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“A oliveira é certamente a mais preciosa dadiva dos céus”

Thomas Jefferson
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RESUMO

Tese de doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVAE
AZEITONAS EMPREGANDO METODO QUEChERS E UHPLC-MS/MS

Autora: Giovana Ferronato
Orientador: Martha Bohrer Adaime
Santa Maria, 03 de Agosto de 2018

Muito usados na dieta mediterranea os azeites de oliva e azeitonas de mesa tém se
tornado cada dia mais frequentes na mesa do consumidor brasileiro. Apesar do
consumo per capta ainda ser pequeno, o pais ja se configura no cenario internacional
como o segundo maior importador do azeite. O principal fornecedor de azeite de oliva é
a Espanha ede azeitona é a Argentina, seguida por Espanha, Portugal e Chile. Nos
altimos anos a olivicultura vem crescendo no Brasil, principalmente no estado do Rio
Grande do Sul. No entanto, ainda ndo ha uma legislacdo bem estabelecida para o
cultivo das oliveiras e apenas um inseticida apresenta LMR para azeitonas. Assim,
agrotéxicos ndo permitidos acabam sendo utilizados para o combate de pragas. Por
isso, desenvolver um método analitico que permita determinar agrotoxicos de diferentes
classes em azeites de oliva e azeitonas de mesa é fundamental para garantir que os
produtos levados a mesa do consumidor ndo estejam contaminados. Portanto, essa
pesquisa desenvolveu e validou um método analitico para determinacdo de 80
diferentes agrotdéxicos em azeite de oliva e azeitonas de mesa empregando o método
QUEChERS e a Cromatografia Liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
sequencial (UHPLC-MS/MS). Os extratos foram submetidos a analise cromatografica
por UHPLC-MS/MS obedecendo aos critérios de validacdo estabelecidos pela SANTE
(2017). O método proposto mostrou-se adequado para a determinacdo de 80
agrotoxicos de diferentes classes em azeite de oliva e azeitonas. O LOQ variou de 0,5 a
10 ug L™ e 0 LOD de 0,15 a 3 pg L™ dentro da faixa de aceitacéo utilizada que foi de 70
a 120% com RSD <20%. Aplicou-se o método proposto para 23 amostras de azeites de
oliva e 11 de azeitonas nacionais e importadas. Dessas, seis azeites de oliva e todas as
azeitonas de mesa apresentaram pelo menos um dos agrotoxicos avaliados acima do
LOQ. Os compostos permitidos pela legislacdo brasileira ndo foram detectados nas
amostras. Ja o fungicida difenoconazol, permitido para a -cultura pelo Codex
Alimentarius, apresentou concentracdo abaixo do limite maximo de residuos.

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



ABSTRACT

Doctoral Thesis
Graduate Program in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINATION OF PESTICIDES RESIDUOES IN OLIVE AND OLIVE OIL
USING QUEChERS METHOD AND UHPLC-MS/MS

Author: Giovana Ferronato
Advisor: Prof. Dr. Martha Bohrer Adaime
Santa Maria, August 3rd, 2018

Commonly used in the Mediterranean diet, olive oils and table olives have become
more frequent in the everyday meals of the Brazilian consumer. Despite the small
consumption per capita, the country is already the second biggest importer of the
fruit. The main provider is Argentina, followed by Spain, Portugal and Chile. In the
last years, Brazil has been increasing olive growing, mainly in the Rio Grande do Sul
state. However, there is not stablished law for olive trees cultivation and only one
insecticide is permitted for olives. Therefore, many producers have to apply restricted
pesticides, in the need to fight pests, like the olive fly, olive tree moth, rust and
others. Therefore, the need to develop an analytical method to determine pesticide
residues from different classes in olive oils and table olives, to guarantee that the
produce brought to the consumer are not contaminated. This research developed
and validated an analytical method for the determination of 80 different pesticides in
olive oil and table olives employing QUEChERS and ultra-high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). The
extracts were analysed by UHPLC-MS/MS according to the validation criteria
stablished by SANTE. The proposed method showed adequate for the determination
of 80 pesticides in olive oil and table olives. LOQ ranged from 0.5 to 10 pg L™ and
the LOD from 0.15 to 3 ug L™ with adequate accuracy (70 to 120%) and precision
(RSD =20%). The proposed method was applied in 23 samples of olive oils and 11
table olives from national and imported brands. From those, six samples of olive oils
and all samples of table olives showed at least one pesticide above the LOQ. The
compounds allowed by the Brazilian law were not detected in the samples. However,
the fungicide difenoconazole, allowed for olive growing by Codex Alimentarius,
showed concentration below the maximum residues limit.

Keywords: olive, olive oil, QUEChERS, UHPLC-MS/MS, pesticides.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Arvore antiga de oliveira, com tronco nodoso e copa expandida e flores e

folhas da oliveira (Olea europaea subsp. europaea var. europaea)................... 21
Figura 2 - PartesS da @ZEIMONA. .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiieebe bbb eeeaaanee 22
Figura 3-Estagios de maturag8o das azeitONas. .........coooeeuvuriiieieeeieeiiiiiiieeeee e e e 24

Figura 4 -Principais acidos graxos presentes em 0leos e gorduras: a) acido
palmitico, b) acido estearico, c) acido oleico (dmega 9), d) acido linoleico
(6mega 6) e e) &cido [INOIENICO (BMEQA 3). ...uvvrriiiiieeeeiiiiiiiieeee e 30
Figura 5 - Planejamento fatorial de composto central em estrela..............cccccvvvvnnnneee 40

Figura 6 - Comparacéao entre os métodos QUEChERS de extracao para azeite de

Figura 7—Agitadores utilizados durante a etapa de extragédo: a) vortex comum, b)
Multitube Vortex Fisher Scientific®, c) Heidolph Overhead Shaker Reax® ....... 57
Figura 8 - Graficos de Pareto obtidos pelo planejamento experimental para 0s
agrotoxicos: a) aldicarbe, b) dimetoato, c) fempropimorfe e d) metsulfurom
011 ] o o T 66
Figura 9 - Superficies de resposta obtidas pelo planejamento experimental para os
agrotoxicos: a) aldicarbe, b) dimetoato, c) fempropimorfe e d) metsulfurom
81 1] o o TP 67
Figura 10 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por UHPLC-MS/MS para os
analitos quantificados em uma solucéo de 20 ug L™no extrato da matriz azeite
(0 = 0 1Y T 71
Figura 11 - Oleos vegetais congelados (a) e apos etapa de congelamento (b). ....... 72
Figura 12 - Residuo de gordura (g) para as extracdes com diferentes tipos de
solvente sem congelamento, excluindo-se a extracdo com hexano para melhor
visualizag@o dos resultados ODtIdOS. ..........uuiiiiiiiiiiiiic e 73
Figura 13 - Residuo de gordura (g) para as extra¢cdes com diferentes tipos de
solvente com congelamento, excluindo-se a extracdo com hexano para melhor
visualizag@o dos resultados obtidos. ... 73
Figura 14 - Resultado da adicdo de agua e NaCl as matrizes de oOleo vegetal. ........ 75



Figura 15 - Demonstracao da eficacia da CCD para analise qualitativa da presenca
de &cidos graxos nos extratos da matriz: a) controle + sem limpeza, b) controle
+ limpeza com C18, c) controle + limpeza com EMR................coovvvviiiiiieneneen, 77
Figura 16 - Comparacéao visual entre os trés métodos QUEChERS avaliados: a)
original, b) acetato € C) CIFAt0. ........uuiiiiiiiiiiiiiie e 78
Figura 17- Determinacdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS para comparacao do
teor de coextrativos nos diferentes métodos QUEChERS avaliados: a) acetato,
b) citrato e c) original. Em destaque a intensidade maxima de cada ensaio......79
Figura 18 - Varredura no modo full scan por GC-MS para comparacéao do teor de
coextrativos nos diferentes métodos QUEChERS avaliados (obtidos por
deconvolucao através do software Agilent MassHunter Unknowns Analysis®): a)
acetato, b) citrato € C) Original. .........cccoooeeiiiiiiii 80
Figura 19 - Variacéo na faixa de recuperacéo para o composto Espinetoram durante
(o =T IS r= 1o o (=T [ £=Tox- Lo JE RN 82
Figura 20 - Variacdo na faixa de recuperacédo para o composto Espinosade A
durante 0S ensSaios de AQItACAD. .......civeeeeeiiiiiiiiiei e e e 82
Figura 21 - Variacdo na faixa de recuperagdo para o composto diclorvés durante os
<] RT= 1[0 0 [T Vo 11 7= Tok= Lo JA RN 83
Figura 22- Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando os
ensaios sem congelamento e 0s ensaios com congelamento utilizando banho de
gelo em diferentes tEMPOS. .........ovuuiiiiie e 84
Figura 23 - Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando 0s
ensaios sem congelamento com o ensaio utilizando congelamento em banho de
gelo seco + alcool POr L MINULO.........oiiei e 85
Figura 24 — Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando os
ensaios sem congelamento com os ensaios utilizando congelamento em freezer
POr diferentes PEriodOS. .......ovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 85
Figura 25 - Analise no modo varredura por GC-MS indicando a presenca de
coextrativos que néo estavam presentes anteriormente no extrato da matriz. ..86
Figura 26 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios
de limpeza do extrato da matriz com os cartuchos de SPE: a) Carvao+ PSA, b)
STRATA SDB-L ¢) EMR Captiva®e d) AMINO. .....ccveveeeeeeeeeeereeeeeeeeeee e e, 88
Figura 27—Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios
de limpeza do extrato da matriz comparando: a) EMR SPE e b) EMR d-SPE...89



Figura 28 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios
de limpeza do extrato da matriz comparando: a) Ensaio 4 SPE e b) Ensaio 7..90

Figura 29 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios
de limpeza do extrato da matriz da figura 29, sobrepondo os cromatogramas
dos ensaios 4 (preto) € 7(Vvermelno). ......coooveeiiiiiiii 91

Figura 30 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios

de limpeza do extrato da matriz comparando: a)Florisil®, b) Silica e c) Alumina.

