ambito da salde publica, exigindo investimento e organizacao
para implementar acdes de controle, bem como o desenvolvimento de substancias
menos agressivas ao homem e ao meio ambiente (SOARES, 2010).

A cultura da soja atualmente é responsavel por 56% do faturamento do setor
de vendas de agrotoxicos, sendo a que mais utiliza estes compostos no pais
(SINDIVEG, 2015). Os residuos possivelmente presentes no grao, nas bebidas e
outros produtos derivados sédo potencialmente toxicos ao homem (CALDAS &
SOUZA, 2000). Para evitar ou reduzir a ocorréncia de intoxicagbes causadas por

agrotoxicos, € realizado o monitoramento dos residuos em alimentos e amostras as
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quais a exposicdo humana € passivel, tendo como base os Limites Méximos de
Residuos (LMR) estabelecidos por agéncias regulamentadoras em diversos paises
(SOLER et al., 2005).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o orgao
regulamentador que estabelece limites maximos de residuos de agrotoxicos em
diversas matrizes. Apesar da cultura de soja ser a que mais demanda agrotoxicos,
0S programas que avaliam a presenca de residuos nos alimentos de origem vegetal
ndo fazem controle dos seus produtos derivados. E importante salientar que
atualmente ndo ha legislacdo que estabeleca limites méaximos de residuos de
agrotoxicos em bebidas a base de soja, dificultando assim o controle do uso
indiscriminado desses compostos e preservacao da saude da populacéo.

Para garantia da seguranca do alimento, o monitoramento da presenca de
residuos em possiveis fontes de exposicdo humana deve ser feito através de
métodos analiticos rapidos, seletivos e sensiveis. As técnicas cromatogréficas sao
amplamente utilizadas, destacando-se pela possibilidade de andlises qualitativas e
guantitativas. Nos (ltimos anos, a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS) tem se destacado
como técnica preferencial (CHIARADIA et al., 2008). A determinacdo em matrizes
complexas, com alto teor de gordura, aglcar e proteinas, requer atencéo especial na
etapa de preparo de amostra, pois demanda extratos com baixa concentracdo de
interferentes e que contenham os analitos de interesse.

Baseado na importancia do consumo das bebidas a base de soja para a
salde e para garantir que os alimentos consumidos pela populacdo sejam seguros e
de qualidade, esse trabalho teve por objetivos otimizar e validar um método para
determinacao multirresiduo de agrotoxicos nessas bebidas. Empregou-se o método
QUEChERS como preparo de amostra, otimizado a partir de testes preliminares e de
planejamento experimental, e UHPLC-MS/MS para deteccdo e quantificacdo dos

compostos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORIGEM DA SOJA NO BRASIL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma leguminosa originaria da China, onde é
produzida ha mais de cinco mil anos. Nos seus primérdios, era uma planta rasteira,
sendo evoluida a partir de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja
selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas (DALL'AGNOL et
al., 2007).

No Brasil, os primeiros materiais genéticos do grdo foram trazidos dos
Estados Unidos e testados na Bahia, em 1882, ndo apresentando éxito na cultura
devido as condicdes climaticas. Em 1900, a soja foi testada no Rio Grande do Sul e
em 1914 o seu cultivo foi realmente introduzido. Entretanto, somente a partir da
década de 40 adquiriu importancia econdémica, pois até entdo o propdsito era avaliar
o desempenho dos gréos para producéo forrageira (BONATO & BONATO, 1987).

Até o inicio da década de 50, a producdo da soja esteve concentrada no
Oriente e em 1942 os Estados Unidos ja ocupavam o primeiro lugar na producao
mundial do grdo. Atualmente, € o principal grdo oleaginoso cultivado no mundo,
fazendo parte do conjunto de atividades agricolas com maior destaque no mercado
mundial (HIRAKURI et al., 2014). O Brasil € o segundo maior produtor mundial de
soja, com producado estimada de 100 milh6es de toneladas na safra 2015/2016. A
area plantada é de 33.228,4 milhdes de hectares (ha), tendo produtividade média de
3.073 kg/ha (CONAB, 2016).

O Rio Grande do Sul é o terceiro estado brasileiro com maior producao do
grado, ficando atrds apenas dos estados do Mato Grosso e do Parana,

respectivamente.

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

A cultura de soja representa a modernizagdo da agricultura brasileira, que
passou de importadora para a segunda maior exportadora de alimentos do mundo,
em menos de 40 anos. A soja faz parte do conjunto de atividades agricolas com

maior destague no mercado mundial, sendo a principal oleaginosa cultivada no
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mundo (HIRAKURI & LAZZAROTTO 2014). Dentre os grandes produtores mundiais,
o Brasil € 0 que possui 0 maior potencial de expansao da area cultivada, podendo
tornar-se 0 maior produtor mundial, aliado ao dominio tecnolégico que possui para
produzir em regifes tropicais com baixas latitudes. Atualmente, o complexo soja
ocupa 49% da area plantada em grdos do pais (Figura 1). O ultimo levantamento
realizado pela CONAB aponta incremento em &rea plantada de 3,5% em relacdo ao
ano anterior, atingindo o intervalo de 32,8 a 33,3 milhdes de hectares (CONAB,
2016).

O elevado teor em proteinas presente no grdo de soja faz dela a principal
matéria prima na fabricacdo de ragbes para alimentacdo de animais domésticos e
também a fonte de proteina vegetal mais consumida para produzir proteina animal.
Assim, contribui para a competitividade nacional na producdo de ovos, leite e
carnes, em especial de aves, bovinos e suinos. Nao obstante, devido ao teor de
Oleo, disputa com a palma a posi¢cdo de maior produtora mundial de 6leo vegetal
(HIRAKURI et al., 2014).

Na safra 2014/15 a produtividade da soja foi de 2.999 kg/ha de area plantada.
Para a safra 2015/16 estima-se um aumento de produtividade, chegando a 3.087
kg/ha, gerando uma producéo de mais de 100 milhdes de toneladas do gréo (Figura
2) (CONAB, 2016).

Figura 1- Mapa da producdo agricola de soja no Brasil.
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1926 9%

Fonte: CONAB, 2016.
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Atualmente, o complexo soja ocupa lugar de destaque entre os principais
setores exportadores do agronegécio. O Brasil € autossuficiente na producdo do
grao, abastecendo o mercado interno e enviando o excedente ao mercado externo.
Os graos e farelo de soja brasileiros possuem alto teor de proteina e padrdo de
qualidade premium, o0 que permite sua entrada em mercados extremamente
exigentes como os da Unido Européia e do Japao (MAPA, 2016). Assim, as
exportacdes de soja em 2015 foram de 54,32 milhfes de toneladas, valor 19% maior
que o do ano de 2014 e 30% maior que a meédia historica. Para 2016 as exportacdes

de soja em graos séo estimadas em 57,48 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).

Figura 2- Producdo anual de soja dos principais produtores mundiais - em milhdes
de toneladas.
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Fonte: CONAB, 2016.

2.3 CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DA SOJA E PRODUTOS DERIVADOS

O maior interesse comercial na producdo de soja se da pelo o alto teor de
proteinas e 6leos presentes no grao - aproximadamente 60% da composicao total -
como demonstrado na Tabela 1. Das proteinas provém os aminoacidos essenciais
para a dieta humana, sendo as da soja consideradas completas, pois fornecem
todos os aminoacidos que o ser humano ndo é capaz de sintetizar. Ainda, séo
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nutricionalmente equivalentes a proteina animal, podendo ser empregadas como
Unica fonte proteica a curto e a longo prazo (CALLOU, 2009). O 6leo de soja contém
elevadas quantidades de acidos graxos insaturados e Omega-3, considerados
gorduras saudaveis, que estdo pouco presentes nas dietas de muitas populacdes
(HE & CHEN, 2013). Além disso, possuem componentes fisiologicamente benéficos,
associados a diminuicdo dos niveis de colesterol total e lipoproteinas de baixa
densidade no sangue (NISHINARI et al., 2014).

A soja € um alimento bastante completo, destaca-se pelos beneficios a saude
gue tém sido amplamente estudados e divulgados. Suas propriedades nutricionais e
quimicas a qualificam como funcional (BEHRENS & DA SILVA, 2004). Aléem de
possuir quantidade consideravel de proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e
vitaminas (Tabela 1), apresenta substancias com funcgfes estruturais e hormonais,
principalmente fibras, carotendides e flavondides. Entre os flavonoides, as
isoflavonas séo as principais substancias presentes na soja, sendo também a classe
de compostos benéficos do grdo mais extensivamente estudada até o momento
(CALLOU, 2009).

Estudos recentes sugeriram que o consumo de soja e derivados parece estar
relacionado com a diminui¢céo do risco de reincidéncia ou mortalidade por cancer de
mama (HE & CHEN, 2013), de doencas cardiovasculares (ZHANG et al., 2003),
osteoporose e sintomas da menopausa em mulheres (GENOVESE et al., 2007,
ROSTAGNO et al.,, 2007). Além disso, estad relacionado com a diminuicdo da
pressdo arterial (CHANG et al., 2012), além de estar associado a efeitos
antiinflamatérios e antioxidantes, protegendo o organismo contra danos causados
por radicais livres (DURANTI, 2006).

Apesar de conhecidos seus beneficios a satude, o consumo de soja é pouco
difundido nos paises ocidentais devido ao sabor indesejavel, o beany flavor (sabor
de feijao cru), gerado pela oxidacéo dos acidos graxos poliinsaturados por acdo das
enzimas lipoxigenases, presentes na soja. Entretanto, esse sabor pode ser
eliminado pelo tratamento térmico dos grdos ou pelo desenvolvimento de novas
culturas, que sejam livres das enzimas (BENASSI et al., 2012; BEHRENS & DA
SILVA, 2004). Devido a isso, diversos produtos derivados - com aprimoramento das
caracteristicas sensoriais - foram desenvolvidos para aumentar o consumo desses

alimentos com propriedades funcionais. Estes produtos alimenticios, além de menos
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caldricos, preservam as substancias benéficas do produto tradicional (CALLOU,

2009).

Tabela 1 - Composicao nutricional em 100 g de soja e bebidas a base de soja

Nutrientes Soja

Bebidas a base

de soja
Principais componentes
Agua (g) 8,54 75,82
Energia (kcal) 446 101
Proteinas (g) 36,49 4,22
Gorduras totais (g) 19,94 1,69
Cinzas () 4,87 0,97
Carboidratos (g) 30,16 17,3
Fibras (g) 9,3 1,3
Acucares totais (Q) 7,33 8,44
Minerais
Calcio, Ca (mg) 277 127
Ferro, Fe (mg) 15,7 19
Magnésio, Mg (mg) 280 42
Fosforo, P (mQ) 704 127
Potéssio, K (mg) 1797 245
Sadio, Na (mg) 2 63
Zinco, Zn (mg) 4,89 1,9
Cobre, Cu (mg) 1,658 0,211
Manganés, Mn (mg) 2,517 14,768
Selénio, Se (ug) 17,8 7,4
Lipidios
Acidos graxos totais saturados (g) 2,884 0,422
Acidos graxos tot?lgs) monoinsaturados 4.404 1,154
Acidos graxos totais poliinsaturados (g) 11,255 0,057
Acidos graxos totais trans (g) 0 0
Fitosterol (mg) 161 -

Fonte: USDA (2015)

2.4 BEBIDAS A BASE DE SOJA

O crescente interesse dos consumidores por alimentos que além da funcao

basica de nutrir promovam efeitos benéficos a saude tem aumentado o consumo das

bebidas a base de soja. Inicialmente, o seu consumo no Ocidente se restringia



24

principalmente a pessoas com intolerancia a lactose, vegetarianos e individuos com
restricdes alimentares. Entretanto, devido as novas tecnologias de producdo, que
possibilitam a obtencdo de bebidas com melhores caracteristicas sensoriais e da
oferta constante de produtos com sabores diferenciados, essas bebidas tém sido
difundidas entre toda a populacédo (JAEKEL et al., 2010). Além disso, o extrato de
soja possui ampla aplicabilidade na industria alimenticia, sendo utilizado como
ingrediente em produtos lacteos, tais como iogurtes, formulados infantis, sorvetes e
cremes, pois apresenta baixo custo e alto teor proteico (CALLOU, 2009).

O processo de producao das bebidas a base de soja é feito a partir do extrato
de soja. Esse extrato é obtido por meio da moagem dos gréos de soja com &gua,
processo no qual sdo preservadas as proteinas, parte dos carboidratos soluveis,
gorduras insaturadas, vitaminas e minerais presentes no grao (CALLOU, 2009). A
primeira etapa consiste na limpeza e selecdo dos graos, sendo um dos passos mais
importantes para a produgdo de um extrato de qualidade, eliminando sabores e
odores desagradaveis, além de reduzir a carga microbiana associada a presenca de
materiais estranhos. Apds, os graos sdo misturados com agua quente e bicarbonato
de sédio e bombeados a um moinho, onde ha a converséo da soja em uma solugéo
coloidal e sem atividade enzimética, composta por fibras e leite de soja e conhecida
como Slurry. Posteriormente, o extrato € separado da fracdo fibrosa por meio de
centrifugacdo e passa por processos de desodorizacdo, padronizacdo do teor
proteico desejavel, adicdo de ingredientes para a melhora de aceitabilidade da
bebida, fortificacdo por adicdo de vitaminas e minerais, tratamento térmico para
inativacdo de microrganismos e desodorizacdo complementar e envase (FONTANA
& BALESTRASSI, 2011; CALLOU, 2009).