Figura 31 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s ensaios
de limpeza do extrato da matriz comparando: a) alumina e b) C18+PSA.......... 93
Figura 32 - Comparagdo em nimero de compostos recuperados entre os sorventes
de limpeza avaliadOos. ...........cooviiiiiici e 93
Figura 33 - Fluxograma do preparo de amostra para azeite de oliva. ....................... 94
Figura 34—Cromatogramas do branco da matriz em azeite de oliva, branco reagente
e ponto 20 pg L™ na matriz para o composto atrazina mostrando a seletividade e
sensibilidade do método propostoobtidos no modo SRM por UHPLC-MS/MS. .95

Figura 35 - Efeito matriz para 0 composto difenoconazol ..............cccceeveviiiiieinnnnnnnne 106
Figura 36 - Efeito matriz para o composto tiabendazol. ...............cccccciiiiiiiiiiiinnnnn. 106
Figura 37 - Fluxograma do preparo de amostra para azeitona. ...............cccccevvvenenne 107

Figura 38 - Cromatogramas do agrotéxico tebuconazol. Em azul o cromatograma no
LOQ do método, e em verde o cromatograma correspondente a amostra

1011 1)Y= TP 113



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicao centesimal, teor de sédio e acidos graxos principais para

azeitonas € azeite 08 OlIVA. ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 25
Tabela 2 - Acidez dos azeites de OliVA. ......ooooeiiviiiiiiii e 28
Tabela 3 - indice de peroxido para 0s azeites de OliVa. ..........cccceveveeeeeeeceieeeeeannn, 28
Tabela 4- Extincao especifica para 0s azeites de oliva. ..........ccccceevveeivveiiiiiciiie e, 28

Tabela 5 - Limites maximos de residuos de agrotéxicos estabelecidos pelo Codex
Alimentarius para azeites de oliva € azeitonas. ...........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31

Tabela 6 - Informacdes sobre os residuos de agrotéxicos de amostras em azeitonas
e azeites de oliva nos ultimos anos para Portugal, Espanha, Grécia e Italia. ....32

Tabela 7 - Parametros de validacao utilizados para o método analitico proposto para
a determinacao multirresiduo de agrotoxicos em azeites de oliva e azeitonas por
UHPLC-MS/MS. ..ot e e e e e e e e e e raaas 41

Tabela 8 - Analitos, pureza, grupo quimico, classe, formula molecular, massa

molecular, pKa, ponto de ebulicdo e solubilidade em agua. ...............ccoevvvvnnnnn. 45
Tabela 9 - CondigBes cromatograficas avaliadas pelo planejamento fatorial 2°........ 50
Tabela 10-Tipos e tempo de agitacao (A) avaliados na etapa de extragao............... 58

Tabela 11 - Ensaios para estudo da influéncia da etapa de congelamento (C) na
extracdo de agrotoxicos em azeite de OliVa. .......c.ccceevviiiiiiiiiiiii e, 59
Tabela 12 - Ensaios variando-se os sorventes (S) de limpeza no método
QUECKERS. ...t e e e e e e as 60
Tabela 13 - Analitos caracterizados pelo tempo de retencéo, ions precursor e
produto para duas transicées (quantificacéo e confirmacado) e energia de
(070 ] 1157 T 68
Tabela 14 - Comparacao dos testes gravimeétricos para os trés diferentes métodos
QUECKERS. ... e e e e e e e e e e e e e aaaas 78
Tabela 15 - Principais parametros de validacdo avaliados para 0 método proposto
para a matriz azeite de OliVA. ..........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 97
Tabela 16 - Principais parametros de validacao avaliados para ampliagdo do método
Proposto para a Matriz @ZEIONA. ........cvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 108
Tabela 17 - Resultados positivos para as 23 amostras de azeite de olivae 11

amostras de azeitonas avaliados pelo método validado. .............cccccvvueeeeeennn. 113



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

a — coeficiente linear;

ACN - acetonitrila;

ANVISA — Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

b — Coeficiente linear;

C18 - Silica modificada com hidrocarboneto linear (octadecilsilano);

d-SPE — extracao em fase sélida dispersiva;

EUA — Estados Unidos da América;

FAO - Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura, do inglés
Food and Agriculture Organization of the United Nations;

IN — Instrugdo Normativa;

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial;
ISO — Organizacao Internacional para Padronizacao;

IUPAC — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés International
Union of Pure and Applied Chemistry;

Kow — Coeficiente de particdo octanol agua;

Kps — Produto de solubilidade;

LARP — Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas;

LOD — Limite de detecgédo, do inglés “Limit of detection”;

LOQ - Limite de quantificagéo, do inglés “Limit of Quantification”;

LMR — Limite Méximo de Residuo;

m/z — Razao massa carga;

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento;

MRM — Monitoramento de rea¢Bes multiplas, do inglés Multiple Reaction Monitoring;
MS — Espectrometria de Massas, do inglés Mass Spectrometry;

MS/MS - Espectrometria de Massas em serie, do inglés Tandem Mass Spectrometry;
PC — Padréao de Controle;

Pl — Padréo Interno;

QUEChERS - Rapido, facil, econdmico, robusto e seguro, do inglés Quick, Easy,
Cheap, Rugged and Safe;

r* - coeficiente de determinacao;

RSD - Desvio Padrdo Relativo, do inglés Relative Standard Deviation;

SANTE — Saude e Protecdo do Consumidor, do francés Santé et protection des
consommateurs;

SPE - Extracdo em Fase Sdlida, do inglés Solid Phase Extraction;



1

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt st e e ste st et e ereeseesre e 17
1.1 OBUIETIVOS ..ottt ettt e e e e e e e s st e e e e e e e e e s s e nnnreees 18
3 I O T = = PR 18
1.1.2 ESPECITICOS ...uetiiieiiieeeeeeee ettt 18
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 20
2.1 OLIVEIRAS . ...cceeeeeiiee ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s e s nssbbreeeeeeeeaeaann 20
FZ I R V=1 0] T T R 22
2.1.2 AZEITE T8 OlIVA ...uuuie e 26
2.1.2.1 Parametros fisico-quimicosde controle de qualidade do azeite ....... 27
2.2 LIPIDIOS ...ttt 29
2.2.1 ACIHOS QIaXOS .....cviieeeieeeeee ettt eee et ee st sae e 29
2.3 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITONAS E
AZEITE DE OLIVA ..o e e e e et eeaaas 30
2.4 METODOS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS E OUTROS
CONTAMINANTES EM OLEOS COMESTIVEIS......cocoeoeeeeeeeeceeeeeeeee e 36
2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ...oveii e e e 39
2.6 VALIDACAO ...ttt 40
MATERIAIS E METODOS .....coooiiieieceeceecee ettt ete et 43
3.1 INSTRUMENTAGAO ......ooiiieeeeeeeeeeeeee ettt 43
3.1.1 MaALeriaiS € MEAGENTIES ... .uuuuuiuiuiiiiitiiitiiiteietbbbebbbbabb bbb nbaeneenannennes 43
3.2 COMPOSTOS SELECIONADOS .....ooiiei e 44
3.3 PREPARO DE SOLUCOES ANALITICAS ....cviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48
3.3.1 Analise de solventes € reagentes..........cccceeeeieeeiiiieiiiiiiieee e 48
3.4 PROCESSSAMENTO DAS AMOSTRAS ... 48
3.4.1 Escolha das amostras branco ..............ceiiiiiiiiiieicici e 49
3.4.2 Coleta de amostras reais e aplicagdo do método desenvolvido.............. 49
3.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS.......ccccvererceennne. 50
3.5.1 Ajuste das condic¢des de detecgdo por UHPLC-MS/MS............uuvvvvinnnnnns 51
3.6 TESTES PRELIMINARES ...... oo e 52
3.7 ESTUDO DE DIFERENTES TECNICAS PARA VERIFICAR A PRESENCA DE
COEXTRATIVOS NO EXTRATO DA AMOSTRA ...ttt 53

3.7.1 Placas de silicautilizando a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 53



3.7.2 TeStesS graVviMmEtriCOS ......ccuuuriiiiieeaeiieiiiiie e e et e e e e e e e e e as 53

3.7.3 Avaliagdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS............uvmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 54
3.7.4 Varredura POr GC-MS ... 54
3.8 PREPARO DE AMOSTRA ..oooiiiiiei ittt sbrree e e e e e e e e 55

3.8.1 VariagOes na etapa de agitacdo para extracdo dos agrotoxicos na matriz
AZEIE U OlIVA ...eee e e 57

3.8.2 Avaliacéo da influéncia da etapa de congelamento na remocao dos

coextrativosdo extrato da matriz azeite de OliVa...............uvvevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 58
3.8.3 Precipitacdo de coextrativospor agitacao ultrassonica.........cccccceeeeeeeennn.. 59
3.8.4 Utilizag&o de diferentes sorventes na etapa de limpeza...............ccc.ueeee. 60
3.9 VALIDAGAO DO METODO PARA DETERMINAGAO MULTIRRESIDUO DE
AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA. ....ooveieceeeeeeeeeeeeeee e, 61
3.9.1 Seletividade e sensibilidade .............oouuuuiiiiiiiiiiiee e 61
3.9.2 Linearidade e curva analitiCa................euuueuuuemiirmiriiiiiiiiiieeinnnnennnnnnnn. 62
3.9.3 Limites de deteccdo e quUaNntifiCaCan...........ceeeeevveeiiiiiiiiiii e, 62
G S = 11 [ - T LN 63
NS IR T o 5T o[ o 63
NS B T ] o] £ = 63
N B A o (=1 (o 3 4= g 2 64
3.10 —AMPLIACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA A MATRIZ
AZEITONA ettt e e e e e s oot e et e e e e e s s e bt e e e e e e e e e e s s asnnbaaeeeeeeas 64
4 RESULTADOS E DISCUSSOES ..., 65
4.1 CONDIC}()ES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO .....ccooioiioieeeeeeeeeeeeen 65
4.1.1 Ajuste das condicbes de determinacao dos agrotéxicos por UHPLC-
IMISIIMIS ettt e e e e e e e et e e e e e e e e a bt araaaaeaaaaas 68
4.2 TESTES PRELIMINARES ... 71
4.3 AVALIAC}AO DE DIFERENTES técnicas para VERIFICAR A PRESENCA DE
COEXTRATIVOS NOS EXTRATOS DAS AMOSTRAS ....ooviiiiieeiiiiiiiieeee e 76
4.3.1 Placas de silica utilizando @ CCD.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiienenee. 76
4.3.2 TeSteS graViMELIrICOS .. .uuuuuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiaibe bbb annannnnnnanne 77
4.3.3 Avaliagdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS..........cccccoimimimiiiiiiiiiiiiininns 78