Nutricionalmente, o extrato de soja apresenta 1,7% de lipidios, 4,2% de
proteinas, 8,4% de aclcares (Tabela 1), podendo variar relativamente a composi¢ao
da bebida, devido a adicdo de suco concentrado de fruta, além de outros aditivos
capazes de melhorar o sabor e a aceitabilidade do produto, consequentemente
(POTTER et al., 2007). As caracteristicas nutricionais e funcionais das bebidas a
base de soja sdo responsaveis pelos mesmos beneficios a saude oferecidos pelo
grao. Algumas vitaminas presentes no extrato de soja possuem propriedades anti-
oxidantes, neutralizando efeitos oxidantes dos lipidos por eliminacdo de radicais

livres, que s&o potenciais causadores de diversas doencas (ANDRES et al., 2014).
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O extrato de soja € rico em proteinas de alta qualidade e ndo contém
colesterol ou lactose (ICIER et al.,, 2015), sendo muitas vezes promovido como
alternativa saudavel ao leite bovino. Aliado a isso, € uma fonte de lecitina,
isoflavonas e vitamina E e possui menos gordura saturada do que o leite de vaca. O
teor de proteinas €é praticamente igual, embora com diferente perfil de aminoacidos.
O extrato hidrossoluvel de soja apresenta alta digestibilidade (95%) comparavel a do
leite de vaca (91%) e do leite humano (90%) (CARRAO-PANIZZI & MANDARINO
1998). A maior desvantagem do extrato de soja em relacédo ao leite bovino € o teor
de célcio, o que é facilmente corrigido com adicdo de sais de calcio durante a
producao industrial da bebida (DASHPER et al., 2012).

Fica evidente que as bebidas a base de soja representam uma alternativa de
alimentacdo com diversos beneficios a saude humana. Entretanto, devido ao seu
processo de producédo, além dos compostos saudaveis, podem conter residuos de
agrotoxicos utilizados na cultura da soja para controle de pragas. Esses residuos
sdo potencialmente téxicos ao homem, podendo causar efeitos adversos aos
sistemas nervoso central e periférico, ser cancerigenos ou imunodepressores
(CALDAS & SOUZA, 2000). E importante salientar que atualmente n&o ha legislacéo
que estabeleca limites maximos de residuos de agrotéxicos em bebidas a base de
soja, dificultando assim o controle do uso indiscriminado desses compostos e

preservacao da saude da populacao.

2.5 RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

Agrotoxicos sao produtos e agentes de processos quimicos, fisicos ou
bioldgicos utilizados no cultivo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, com a finalidade de preserva-las da acdo de seres vivos nocivos (MAPA,
2015). Outros compostos utilizados para melhorar o desempenho da cultura da soja
sdo os fitorreguladores ou reguladores de crescimento, utilizados para promover,
inibir ou modificar o crescimento da planta, sendo analogos quimicos de horménios
produzidos em baixas concentracfes pela planta (DARIO et al., 2005). O uso
intensivo de agrotoxicos para o controle de pragas e doencas das lavouras existe a
pouco mais de meio século, sendo esse crescente uso relacionado a presenca de

residuos acima dos niveis autorizados nos alimentos. A presenca de residuos e



26

7

contaminantes € motivo de preocupacdo no ambito da saude publica, exigindo
investimento e organizacdo para implementar acdes de controle, bem como o
desenvolvimento de substancias menos agressivas ao homem e ao meio ambiente
(SOARES, 2010).

O crescente uso de agrotdxicos é associado a fatores de risco para a saude
humana, animal e ambiental. Os efeitos agudos de intoxicagdo aparecem durante ou
apos o0 contato com o agrotoxico, podendo ser divididos em efeitos muscarinicos
(brandicardia, miose, espasmos intestinais e brénquicos, estimulacdo das glandulas
salivares e lacrimais); nicotinicos (fibrilagbes musculares e convulsdes) e centrais
(sonoléncia, letargia, fadiga, cefaléia, perda de concentracdo, confusdo mental e
problemas cardiovasculares). Normalmente o diagndstico da intoxicacao cronica é
dificil de ser estabelecido, sendo os danos muitas vezes irreversiveis, incluindo
paralisias, varios tipos de cancer (SOARES, 2010; LONDRES, 2011). Diversas
patologias graves como o cancer, doencas neurodegenerativas e distlrbios
reprodutivos sdo suspeitos de estarem ligados a exposicdo a pesticidas (GOLD et
al., 2001; YARITA et al., 2014; NOUGADERE et al.; 2014).

As culturas brasileiras com maior consumo de agrotoxicos sdo a soja, milho,
citros e cana-de-acucar (LOPES, 2006). Na ultima década, o uso de agrotdxicos no
Brasil assumiu grandes propor¢cées. Em 2008 o pais alcancou a posi¢cdo de maior
consumidor mundial de agrotéxicos, com 986,5 mil toneladas de agrotoxicos
aplicados (LONDRES, 2011). A cultura da soja atualmente € responsavel por 56%
do faturamento do setor de vendas de defensivos agricolas, sendo a que mais
demanda fungicidas. Em 2014, as vendas de agrotOxicos para o cultivo de soja
foram equivalentes a 6,8 bilhdes de dolares e o estado brasileiro que apresenta
maior consumo é o Mato Grosso, seguido pelo Rio Grande do Sul, ambos
produtores do grao de soja em larga escala (SINDIVEG, 2015).

Com o objetivo de evitar ou reduzir a ocorréncia de intoxicacbes causadas por
agrotoxicos, é realizado o monitoramento dos residuos em alimentos e amostras as
quais a exposi¢cdo humana é passivel, tendo como base os LMR estabelecidos por
agéncias regulamentadoras em diversos paises (SOLER et al., 2005). Um dos
fatores utilizados para estabelecer o LMR é a ingestdo diaria aceitavel (IDA),
guantidade de uma substancia que pode ser ingerida diariamente, sem causar
danos a saude (PASCHOAL et al., 2008).
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Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou o
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o
objetivo de avaliar e promover a qualidade dos alimentos em relacdo ao uso de
agrotoxicos e afins (ANVISA, 2015). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), com 0 mesmo objetivo, instituiu em 2008 o Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), que monitora residuos em
diversas matrizes (MAPA, 2015).

O PARA avalia continuamente os residuos de pesticidas nos alimentos de
origem vegetal que chegam a mesa do consumidor. Entre as diversas matrizes
avaliadas, a soja e produtos derivados nédo se fazem presentes, apesar do elevado
consumo de agrotoxicos durante e pos-cultivo (ANVISA, 2015). O PNCRC
estabelece limites maximos de residuos para o grdo de soja, entretanto, seu
consumo ndo é muito difundido devido ao sabor indesejavel (BEHRENS & DA
SILVA, 2004). Assim, é de extrema importancia que os subprodutos da soja também
sejam monitorados quanto a presenca de agrotoxicos, tendo em vista o elevado
consumo e possibilidade de contaminac¢do dos mesmos. Para garantia da seguranca
alimentar, o monitoramento da presenca de residuos em possiveis fontes de
exposi¢cdo humana deve ser feito através de métodos analiticos rapidos, seletivos e

sensiveis.

2.6 TECNICASNDE PREPARO DE AMOSTRAS EMPREGADAS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

O preparo de amostra € uma etapa crucial no processo analitico.
Normalmente, é a etapa que demanda mais tempo e custos, sendo também a mais
propensa a erros. A realizacdo do preparo de amostras visa promover a extracao e
enriqguecimento dos analitos de interesse quando necessario, além da remocéo de
componentes da matriz que podem causar interferéncia nos resultados. Essa etapa
tem especial importéancia em analise de alimentos, que sdo matrizes complexas e
possuem residuos em niveis traco (WANG et al., 2015).

O primeiro método multirresiduo para analise de agrotéxicos em alimentos foi
desenvolvido na década de 60, utilizando acentonitrila para extragdo com posterior
particdo utilizando solventes apolares. Com o0 desenvolvimento de novos

agrotoxicos, com caracteristicas mais polares, fizeram-se necessarias novas
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técnicas de extracdo, permitindo a determinacdo desses compostos (PRESTES et
al., 2009). Entretanto, essas técnicas sdo demoradas, complicadas, trabalhosas e
envolvem muito custo, além da demanda de elevados volumes de solvente, que
geram quantidades consideraveis de residuos (WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

A partir dos anos 1990, foram desenvolvidas diversas técnicas alternativas de
extracdo de compostos organicos, com o intuito de reduzir volumes de solventes
utilizados e simplificar etapas. Entre essas, podemos destacar a extracdo em fase
solida (solid phase extraction, SPE), utilizada tanto como etapa de preparo quanto
de purificacdo de extratos (PRESTES et al., 2009). Outras novas técnicas
desenvolvidas nesse periodo incluem dispersdo da matriz em fase solida (matrix
solid phase dispersion, MSPD), microextracdo em fase sélida (solid phase micro
extraction, SPME), extracdo sortiva em barra magnética (stir bar sorptive extraction,
SBSE), extracdo por fluido supercritico (supercritical fluid extraction, SFE), extracéo
acelerada por solventes (pressurized liquid extraction, PLE) e extracdo assistida por
micro-ondas (microwave assisted extraction, MAE) (GOLGE & KABAK, 2015). Esses
métodos modernos de preparo de amostra geralmente sédo eficientes, mas
demandam investimento em instrumentacdo, além de etapas de limpeza de
equipamentos entre extracbes e qualificacdo dos analistas, tornando-se caros e
demorados. Outra desvantagem € a dificuldade de aplicacdo para andlises
multirresiduo, tendo em vista que essas técnicas sdo eficazes para uma gama
limitada de compostos em determinadas condi¢cdes (PRESTES et al., 2009).

As dificuldades relacionadas a determinacdo de residuos se encontram
principalmente na variedade e complexidade de matrizes, além das baixas
concentracbes de analitos presentes nas amostras (HOU et al., 2013). Essa
determinacdo em matrizes complexas, com alto teor de gordura, acucar e proteinas,
requer atencao especial na etapa de preparo de amostra, pois € necessario que 0
extrato final da amostra contenha os analitos de interesse com o minimo de co-
extrativos que possam interferir na analise. Segundo Gilbert-Lopez et al. (2009),
melhores resultados de recuperacdo sdo obtidos em analises multirresiduos quando
0s extratos ndo possuem gordura. Portanto, além da etapa de extracéo,
normalmente é feita uma ou mais etapas de limpeza do extrato, com o objetivo de
remover co-extrativos, que além de interferir na analise, causando supressao ou

aumento de sinal, podem danificar os sistemas de deteccéo (YUSA et al., 2015).
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Nos ultimos anos, tém-se aplicado esforgos para que a etapa de preparo de
amostras seja feita de maneira que se consiga extracdes multirresiduo eficientes,
com minimalizacdo de interferentes no extrato. Ao mesmo tempo, deseja-se que
seja mais rapida, pratica, demandando menos custos e com menor geracdo de
residuos. Em 2003, Anastassiades et al. propuseram um método multirresiduo
moderno de preparo de amostras, objetivando desfazer essas limitagBes praticas
relacionadas a técnicas prévias. O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) foi inicialmente proposto para extracdo de agrotdxicos em
amostras de frutas e vegetais, tendo sido expandido para grande variedade de
analitos e compostos (PRESTES et al., 2009; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

2.6.1 Método QUEChERS

Essa técnica de preparo de amostra se baseia em trés etapas principais:
extracdo dos analitos, particdo com adicédo de sais e limpeza de extrato empregando
extracdo em fase soélida dispersiva (dispersive solid phase extraction, d-SPE)
(BORGES et al., 2015).

A etapa de extracdo utiliza acetonitrila como solvente, possibilitando a
extracdo de uma ampla gama de compostos, com diferentes polaridades e o0 minimo
de interferentes que possam causar efeito matriz. Além das vantagens sobre outros
solventes, como miscibilidade em agua e melhor extracdo de compostos basicos
guando comparada a acetato de etila, ou a separacdo de fases utilizando apenas
sais, quando comparada a acetona, a acetonitrila quando acidificada permite
recuperacdes satisfatorias de pesticidas que apresentam problemas de estabilidade
pH dependente. Outra vantagem da utilizacdo desse solvente é a compatibilidade
com os sistemas de LC-MS/MS e GC-MS/MS (PRESTES et al., 2009).

A etapa de particdo por adicdo de sais promove o efeito salting-out, que se
caracteriza pela separacdo de fases em solucdo aquosa de solventes organicos
misciveis em agua, por adicdo de eletrdlitos, devido ao deslocamento do equilibrio
de particdo de solutos organicos. A adicdo de sais também acarreta a precipitacéo
de proteinas e altera a solubilidade dos compostos, fazendo com que quase a
totalidade dos analitos procurados estejam sollveis na fase organica (ENDO et al.,
2012). O efeito salting-out é possibilitado pela interacdo entre agua e cloreto de

sédio, ocorrendo solvatacéo de ions e impedindo que a agua esteja livre para fazer
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ligacbes com outras substancias. Isso possibilita aumento de recuperagdo para
analitos polares, pela diminuicdo da solubilidade desses compostos em fase aquosa,
bem como a quantidade de agua na fase orgéanica. Além disso, utilizam-se sais
secantes para reduzir o volume de fase aquosa e favorecer a extracdo dos analitos
(BORGES et al., 2015; PRESTES et al., 2011).

A primeira versdo do método desenvolvida, denominada QUEChERS original
(Figura 3a), apresenta bons resultados para diferentes tipos de amostras.
Entretanto, a adicdo de uma etapa de tamponamento pode melhorar percentuais de
recuperacdo para compostos que apresentam problemas de estabilidade
dependendo do pH da matriz. Surgiram entdo as vers6es modificadas do método,
utilizando tampdes de acetato de sodio e mistura de citrato de sédio diidratado e
hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado. Foram chamadas de QUEChERS acetato
(Figura 3b) e QueChERS citrato (Figura 3c), sendo utilizados como métodos oficiais
para determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em alimentos (BORGES et al.,
2015; PRESTES et al., 2011; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

A etapa de limpeza do extrato € feita para evitar que componentes da matriz
interfiram nos resultados - causando supressdo ou aumento de sinal analitico em
andlises por espectrometria de massas — e ndo danifiquem o sistema cromatografico
e 0 detector, diminuindo manutencfes técnicas no equipamento e garantindo
resultados mais confiaveis (BORGES et al., 2015; MORRISON, et al., 2016). Na d-
SPE uma aliquota do extrato é adicionada a pequena quantidade de sorvente, o qual
funciona como filtro quimico, retendo co-extrativos da matriz. Como vantagem de
utilizar a d-SPE, além da facilidade e uso de pequenas quantidades de sorventes
guando comparado ao SPE convencional, pode-se combinar diferentes tipos de
sorventes, de acordo com a necessidade de remocao de interferentes (BORGES et
al., 2015; PRESTES et al., 2011).

A etapa de d-SPE utilizada no método QUEChERS original empregava amina
primaria-secundaria (primary aecondary amine, PSA) como sorvente e sulfato de
magnésio para remoc¢ao de agua residual. Devido a estrutura do PSA, a retencgéo de
acidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito
forte. Isso aliado a remocédo de agua, que permite um extrato final menos polar,
facilitando a precipitacdo dos co-extrativos polares, proporciona limpeza efetiva dos
extratos. Entretanto, a utilizacgdo de PSA como Uunico sorvente de limpeza é

ineficiente na retencdo de alguns componentes da matriz, como pigmentos e
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lipideos. Faz-se o uso entdo de combinagbes de sorventes, utilizando carbono
grafitizado (grafitized carbon black, GCB) para remocéo de pigmentos e esterdis e
C18 para remocao de gorduras (BORGES et al.,, 2015; WILKOWSKA & BIZIUK,
2011; PRESTES et al., 2011).

Figura 3 - Representacdo das etapas do meétodo QUEChERS (A) original, (B)
acetato, (C) citrato.

(A) (B) (C)
QuEChERS QuEChERS QuEChERS
Original Acetato Citrato
10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
+ +
10 mL Acetonitrila 15 mL'A:etonitriIa 10 mL Acetonitrila

) , 1% Ac. acético Y )
( ) ) - 4 g MgSoO,

+

... 4 g MgsoO 6 g MgsSoO 1 g NaCl
Partigio 9 +9 4 9 +9 4 g+a
1 g NacCl 1,5 g CH;COONa 1 g CgH;Na;0,.2H,0

+*

0,5 g CgHgNa,0,.1,5H,0

LI et al. (2013) aplicaram o método QUEChERS para extracdo de triazinas e

UHPLC-MS/MS

feniluréias em amostras de leite e iogurte, utilizando cromatografia liquida com
detector de arranjo de diodos (LC-DAD). Os herbicidas foram extraidos por uma
mistura de acetato de etila e n-hexano, utilizando cloreto de sédio como sal de
particdo e a limpeza dos extratos foi feita utilizando 10 mg por mL de PSA. Para
melhorar a remocé&o de gordura, foi aplicada centrifugacéo a baixas temperaturas. O
método demonstrou ser eficaz para extracdo dos herbicidas em matrizes complexas,
alcancando recuperacdes de 78,9 a 99,9%.

RIZZETTI e colaboradores (2016) utilizaram o método QUEChERS
tamponado com acetato de sédio e extracdo com acetonitrila acidificada para
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determinacao de 74 pesticidas em suco de laranja por UHPLC-MS/MS. A limpeza
dos extratos foi feito com PSA. O método mostrou-se adequado para o objetivo
proposto, com recuperacdes entre 70% e 118% e RSD menor que 19% para todos
0S compostos.

JEONG et al. (2012) determinaram residuos de 14 agrotoxicos em leite por
cromatografia gasosa com detec¢cdo por captura de elétrons (GC-ECD), aplicando
QUEChERS tamponado com acetato de sédio, juntamente com sulfato de magnésio
como secante e extracdo com acetonitrila acidificada. A limpeza dos extratos foi
realizada utilizando mistura de PSA e C18. Nas condi¢bes otimizadas, foram
alcancadas recuperagfes entre 91,6 a 99,7% para os compostos avaliados,
demonstrando que o método foi eficiente para a extracdo e pode ser implantando em
laboratorios de rotina, pela praticidade e baixo custo.

JOVANOV e colaboradores (2014) utilizaram QUEChERS citrato para
extragdo de 7 inseticidas neonicotinbides em amostras de licor de mel por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). A limpeza
dos extratos foi feita com PSA. Os resultados de recuperagao variaram de 71,8 a
94,9% para os compostos estudados, demonstrando que o método foi considerado
aplicavel para as analises requeridas.

Fica evidente que o método QUEChERS apresenta praticidade e
versatilidade, sendo estas as principais caracteristicas que o tornam o método de
escolha para analise multirresiduo de agrotéxicos em diversas matrizes, incluindo as

bebidas a base de soja.

2.7 TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

As técnicas cromatograficas tém sido amplamente utilizadas na determinagéo
de residuos de agrotoxicos em alimentos ao longo dos anos, destacando-se pela
possibilidade de analises qualitativas e quantitativas (PASCHOAL et al., 2008).
Entretanto, nas ultimas décadas houveram mudancgas significativas nos métodos de
analise, principalmente devido a evolucéo da instrumentacao analitica.

Desde a década de 70 a cromatografia gasosa € utilizada para analise de

residuos, sendo combinada a detectores classicos, como captura de elétrons
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(electron capture detection, ECD), nitrogénio e fésforo (nitrogen and phosphorus
detection, NPD) e fotometria de chama (flame photometric detection, FPD) (ALDER
et al.,, 2006). Atualmente, faz-se o uso do acoplamento de cromatografia gasosa a
detectores de espectrometria de massas (gas chromatography coupled to mass
spectrometry, GC-MS) combinando as vantagens da separacdo cromatografica a
obtencado de informacao estrutural e massa molar, além de aumento da seletividade
na determinacdo (CHIARADIA et al., 2008). A GC-MS é aplicavel a compostos
volateis e termicamente estaveis as temperaturas empregadas durante a separacao
cromatografica, sendo mais adequada para compostos apolares (YUSA et al., 2015).

Devido ao desenvolvimento de agrotoxicos modernos, com caracteristicas
polares ou idnicas, que sdo menos persistentes e toxicos ao meio ambiente, fez-se
crescente a utilizacdo da LC-MS/MS para determinacdo de residuos (QUEIROZ et
al.,, 2012). LC-MS/MS é técnica mais adequada para compostos de elevada
polaridade, pouco volateis ou termicamente instaveis (YUSA et al., 2015), sendo
muito utilizada devido a elevada detectabilidade e seletividade oferecidas por esse
acoplamento (FERNANDES et al., 2011).

Entre os avancos recentes nas técnicas cromatogréficas a liquido, esta a
UHPLC, que surgiu da necessidade em andlises eficientes, demandando menos
tempo. Os principios de separacdo sdo os mesmos empregados em cromatografia
liguida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography, HPLC). A
principal diferenca encontra-se no tamanho de particula utilizado nas colunas e as
dimensdes das mesmas, além das altas velocidades lineares de fase movel
empregadas, reduzindo o tempo das analises e gerando ganho em detectabilidade e
resolucao dos picos (MALDANER & JARDIM, 2012). O acoplamento UHPLC-MS/MS
tem sido utilizado com sucesso para analises de matrizes complexas, permitindo
rapidez e resultados confiaveis (FERNANDES et al., 2011).

2.7.1 Cromatografia liguida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas em série (UHPLC-MS/MS)

Desde a sua introducdo no mercado em 2004, a UHPLC tem sido destaque
pelas melhorias que apresenta em relagdo a HPLC. Além da facilidade de
transferéncia de métodos de HPLC para UHPLC, essa nova técnica permite reduzir

o tempo de analise, mantendo a resolucdo e eficiéncia de separacdo e gerando
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picos menos alargados, economia de fases mével e estacionaria, possibilidade de
injecdo de pequenos volumes de amostra e menos geracdo de residuos
(CIELECKA-PIONTEK et al., 2013).

A UHPLC opera com colunas de tamanho reduzido (5-10 cm de comprimento
e diametro interno de 1-2,1 mm), tendo o tamanho de particula menor que 2 pm.
Essas colunas, associadas a maior velocidade linear da fase movel, permitem
melhores separacfes em menor tempo. Entretanto, devido ao aumento da
densidade de particulas no recheio da coluna, ocorre significativa elevacdo na
pressdo do sistema, necessitando de equipamentos aptos a operar em tais
condi¢gbes. Além disso, faz-se necessario um sistema de bombeamento robusto,
injecdo rapida, exata e precisa para pequenos volumes e detectores com alta taxa
de aquisicdo de dados, como espectrdmetros de massas (MALDANER & JARDIM,
2012). A combinagdo de UHPLC-MS/MS fornece vantagens significativas com
relacdo a seletividade, detectabilidade e velocidade de analise (QUEIROZ et al.,
2012).

O espectrébmetro de massas € composto por trés unidades fundamentais: uma
fonte de ions, um analisador de massas e um sistema de deteccdo (LANCAS, 2009).
A fonte de ionizacdo gera os ions que serdo analisados na fase gasosa. O
analisador de massas separa 0s ions gerados na fonte de acordo com as suas
razdes massal/carga (m/z), empregando combinacdes entre campos elétricos e
magneéticos. O detector, por fim, quantifica os ions provenientes do analisador de
massas (MARTINS, 2005).

As fontes de ionizacdo mais utlizadas no acoplamento LC-MS séo
electrospray (electrospray ionization, ESI), ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(atmospheric pressure chemical ionization, APCI) e ionizacao por fétons a pressao
atmosférica (atmospheric pressure photon ionization, APPI). A ESI € empregada na
analise de moléculas de elevadas massas moleculares e de maior polaridade, ja a
APCI é utilizada para moléculas menores e menos polares (LANCAS, 2009). Sera
dado enfoque a fonte de ionizagdo ESI, por ter sido utilizada no desenvolvimento
desse trabalho.

Em ESI (Figura 4), os ions sao formados sob pressdo atmosférica, sendo a
solucdo de amostra pressurizada em um tubo capilar, ao qual é aplicada uma alta
voltagem (entre 3.000 e 5.000 V). Na saida do capilar sédo formadas pequenas gotas

altamente carregadas, na forma de um aerossol. Essas goticulas séo dessolvatadas
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com auxilio de um gés (geralmente N,) e os ions fluem para o espectrdbmetro de
massas, induzidos pelos efeitos das atracdes eletrostaticas e pela pressao reduzida
(CHIARADIA et al., 2008; LANCAS, 2009). A medida que as moléculas s&o
dessolvatadas, o tamanho das gotas diminui, até que a forca de repulsédo entre as
cargas seja maior que as forcas de coesdo da fase liquida. Ocorre entdo um
fendbmeno denominado “explosdo coulédmbica”, a partir do qual sdo formadas
goticulas menores. Com a ocorréncia de sucessivas explosfes, sao produzidos ions
do analito na fase gasosa, os quais sao focalizados para o interior do espectrometro
de massas. Nesse tipo de ionizacdo, ocorre a geragdo de espécies carregadas dos
analitos com pequena ou nenhuma fragmentag¢do da molécula a ser analisada. Além
disso, devido ao modo como os ions sdo gerados, é facilmente aplicavel a
compostos ionizaveis em solucdo e compostos altamente polares, que podem ser
facilmente ionizados (CHIARADIA et al., 2008).

Figura 4 - Esquema da fonte de ionizagdo ESI.
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Fonte: Adaptado de AB SCIEX, 2006

Os analisadores de massas quadrupolares consistem de quatro eletrodos
cilindricos metalicos, dispostos paralelamente. Os eletrodos opostos sdo conectados
a geradores de radio frequéncia (RF) e corrente direta (DC), que variam em
magnitude, produzindo um campo elétrico e de radio frequéncia combinados durante
a passagem dos ions pelo quadrupolo. Em um valor especifico de voltagem, a agéo
do campo quadrupolar faz com que os ions oscilem e que apenas ions de uma
determinada razdo m/z atravessem o0 quadrupolo descrevendo uma trajetoria

7

estavel. Um sistema triploquadrupolo é composto por trés analisadores
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quadrupolares dispostos em série (Figura 5), onde o primeiro e o terceiro
quadrupolos (Q1 e Q3) funcionam como filtro de massas e o segundo (Q2) opera
como cela de colisdo. Em Q1, os ions de interesse sdo separados e encaminhados
para Q2, onde ocorrem reacdes de dissociacdo desses ions. Em Q3, os fragmentos
selecionados sé&o separados de acordo com suas razbes m/z e focalizados ao
detector (MARTINS, 2005; CHIARADIA et al., 2008).

Figura 5 - Esquema de analisador de massas triploquadrupolo.
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Fonte: Adaptado de AB SCIEX 2010

O modo de operacdo empregado nesse trabalho € o monitoramento de
reacdes selecionadas (selected reaction monitoring, SRM), onde se monitora a
fragmentacao de varios ions precursores e seus respectivos ions produto de m/z
especifica (MARTINS, 2005; CHIARADIA et al., 2008). Este modo € ideal para

aplicacdes quantitativas, as quais requerem alta sensibilidade e seletividade.

2.8 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

Atualmente, os meétodos empregados para analise de residuos e
contaminantes permitem a obtenc&o de grande quantidade de dados e informacoes,
devido a modernidade de automacgdo e rapidez nas respostas analiticas. Nesse
contexto, faz-se necessario o uso de ferramentas estatisticas, que auxiliam na
exploracdo e entendimento da gama crescente de dados gerados (PEREIRA-FILHO
et al., 2002). O planejamento ou delineamento experimental representa um conjunto
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de ensaios com critérios cientificos e estatisticos, objetivando determinar a influéncia
de variaveis nos resultados de um dado processo (TEOFILO & FERREIRA, 2006).