4.3.4 Avaliacdo dos extratos das amostras através da varredura por GC-MS .79
4.4 PREPARO DE AMOSTRA ..ottt 80



4.4.1 Variagles na etapa de agitacao para extracdo dos agrotoxicos na matriz
AZEIE U OlIVA ...vve e e 81

4.4.2 Avaliacao da influéncia da etapa de congelamento na remocéao dos

coextrativos da amostra no extrato da matriz azeite de oliva..............cccccvvvvnnnnns 83
4.4.3 Precipitagdo de coextrativos por agitacao ultrassonica................ccceeeeeee 86
4.4.4 Utilizagao de diferentes sorventes na etapa de limpeza...............ccc.eeeeee 86

4.5 VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINAGAO MULTIRRESIDUO DE
AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA. ....ooieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 94
4.5.1 Seletividade e sensibilidade .............cooiiiiiiiiiiiiiiii 95
4.5.2 Linearidade € curva analitiCa............cccccouruuummmmminiiiiinennanannnes 96
4.5.3 Limites de deteccdo e quantifiCacan............ccovvvvevviiiiieieeeeeeeice e, 102
4.5.4 Exatidao e precisao (repetibilidade e precisédo intermediaria) ............... 102
T ST = (=1 (oI =4 2 104
4.5.6 RODUSIEZ ... et 104
4.6 AMPLIACAO DO ESCOPO PARA A MATRIZ AZEITONA.......cccovvveeenennn 104
4.7 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO .......ccccoeeveeeeieeieceeeeeeeseenns 112
5 CONCLUSOES ......ciiiicteet ettt 114
6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS.........cccoovieeveeeeieeeeeen e, 115
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......ooomiieiee e 116
8  REFERENCIAS.......oooi ettt ettt ettt 117
APENDICES. ...ttt ettt e ettt e e et 130

ANEXOS e 156



1 INTRODUCAO

Os azeites sdo produtos ricos em acidos graxos essenciais e fazem
parte da dieta de um individuo saudavel (PEREIRA e JUNIOR, 2017). Esses
sdo produzidos a partir de frutos com alto teor de gordura, as azeitonas.
Atualmente tem-se percebido um aumento no consumo desses alimentos néo
s6 no Brasil, mas no mundo (NUNES, 2007). Issoimplica na expansao da
produtividade que pode ser conseguida pelo incremento das areas cultivadas
ou pela melhora no rendimento das colheitas.

O Rio Grande do Sul é o estado que mais produz azeitonas no pais
(GLOBO, 2018). No caso do cultivo em larga escala, visando a melhor
qualidade dos produtos, costuma-se realizar o manejo agricola com o uso de
agrotoxicos, pois esses compostos quimicamente sintetizados sdo em sua
maioria benéficos ao controle de pragas e ervas daninhas. No entanto, quando
utilizados sem controle, fora do intervalo de seguranca (BRASIL, 1992) ou
guando néo indicados para a cultura na qual foram aplicados podem causar
danos a quem o0s consuma, pois € possivel que haja residuos desses
remanescentes nas plantas, gréos e frutos. Nesse sentido, é fundamental que
sejam seguidas as boas praticas agricolas para o0 uso de agrotdxicos
(AGRICULTURA, 2018).

Uma das principais caracteristicas dos azeitesé o alto teor de gordura
monoinsaturada. O Brasil estabelece um regulamento técnico para 6leos
vegetais, gorduras vegetais e creme vegetal a fim de que sejam mantidos 0s
padrées de identidade e caracteristicas minimas de qualidade para Oleos
vegetais e azeites de oliva (MAPA, 2012). No ano de 2018 foram reprovadas
aproximadamente 60% das marcas de azeites comercializadas no pais por ndo
atenderem aos requisitos de qualidade (AGRICULTURA, 2018).

Os quesitos atuais de controle de qualidade, no entanto, ndo incluem o
monitoramento da existéncia de agrotoxicos presentes nos azeites de oliva e
nem nas azeitonas. Por isso, meétodos analiticos que sejam capazes de
detectar a presenca de residuos de agrotoxicos nessas matrizes sao
fundamentais para que se possa garantir a seguridade dos alimentos ofertados

ao consumidor. Nesse sentido, métodos de extracdo de agrotoxicos em azeites
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de oliva e azeitonas que sejam de facil execucao, rapidos e baratos sdo cada
vez mais requisitados para que se possa realizar o monitoramento adequado
dessas amostras. Ainda, a deteccao por UHPLC-MS/MS permite a identificacéo
univoca de cada analito, mesmo num método multirresiduo em um tempo de

analise cromatogréfica relativamente curto, cerca de 10 minutos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Gerais

Levando em consideracdo a inexisténcia de uma legislacdo mais
rigorosa para o controle e monitoramento da presenca de agrotoxicos em
azeites de oliva e azeitonas essa pesquisa procurou desenvolver e validar um
método analitico rapido e facil para a determinacdo de diferentes classes de
agrotoxicos em azeite de oliva e azeitonas empregando o método QUEChERS
e a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em série (UHPLC-MS/MS) bem como aplicar o método desenvolvido

para amostras de azeite de oliva e azeitonas nacionais e importados.

1.1.2 Especificos

- Desenvolver e validar o método analitico propostopara a determinacdo de
residuos de agrotoxicos comumente utilizados nas oliveiras levando-se em
consideracao principalmente os dois compostos permitidos para aplicagdo no
pais;

- Otimizar as condi¢cdes cromatograficas a partir do uso de planejamento
composto central a fim de melhorar a intensidade do sinal analitico e a
separacao cromatografica dos compostos em estudo;

- Avaliar os procedimentos de extracao baseados no método QUEChERS;
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- Estudar a aplicacdo de diferentes sorventes levando-se em consideracao o
teor de recuperacdo dos analitos e a qualidade de limpeza promovida no
extrato da matriz;

- Avaliar qual tipo de limpeza (dispersiva ou em fase sélida) € adequada para
as matrizes estudadas;

- Propor alternativas para a verificagdo qualitativa da presenca de gorduras no
extrato da matriz;

- Utilizar a UHPLC-MS/MS para avaliar a presenca de lipidios nos extratos da
matriz;

- Utilizar a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em
série (GC-MS/MS) como alternativa para verificacdo da qualidade dos extratos
da matriz quanto a presenca de coextrativos;

- Ampliar a validacéo para a matriz azeitona,

- Aplicar o método desenvolvido em amostras reais de azeite de oliva e
azeitonas de mesa de diferentes regifes do pais e do mundo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLIVEIRAS

Segundo a mitologia grega, nos tempos em que 0os Deuses governavam a
Terra houve uma disputa para ver quem iria ficar com uma grande cidade. O
prémio seria dado ao Deus que apresentasse o melhor presente a cidade. Ha
controvérsias sobre o presente ofertado por Posseidon, Deus dos mares. No
entanto, diz-se que Atena plantou uma semente na cidade e dessa nasceu uma
oliveira, que produzia ndo s6 comida, mas Oleo que poderia ser usado na
iluminacdo e madeira para aguecimento e construcdo. A essa cidade foi dado o
nome de Atenas (OLIVEGROVEOUNDLE, 2017).

N&o se sabe ao certo a origem das oliveiras, mas ha evidéncias de que as
primeiras arvores surgiram no Mediterraneo e de la se espalharam para o resto do
mundo (QUEST-RITSON, 2011). Ha duas variedades (subespécies) da espécie
Olea europaeade oliveiras. A primeira € aeuropaeaque € amplamente cultivada e
usada comumente na alimentacdo e producdo de azeites e a segunda € uma
variacdo selvagem de porte menor com espinho denominada sylvestris (GREEN,
2002).

Devido aos anos de evolugéo, se imagina que as oliveiras se espalharam
bem pelo mediterraneo e demais terras por sua capacidade de se desenvolverem
tanto em solos férteis quanto em pedregosos ou até mesmo estéreis (BRETON et
al., 2009). A arvore de oliveira independente do tipo de cultivar apresenta folhas
estreitas verde escuras na parte da frente e cinzentas na parte de tras que
crescem aos pares, em angulo reto com os galhos. Esses sdo normalmente

arqueados devido ao peso dos frutos (Figura 1).
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Figura 1 - Arvore antiga de oliveira, com tronco nodoso e copa expandida e flores
e folhas da oliveira (Olea europaea subsp. europaea var. europaea).
w -

Fonte: plantsrescue.com

Sao arvores hermafroditas e florescem na primavera. Suas flores sao
brancas e minusculas (Figura 1). Cada flor da origem a uma azeitona, porém,
para evitar que se sobrecarreguem, as arvores descartam grande parte dos frutos
antes mesmo que esses se desenvolvam. A producdo de azeitonas é bienal (a
cada dois anos). Assim, se ha uma colheita boa em um ano, o0 seguinte
apresentara uma colheita fraca, ja o terceiro alcancara a mesma produtividade do
primeiro (QUEST-RITSON, 2011).

A época de colheita costumava ser um empecilho para geracao de azeites
e azeitonas de boa qualidade nos pomares mais antigos, pois ndo era possivel
gue essa fosse mecanizada devido ao espacamento entre as arvores e a altura
das mesmas. Assim, colhiam-se os frutos com hastes denominadas ancinhos.
Além de prejudicar as propriedades do azeite, pois a haste bate nos frutos,
fragilizando-os, essa pratica acaba aumentando o custo da producédo. Atualmente,
com pomares melhor planejados é possivel realizar a colheita mecanizada em
menos tempo e com maior eficacia. Assim, uma boa colheita pode desempenhar
um papel importante na melhora da rentabilidade do olival (BERNARDI et al.,
2018; CICEK, 2011).