O objetivo da aplicacdo destas ferramentas estatisticas € a otimizacdo do
procedimento. Geralmente, é realizada por meio de processos que avaliam o efeito
de uma variavel por vez (univariado), tendo como desvantagens o tempo gasto e a
falta de avaliagdo das interacfes entre as variaveis que afetam o procedimento.
Devido a isso, ha destaque para as ferramentas de planejamento fatorial, que
permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande numero de variaveis, a
partir de um numero reduzido de ensaios experimentais (CUNICO et al., 2008).

O planejamento fatorial é uma ferramenta estatistica importante e simples, e
para seu entendimento, é necessario conhecer alguns conceitos basicos. O fator é
definido como cada variavel do sistema. Os niveis sdo as condicfes de operacao
dos fatores investigadas nos experimentos. Efeito € a mudanca ocorrida na resposta
quando se modificam os niveis. O planejamento fatorial € o mais indicado quando se
deseja estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia, sendo que em
cada réplica, todas as combinacfes possiveis dos niveis de cada variavel séo
investigadas. Normalmente, esse tipo de planejamento é representado por b¥, sendo
k o niumero de fatores e b o nimero de niveis escolhidos (CUNICO et al., 2008).

Para obtencdo de boa estimativa dos erros, utilizam-se planejamentos
fatoriais com ponto central, onde um experimento € incluido no centro do
planejamento (Figura 6), no qual o valor médio dos niveis de todas as variaveis é
empregado. Esse tipo de planejamento varre trés niveis de cada fator, permitindo
assim, verificar se ha ou nio falta de ajuste para um modelo linear (TEOFILO &
FERREIRA, 2006; CUNICO et al., 2008).

Figura 6 - Planejamento fatorial de dois niveis com ponto central (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).
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O planejamento em estrela (Figura 7) consiste em acrescentar ao
planejamento inicial (linear) um planejamento idéntico, porém girado de 45° em
relacdo a orientacdo de partida. O resultado € uma distribuicdo octogonal conforme
a Figura 6 (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Figura 7 - Planejamento fatorial em estrela para duas varidveis codificadas
(adaptado de NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

As réplicas de experimentos servem para determinar o erro experimental na
resposta em estudo e a reprodutibilidade do experimento utilizado, sendo de
fundamental importancia para a veracidade dos resultados obtidos. A partir das
repeticdes realizadas € possivel obter a média e a varidncia das replicatas
(TEOFILO & FERREIRA, 2006; CUNICO et al., 2008).

A metodologia de superficies de resposta (response surface methodology,
RSM) é uma ferramenta de otimizacdo baseada em planejamentos fatoriais que tem
sido utilizada com grande sucesso na modelagem de diversos processos (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). A RSM descreve 0 modo como as variaveis
influenciam na resposta, a medida que ilustra informag¢des sobre o comportamento
das variaveis na regido estudada. Apresenta duas etapas distintas, modelagem e
deslocamento, as quais sdo repetidas tantas vezes guanto necessario, com o0
objetivo de atingir uma regido 6tima 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
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ampliados. O deslocamento se d& sempre ao longo do caminho de méxima
inclinagdo de um determinado modelo, que é a trajetoria na qual a resposta varia de
forma mais pronunciada (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

2.9 PADRAO INTERNO E PADRAO DE CONTROLE

As analises instrumentais estdo sujeitas a ocorréncia de variacdes nos
resultados obtidos, causadas por pequenas oscilagbes do sistema. Como meio de
verificar e corrigir ou minimizar tais variacdes, utiliza-se um padrdo de concentracéo
conhecida, denominado padrdo interno (PI). Esse padrdo deve ser similar as
substéancias quantificadas, n&o interagir com as mesmas ou outros componentes da
matriz, ndo estar contido na amostra e ndo coeluir com os analitos em estudo.
Através da andlise da area do padrdo pode-se verificar a ocorréncia de variacoes
significativas na resposta do instrumento durante as anélises (RIBANI et al., 2004).

O padréo de controle (PC), também conhecido como padréo de substituicédo,
surrogate ou adicdo € um padrdo adicionado a amostra antes da extracdo dos
analitos. O ideal € a utilizacdo de compostos isotopicamente modificados, pois nao
sdo encontrados na natureza nesta forma e sao quimicamente idénticos aos analitos
nao deuterados (RIBANI et al., 2004). O padrdo de controle serve para avaliar
possiveis perdas de analito durante a extracdo, corrigindo as variagbes nos
resultados durante as etapas de diluicdo, evaporacao e inje¢cdo da amostra (SANCO,
2013).

Os padrdes utilizados como padréo interno e padrdo de controle servem para
acompanhamento da eficiéncia do método analitico, avaliando possiveis perdas na

etapa de extracdo e a ocorréncia de variacdes no sistema cromatografico.

2.10 VALIDACAO DE METODOS

Um meétodo analitico desenvolvido necessita um processo de avaliacdo que
garanta sua eficiéncia e bom desempenho na rotina do laboratorio. Esse processo é
denominado validacdo. Determinado método € considerado validado se suas

caracteristicas estiverem de acordo com pré-requisitos estabelecidos (BRITO et al.,
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2003). Assim, utilizando métodos validados pode-se fornecer resultados que ajudam
a monitorar a qualidade dos alimentos.

No Brasil, os dois orgdos que regulamentam a validacdo de métodos
analiticos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que publicou em
2003, o “Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagédo e Qualidade Instrumental (INMETRO), que em
2003, publicou um documento com orientacbes sobre validacdo de métodos de
ensaios quimicos.

Em 2014, passou a vigorar a guia SANCO (2013) de controle de qualidade
analitica e procedimentos de validacdo para analise de residuos de pesticidas em
alimentos, que descreve as exigéncias para a validacdo de metodologias analiticas.
Esse guia tem como principais objetivos a uniformizacdo dos sistemas de controle
de qualidade, a garantia da qualidade e a comparabilidade de resultados,
estabelecimento de exatidao aceitavel, evitar o fornecimento de falsos resultados e
servir de apoio ao sistema ISO/IEC 17025:2005.

A validacdo € feita através do estabelecimento de limites de alguns
pardmetros, por meio da estimativa das figuras de mérito, que sdo indicadores
guantitativos do escopo e do bom desempenho das técnicas (RIBEIRO et al., 2008).
Alguns dos parametros avaliados durante a etapa de validacao estao representados

na Tabela 2.
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Tabela 2 - Pardmetros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos

analiticos.
Parametro Referéncia Definigéo Aplicacao
INMETRO Capacidade de deteccéo de Extracéo de
Seletividade substancias distintas matriz “branco”
ANVISA Capacidade de deteccdo do  versus matriz
i analito na presenca de branco
Especificidade SANCO interferentes fortificada
Lnearidade  NMETRO o e concentragho o CUIVa Analitca
ANVISA : ¢ (y = ax + b)
analito
Faixa Linear INMETRO ;merl\jglo ge)(%%?f;gg%%%?_ Curva Analitica
de trabalho ANVISA quey € (y=ax+Dhb)
se linearmente
Comparacéo
. . Influéncia dos componentes entre curvas
Efeito Matriz SANCO . preparadas em
da matriz na resposta
solvente e em
extrato branco
Limite de
~ 30 limi SIR=3
deteccdo INMETRO C(i?opceptrac;ao Ilmltle_ de
Limite de ANVISA istingéo entre analito e
e ruido S/IR=10
guantificacao
o INMETRO Proxu_mdade de_ resultados Repetltl\{ldNade
Precisao obtidos por diferentes e precisao
ANVISA . o
amostragens intermediéaria
Uso de material
x INMETRO Proximidade de resultado em de rgferenma
Exatidao ~ . certificado e
ANVISA relacdo a uma referéncia

ensaios de
fortificacao
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho proposto consistiu no desenvolvimento e validacdo de método de
preparo de amostra QUEChERS visando a determinacao de residuos de agrotoxicos
em amostras de bebidas a base de soja, empregando a técnica UHPLC-MS/MS para
quantificacao.

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

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo listados

abaixo:

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga 80-2B (Centribio, Brasil);

Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japao);
Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);

Concentrador e evaporador TurboVap® LV (Biotage, EUA)

AR N N N R N

Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha;

Eppendorf, Canadd);

v Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), equipado com:

e Cromatografo a liquido Waters (EUA);

e Amostrador automatico sample manager (Acquity);

e Fonte de ionizagdo por eletronebulizagcéo (EUA);

e Detector MS do tipo triploquadrupolo, modelo Xevo TQ (EUA);

e Sistema de aquisi¢cado de dados MassLynx V 4.1 (EUA);

e Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 pm x 2,1 x 50 mm)
Waters (EUA);

e Sistema gerador de nitrogénio, PEAK NM30L-MS (Peak Scientific,
Escocia).
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3.2 MATERIAL, REAGENTES E SOLVENTES

v Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, EUA);

Acido acético glacial, grau HPLC (J. T. Baker, EUA);

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

v" Metanol, grau HPLC (J. T. Baker, EUA);

\

v" Formiato de aménio (Sigma Aldrich, EUA);

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

v' Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema UHPLC-MS/MS.

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

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

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

v Citrato de sdédio diidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

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

v Sorvente Bondesil C18 com d.p. de 40 um (Agilent, EUA);

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

v Sorvente Florisil® (Mallinckrodt, Irlanda);

v' Acetona grau HPLC (J. T. Baker, EUA);

v" Hexano (95% n-hexano) (J.T. Baker, EUA);

v" Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 pm (Analitica, Brasil);

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

v' Tubos eppendorf, capacidade de 2 mL (Eppendorf, Brasil);

v' Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

v' Padrdes sélidos dos agrotéxicos em estudo (Tabela 3) (Dr. Erhenstorfer,

Darmstadt; Alemanha)

v" Vidraria comum de laboratério.

3.3 ESCOLHA DOS COMPOSTOS

Os agrotoxicos selecionados para o metodo desenvolvido foram escolhidos,

primeiramente, a partir das monografias de agrotéxicos autorizados, estabelecidas
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pela ANVISA, que relacionam os compostos e as devidas culturas para as quais
encontram-se autorizados, com seus respectivos LMR. Os compostos escolhidos
foram aqueles autorizados para a cultura de soja. Posteriormente, foram
pesquisados 0s agrotoxicos mais indicados para a cultura, conforme material
disponibilizado pela EMBRAPA para a cultura de soja (EMBRAPA, 2013). Portanto,
0s compostos selecionados para o0 método foram aqueles autorizados pela ANVISA,

recomendados pela EMBRAPA e com disponibilidade no laboratorio.

3.4 ESCOLHA DO PADRAO INTERNO E DO PADRAO DE CONTROLE

Os padrdes escolhidos como padréo interno e de controle possuem apenas a
finalidade de acompanhamento, ndo sendo utilizados para célculos. Como padréo
interno para a avaliacdo e controle do instrumento, foi escolhido o trifenilfosfato,
tendo como base o trabalho desenvolvido por ANASTASSIADES et al. (2003) para
andlises utilizando QUEChERS. Foram aceitos valores de 20% de variacdo de area.
No extrato final (1 mL) foi adicionado 10 pL de solugdo de trifenilfosfato na
concentracéo de 10 mg L™.

Como padrdo de controle, foi escolhida a atrazina-d5, com finalidade de
avaliacdo do método de extracdo, ndo sendo utilizada para correcao de recuperacao
dos analitos. Para todas as amostras de bebidas a base de soja (10 mL) foram

adicionados 50 pL do padrdo de controle na concentracdo de 10 mg L™.

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

Foram preparadas solucdes estoque individuais na concentragdo 1000 mg L™
dos agrotoxicos em estudo, levando em consideragéo a pureza dos padrdes sélidos.
Os compostos estdo listados na Tabela 3, juntamente com a pureza do padrdo
sélido, classe, grupo quimico e LMR. As férmulas estruturais dos compostos
estudados estdo apresentadas no Anexo 1. A partir das solugdes individuais,
preparou-se uma mistura na concentracdo 10 mg L. A partir desta, foi preparada a
solucdo da mistura de padrdes na concentracdo 1 mg L™, e entdo as solucdes de

trabalho na faixa de concentracdes de 2,5; 5; 25; 50; 100 e 250 ug L em solvente
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(acetonitrila) e no extrato da matriz (leite de soja), para inje¢cdo no sistema UHPLC-
MS/MS.

O padrdo controle (atrazina-d5) e o padrédo interno (trifenilfosfato) foram
preparados individualmente na concentragdo 10 mg L™

As solucdes estoque e posteriores diluigdes foram armazenadas em frascos

ambar a temperatura menor que - 4 °C.



Tabela 3 - Informacgdes sobre os agrotoxicos estudados e Limites Maximos de Residuos* para graos de soja.
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(continua)

Composto

Pureza (%)

Classe

Grupo quimico

LMR (mg kg™

Acido Giberélico
Alacloro
Azoxistrobina

Acido 4-indol-3-ilbutirico

Bentazona
Cianazina
Clorpirifés
Carbendazim
Clorimurom
Cletodim
Clomazone
Ciproconazol
Clorfluazurom
Clorantraniliprole
Diflubenzurom
Difenoconazol

Diclosulam

Dimetenamida-P
Etofenprox
Epoxiconazol

Fluasifope-P

Fenoxaprope-P

Flutriafol
Fluguinconazol

98,5

99,5
99

98

98
99
97
99
97
50
95,5
99
99
94,5
99,4
99

98,5

97,5
98
99

97

99

99,5
98,5

Regulador de
crescimento

Herbicida
Fungicida

Regulador de
crescimento

Herbicida
Herbicida
Inseticida
Fungicida
Herbicida
Herbicida
Herbicida
Fungicida
Inseticida
Inseticida
Inseticida
Fungicida

Herbicida

Herbicida
Inseticida
Fungicida

Herbicida

Herbicida

Fungicida
Fungicida

Giberelina

Cloroacetanilida
Estrobilurina

Acido indolalcandico

Benzotiadiazinona
Triazina
Organofosforado
Benzimidazol
Sulfoniluréia

Oxima ciclohexanodiona
Isoxazolidinona
Triazol

Benzoiluréia
Antranilamida
Benzoiluréia

Triazol

Sulfonanilida
triazolopirimidina
cloroacetamida

Eter difenilico

Triazol

Acido
ariloxifenoxipropidnico
Acido
ariloxifenoxipropidnico
Triazol

Triazol

0,05
0,5

0,02
0,02
0,01
0,5
0,05
1
0,05
0,05
0,05
0,2
0,2
0,05

0,02

0,01
1
0,05

0,3

0,02

0,1
0,05




Composto Pureza (%) Classe Grupo quimico LMR (mg kg™
Imazaquim 99,5 Herbicida Imidazolinona 0,05
Imazetapir 99 Herbicida Imidazolinona 0,1
Metolacloro 97 Herbicida Cloroacetanilida 0,02
Metribuzim 99,8 Herbicida Triazinona 0,1
Miclobutanil 99,5 Fungicida Triazol 0,02
Metconazol 98 Fungicida Triazol 0,05
Pendimetalina 98,8 Herbicida Dinitroanilina 0,1
Propiconazol 97,5 Fungicida Triazol 0,05
Procimidona 98 Fungicida Dicarboximida 0,1
Piraclostrobina 97,5 Fungicida Estrobilurina 0,1
Picoxistrobina 98,5 Fungicida Estrobilurina 0,02
Quizalofope-P 95,5 Herbicida Ac_|do_ . - 0,05
ariloxifenoxipropionico

Sulfentrazona 98,3 Herbicida Triazolona 0,01
Tiofanato-metilico 99 Fungicida Benzimidazol 0,5
Tebuconazol 98 Fungicida Triazol 0,1
Tetraconazol 97,5 Fungicida Triazol 0,1
Trifloxistrobina 99 Fungicida Estrobilurina 0,02

*LMR estabelecidos pela ANVISA

(conclus&o)
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3.6 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DETERMINACAO POR UHPLC-MS/MS

Os parametros utilizados no espectrometro de massas foram previamente
otimizados no laboratério.

A primeira etapa apds a escolha dos compostos é a otimizacdo do método.
Fez-se 0 uso da biblioteca “Quanpedia” do UHPLC-MS/MS, onde constam o0s
compostos com seus respectivos ions precursores e produtos, energias aplicadas no
cone e colisdo. Portanto, as informagdes relativas aos compostos foram retiradas
deste banco de dados.

Para verificacdo de intensidade do sinal e tempos de retencdo dos
compostos, foi injetada solucdo de mistura dos agrotdxicos, na concentragcédo 25 g
L™, preparada em solvente acetonitrila (ACN).

A fase movel (FM) foi previamente otimizada no laboratério para analise
multirresiduo de agrotéxicos, utilizando os aditivos acido féormico e formiato de
amonio, devido a alguns compostos da biblioteca “Quanpedia” terem sido
previamente infusionados com a adicdo destes aditivos. Os testes realizados
mostraram que a FM mais eficaz utiliza os dois aditivos, sendo a fase aquosa A 98%
de 4gua e 2% metanol e a fase organica B metanol, ambas contendo 0,1% de acido
férmico e 5 mol L™ de formiato de aménio.

A curva analitica foi preparada a partir da solugdo de mistura dos agrotoxicos
no extrato da matriz, nas concentragdes 2,5; 5; 25; 50; 100 e 250 pg L, sendo
posteriormente diluida 5 vezes em agua ultra-pura.

Foram avaliadas as transi¢coes escolhidas para quantificacdo e confirmacéo
dos compostos em estudo. A transicdo de maior intensidade foi escolhida para
guantificacdo do analito e a de segunda maior intensidade foi utilizada para

confirmacéo do mesmo.

3.7 OTIMIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BEBIDAS A BASE DE SOJA POR UHPLC-
MS/MS

Como testes iniciais, foram propostos diferentes ensaios de extracdo e
limpeza baseados no QUEChERS original (ANASTASSIADES et al.,, 2003) e suas
versdes tamponadas citrato (CEN/TC 275, 2008) e acetato (LEHOTAY et al., 2005).
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Os testes visavam a avaliacdo da limpeza dos extratos por testes gravimétricos e
recuperagdo dos compostos em triplicata no nivel de 25 ug L™ empregando os
procedimentos de preparo de amostra ilustrados na Figura 3, com agitacdo de 1 min
entre as etapas de extracdo com solvente, adicdo de sais e limpeza de extrato. Além
disso, imediatamente apés a adigdo de sais, os tubos foram centrifugados por 8 min
a 3400 rpm e apos a limpeza do extrato, durante 8 min a 3500 rpm.

3.7.1 Teste gravimétrico

Para avaliacdo inicial da limpeza dos extratos, foram realizados testes
gravimétricos apés a utilizacdo de diferentes sorventes empregados na etapa de
limpeza. ApoOs extracdo utilizando QUEChERS, os extratos foram submetidos a
diferentes etapas de limpeza. ApGs estas etapas, 2 mL de cada extrato limpo passou
por um processo de secagem utilizando concentrador TurboVap®, sob fluxo de
nitrogénio, utilizando temperatura de 50 °C, aproximadamente. Os tubos de vidro
contendo os residuos foram entdo pesados para avaliacdo da remocdo de co-
extrativos, tendo como base a diferenca das massas dos tubos antes e apos a
secagem dos extratos. A Figura 8 representa os procedimentos de limpeza

empregados nesse ensaio.
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Figura 8 — Procedimentos de extracdo e limpeza empregados para otimizacdo do
método e para o teste gravimétrico.

QuEChERS original
Extragao e particao

10 g amostra
+

10 mL Acetonitrila

QuEChERS acetato
Extragao e particao

15 g amostra
+

15 mL Acetonitrila

QuEChERS citrato
Extragao e particao

10 g amostra
+

10 mL Acetonitrila

QuEChERS modificado
Extragao e particao

10 g amostra
+

10 mL Acetonitrila

1% Ac. acético 1% Ac. acético

4 g MgSoO,
+
4 g MgsSoO, 6 g MgSO, 1 g NacCl 4 g MgsoO,
+ + + +
1 g NaCl 1,5 g CH,COONa 1 g C¢HsNa;0;.2H,0 1,7 g CH,COONa
+
0,5 g CgHgNa,0,.1,5H,0
S vy S J
5 mL sobrenadante 5 mL sobrenadante 5 mL sobrenadante 5 mL sobrenadante
750 mg 750 mg 750 mg 750 mg
750 mg 750 mg 750 mg 750 mg
MgSo, Mgs0, MgSo, MgS0. MgSo, MgS0, MgSO, MgS0,
+ + + +
250 mg 125 m+g PSA 250 mg 125 mf PSA 250 mg 125 m+g PSA 250 mg 125 m+g PSA
Florisil 500 mg C18 Florisil 500 mg C18 | Florisil 500 mg C18 Florisil 500 mg C18
J / 7 J J A A 7
Limpeza Limpeza Limpeza Limpeza

3.7.2 Planejamento Fatorial 22

Com a escolha do melhor método de extracdo baseado na recuperacdo de
compostos e melhor etapa de limpeza baseada no teste gravimétrico, realizou-se um
planejamento fatorial com duas variaveis, a fim de otimizar o processo de limpeza
dos extratos. De acordo com o teste gravimétrico, a utilizacdo de C18 e PSA
removeu mais co-extrativos da matriz, restando menos residuos no tubo. Portanto,
foram testadas variacdes nas quantidades dos sorventes para avaliar a influéncia na
recuperacao dos agrotoxicos em estudo.

Aplicou-se um planejamento fatorial 22, com uso de repeticdo em duplicata do
ponto central e extrapolagédo dos niveis das variaveis. Assim, conforme Tabela 4 a
etapa de planejamento experimental consistiu na avaliagdo do uso de dois sorventes
(C18 e PSA) associados a sulfato de magnésio anidro para a limpeza de 5 mL de
extrato, com a geragcdao de 10 ensaios, feitos em triplicata. Realizou-se teste
gravimétrico para avaliacdo da limpeza e testes de recuperacdo dos compostos no

nivel de 25 pg L™,
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Tabela 4 - CondicGes dos ensaios realizados no planejamento experimental para
otimizacao das condi¢des de limpeza.

Ensaio C18(mgq) PSA (mg)
1 125 25
2 125 125
3 500 25
4 500 125
5 0 60
6 600 60
7 240 0
8 240 150
9 240 60
10 240 60

3.8 VALIDAGAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINAGAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BEBIDAS A BASE DE SOJA POR UHPLC-
MS/MS

O método QUEChERS proposto neste trabalho visando a determinacédo de
residuos de agrotoxicos em bebidas a base de soja foi validado conforme os
parametros j4 descritos de seletividade, curva analitica e faixa linear, limites de
deteccdo e quantificacdo, exatiddo através de ensaio de recuperacdo, precisao
(repetitividade) e precisdo intermediaria (reprodutibilidade), além da avaliacdo do
efeito matriz.

A extragdo dos compostos foi feita utilizando QUEChERS citrato e a etapa de
limpeza foi realizada com sulfato de magnésio anidro e C18, em acordo com 0s

resultados preliminares obtidos e planejamento experimental.

3.8.1 Seletividade

O teste para avaliacdo da seletividade foi realizado a partir da comparacao
dos cromatogramas obtidos da injecdo no sistema UHPLC-MS/MS de amostra

branco e de amostra branco fortificada com os padrdes analisados pelo método.
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3.8.2 Curva analitica e faixa de trabalho

Para verificar a faixa de trabalho e o comportamento da resposta analitica
foram preparadas curvas analiticas de cada analito. A faixa de concentragéo
avaliada foi de 2,5 a 250 yg L. Foram analisadas as curvas obtidas através da
injecdo de solucdes padrdo em solvente e no extrato da matriz. A partir das
respostas, avaliou-se o coeficiente de determinacéo (r?) e o modelo de calibracdo
mais adequado para cada composto. Os dados de regressédo foram obtidos com
auxilio do software (MassLynx V 4.1) do equipamento.

3.8.3 Efeito Matriz

A determinacao do efeito matirz (EM) pode ser feita com base na comparacao
das inclinagbes das curvas analiticas dos compostos, com as mesmas
concentracbes, em solvente e na matriz (FERRER et al.,, 2011), com pontos de
mesmas concentracdes aos aplicados para avaliacdo da faixa de trabalho. Para
estimar esse efeito, realiza-se a comparacdo entre os coeficientes angulares das

equacOes de reta obtidas, através do calculo demonstrado na Equacéo 1.

Efeito Matriz = % x 100 (1)

2
Onde:
X1 = média das inclinagBes da curva preparada no extrato da matriz;

X2 = média das inclinacGes da curva preparada em solvente.

Através deste calculo, verifica-se se a relacdo do efeito de interferentes da
matriz sobre o sinal analitico é positivo (aumento de sinal) ou negativo (decréscimo
de sinal). Considera-se que o efeito matriz exerce influéncia no desempenho
analitico quando o resultado for superior a 20% (FERRER et al., 2011). Nesse caso,
a quantificacdo € feita por meio de curvas analiticas no extrato da matriz para

compensar o efeito.
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3.8.4 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O LOD; e o LOQ; referem-se aos limites de deteccdo e quantificacao,
respectivamente, em relacdo ao instrumento, expressos em g L. O LODy, e LOQn
referem-se aos limites do método, ou seja, a concentracdo real nas amostras e sdo
obtidos através da relacdo entre o fator de diluicAo do método e os limites do
instrumento, expressos em pg L™.

No método proposto houve etapas de diluicdo da amostra, desse modo, 0s
limites em relacdo ao instrumento e ao método foram diferentes. Considerou-se o
LOQm a menor concentragdo que, fortificada na matriz, apresentasse resultados de
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD menor ou igual a 20% (SANCO, 2013). O
LOD, foi calculado dividindo-se o valor de LOQn, por 3,33. O LOD; e LOQ; para cada
analito foram estimados em relacdo ao LOD, e LOQn, dividindo os valores pela
diluicdo e levando em consideracao a relacao sinal ruido calculada pelo software do

equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes essa razdo, respectivamente.

3.8.5 Exatidao e precisao

A determinacdo da exatiddo do método baseou-se na avaliacdo dos
resultados de recuperacdo conforme estabelecido no item 2.10. Os niveis de
fortificagdo utilizados para avaliar a recuperacdo foram 10, 25 e 50 pg L™, com seis
réplicas de extracdo para cada nivel. A exatiddo, expressa em percentagem de
recuperacdo foi calculada com auxilio do software (MassLynx V 4.1) do
equipamento. A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi avaliada
pela analise das réplicas de fortificacdes da matriz branco, com n=6 para cada nivel
de concentracéo. Avaliou-se a precisdo intermediaria (RSD,;)) do método realizando

o procedimento analitico em trés dias diferentes.