Outro fator importante na producdo das oliveiras € a polinizacdo. Algumas
cultivares sao autoestéreis e necessitam de outras variedades proximas para que
ocorra a polinizagdo cruzada. Conforme o Programa Estadual de
Desenvolvimento da Olivicultura (PRO-OLIVA, 2018) recomenda-se usar sempre
variedades polinizadoras: pomares com duas ou trés variedades e ainda plantar

filas completas de uma variedade (pares).
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Apesar de tudo isso, as oliveiras ainda sdo pouco estudadas, de acordo
com QUEST-RISTON (2011) o conhecimento que se tem atualmente sobre
azeites é o que se tinha ha mais de trinta anos sobre vinhos. Ja é sabido que
existe mais de 2000 cultivares diferentes de oliveiras somente no mediterraneo.
Além disso, estima-se que exista o dobro de variedades de azeitonas do que de

uvas.

2.1.1 Azeitonas

As azeitonas sao frutos comestiveis oriundos das arvores de oliveira (Olea
europaea subsp. europaea var. europaea), de forma oval, compostos de trés
partes (Figura 2): a parte externa fina chamada de pele,epicarpo ou exocarpo, a
parte média carnosa chamada mesocarpo ou polpa e a parte interna chamada
endocarpo ou carogo. Ainda, dentro do endocarpo fica localizada a améndoa,

mais conhecida como semente (COI, 2004).

Figura 2 - Partes da azeitona.

Epicarpo
Mesocarpo
Endocarpo

Améndoa

Adaptado de: Braadbaart, Marinova e Sarpaki, 2016.

Como suas sementes sao dispersas pelas aves, essas aprenderam a
engolir os frutos inteiros evitando sentir seu amargor (RUPP, 2016). O amargor
natural do fruto deve-se a um composto fenélico chamado oleuropeina. Ele é
encontrado principalmente nas folhas das oliveiras, mas também esta presente no
fruto cru. O amargor € mecanismo de protecdo nas azeitonas, capaz de afastar
microrganismos invasivos e animais mastigadores de sementes.

Segundo ZOIDOU et al. (2014) apés a ingestdo a oleuropeina €

metabolizada para hidroxitirosol, um importante antioxidante. Alguns estudos
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sugerem que ela tem propriedades antimicrobianas, antivirais e anti-inflamatorias
(TRIPOLLI et al., 2005, VISIOLI, POLI e GALLI, 2002, VISIOLI, BELLOSTA e
GALLI, 1998). Além disso, a presencade acidos graxos monoinsaturados e
compostos como tocoferois, carotenoides, fosfolipidios e fendis caracteriza esses
frutos como altamente benéficos a satde (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000;
GHANBARI et al., 2012).

O Conselho Oleicola Internacional (COIl, 2004) define azeitona de mesa, ou
azeitona em conserva como aquela que é preparada a partir de frutos néo
danificados, submetidos aprocessos de eliminacdodo amargor natural do fruto e
conservados através da fermentacdo natural ou tratamento térmico. A
preservacdo dos frutos pode ser realizada com ou sem conservantes, em
recipientes com ou sem liquido de cobertura.

Para remocado do amargor alguns métodos de cura sdo empregados. Os
processos de cura mais comuns usam tratamentos com salmoura, sal seco, agua
ou soda caustica. Sdo trés os estilos de tratamento mais comuns. O estilo
espanhol costuma ser aplicado em azeitonas verdes e utiliza solucdes de
hidroxido de sodio (1,8 - 2,5%, m/v) nas quais se imergem os frutos. Apds, os
mesmos sao lavados para remover o excesso da base (DE CASTRO et al., 2002).
O estilo grego usa uma salmoura de cloreto de sédio (NaCl) (8 a 10% m/v) de
NaCl para remover o amargor dos frutos maduros, sem a necessidade da
utilizacao do hidroxido. O que acontece é uma fermentacédo natural do fruto que
pode levar de oito a doze meses (CARDOSO et al.,, 2010). A fermentacédo é
conduzida por leveduras, majoritariamente, mas também por bactérias acido
laticas e bactérias Gram-negativas (PANAGOU et al.,, 2011). Esse processo
costuma ser mais lento. O Ultimo estilo é o Californiano que é aplicado em frutos
que estao iniciando a mudanca de coloracdo. Esses séo colocados sob imersao
em uma solucdo de NaOH, porém, em uma concentracdo menor que no estilo
espanhol (1 a 2%, m/v). A técnica é repetida por varios periodos até que o NaOH
penetre na polpa, sem atingir o caro¢co (MARSILIO et al., 2001).

Os frutos séo classificados de acordo com seu grau de maturacdo em trés
tipos: verdes, mistos e pretos (Figura 4).0 tipo verde € obtido de frutos nao
maduros ou levemente maduros, tendo atingido o tamanho definitivo, apresentam

cor verde, com variacdo até amarelo—palha. O tipo preto é obtido a partir de frutos
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completamente maduros ou imediatamente antes da maturacdo completa. Ja o
tipo misto é colhido na fase intermediaria entre os dois extremos, na fase de
mudanga de cor, costumam ser de cor rosada, rosa-avermelhada e/ou
acastanhada (YADA e HARRIS, 2007).

A composicado das azeitonas pretas e verdes ndo € a mesma, devido a

fatores como época de colheita e grau de maturacao. Nesse sentido, as azeitonas
pretas apresentam maior quantidade de proteinas, lipidios, carboidratos e fibras
alimentares que as verdes. Elas também contém mais &cidos graxos, sO
perdendo para os azeites. A Tabela 1 diferencia a composicéo centesimal, teor de
sbédio e &cidos graxos principais de cada uma (em conserva) segundo a Taco

(2011). A mesma tabela também apresenta a composicado do azeite de oliva.



25

Tabela 1 - Composicao centesimal, teor de sédio e acidos graxos principais para azeitonas e azeite de oliva.

Alimento Umidade Energia Proteina Lipidios Colesterol

Carboidratos Fibras Saédio

Acidos graxos

Poli-
(100qg) (%) (kcal) (9) (9) (9) (9) (9) (mg) Saturados Monoinsaturados
insaturados
Azeitona
68,5 194 1,2 20,3 NA 5,5 4.6 1567 3,5 11,0 3,0
preta
Azeitona
76,3 137 0,9 14,2 NA 4.1 3,8 1347 2.3 8,3 1,0
verde
Azeite
_ NA 884 NA 100 NA NA NA - 14,9 75,5 9,5
de oliva

NA — ndo se aplica;

FONTE: TACO (2011).
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Segundo CAPPATO (2015), o Brasil ndo importa azeitonas frescas in natura.
Todas as azeitonas que chegam ao pais no estagio transitério sdo lavadas,
processadas industrialmente e envasadas como um produto nacional. O maior
fornecedor de azeitonas do pais € a Argentina.

Mesmo nado importando azeitonas in natura o pais ndo esta livre da presenca
de doencas que possam estar associadas as azeitonas, principalmente devido a
problemas de conservacdo. Em 2011 a Anvisa publicou uma nota técnica para que a
populacdo ndo consumisse a azeitona organica com améndoas da marca Bio
Gaudian, pois essa poderia estar relacionada a uma contaminagdo com botulismo
(ANVISA, 2011).

2.1.2 Azeite de oliva

Segundo a IN n°01 (MAPA, 2012), para ser considerado azeite de oliva o 6leo
comestivel deve ser oriundo do fruto da Olea europea L. (oliveira). Excluem-se
dessa definicdoos 6leos que sejam obtidos por extracdo com solventes, processos
de reesterificacdo e ainda misturas de outros 6leos.

Para ser considerado azeite de oliva virgem o 6leo ndo deve ter sido
submetido a nenhum processo além de lavagem, decantacdo, centrifugacdo e
filtracdo. Atualmente, para se produzir um litro de azeite é necesséario utilizar de 5 a
6 quilos de azeitonas, j4 que o teor de Gleo dos frutos € de aproximadamente 30%
(BELAJ, 2011). O azeite de oliva apresenta a mais alta porcentagem de gorduras
monoinsaturadas (70%) em relacdo aos demais 6leos (YADA e HARRIS, 2007).

A Unido Europeia (UE) continua sendo o principal produtor, consumidor e
exportador de azeite. De 2012 a 2017, a UE produziu 67%, consumiu 55% e
exportou 67% do azeite mundial (EC.EUROPA.EU, 2018). Apesar de o Brasil ser o
segundo maior importador de azeitona e de azeite de oliva, 0 consumo ainda é
pequeno, quando comparado a paises europeus e do mediterraneo (I00C, 2018).

A producdo de azeite envolve muitas etapas: inicia-se na colheita das
azeitonas e é finalizada no envase e armazenamento do azeite pronto. No entanto,
entre esses dois extremos diferentes técnicas podem ser utilizadas para a extracao
do azeite das azeitonas. O método tradicional consiste em selecionar os frutos, lava-

los e esmaga-los com grandes rodas de granito formando uma pasta a temperatura
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ambiente (preservando sabores e aromas). O proOximo passo € a gramolatura, que é
a mistura da pasta, fundamental para que as goticulas de 6leo se unam em gotas
maiores. Normalmente o misturador é do tipo calha com um eixo sem fim. A seguir a
pasta € disposta em discos porosos (diafragmas) (fiescoli) que sdo empilhados
formando uma torre de diafragmas e pasta. A torre é pressionada e inicia-se a
separacdo da parte sélida da liquida. Na parte soélida fica o baga¢o das azeitonas,
também chamado de sansa. No liquido esta contido o azeite e um pouco de 4gua
oriunda do fruto. Eles séo separados por decantacdo (MACINEDELTRASIMENO.IT,
2018, FINDINGREECE, 2017). Outros tipos de moinhos podem ser usados, como
moedores dentados de metal ou moinhos de martelo. Outra maneira de extrair o
azeite das azeitonas é submeter a pasta ao processo de centrifugacao
(OLIVEOILSOURCE, 2018).

O azeite de oliva € um dos principais componentes da dieta mediterranea.
Além disso, é crescente seu uso, ou de seus subprodutos na industria cosmética,
principalmente devido as suas reconhecidas propriedades hidratantes e
antioxidantes (RODRIGUES, PIMENTEL e OLIVEIRA, 2015).