3.9 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido foi aplicado para determinacdo de residuos dos
agrotoxicos em estudo em 12 amostras de bebidas a base de soja, de diferentes

marcas e sabores, com diferengas na composicdo. As amostras foram obtidas em
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supermercados da cidade de Santa Maria — RS e analisadas de acordo com o
método validado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DO SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO
MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM BEBIDAS A BASE DE SOJA

A fase movel do sistema UHPLC-MS/MS foi otimizada constituindo-se de dois
solventes operando em gradiente linear (Tabela 5), com vazéo de 0,225 mL min™,
volume de injecao 10 pL e tempo total de andlise de 10 minutos. A fase aquosa (A)
foi uma solucdo composta por 98% de agua e 2% de metanol e a fase orgéanica (B)
metanol, ambas contendo 0,1% (v/v) de &cido férmico e 5 mmol L™ de formiato de
amoénio como aditivos. O uso de aditivos na fase movel permite melhora na
separacdo cromatografica, além de favorecer o processo de ionizacdo dos
compostos. Recomenda-se a utilizacdo de aditivos com baixas concentracdes
salinas (< 10 mmol L™) e elevada volatilidade, para que ndo causem contaminacao
da fonte de ionizacdo e supressado de sinal. A utilizacdo do acido formico em modo
positivo forma ions [M + H]* e com o formiato de amonio ocorre formacéo de adutos
de aménio [M + NH4]", reduzindo a formacédo de adutos de sddio provenientes de
vidrarias e impurezas de solventes (CASS & CASSIANO, 2015).

Tabela 5 - Gradiente linear de fase mével do sistema UHPLC-MS/MS.

Tempo (min) %A %B
Inicial 95 5
0,25 95 5
7,75 0 100
8,50 0 100
8,51 95 5
10,0 95 5

O mesmo gradiente de fase movel e condicbes semelhantes do
espectrometro de massas foram utilizados por RIZZETTI (2013) para determinacao
de residuos de agrotéxicos em suco de laranja integral, utilizando o sistema UHPLC-
MS/MS.

As condicOes estabelecidas para o espectrometro de massas foram:

» Temperatura da coluna: 40 °C;
» Capilar: 2,0 kv,

» Temperatura de dessolvatacdo: 500 °C;
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Vaz&o do gas: 600 L h™;
Vaz&o no cone: 80 L h:

Vaz&o do géas de colisdo: 0,15 mL min™;

Temperatura da fonte de ionizacdo: 150 °C.
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A ionizacdo dos compostos foi em modo positivo, exceto para o &cido

giberélico, que ocorreu em modo negativo. As informacdes de tempo de retencao,

parametros de energia de colisdo e transi¢des relativas ao SRM utilizado para cada

agrotoxico sdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 - Agrotéxicos e respectivos tempos de retencdo, ions precursores, ions

produto, energias de colisdo e voltagem do cone.

(continua)

12 Transicao (Quantificagcdo) 22 Transi¢cdo (Confirmacgao)

. . Energia : . Energia
to lon lon lon lon de Voltagem
Composto (min) przc}::;sor pr(cr)nd/;)to coliszo pre(rc;u/;?or pr(?nd/;)to colisio do(s/(;ne
(eV) (eV)
Carbendazim 2,77 192,1 160,1 18 192,1 132,1 28 24
Acido Giberélico 3,63 345,2 239,2 16 345,2 143,1 28 21
Imazetapir 4,49 290,2 245,2 18 290,2 159,1 38 35
Cianazina 4,57 241 214 17 241 96 25 28
Bentazona 4,63 241,1 199,1 12 241,1 107,2 26 12
Metribuzim 4,73 215 131 18 215 89 20 33
Tiofanato-metilico 4,76 343,1 151 21 343,1 311,1 11 23
Imazaquim 4,83 312,2 267,2 20 312,2 86,2 28 29
Sulfentrazona 5,03 387 307 20 387 145 46 27
Acido 4-indol-3-ilbutirico 5,07 204,2 186,1 14 204,2 130,1 24 20
Diclosulam 5,20 406,1 161 30 406,1 378 15 37
Atrazina-d5* 5,40 221 179 18 221 101 23 26
Flutriafol 5,47 302,1 70,2 18 302,1 123,1 29 23
Clorantraniliprole 5,74 482 451 22 482 284 14 20
Clomazone 5,80 240 125 18 240 89 46 23
Azoxistrobina 5,92 404 372 15 404 329 30 17
Dimetenamida-P 6,04 276 244 14 276 168 26 17
Clorimurom 6,16 415,1 186 15 415,1 83 40 25
Miclobutanil 6,32 289,1 70,2 18 289,1 125,1 32 25
Fluguinconazol 6,39 376 348,8 18 376 306,9 30 37
Ciproconazol 6,42 292,2 70,2 18 292,2 125,1 24 27
Procimidona 6,46 284,1 256,1 17 2841 67,1 28 33
Epoxiconazol 6,51 330 121,04 22 330 101 50 25
Tetraconazol 6,51 372 159 30 372 70,1 20 32
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(conclusdo)

12 Transicdo (Quantificacdo) 22 Transicdo (Confirmacao)

" ‘ Energia : : Energia
tn lon lon de lon lon de Voltagem
Composto (min) pre(r(;u/sor pr(cr)no;;l)to coliszo pre(;t;gor pr(?nd/;)to colisio do((\:/(;ne
(eV) (eV)
Metolacloro 6,56 284,1 252,1 15 284,1 176,1 25 17
Alacloro 6,58 287,2 161,1 25 287,2 238,2 16 8
Diflubenzurom 6,66 311 158 12 311 141 28 20
Picoxistrobina 6,66 368 205,1 10 368 145,1 22 10
Tebuconazol 6,84 308 70,1 22 308 125 40 31
Propiconazol 6,90 342 159 34 342 69 22 37
Trifenilfosfato® 6,91 327,2 215,2 28 327,2 152,1 37 40
Piraclostrobina 6,95 388,1 193,9 12 388,1 163 25 20
Metconazol 7,01 320,1 70 22 320,1 125 36 29
Difenoconazol 7,16 406 2511 25 406 1111 60 37
Trifloxistrobina 7,20 409 145 40 409 186 16 25
Cletodim 7,28 360 164 18 360 268,1 12 23
Fenoxaprope-P 7,35 362,1 288,1 20 362,1 121,1 25 35
Quizalofope-P 7,36 373 299,1 18 373 91,1 32 30
Fluasifope-P 7,40 384,1 282,1 22 384,1 328,1 16 27
Clorpirifos 7,66 349,9 198 20 349,9 97 32 27
Pendimetalina 7,70 282,2 212,2 10 282,2 194,1 17 12
Clorfluazurom 7,95 539,8 382,9 20 539,8 158 20 33
Etofenprox 8,33 394,3 177 15 394,3 106,9 43 17

#Padréo de controle

® padrao interno

A Figura 9 (a) representa o cromatograma de ions totais (TIC) obtido para os

compostos quantificados e (b) as transicoes SRM de alguns compostos

representativos analisados neste trabalho, na concentracdo de 20 ug L™ em extrato

da matriz branco.
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Figura 9 - (a) cromatograma de ions totais obtido por meio de UHPLC-MS/MS a
partir de uma solucéio de 20 ug L™ preparado na matriz, cromatograma (B) SRM de
alguns compostos representativos.

(b) Pendimetalina *
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4.2 QTIMIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BEBIDAS A BASE DE SOJA

Bebidas a base de soja sdo matrizes complexas, com alto teor de acucar,
gordura e proteinas, portanto, requerem atencao especial na etapa de preparo de
amostra. Assim, diferentes modificacbes do métodos QUEChERS foram avaliadas
em termos de capacidade de fornecer boa extracdo dos analitos com 0 minimo de
componentes indesejaveis que possam interferir na analise. Conforme descrito no
item 3.7, como testes iniciais, foram realizados diferentes ensaios de extracdo e
limpeza a fim de otimizar o método QUEChERS.

Testes gravimétricos foram utilizados para determinar o teor de lipidios totais
em amostras de peixes por Tdlgyessy & Mihalikova (2016), com base na diferenca
das massas dos tubos antes e depois da secagem dos extratos. A Figura 10

representa a quantidade de residuos restantes nos tubos apds a aplicacéo de cada
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método e diferentes limpezas, avaliados por teste gravimétrico. Tal como descrito
por Anastassiades et al. (2007) observou-se que o extrato obtido pelo método
QUEChERS citrato apresentou menos quantidades de co-extrativos, quando
comparado com as versdes original e acetato. O método QUEChERS modificado &
uma adaptacdo do QUEChERS acetato, utilizando quantidades diferentes de sais.
As medidas gravimétricas empregadas nos testes preliminares para avaliar a
eficiéncia de limpeza mostraram que na etapa de extracao/particdio com QUEChERS
citrato, utilizando PSA e C18 como sorventes, 0s extratos finais ficaram mais limpos
e também foram removidos mais (> 80%) co-extrativos do extrato. Diferente disso,
quando Florisil foi empregado como Unico sorvente, aproximadamento 50% dos co-

extrativos foram removidos.

Figura 10- Residuos restantes apds diferentes extracdes e limpezas avaliadas por
teste gravimétrico.
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A combinacdo de PSA e C18 remove mais co-extrativos devido a retencao
dos acidos graxos livres e outros compostos polares da matriz por PSA, gque possui
elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino primario e secundario
na sua estrutura. Além disso, a utilizagdo de C18 é particularmente eficaz para
amostras com relativamente elevado teor de lipidios, visto que esse sorvente possui
um carater extremamente retentivo para 0s compostos nao-polares, como gorduras
(BORGES et al., 2015; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).
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Quando comparado aos outros métodos, o QUEChERS citrato foi o mais
adequado para a extracdo de agrotdxicos em bebidas a base de soja, por apresentar
0 maior niumero de compostos recuperados em acordo com a faixa de aceitacéo (70-
120%) definida pela SANCO (2013).

No total, 41 compostos foram analisados por meio dos métodos propostos.
Recuperagdes entre 70% e 120% e RSD <20% foram adotados como resultados
satisfatorios. Os compostos com resultados aceitaveis para cada teste foram 29
(QUEChERS acetato e modificado) e 30 (QUEChERS original e citrato).

Devido aos resultados satisfatérios de recuperacdo e ao teste gravimétrico
apresentar menor quantidade de residuo ndo volatii quando da utilizacdo de
QUEChERS citrato e limpeza com PSA e C18, optou-se pela escolha deste método,
com a otimizacao destes sorventes pelo planejamento experimental, uma vez que a

sua combinagéo fornece uma limpeza mais eficaz.

4.2.1 Planejamento fatorial 22

Apébs a escolha do melhor método de extragdo, foi realizada a otimizacéo da
etapa de limpeza através de planejamento fatorial 22, com uso de repeticdo em
duplicata do ponto central e extrapolacdo dos niveis das variaveis para —a=0 e
+0=150 e 600 mg de PSA e C18, respectivamente. A realizacdo dos 10 ensaios
ocorreu conforme descrito no item 3.7.2. Os percentuais de compostos que
apresentaram valores de recuperacdo e RSD aceitdveis nos ensaios realizados

estdo representados na Figura 11.
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Figura 11 - Resultados em porcentagem do nimero de compostos com recuperacao
satisfatoria (70-120%, RSD <20%) nos ensaios realizados para o planejamento
fatorial.
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A etapa de limpeza mais eficiente foi aguela em que ndo se usou PSA, que
corresponde ao ensaio 7, que utilizou apenas 240 mg de C18 para limpeza dos
extratos. Dos 41 compostos analisados, 39 foram recuperados com condi¢des
satisfatorias apos o planejamento, 10 a mais que nos testes preliminares. Destes,
clorfluazurom apresentou recuperacdo de 126%. Para o alacloro ndo se conseguiu
resultados de recuperacao nas faixas aceitaveis, provavelmente devido a diminuicéo
da area da resposta desse composto, quando do aumento da quantidade de C18,
como mostrado na Figura 12 c.

Os compostos ndo recuperados nos testes preliminares, como o0 &cido
giberélico (Figura 12 a), imazaquin (Figura 12 b) e bentazona (Figura 12 d)
apresentam superficies de resposta que evidenciam o aumento das areas dos picos
guando o PSA nédo é usado. Isto pode ser devido a estrutura do PSA, que retém
fortemente o0s compostos polares (PRESTES et al., 2011), diminuindo as
recuperacoes.
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Figura 12 - Superficies de resposta geradas pelo planejamento experimental para 0os
compostos (a) &cido giberélico, (b) imazaquin, (c) alacloro e (d) bentazona.
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O uso de C18 é eficaz para amostras com elevada quantidade de lipidios e
ndo afeta negativamente as recuperacdes dos agrotéxicos, ao contrario do que
acontece com 0 uso de maiores quantidades de PSA, que podem diminuir as
recuperacdes de alguns compostos polares. Assim, este método utiliza apenas C18
para remover gorduras, jA que o PSA nao foi necessario e diminuiu as recuperacdes
(GONZALEZ-CURBELO et al., 2015). Além disso, a limpeza dos extratos foi
satisfatoria, de acordo com os resultados do teste gravimétrico realizado, como
mostra a Figura 13, que representa a porcentagem de residuos restantes para cada

ensaio do planejamento experimental. Pode-se observar que o ensaio 3 (500 mg de
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C18 e 25 mg de PSA) foi o que obteve melhor limpeza. Entretanto, o ensaio 7 (240
mg de C18) obteve a maior recuperacdo de compostos, com limpeza satisfatéria.
Vale ressaltar que além da melhoria no método, pelo aumento do numero de
compostos recuperados, ndo usar PSA gera economia, tendo em vista o elevado

custo desse sorvente.

Figura 13 - Residuos remanescentes na etapa de limpeza com base no
planejamento experimental avaliados por teste gravimeétrico.
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A analise das superficies de resposta individuais dos compostos permite
visualizar que para alguns dos agrotoxicos ndo recuperados nos testes preliminares,
a condicdo escolhida foi a que apresentou resposta maxima para 0S mesmos. Isso
foi observado para o &cido giberélico, acido 4-indol-3-ilbutirico, clorimuron etilico,
diclosulam, imazaquim e imazetapir.