2.1.2.1 Parametros fisico-quimicosde controle de qualidade do azeite

Atualmente os o6rgdos regulamentadores, Anvisa e Mapa, estabelecem
parametros fisico-quimicos para o controle da qualidade dos azeites vendidos no
pais. Sao eles: acidez, indice de peroxido e extingdo especifica no ultravioleta (UV).
Além disso, caracteristicas sensoriais sdo utilizadas para caracterizar azeites de boa
qualidade, no entanto, esses testes sdo mais dificeis de serem realizados e moldam
parametros como odor e sabor (MAPA, 2012).

O teor ou indice de acidez determina os acidos graxos livres que existem na
amostra. E definido como o nimero de miligramas de KOH necesséarios para
neutralizar 1g da amostra. Pode variar conforme o tipo e qualidade do azeite,

conforme consta na Tabela 2.



28

Tabela 2 - Acidez dos azeites de oliva.

. . Teor de acidez em acido oleico
Tipo de azeite

(g/100 g)
Azeite de oliva extra virgem méximo 0,8
Azeite de oliva virgem maximo 2,0
Azeite de oliva maximo 1,0
Azeite de oliva refinado maximo 0,3

Fonte: MAPA, IN n°01, 2012.

J& o indice de perdxido expressa a oxidacgdo lipidica do azeite, ou seja, a
reacdo espontanea dos lipidios presentes com o oxigénio do ar. Essa reacdo
também pode ser chamada de auto-oxidacao e é o fenbmeno que produz a rancidez
nos alimentos (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). A luz €& o principal
catalisador desse tipo de reacdo (FERRARI, 1998). Por isso, 0s azeites costumam
ser armazenados em frascos do tipo ambar. Esse indice é calculado em
miliequivantes de peroxido por 1000 g por amostra. Os valores esperados para

azeites, segundo a Anvisa, estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - indice de peroxido para os azeites de oliva.
Teor de perdxido

Tipo de azeite

(meq/kg)
Azeite de oliva virgem maximo 20
Azeite de oliva maximo 15
Azeite de oliva refinado maximo 5

Fonte: MAPA, IN n°01, 2012.

A extincdo especifica no UV mede a absorcdo da radiacdo ultravioleta a
232nm (duzentos e trintae dois nandmetros) e 270nm (duzentos e setenta
nandémetros) em condi¢cdes de analise, auxilianado na classificacdo dos azeites

conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4- Extin¢cdo especifica para os azeites de oliva.

Tipo de azeite Extincdo especifica no UV

270 nm Delta K 232 nm
. , Extra virgem <0,22 < <25
Azelt_e de oliva Virgem <025 <0,01 <26
virgem
Lampante - - -
Azeite de oliva <0,90 <0,15 -

Azeite de oliva refinado <1,1 <0,16 -
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Ainda, o MAPA (2012) sugere a avaliagdo de outros parametros para
confirmar a qualidade dos azeites, incluindo a medida do teor de alguns metais
como arsénio, chumbo, ferro e cobre. No entanto, nada é especificado sobre

residuos de agrotdxicos nessa matriz.

2.2 LIPIDIOS

Os lipidios sdo uma classe de substancias quimicas altamente hidrofébicas.
Os exemplos mais conhecidos sdo os &acidos graxos e derivados (ceras, esterois e
carotenoides). Como caracteristica principal, possuem cadeias carb6nicas longas.
Essas cadeias podem ser funcionalizadas com alcoois, fendis, acidos carboxilicos e
ésteres (NELSON e COX, 2014).

Um dos grupos de lipidios mais importantes para a vida humana s&o os 6leos
e graxas (ROCCISANO, 2016). Esses tém em sua composicdo acidos graxos e
derivados. Apresentam funcao alimentar e também s&o usados como combustiveis e
lubrificantes. Ainda, podem ser empregados na fabricacdo de sabdes e tintas.

Quimicamente, os lipidios séo sintetizados pela unido de trés acidos graxos a
uma molécula de glicerol, formando um triéster ou triacilglicerol. S&o chamados de
triglicerideos. Podem ser solidos ou liguidos em temperatura ambiente, dependendo
da sua estrutura e composicdo. Usualmente, o termo “gordura” se refere aos
triglicerideos em seu estado sélido a temperatura ambiente (25 °C), ja o termo Gleo
aos no estado liquido, também nessa mesma temperatura (ADITIVOS e
INGREDIENTES, 2016).

2.2.1 Acidos graxos

Os acidos graxos possuem cadeias carbbnicas longas, normalmente sem
ramificacdo com um grupo funcional de acido carboxilico em uma das extremidades.
Usualmente apresentam numero par de carbonos devido a rota bioquimica de
sintese. Entre si, diferem pelo namero de carbonos e pela quantidade de

insaturacdes da cadeia carbdnica (Figura 4). (Nelson e Cox, 2014).
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Figura 4 -Principais acidos graxos presentes em O6leos e gorduras: a) acido
palmitico, b) acido esteérico, c¢) &cido oleico (dmega 9), d) acido linoleico (bmega 6)
e e) acido linolénico (bmega 3).

Fonte: o autor

Nos azeites 0s acidos graxos podem ser encontrados livres ou combinados.
Quando combinados podem estar como monoacilglicerideos, diacilglicerideos ou
triacilglicerideos. Acidos graxos saturados possuem ponto de fusdo mais alto, devido
a facilidade que as moléculas tem de interagirem umas com as outras
rotacionalmente. Quando ocorrem insaturacdes do tipo cis essa rotacdo se torna
dificultada, diminuindo a interacdo entre as cadeias carbdnicas e, por consequéncia,
0 ponto de ebulicdo. No caso da insaturacao do tipo trans a rotacdo nao € afetada
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

2.3 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM AZEITONAS E
AZEITE DE OLIVA

No Brasil sdo estabelecidos Limites Maximos de Residuos (LMR) pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para diversas culturas visando o
controle em alimentos através de programas de monitoramento. No entanto, ainda
ndo ha legislacdo abrangente que estabeleca LMRs para azeitonas cultivadas no
pais e nem seus subprodutos. Fato esse que se deve a recente implantagéo efetiva
da cultura no pais. Atualmente apenas dois compostos sdo permitidos para a
cultura, o inseticida espinetoram e o0 acaricida fenpiroximato. No caso de
contaminantes inorganicos, a legislagdo ja se aplica as azeitonas estabelecendo

limites méaximos para arsénio (0,3 mg kg™) e chumbo (0,5 mg kg™).
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Para fins de exportacdo é recomendado que 0s paises sigam as orientacdes
do Codex Alimentarius (2018), um programa conjunto entre a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) que estabelece normas internacionais na area de alimentos.
Assim, o Codex Alimentarius estabelece alguns LMRs para azeitonas e azeites de
oliva conforme é indicado na Tabela 5. Percebe-se que os LMRs estabelecidos sao

bem distintos e dependem do tipo de alimento que esta sendo avaliado.

Tabela 5 - Limites maximos de residuos de agrotoxicos estabelecidos pelo Codex
Alimentarius para azeites de oliva e azeitonas.

_ LMR
Alimento Composto 1
(mg kg™)
Azeitonas para _ _
. ) Imidacloprido 2
producéo de 6leo
Buprofezina 5
Carbaril 30

H

Cialotrina total (gama + lambda)
Cipermetrina total (cis + trans) 0,5

Deltametrina

Difenoconazol
Dimetoato 0,5
Etefom 7
Azeitonas Fentiona 1
Flumioxazin 0,02
Imidacloprido 2
Cresoxim metilico 0,2
Metidationa 1
Paraquat 0,1
Permetrina 1
Tebuconazol 0,05
Trifloxistrobina 0,3
Carbaril 25

Azeite de oliva, virgem  Cipermetrina total (cis + trans) 0,5

Fentiona 1
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_ LMR
Alimento Composto 1
(mg kg™)
Cresoxim metilico 0,7
Trifloxistrobina 0,9

_ ' _ Cipermetrina total (cis + trans) 0,5
Azeite de oliva, refinado '
Trifloxistrobina 1,2

Fonte: Codex Alimentarius, 2018.

O estabelecimento de LMRs e o cuidado com o tempo de caréncia na
aplicacéo dos agrotéxicos sdo de extrema importancia para garantir a qualidade dos
alimentos que sao entregues a mesa do consumidor. Por isso, desenvolver métodos
analiticos capazes de determinar os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos
é fundamental para que se assegure que o mesmo €é adequado para a
comercializacdo e o consumo.

Atualmente a preocupacdo com a alimentacdo saudavel é tema frequente de
revistas e jornais. Muitas dessas pesquisas avaliam a presenca de residuos de
agrotoxicos em alimentos. No entanto, nos ultimos anos, apesar dos cuidados e das
boas praticas agricolas, o uso de agrotoxicos nas lavouras tem se intensificado
devido a producdo em larga escala e isso tem sido evidenciado nos resultados das
analises. A Tabela 6 exemplifica alguns desses casos em paises como Portugal,

Espanha, Grécia e Italia.