Para outros compostos, como miclobutanil e propiconazol, mudangas nas
condi¢cbes de limpeza representariam melhora nas areas dos picos. A Figura 14 (a)
mostra a superficie de resposta para o composto miclobutanil, onde a resposta
maxima poderia ser alcancada se durante a etapa de limpeza fosse empregado
apenas 60 mg de PSA. Isso também ocorre para a trifloxistrobina. Entretanto, a
melhoria nas areas dos picos implicaria em extratos com mais interferentes,

prejudicando o equipamento e aumentando o efeito matriz para outros compostos.
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No caso do alacloro, a condicédo escolhida também nao foi a mais favoravel, motivo

provavel pelo qual néo foi recuperado no menor nivel de fortificagao.

Figura 14 — Superficies de resposta dos compostos (a) miclobutanil, (b) etofenprox e
(c) sulfentrazona gerados pelo planejamento experimental.
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O etofenprox (Figura 14 b) possui efeito matriz acentuado, portanto, deveria
ocorrer aumento na resposta devido a presenca de menos residuos no extrato (teste
3 — 500 mg de C18 e 25 mg de PSA). Entretanto, apresenta sua condigdo de
resposta maxima quando ndo é utilizado C18. Isso se explica pela sua elevada
lipofilicidade, motivo pelo qual o composto pode sofrer interagbes com o sorvente ou
ainda com componentes da matriz que sdo mais retidos na etapa de limpeza. A
sulfentrazona (Figura 14 c) também apresenta efeito matriz pronunciado, sendo que
a condicdo de resposta maxima para esse composto € aquela em que foram

removidos mais residuos do extrato (teste 3).
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No caso de agrotéxicos como azoxistrobina, carbendazim e clorfluazurom,
apesar da condicdo 6tima nao ter sido utilizada, as variagcdes nao alteram a area dos
picos em grandes propor¢cdes, nao interferindo nos resultados. Em outros
compostos, como tetraconazol e difenoconazol, mesmo que o teste escolhido tenha
sido o que apresentou resposta minima, os resultados foram satisfatérios.

Para os compostos que poderiam apresentar melhorias se outras condi¢cdes
fossem empregadas, utilizar a condicdo ideal implicaria em diminuicdo do efeito
matriz, possibilidade de diminuicdo de LOQ e melhorias nas recuperacdes e RSD
dos mesmos. Isso seria Util em caso de analise dos agrotoxicos isolados. Entretanto,
como se trata de um método multirresiduo, as condi¢des foram escolhidas conforme
0 maior nimero de compostos recuperados com parametros satisfatorios.

As superficies de resposta dos demais compostos podem ser vistas no Anexo
2. Embora cada composto seja influenciado de maneira diferente pelo uso dos
sorventes, gerando superficies variadas, ndo ha grande perda em area dos picos.
Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a melhor condi¢cdo obtida para a
limpeza dos extratos foi 0 uso da quantidade intermediaria de C18 aliada ao MgSO,.

A Figura 15 demonstra o método QUEChERS utilizado para a validagao.
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Figura 15 - Representacdo do método utilizado na determinacdo de residuos de
agrotoxicos em bebidas a base de soja, utilizando método QUEChERS citrato.

| Extragdo e partigao I
. 10 mL bebidas a base de soja

| + I
| 10 mL acetonitrila I

. Agitagao 1 min J :
I

4 g MgSoO,
+
: 1 g NaCl I
. +
: 1 g C¢H;Na,0,.2H,0
+

: \ 0.5 g C¢HeNa,0,.1,5H,0 y, |

Agitacao 1 min
Centrifugacgao 3400 rpm 8 min

! Limpeza do extrato I

: 2,5 mL sobrenadante J I
. ‘ I
! L 375 mg MgSO, :
I + .

I Agitagao 1 min
i Centrifugacédo 3400 rpm 8 min !

ultra-pura

: L Filtragao e diluigao 1:4 (v/v) em agua I

4.3 VALIDACAO DO METODO OTIMIZADO

A validacdo do método foi realizada conforme descrito no item 3.8, sendo 0s
parametros avaliados descritos a seguir. Os niveis de fortificacdo na matriz 10, 25 e
50 ug L™ correspondem no equipamento a 2, 5 e 10 pg L™, devido & diluicdo do
extrato de 1:4 em agua ultra-pura antes da injecéo no sistema UHPLC-MS/MS.

4.3.1 Seletividade

O método foi considerado seletivo, uma vez que ndo foram detectados picos de

interferéncia na faixa cromatografica de interesse, ou seja, hos mesmos tempos de
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retencdo dos analitos estudados (Figura 16). Assim, a amostra branco foi utilizada para
preparar as curvas de calibragéo e ensaios de fortificagao.

Os solventes e reagentes também foram avaliados para assegurar a auséncia de
contaminantes que possam interferir na andlise, usando o procedimento de extracdo, ndo
contendo amostra. Nessa avaliagdo, também observou-se a auséncia de
interferentes.

Pode-se notar no cromatograma de ions totais (TIC) que ha sobreposicao de
compostos entre si. Entretanto, devido a seletividade da técnica de espectrometria
de massas em série podemos distinguir cada um dos analitos de acordo com seus

ions caracteristicos.

Figura 16 — Demonstragdo da auséncia de picos cromatograficos de interferentes no
tempo de retencdo do composto dimetenamida-P nas amostras (a) branco reagente
e (b) amostra branco e (c) pico cromatografico de composto dimetenamida-P
fortificado na matriz no nivel 20 pug L™,
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4.3.2 Faixa de trabalho e curva analitica

A linearidade do método proposto foi assegurada pela aplicacdo da regressao
linear aos pontos da curva analitica. As Tabelas 7 e 8 apresentam os valores de
coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e coeficiente de determinacéo (r?) para
0S compostos selecionados para a curva em acetonitrila e em extrato branco da
matriz, respectivamente. A linearidade foi observada na faixa de 10 a 250 pg L7,
correspondendo a faixa de 2 a 50 ug L™ no equipamento para todos os compostos,
exceto para alacloro e etofenprox, os quais apresentaram faixa linear de 25 a 250 pg
L™ correspondendo a faixa de 5 a 50 pg L™ no equipamento.

Todos os compostos apresentaram coeficiente de determinacdo maior que
0,99. A curva de calibracao utilizada para quantificacao foi a curva no extrato branco
da matriz.

A estabilidade do equipamento foi comprovada através do uso do padrédo
interno trifenilfosfato, pela repetibilidade do sinal do sistema cromatografico em

todas as injecoes.

Tabela 7 - Regressao linear para a curva analitica preparada em acetonitrila.

(continua)
Inclinagdo Intercepcéo )

’ Composto (a) (b) r

Acido Giberélico 25386,73 -10465,51  0,9999
Alacloro 43270,49 -68584,01  0,9960
Azoxistrobina 17575365,88 4590473,34 0,9990
Acido 4-indol-3-ilbutirico 9352596,83 11629379,19 0,9927
Bentazona 1248152,40 1254107,96 0,9915
Cianazina 27304467,6 5508360,54 0,9983
Clorpirifés 2180609,02 -817129,69 0,9996
Carbendazim 50497406,02 2864226,53 0,9998
Clorimurom 10294667,63 2958560,75 0,9990
Cletodim 3727782,51 1308693,05 0,9967
Clomazone 29384537,09 19284796,40 0,9990
Ciproconazol 8857291,72 4195461,76 0,9985
Clorfluazurom 1569711,24 -383606,83 0,9996
Clorantraniliprole 3438899,18 586369,44 0,9984
Diflubenzurom 6666687,22 5990702,76 0,9955
Difenoconazol 19715408,20 4192055,26 0,9993
Diclosulam 5792837,25 3226321,40 0,9976
Dimetenamida-P 24883783,36 8683164,01 0,9991
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Inclinacdo Intercepcéo )
Composto @) (b) r
Etofenprox 1443182,63 -776631,78 0,9988
Epoxiconazol 11160193,66 10604262,88 0,9955
Fluasifope-P 22881950,17 375720,34 0,9996
Fenoxaprope-P 15678938,35 676043,14 0,9997
Flutriafol 8545787,90 7199434,89 0,9965
Fluquinconazol 2809279,95 2706955,93 0,9947
Imazaquim 15665112,81 4811548,92 0,9993
Imazetapir 11332614,67 2591307,70 0,9990
Metolacloro 56591004,03 30229780,95 0,9984
Metribuzim 908555,79  174599,73 0,9959
Miclobutanil 4837829,42 5012124,53 0,9948
Metconazol 7379507,27 3463731,20 0,9980
Pendimetalina 1814656,82 -1044881,17 0,9987
Propiconazol 10615030,88 7622212,53 0,9959
Procimidona 1016810,21 732313,02 0,9987
Piraclostrobina 5949981,65 -1602667,65 0,9996
Picoxistrobina 5626530,60 749620,28 0,9991
Quizalofope-P 23012588,94 8363925,91 0,9990
Sulfentrazona 5143917,86 5261191,91 0,9930
Tiofanato-metilico 9196120,65 1975266,20 0,9979
Tebuconazol 9196572,57 7226212,91 0,9954
Tetraconazol 10964630,08 15855850,57 0,9902
Trifloxistrobina 7720389,89  94435,44  0,9995

(continua)

- Regressao linear para a curva analitica preparada em extrato branco da
Inclinacdo Intercepcéo )
, Composto (a) (b) r
Acido Giberélico 17354,61 -15956,13 0,9975
Alacloro 32131,75 -58026,37 0,9926
Azoxistrobina 19404433,69 1848228,79  0,9993
Acido 4-indol-3-ilbutirico  3281234,60 1842929,84 00,9970
Bentazona 971356,26  -541508,02 0,9954
Cianazina 16239688,78 21215793,66 0,9981
Clorpirifés 2249801,28 -554044,28 0,9991
Carbendazim 50269949,58 -478762,23  0,9994
Clorimurom 9075165,62 479013,25  0,9987
Cletodim 1217208,66 318311,36  0,9975
Clomazone 30490572,24 3223826,65 0,9994
Ciproconazol 8119884,91 1004698,92 0,9992
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Inclinacdo Intercepcéo )
Composto @) (b) r
Clorfluazurom 1057586,89 342679,87  0,9927
Clorantraniliprole 3269264,55 -470899,54  0,9997
Diflubenzurom 5107914,46 1026578,09 0,9991
Difenoconazol 15952942,62 -710815,38 0,9981
Diclosulam 1646544,20 402114,03  0,9958
Dimetenamida-P 25954941,57 3585763,23  0,9990
Etofenprox 5204524,81 1739219,22 0,9971
Epoxiconazol 10469106,85 3760600,17 0,9972
Fluasifope-P 23695402,54 6419428,59 0,9993
Fenoxaprope-P 15651296,84 1255992,25  0,9990
Flutriafol 7617434,49 1629214,12 0,9993
Fluquinconazol 2293775,51 251813,15  0,9989
Imazaquim 14149749,24 -99994,87 0,9995
Imazetapir 10467003,28 712796,44  0,9994
Metolacloro 63192577,19 21807249,01 0,9986
Metribuzim 557367,20 -308130,01 0,9970
Miclobutanil 4355956,22 850703,35  0,9992
Metconazol 6506499,26 2406017,59 0,9962
Pendimetalina 2194292,38 -67932,80 0,9978
Propiconazol 8856903,91 1134812,20 0,9981
Procimidona 92524468 -527549,25 0,9978
Piraclostrobina 6645676,76 763919,21  0,9983
Picoxistrobina 6898297,14  74452,65 0,9985
Quizalofope-P 23296992,35 7966017,31 0,9984
Sulfentrazona 3206811,43 1051167,38 0,9973
Tiofanato-metilico 7268142,50 56756,52 0,9991
Tebuconazol 7927826,63 1248502,31 0,9987
Tetraconazol 9338513,06 4593607,80 0,9977
Trifloxistrobina 8159651,45 460235,70  0,9996

4.3.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi estimado conforme a equacao 1, do item 3.8.3 e para a
maioria dos compostos, ndo foi considerado significativo, ja que os valores estdo na
faixa de + 20% (FERRER et al. 2011). No entanto, para alguns compostos, como
clorfluazuron e sulfentrazona, o efeito matriz apresentou maior intensidade, sendo
de 57,67 e -56,18%, respectivamente. O mecanismo exato desse efeito ndo é

completamente elucidado, sendo provavelmente originado da competicdo entre o
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analito e componentes ndo volateis da matriz pela transferéncia de elétrons do
capilar para a solucéo e a separacéo de cargas na superficie das gotas que irdo dar
origem aos ions em fase gasosa. Devido a isso, as curvas foram preparadas no
extrato branco da matriz para a quantificacdo dos analitos.

Antes da anadlise cromatografica, os extratos foram diluidos 5 vezes com
adgua, a fim de reduzir o efeito matriz e a quantidade de matriz injetada no
equipamento, bem como a ter melhores formas dos picos. Os valores encontrados

para o efeito matriz sédo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Avaliacdo do efeito matriz dos agrotoxicos avaliados.