Tabela 6 - Informacfes sobre os residuos de agrotoxicos de amostras em azeitonas
e azeites de oliva nos ultimos anos para Portugal, Espanha, Grécia e Italia.

fo N° de N de Residuos R
Agrotoxico Aamc_Jstras amostras (1g kg™) Local Referéncia
nalisadas Positivas
Acefato 19 1 2.9 Espanha Yague et al., 2005
Azinfos etil 65 2 90 Italia Rastrelli et al., 2002
Azinfoés metil 70 2 36,7 Grécia Likudis et al., 2014
Benalaxil 89 1 11 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
10 8 3,9
Carbaril 15 5 2,9 Espanha Ballesteros et al., 2006
15 15 4,5
48 4 42,7 Grecia Hiskia et al.,1998
20 7 0,0187 Grecia Amvrazi And Albinis, 2006
Clorpirifés 29 ni 1017.4 Sanchez et al., 2006

10 3 8,8 Espanha Ballesteros et al., 2006
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. N° de N de Residuos a
Agrotéxico amostras ~ amostras (ug kg™ Local Referéncia
Analisadas Positivas
15 1 6,9
15 4 10,7
70 2 32,9 Grecia Likudis et al., 2014
89 6 23-60 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
21 2 11,8 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
700 9 10 a 80 Espanha Diaz-Plaza et al., 2007
11 5 7.4a327 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
65 4 80 Italia Rastrelli et al., 2002
10 5 15
%Igtriiairifés 15 3 1,7 Espanha Ballesteros et al., 2006
15 8 3,4
11 2 3,4a212 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
Clorprofam 11 2 43a6,3 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
20 3 19,5 Italia Rastrelli et al., 2002
10 8 2,6
Cialotrina 15 11 1,2 Espanha Ballesteros et al., 2006
15 14 1,4
21 2 18,1 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
20 48,9 Grecia Amvrazi e Albinis, 2006
10 8 2,6
) . 15 10 2 Espanha Ballesteros et al., 2006
Cipermetrina
15 12 2,3
21 1 48,9 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
11 3 15a6 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
DDE pp 19 4 1,8 Espanha Yague et al., 2005
DDT pp 19 8 52 Espanha Yagte et al., 2005
20 3 45,2 Grecia Amvrazi e Albinis, 2006
Deltametrina 10 3 1,6 Espanha Ballesteros et al., 2006
21 3 45,2 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
65 3 83 Italia Rastrelli et al., 2002
20 2 3,3 Grecia Amvrazi e Albinis, 2006
Diazinona 89 1 21 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
21 2 4 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
700 3 10 a 30 Espanha Diaz-Plaza et al., 2007
10 7 1,9
Diflufenicam 15 12 3,2 Espanha Ballesteros et al., 2006
15 13 4,5
25 1 6 Espanha Gomez-Almenar & Garcia-Mesa, 2015
48 29 65 Grecia Hiskia et al., 1998
Dimetoato 14 ® 10.2 Italia Rastrelli et al., 2002
65 29 61
53 n.i. 49 Grecia Tsatsakis Et Al, 2003
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N° de N de Residuos
Agrotéxico amostras amostras (ug k .1) Local Referéncia
Analisadas Positivas HO K9
50 n.i. 25,4
20 16 6,6 Grécia Amvrazi e Albinis, 2006
10 2 13
Espanha Ballesteros Et Al, 2006
15 1,3
89 2 11 a 184 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
21 17 35 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
25 2 35a7 Espanha Gomez-Almenar & Garcia-Mesa, 2015
10 9 68,8 Guardia-Rubio et al., 2006
3 22,6
i 4 14
Diurom Espanha
10 4 23 Ballesteros et al., 2006
15 9 1,4
15 15 20,1
Endossulfan 70 18 14,2 Grecia Likudis et al., 2014
alfa 21 2 6,7 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
Endossulfan 70 16 12,3 Grecia Likudis et al., 2014
beta 21 2 7.2 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
70 3 29 Grecia Likudis et al., 2014
Enlgotssulfan 89 1 97 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
sulfato
21 6 28,1 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
89 1 7 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
Etiona 21 1 2.4 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
48 21 36,7 Botitsi et al., 2004
70 3 20,3 Grecia Likudis et al., 2014
Eentiona 389 23 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
21 19 24,2 Grecia _ o
. Amvrazi e Albinis, 2009
21 19 33,7 Grecia
20 20 ) i .
Fenvalerato Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
21 <LOQ
Flufenoxurom 70 12 22,5 Grecia Likudis et al., 2014
Fluopiram 11 1 21 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
Eormotiona 65 1 82 Italia Rastrelli et al., 2002
Hexaclorociclo 19 5 15 Espanha Yagie et al., 2005
exano '
Hexaclorociclo 19 1 53 Espanha Yague et al., 2005
exano '
Lindano 19 9 3,1 Espanha Yagtie et al., 2005
Malationa 48 1 19,7 Grecia Hiskia et al.,1998
48 2 63 Grecia Hiskia et al.,1998
65 3 63 Italia Rastrelli et al., 2002
Metidationa 20 4 6,6 Grecia Amvrazi e Albinis, 2006
22 ni. 3064,7 Espanha Sanchez et al., 2006
21 4 6,7 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
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N° de N® de Residuos
Agrotéxico amostras amostras (ug k .1) Local Referéncia
Analisadas Positivas HO kg
48 5 23 Grecia Hiskia et al., 1998
Ometoato 89 1 2 a 458 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
21 1 45,5 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
10 5 3,4
Oxifluorfem 15 7 2,1 Espanha Ballesteros et al., 2006
15 14 8,8
48 3 69,9 ] o
Grecia Hiskia et al.,1998
Parat 14 3 7
arationa 65 2 30 Italia Rastrelli et al., 2002
70 1 44,8 Grecia Likudis et al., 2014
48 3 33,5 ) o
Grecia Hiskia et al.,1998
14 2 55
Parationa 65 1 56 Italia Rastrelli et al., 2002
metilica 20 4 10 Grecia Amvrazi e Albinis, 2006
70 1 35,1 Grecia Likudis et al., 2014
21 2 11,1 Grecia Amvrazi e Albinis, 2009
10 3 15
Espanha Ballesteros et al., 2006
Fosmete 15 1 1
11 2 26,7 a 156 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
o 2 L2 Espanh Ballest t al., 2006
MG spanha allesteros et al.,
Pirimifos 15 1 26 p
metilico ) o
89 1 8 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
Penconazol 70 20 13,4 Grecia Likudis et al., 2014
Quinalfés 70 1 23,6 Grecia Likudis et al., 2014
Tebuconazol 11 1 2,2 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
39 1 15 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
Tetraconazol 11 1 31 Espanha Parrilla Vazquez et al., 2016
10 9 127,5
5 5 83,4 Guardia-Rubio et al., 2006
7 45,5
— Espanha
Terbutilazina 10 5 75
15 6 4.4 Ballesteros et al., 2006
15 15 56,5
25 3 8a1l5 Espanha Gomez-Almenar & Garcia-Mesa, 2015
Terbutrina 10 2 1,7 Espanha Ballesteros et al., 2006
Tiacloprido 89 1 38 Grecia Anagnostopoulos & Miliadis, 2013
Triclorfom 15 1 52 Espanha Ballesteros et al., 2006

n.i. — ndo identificado.

Ao comparar 0s agrotoxicos permitidos pelo Codex Alimentarius (2018) com

0os encontrados pelas avaliacbes dos ultimos anos percebe-se que a maioria dos
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residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras de azeitona ou azeite de oliva
ndo sdo permitidos para a cultura. Por isso, faz-se necessario um estudo mais
aprofundado de como as oliveiras sdo cultivadas em cada pais e quais os melhores
agrotoxicos para protegé-las de pragas e assegurar sua qualidade para o mercado.

No Brasil hd somente dois produtos comerciais de agrotoxicos registrados
para uso em oliveiras, sdo eles o Delegate® e Ortus 50 SC®, que possuem como
ingredientes ativos um inseticida (espinoteram) e o outro acaricida (fempiroximato),
respectivamente. No entanto, essas mudancas de legislacdo sdo recentes, pois até
junho de 2016, ndo havia inseticida registrado no Brasil para uso na oliveira
(VARGAS CASTILHOS, 2017). Com a inclusado do Delegate®, que passou a cobrir
culturas com aporte fitossanitario insuficiente, dentre as quais a oliveira, atualmente
€ possivel combater/controlar a traca Palpita spp com alguma seguranca. No
entanto, existem outras espécies de pragas que assolam as oliveiras, e para isso
sdo aplicados agrotoxicos ndo permitidos para a cultura.

No Rio Grande do Sul, segundo o programa PRO-OLIVA (2018) o Unico
agrotéxico indicado é o Delegate®. No entanto, nas recomendacdes técnicas
emitidas em julho de 2017 para o controle de antracnhose spp pelo grupo técnico da
olivicultura no Estado é sugerida a pulverizacdo com fungicidas para protecao de
tecidos novos e ainda aplicacao preventiva (contato e sistémica).

2.4 METODOS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS E OUTROS
CONTAMINANTES EM OLEOS COMESTIVEIS

Por apresentarem em sua composi¢do praticamente 100% de gordura, 0s
azeites de oliva apresentam elevada dificuldade de remoc¢éo de interferentes sem
perdas dos analitos. Portanto, etapas adicionais costumam ser empregadas para
melhorar a qualidade do extrato final a ser injetado no cromatografo.

Patel e colaboradores (2005) fizeram uso de cromatografia por permeacéo em
gel (GPC) para determinar 19 agrotéxicos organoclorados em azeites e gorduras
(gordura de porco, 6leo de peixe, gordura hidrogenada vegetal e azeite de oliva)
com deteccdo por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-

MS). GPC tem sido comumente empregada para a remocdo de lipidios antes da
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andlise cromatografica. Os limites de detecc¢do (LOD) foram da ordem de 0,1 a 2,0
ug kg™.

Utilizando GC-MS Ballesteros, Garcia Sancheze Ramos Martos (2006)
desenvolveram um método multirresiduo para determinacdo de 26 agrotoxicos em
azeite de oliva. Na etapa de extracao utilizou-se uma mistura de hexano/acetonitrila
e para a limpeza do extrato GPC foi empregada. Alguns compostos foram
determinados nas amostras de azeite de oliva comum, porém nos azeites refinados
apenas endossulfam sulfato foi detectado.

GILBERT-LOPEZet al. (2010) compararam dois tratamentos de amostra para
a determinacdo de uma gama de agrotéxicos por cromatografia liquida em azeite de
oliva. Primeiramente testaram uma extracdo liquido-liquido com acetonitrila, seguida
pela etapa de limpeza com carbono grafitizado (GCB), PSA e C18. O segundo
tratamento consistiu em realizar a extracdo liquido-liquido de acetonitrila saturada
com éter de petréleo. A etapa de limpeza foi executada aplicando-se dispersao da
matriz em fase sdlida (MSPD), com sorvente aminopropil. Para limpeza final a
amostra ainda passou por um cartucho de Florisil®. Ambos os tratamentos se
mostraram adequados para a determinacdo de mais de 100 agrotoxicos em azeite
de oliva, com LOD inferiores a 10 pg kg™.

Liu e colaboradores (2013) também utilizaram da extracdo liquido-liquido
seguida de uma microextracdo de fase reversa liquido-liquido dispersiva para
determinar bisfenol A em azeites de oliva. Utilizando-se apenas 1 g de amostra
extraida com 4 mL de n-hexano. A deteccdo se deu por cromatografia liquida
acoplada a um detector por arranjo de diodos.

Numa tentativa de abranger diversas classes de compostos organicos, Martini
et al. (2015) propuseram um método para determinar organofosforados, herbicidas e
triazinas em azeite de oliva e residuos oriundos do processo de fabricacdo desse. O
uso de imunosensores como fase organica possibilitou extrair esses compostos da
matriz hidrofébica. A determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos foi
efetuada por GC-MS.

Purcaro e colaboradores (2013) estabeleceram uma etapa de purificacao
usando microextracdo em fase solida por imersdo direta em azeite de oliva. Assim,
conseguiram minimizar o uso de solventes e reduzir a manipulagcdo das amostras.

Moreno-Gonzales e colaboradores (2014) utilizaram zircbnia na etapa de

limpeza com o método QUEChERS para a extracdo de carbamatos em azeites de
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oliva com determinacdo por UHPLC-MS/MS. Reafirmando o potencial em diminuir o
efeito matriz quando se utiliza esse sorvente. Os LOQs ficaram na faixa de 0,09 a
2,0 ug kg atendendo aos limites estabelecidos pela legislacédo europeia.

Polimeros molecularmente impressos foram testados para determinar
deltametrina em azeite de oliva através da extracdo em fase sélida (SPE). Esse
meétodo apresentou boas recuperacoes e alta seletividade (Martins et al., 2015).

Visando desenvolver um método para a determinacéo de 16 hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA) em 0Oleos comestiveis Wang e Guo (2010) propuseram
a utilizacdo de GC-MS. Para a extracao, 4 g da amostra eram extraidas com 10 mL
de acetonitrila. O sobrenadante foi retirado e a amostra extraida mais duas vezes.
Todos os extratos coletados foram evaporados e redissolvidos em 4 mL de uma
mistura de acetato de etila:ciclohexano (1:1, v/v) para a limpeza do extrato por GPC.

Tuzimski e Rejczak (2016) propuseram um método de extracdo de Oleos
comestiveis baseado na particdo liquido-liquido com acetonitrila seguida de d-SPE
com zirconia (z-SEP). Eles conseguiram bons resultados para 21 agrotéxicos de
diferentes classes determinados por HPLC-FD. Eles também perceberam que esse
sorvente consegue reduzir o efeito matriz para amostras com alto teor de gordura.

Piretroides em 6leo vegetal também foram determinados por cromatografia a
gas com deteccdo por chama (FID). Realizou-se uma microextracdo liquido-liquido
dispersiva ap0s a extragao liquido-liquido convencional com 0,5 mL de 6leo e 4,5 mL
de uma mistura de dimetilformamida (DMF) e hexano. O DMF foi removido na etapa
subsequente. Os LOD variaram entre 0,02 e 0,16 mg kg'(FARAJZADEH,
KHOSHMARAM e NABIL, 2014).

Como inovacgéo na extracdo do herbicida triazina em 6leo vegetal WANG et al
(2014) propuseram uma microextracdo liquido-liquido dispersiva com ions
magnéticos em solucdo. A técnica somada a separacao por cromatografia liquida
levou a limites de deteccéo da ordem de 1,31 a 1,49 ng mL™,

A técnica de MSPD também foi utilizada por Li e colaboradores (2014) para
determinar 14 agrotéxicos organoclorados e 7 bifenilas policloradas (PCBs) em
Oleos vegetais comestiveis. Nesse caso somente 0,5 g de Oleo foram misturados a
silica impregnada de acido sulfarico. A eluicdo dos compostos foi feita com 10 mL de
n-hexano/diclorometano (70:30, v/v) e determinada por cromatografia a gas com

detector por captura de elétrons (GC-ECD). Os LODs ficaram na faixa de 0,04 a 0,7
ng g*
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Um método multirresiduo baseado na precipitacdo a baixa temperatura
seguido de MSPD com sonicacdo foi desenvolvido para a determinacao
multirresiduos de agrotoxicos utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com deteccdo por tempo-de-voo (LC-TOF-MS) em o6leo
de palma. A extracao liquido-liquido foi seguida de uma etapa de congelamento. O
extrato pés-congelamento passou pela etapa de MSPD com PSA e GCB. O extrato
final foi evaporado até secura e redissolvido em 500 pL de uma mistura de ACN:H,O
(1:1, v/v) para posterior analise cromatogréafica. Os limites de quantificacdo (LOQ)
variaram entre 2,5 e 9 ug kg (SOBHANZADEH et al., 2011).

Nguyen, Lee e Lee (2010) desenvolveram um método para a determinacéo de
95 agrotéxicos em 0leo de soja utilizando extracdo liquido-liquido (LLE), seguida de
uma etapa de centrifugacdo, congelamento e extracdo em fase solida dispersiva (d-
SPE). As amostras foram analisadas por GC-MS. Nesse trabalho foram avaliados
diferentes solventes extratores para remoc¢ao dos coextrativos da matriz. Sendo que
a proporcao ideal encontrada foi de 5 g de 6leo de soja dissolvidos em 5 mL de n-

hexano extraido duas vezes com 5 mL de acetonitrila (ACN) cada vez.

2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Rotineiramente, nas praticas de laboratério se avaliam as variaveis
experimentais (pH, temperatura, viscosidade etc.) individualmente (procedimento
univariado). Isso costuma ser uma desvantagem, pois implica em empregar um
tempo maior na verificacdo dos melhores resultados, bem como ndo se tem uma
visdo global das interacdes entre as variaveis que podem afetar todo o processo
(CUNICO et al., 2008). Como alternativa ao processo dispendioso de analisar
variavel por variavel, surgiu o planejamento experimental. Esse procedimento
consiste em realizar experimentos com a combinacdo de niveis para mais de uma
variavel. Dessa maneira é possivel avaliar se e quais as variaveis tem influéncia
significativa sobre o processo (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

Planejamentos fatoriais s&o comumente denotados com a notagdo
exponencial 2%, que expressa que k fatores com dois niveis cada um sdo cruzados,
resultando em 27k condi¢cbes experimentais. Ou seja, em um planejamento 23, tem-
se 2x2x2 = 8 condigdes experimentais diferentes (COLLINS, DZIAK, e LI, 2009).
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Para melhorar os resultados obtidos uma variacédo utilizada é o “Box-Wilson
Central Composite Design” conhecido como planejamento de composto central, ou
CCD. Esse contém um planejamento fatorial comum e nele sdo embutidos pontos
centrais que sdo aumentados com um grupo de “pontos estrela” que permitem a
estimativa da curvatura que fornece a chamada superficie de resposta. Se a
distancia do centro do espaco de design a um ponto fatorial for + 1 unidade para
cada fator, a distancia do centro do espaco de design até um ponto em estrela sera
|aj>1. O valor preciso de a depende de certas propriedades desejadas para o projeto
e do numero de fatores envolvidos (NIST, 2018). Ainda, as repetices no ponto
central fornecem uma medida do erro puro e estabilizam a variancia da resposta
prevista (NETO et al., 2010). Os valores de a podem ser calculados ou obtidos
automaticamente através do uso de softwares como Statistica® (STATSOFT, 2018).

A Figura 5 exemplifica um esquema de CCD com trés fatores.

Figura 5 - Planejamento fatorial de composto central em estrela.

® cube points

star points
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factors
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Fonte: Hetzner et al., 2014.

2.6 VALIDACAO

A validagdo de um método é o processo que envolve uma série de
experimentos planejados que irdo caracterizar o método desenvolvido, fornecendo
evidéncias da adequacédo da analise garantindo resultados confidveis (ZANELLA et
al., 2015). Existe uma série de normas nacionais e internacionais que auxiliam e

regulamentam a validagdo dos métodos analiticos.
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No Brasil a Anvisa estabelece critérios para a validacdo de métodos analiticos
através da Resolugcdo 166 (ANVISA, 2017). Anteriormente, era usado o Guia para
validacdo de meétodos analiticos e bioanaliticos (ANVISA, 2003). Ja o Inmetro
apresenta documentos orientativos (DOC-CGCRE-008, 2016) para auxiliar os
laboratérios a mostrarem que o0s métodos desenvolvidos apresentam as
caracteristicas necessarias para atingir aos quesitos da qualidade. Ainda, a fim de
padronizar as unidades de medidas outro guia comumente utilizado € o Vocabulario
Internacional de Metrologia (VIM) que busca a harmonizacdo internacional das
terminologias e definicbes nos campos da metrologia e da instrumentacdo (VIM,
2012).

A Unido Europeia (UE) utiliza um documento guia sobre procedimentos
analiticos de validacdo de métodos e validacdo de métodos para analise de residuos
de agrotéxicos em alimentos e racdes. Esse guia foi atualizado em 2017 e descreve
como proceder com a validacdo de métodos e realizar o controle analitico de
qualidade para agrotdéxicos. O documento também serve de apoio para a
implementacéo do sistema ISO/IEC 17025 (SANTE, 2017).

Os parametros de validacdo avaliados no desenvolvimento do método
analitico proposto estédo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros de validag&o utilizados para o método analitico proposto para
a determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em azeites de oliva e azeitonas por
UHPLC-MS/MS.

Parametro

Definicao

Aplicacéo

Seletividade e

Medir exatamente um composto em
presenca de outros tais como

Comparacao da matriz isenta dos
analitos (matriz branco) com a

Especificidade componentes da matriz, impurezas  matriz adicionada dos analitos de
e produtos de degradacéo. interesse.
Linearidade e Correlacéo entre resposta analitica Método dos minimos quadrados —
curva analitica e concentracao caso linear
- Menor nivel em que o analito pode
Limite de > emd op SIN>10
e ser quantificado com exatidao e . o ]
guantificacédo . o . Ensaio de fortificacdo no nivel
(LOQ) precisdo aceitavel em um método retendido
validado. P
A menor quantidade do analito que Para a analise em nivel de tragos,
Limite de . g € recomendado adotar o LOD

deteccéo (LOD)

pode ser detectada, mas néo
guantificada

3,33 vezes menor que o valor de
LOQ.