(continua)
Composto Efeito Matriz (%)
Acido Giberélico -0,7
Alacloro -1,0
Azoxistrobina 3,1
Acido 4-indol-3-ilbutirico -74,3
Bentazona -37,6
Cianazina 211
Clorpirifés 2,1
Carbendazim 0,7
Clorimurom -5,6
Cletodim -34,1
Clomazone 0,8
Ciproconazol -6,5
Clorfluazurom 57,7
Clorantraniliprole -5,9
Diflubenzurom -25,1
Difenoconazol -13,9
Diclosulam -21,6
Dimetenamida-P -3,7
Etofenprox 208,3
Epoxiconazol -5,5
Fluasifope-P 2,7
Fenoxaprope-P 2,6
Flutriafol -7,9
Fluguinconazol -11,5
Imazaquim -4,2
Imazetapir 0,8
Metolacloro -0,7

Metribuzim -39,1
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Composto Efeito Matriz (%)
Miclobutanil -9,9
Metconazol -13,1
Pendimetalina 1,5
Propiconazol -12,1
Procimidona 4,2
Piraclostrobina 2,6
Picoxistrobina -1,9
Quizalofope-P 1,2
Sulfentrazona -56,2
Tiofanato-metilico -21,3
Tebuconazol -11,8
Tetraconazol -10,6
Trifloxistrobina 4,0

A Figura 17 mostra a comparacdo das curvas de calibragcdo em solvente e na
matriz para os compostos (a) carbendazim e (b) clorfluazurom, demonstrando
claramente que o efeito matriz para o carbendazim € praticamente nulo, enquanto
pra o clorfluazuron esse efeito € pronunciado. Assim, percebe-se a importancia da
guantificacdo de amostras utilizando curvas de calibracdo preparadas no extrato

branco da matriz.
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Figura 17 — Curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato branco da matriz
para os compostos (a) carbendazim e (b) clorfluazurom.
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4.3.4 Limite de deteccao e quantificagéo

O LOQ do método foi estabelecido como o menor nivel de fortificacdo com
recuperacdes e RSD satisfatorios e o LOD foi estimado sendo o valor do LOQ dividido por
3,33. Os valores de LOD,, e LOQ,, foram de 3 e 10 pg L™ para a maioria dos
compostos analisados, respectivamente. Alacloro e etofenprox apresentaram LODp,
e LOQ,, de 8 e 25 pug L™, respectivamente.Como n&o ha legislacéo vigente para bebidas
a base de soja, os limites séo inferiores aos estabelecidos para os compostos permitidos em
soja (ANVISA 2015), assim, o método é adequado para a analise de amostras reais.

O LOQ do instrumento foi estabelecido em relagdo LOD,, e LOQ, dividindo
os valores pela diluicdo e levando em consideracdo a relacédo sinal ruido calculada
pelo software do instrumento. Para a maioria dos compostos, o LOD; e LOQ; foram
0,6 e 2 ug L™, respectivamente. Alacloro e etofenprox apresentaram LOD; e LOQ; de

1,5 e 5 ug L™, respectivamente.

4.3.5 Exatidéo e preciséo

Para avaliar a exatiddo do método, foram realizados ensaios de fortificacdo
conforme descrito no item 3.8.5, utilizando os niveis de 10, 25 e 50 ug L™. Esses
niveis foram escolhidos tendo em conta os LMR estabelecidos pela legislacdo nacional para
gréos de soja. O nivel 10 pg L™ foi utilizado também para a determinacdo do LOQ do
método. Nos casos em que ndo houveram resultados satisfatérios, o nivel 25 pg L™
foi adotado para realizar a quantificacdo. A repetitividade foi avaliada pela analise
das réplicas de fortificacbes da matriz branco, com n=6 para cada nivel de
concentragao.

Para célculo da recuperacado, foram utilizadas curvas analiticas no extrato
branco da matriz. Todos 0s compostos apresentaram resultados satisfatorios
conforme a SANCO (2013), com recuperagdes entre 70% e 112% e RSD < 19%, exceto
alacloro e etofenprox, que ndo apresentaram resultados satisfatorios de recuperacdo no
menor nivel de fortificagdo. Provavelmente, isto é devido a diminuigdo das areas de analitos,
guando aumenta a quantidade de C18. Os resultados de recuperacdo e RSD para 0s
compostos podem ser vistos na Tabela 10.

A preciséo intermediaria do método foi realizada em dias diferentes, utilizando

a fortificacdo no nivel 25 ug L™. Os valores de recuperacgéo e RSD para a precisdo
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intermediaria podem ser observados na Tabela 10. Verificou-se que a precisdo
intermediaria apresentaou recuperacbes de 70% a 114% com o RSD <15%, sendo
considerado satisfatorio.

O padrédo de controle atrazina-d5 foi fortificado na mesma concentracdo dos
analitos, mostrou bons resultados de recuparacdo e precisdo (104, 98 e 103% de
recuperacdo com RSD 18, 5 e 3% para os niveis 10, 25 e 50 pg L™, respectivamente)

garantindo a eficiéncia da extracao.
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Tabela 10 —Percentuais de recuperacdo e RSD para repetitividade e preciséo intermediaria do método.

(continua)
Composto Recuperacdo (RSD)% (ug L) Precisao intermediaria
10 25 50 25
Acido Giberélico 89 (10) 87 (19) 99 (9) 94 (14)
Alacloro 171 (14) 88 (7) 82 (11) 86 (14)
Azoxistrobina 99 (4) 98 (3) 104 (2) 100 (7)
Acido 4-indol-3-ilbutirico 84 (9) 99 (10) 109 (2) 98 (11)
Bentazona 99 (8) 93 (11) 95 (11) 96 (9)
Cianazina 81 (3) 101 (6) 112 (4) 97 (8)
Clorpirifés 75 (13) 78 (10) 78 (4) 80 (10)
Carbendazim 100 (5) 95 (4) 99 (3) 93 (7)
Clorimurom 91 (9) 93 (5) 99 (3) 99 (9)
Cletodim 74 (5) 75 (8) 87 (8) 98 (14)
Clomazone 95 (3) 95 (5) 101 (3) 97 (6)
Ciproconazol 89 (5) 93 (4) 99 (4) 97 (9)
Clorfluazurom 88 (9) 100 (10) 107 (8) 91 (11)
Clorantraniliprole 91 (6) 99 (6) 106 (3) 101 (9)
Diflubenzurom 94 (4) 95 (9) 100 (5) 93 (10)
Difenoconazol 90 (3) 91 (4) 99 (5) 95 (7)
Diclosulam 95 (4) 97 (5) 103 (5) 106 (10)
Dimetenamida-P 98 (3) 96 (5) 103 (2) 99 (8)
Etofenprox 63 (5) 75 (12) 74 (8) 72 (3)
Epoxiconazol 80 (5) 99 (6) 109 (5) 99 (8)
Fluasifope-P 75 (3) 84 (8) 91 (5) 93 (9)
Fenoxaprope-P 81 (5) 89 (6) 95 (4) 93 (7)
Flutriafol 85 (2) 95 (5) 103 (3) 96 (8)
Fluquinconazol 71 (8) 98 (9) 107 (6) 96 (9)
Imazaquim 94 (2) 93 (3) 100 (2) 96 (7)
Imazetapir 99 (4) 93 (6) 99 (4) 95 (7)
Metolacloro 92 (5) 94 (3) 102 (4) 94 (8)

Metribuzim 95 (5) 88 (12) 95 (8) 85 (11)
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Composto Recuperacdo (RSD)% (ug L™) Precisdo intermediaria
10 25 50 25

Miclobutanil 80 (10) 98 (8) 105 (6) 97 (11)
Metconazol 86 (8) 94 (5) 99 (6) 92 (8)
Pendimetalina 75 (10) 80 (12) 77 (7) 80 (9)
Propiconazol 78 (5) 96 (5) 102 (4) 93 (6)

Procimidona 84 (14) 98 (12) 110 (10) 114 (15)
Piraclostrobina 90 (6) 95 (5) 99 (6) 93 (6)
Picoxistrobina 103 (7) 91 (4) 100 (4) 95 (7)
Quizalofope-P 73 (4) 87 (5) 96 (4) 92 (7)
Sulfentrazona 90 (16) 100 (6) 111 (6) 102 (8)
Tiofanato-metilico 78 (5) 75 (6) 81 (2) 70 (6)
Tebuconazol 83 (6) 96 (7) 99 (4) 94 (8)
Tetraconazol 70 (9) 99 (5) 112 (2) 102 (9)
Trifloxistrobina 83 (8) 90 (6) 98 (3) 93 (6)
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4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido foi aplicado na avaliacdo de 12 amostras de bebidas
a base de soja, conforme descrito no item 3.9.

Nao foram encontrados residuos dos analitos alvo nas amostras ou eles estavam
abaixo do LOD do método. Para garantir a eficacia do método, 6 dessas amostras
foram selecionadas aleatoriamente e fortificadas no nivel do LOQ (10 pg L™). Os
resultados de recuperacdo foram satisfatorios, provando que o método pode ser
aplicado para quantificacdo dos compostos em amostras diferentes, com
composi¢cdes um pouco variaveis.

A auséncia de residuos pode ser devida ao reduzido nimero de amostras. No
entanto, é importante realizar o monitoramento desses compostos e outros utilizados nas

culturas de soja, para garantir a seguranca alimentar e saude da populacao.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS

O método proposto provou ser eficaz para a extracdo de 41 agrotdxicos em
bebidas a base de soja. As condicbes da etapa de limpeza foram otimizadas
utilizando planejamento experimental, que demonstrou que a utilizacdo de C18 foi
suficiente para remover interferentes e melhorar resultados de recuperacéo, quando
comparado com as limpezas que utilizaram PSA. Jeong et al. 2012 utilizaram
método QUEChERS com otimizacdo por andlise de superficies de resposta para a
determinacdo de 14 agrotoxicos em amostras de leite, conseguindo recuperacfes
satisfatorias para 10 destes. Li et al. 2013 utilizaram QUEChERS para extracdo de 8
compostos em leite e iogurte, utilizando PSA como sorvente de limpeza,
necessitando uma etapa extra de congelamento dos extratos para remocédo de
gordura. O método QUEChERS citrato € um procedimento simples e rapido, com
poucas etapas, 0 que minimiza erros. Além disso, a utilizacdo apenas de C18 como
sorvente de limpeza promove limpeza efetiva e reduz os custos, tendo em vista o
elevado preco do PSA.

O uso do planejamento experimental € uma ferramenta importante para a
otimizacdo de métodos, tendo em vista que puderam ser estabelecidas as melhores

condicOes de extracao e limpeza dos extratos.
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A quantificagdo foi realizada com curvas na matriz branco, com a finalidade de
compensar o efeito matriz, pronunciado para alguns compostos. Hernandez-Borges et al.
2005 realizaram analise de 5 agrotoxicos em leite de soja combinando extracdo em fase
solida e eletroforese capilar com deteccéo por espectrometria de massas, alcancando limites
de quantificacdo na faixa de 247 a 500 pg L™. No método proposto, o LOQm para a
maioria dos compostos foi 10 pg L™, correspondendo a um LOQi de 2 g pg L™. O uso de
UHPLC-MS/MS a provou ser seletivo e sensivel. O método proposto mostrou ser eficaz,
rapido, abrangendo uma grande gama de compostos e pode ser utilizado na analise de

rotina.
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5 CONCLUSAO

A relevancia desse trabalho é fundamentada na garantia da seguranca do
alimento, tendo em vista 0 aumento crescente do consumo de bebidas a base de
soja. Essas bebidas representam fonte saudavel de proteinas e compostos
benéficos, entretanto podem conter residuos de agrotoxicos remanescentes da
cultura de soja.

Entre os avancos da quimica analitica, esforcos tém sido aplicados no ambito
do desenvolvimento de técnicas pro-ecoldgicas e econdmicas. O método de
extracgdo QUECHhERS citrato, otimizado neste trabalho, é moderno e dinamico,
apresenta simplificacdo de etapas e reduz possibilidades de erros e contaminacgao
cruzada. Além disso, é barato e ambientalmente correto, devido ao baixo consumo
de solventes organicos.

A realizacdo do planejamento fatorial foi de extrema importancia, tendo em
vista que permitiu encontrar um procedimento otimizado, para atender as
necessidades propostas nesse trabalho. O uso dessa ferramenta minimiza o periodo
de realizacdo de testes e consequentemente o0 consumo desnecesséario de
reagentes.

A etapa de limpeza destacou-se durante o desenvolver do trabalho, visto que
diferentes combinacdes e propor¢cdes de sorventes podem influenciar na qualidade
do extrato obtido. Um extrato com menor quantidade de coextrativos contribui para a
manutencao de todo o sistema de deteccédo, além de influenciar na recuperacao dos
analitos em estudo. Destaca-se que o0 uso apenas de C18 como sorvente garantiu
limpeza efetiva dos extratos, além de ter reduzido custos na andlise.

O uso do sistema UHPLC-MS/MS com aditivos na fase movel e condicGes
especificas aplicadas a fonte de ionizacdo possibilitaram a determinacdo dos
residuos de agrotoxicos, com limites de quantificacdo menores do que os LMR
estabelecidos para graos de soja, sendo assim um método passivel de utilizacdo
para o objetivo proposto.

Vale salientar que nao existe legislagcdo vigente que estabeleca limites
maximos de residuos nessas bebidas. Aliado a isso, ndo existem trabalhos que
relatem a importancia de avaliar esses compostos nessa matriz. Entdo, pode-se

destacar a relevancia desse trabalho, como meio de garantia da seguranca
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alimentar por meio de um método analitico sensivel, rdpido e barato, além de

ambientalmente amigavel.
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6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento desse trabalho, tanto solidos quanto
liquidos, foram encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria, rotulados e devidamente separados. Os
residuos solidos foram descartados em sacos plasticos. Os residuos liquidos em
frascos identificados como halogenados, ndo-halogenados e residuos de alcool e
acetona, utilizados para limpeza do material de laboratério. A destinacdo correta
desses residuos é feita por uma empresa terceirizada especializada, licenciada para
essa finalidade.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Ampliacdo do escopo de compostos determinados;
e Aplicacdo e otimizagdo do metodo para bebidas a base de soja com
diferentes composicdes, tais como sucos de sabores diversos;

e Comparacao do método proposto com técnicas miniaturizadas de extracao.
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ANEXO 1

Formulas estruturais dos agrotéxicos estudados nesse trabalho
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ANEXO 2

Superficies de resposta dos agrotoxicos geradas por planejamento experimental
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