Exatidao

Grau de concordancia entre os

Ensaios de fortificacdo
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Parametro Definicdo Aplicacdo
resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e o valor
de referéncia aceito como
verdadeiro.
Disperséo dos resultados entre L
- p. . . Repetitividade e
Precisédo ensaios diferentes, repetidos de .
Reprodutibilidade
uma mesma amostra.
~ e Comparacao entre curvas
: . Alteracdes na resposta analitica em
Efeito matriz ~ . preparadas em solvente e em
funcdo dos componentes da matriz

extrato branco

. , Alteracdo de lotes de solventes e
Capacidade do método de fornecer ¢

L reagentes, mudanca de analistas
Robustez resultados similares apesar de
. executando o preparo de
pequenas variacoes.
amostra.

Fonte:ANVISA (2003), ANVISA (2017); DOQ-CGCRE-008 (2016); SANTE (2017); ZANELLA et al. (2015)



3 MATERIAIS E METODOS

3.1

INSTRUMENTACAO

Para os ensaios deste trabalho foram utilizados o0s seguintes

eguipamentos:

3.1.1

Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Agitador Overhead Shaker Reax® (Heidolph Instruments, Alemanha);
Agitador Multitube Vortex (Fisher Scientific, EUA)

Balanca analitica de precisdo AUW-220D e UX-420H (Shimadzu,
Japao);

Centrifuga 80-2B (Centribio, Brasil);

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand,
Alemanha);

Evaporador Turbovap® LV (Biotage, Alemanha);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA);
Sistema GC-MS/MS Agilent Intuvo 9000 GC equipado com autosampler
7693 B e Triplo Quadrupolo 7010 B Series;

Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), equipado
com bomba binaria Acquity, detector MS do tipo triplo quadrupolo;
interface/fonte de ionizac&o por eletronebulizacao (ESI); sistema gerador
de nitrogénio, modelo NM30L-MS (PEAK Scientific, Escécia); sistema de
aquisicdo de dados MassLynx V 4.1 (EUA) e coluna analitica ACQUITY
UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 um) Waters (EUA);

Materiais e reagentes

Os seguintes solventes, reagentes e gases foram utilizados: acetona

grau HPLC (J. T. Baker, EUA); acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, EUA); acido
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acético glacial, grau HPLC (J.T. Baker, EUA); éter de petrdleo (Dinamica,
Brasil); éter etilico (Vetec, Brasil). Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q
Direct UV3R (resistividade de 18,2 MQ cm); hexano (95% n-hexano) (J.T.
Baker, EUA); metanol, grau HPLC (J. T. Baker, EUA); cloreto de sodio p.a.
(Sigma-Aldrich, Alemanha); formiato de amdnio (Sigma Aldrich, EUA); alumina
bésica, &cida e neutra com d.p. 100 um (Sigma-Aldrich, EUA); sorvente
Bondesil C18 com d.p. de 40 uym (Agilent, EUA); sorvente Bondesil PSA com
d.p. de 40 ym (Agilent, EUA); sorvente EMR Lipid (Bond Elut Polish Tube-
NaCl/MgSQO,) (Agilent, EUA); silica (Merck, Alemanha); amina (Varian, EUA);
cloreto de sodio (J.T. Baker, EUA); adsorvente Supel QUE Z-Sep+ (Sigma
Aldrich, EUA); sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japao); gas argbnio
6.0 usado como gés de colisédo no sistema UHPLC-MS/MS.

Também foram utilizados: Extran® neutro (Merck, Brasil); filtros de nylon
de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Analitica, Brasil); frascos de vidro (vial),
capacidade de 2 mL (Agilent, EUA); padrdes sélidos dos agrotéxicos em estudo
(Dr. Ehrenstorfer, Darmstadt; Alemanha); placas de silica gel (Merck,
Alemanha); tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de
50 e 15 mL (Sarstedt, Alemanha); tubos eppendorf, capacidade de 2 mL
(Eppendorf, Brasil); vidraria comum de laboratério.

3.2 COMPOSTOS SELECIONADOS

No Brasil apenas dois agrotéxicos sdo registrados para a olivicultura:
espinoteram e fempiroximato, um inseticida e um acaricida, respectivamente. O
Codex Alimentarius estabelece LMR para azeitonas destinadas a producao de
azeite, azeitonas de mesa, azeites de oliva virgem e refinado conforme
indicado na Tabela 5. Entdo, a partir dessa lista de compostos e baseado nos
padrées de agrotdxicos disponiveis no LARP-UFSM, preparou-se a mistura de
agrotoxicos apresentada na Tabela 8. A tabela informa a pureza, grupo
quimico, classe, féormula molecular,massa molecular, pKa, ponto de ebulicdo e

solubilidade em agua dos compostos em estudo.
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Tabela 8 - Analitos, pureza, grupo quimico, classe, formula molecular, massa molecular, pKa, ponto de ebulicdo e solubilidade em

agua.

Analitos Pureza Grupo Quimico Classe Férmula molecular Massa molecular pKa Pqnto de Solubilidade gm

(%) (g/maol) ebulicdo (°C) agua (mg L™)

2,4-D 99,5 alquilclorofenoxi Herbicida CgHeCl203 221,0 3,40 273,0 24300
Acefato 99,0 organofosforado Inseticida C4H10NO3PS 183,2 8,35 d.a.e 790000
Acetamiprido 99,0 neonicotinoide Inseticida C10H11CINg 222,7 0,7 d.a.e 2950
Aldicarbe 99,0 carbamato Inseticida C7H14N20,S 190,3 n.d. d.a.e 4930
Atrazina 99,5 triazina Herbicida CgH14CINs 215,7 1,7 d.a.e 35
Azinfés etilico 99,0 organofosforado Inseticida C12H16N303PS, 3454 n.d. 111 45
Azinfés metilico 99,0 organofosforado Inseticida C10H12N303PS, 317,3 5 d.a.e 28
Azoxistrobina 99,0 estrobilurina Fungicida C22H17N30s 403,4 n.d. 360 6,7
Bentazona 98,0 benzotiazinona Herbicida C10H12N203S 240,3 3,561 d.a.e 7112
Bifentrina 99,5 piretroide Inseticida C23H22CIF30, 422,9 n.d. d.a.e 0,001
Bitertanol 98,5 triazol Fungicida C20H23N302 337,4 n.d. da.e 3,8
Boscalida 99,5 carboxamida Fungicida C1sH12CI2N20 343,2 n.d. da.e 4,6
Buprofezina 99,0 néo classificado Inseticida Ci16H23N30S 305,4 n.d. 252 0,46
Carbaril 98,5 carbamato Inseticida Ci12H11NO; 201,2 10,4 210 9,1
Carbendazim 99,0 benzimidazol Fungicida CoHoN302 191,2 4,2 d.a.e 8,0
Carbofuran-3-OH 97,0 carbamato Inseticida Ci12H15NO3 221,3 n.d. 254 322
Carbosulfano 98,0 carbamato Inseticida C20H32N203S 380,5 n.d. 219,3 0,11
Carboxina 99,0 oxatina Fungicida C12H13NO2S 235,3 n.d. da.e 134
Cialotrina-lambda 98,5 piretroide Inseticida C23H19CIF3NO3 449,9 n.d. da.e 0,005
Ciflutrina 98,0 piretroide Inseticida C22H18ClFNO3 434,3 n.d. da.e 0,0012
Cipermetrina 92,0 piretroide Inseticida C22H19CIoNO3 416,3 n.d. d.a.e 0,009
Ciproconazol 99,0 triazol Fungicida Ci15H18CIN3O 291,8 n.d. d.a.e 93
Clomazona 95,5 isoxazolidinona Herbicida Ci12H14CINO> 239,7 n.d. 281,7 1102
Clorpirifos 98,5 organofosforado Inseticida CoH11CIsNO3PS 350,6 n.d. d.a.e 1,05
%Igtriplni::rgos 97,0 organofosforado Inseticida C/H;CI3NOsPS 322,5 n.d. d.a.e 2,74
Clorpirifés oxom 98,0 organofosforado Inseticida CgH11CIsNO4P 334,5 n.d. da.e -
Deltametrina 99,0 piretroide Inseticida C22H19BraNO3 505,2 n.d. da.e 0,0002
Diclorvos 97,0 organofosforado Inseticida C4H7C12,04P 221 n.d. da.e 18000
Difenoconazol 99,0 triazol Fungicida C19H17CIoN303 406,3 1,07 101 15,0
Diflubenzuron 99,4 benzoilureia Inseticida C14H9CIF2N205 310,7 n.d. 257 0,08
Dimetoato 98,5 organofosforado Inseticida CsH12NOsPS; 229,3 n.d. d.a.e 25900
Disulfoton 93,5 organofosforado Inseticida CgH190,PS3 274,4 n.d. d.a.e 25
Diuron 97,5 fenilamida Herbicida CgH10CI2N20 233,1 n.d. d.a.e 35,6
Epoxiconazol 99,0 triazol Fungicida C17H13CIFN3O 329,8 n.d. da.e 7,1
Espinetoram 97,9 espinosina Inseticida Ca2He9NO1p 754,0 7,7 d.a.e 29,0
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Analitos pureza Grupo Quimico Classe Formula molecular Massa molecular Ka Pqnto de Solubilidade gm
(%) (g/mal) ebulicdo (°C) agua (mg L™)
Espinosade 91,0 derivado de micro- Inseticida CarHesNOwo (A) + 732 + 746 8,0 225 7,6
organismo Ca2He7NO1p (D)
Etefon 98,5 gerador de etileno Regulgdor de C,HsCIO3P 1445 2,82 d.a.e Insolavel
crescimento
Etiona 96,5 organofosforado Inseticida CoH2,04P2S4 384,5 n.d. 165 2
Etofenprox 98,0 piretroide Inseticida CosH2503 376,5 n.d. d.a.e 0,0225
Famoxadone 99,0 oxazol Fungicida C2oH18N204 374,4 n.d. d.a.e 0,059
Fenoxicarbe 99,5 carbamato Inseticida C17H19NO4 301,3 n.d. 100,4 7,9
Fenpiroximato 99,4 pirazolium Inseticida C24H27N304 421,5 n.d. d.a.e 0,023
Fenpropimorfe 97,0 morfolino Fungicida C2oH33sNO 303,5 6,98 d.a.e 4,32
Fentiona 97,0 organofosforado Inseticida C10H1503PS> 278,3 n.d. 20 4,2
Fenvalerato 98,0 piretroide Inseticida C25H22CINO3 419,9 n.d. da.e 0,001
Fipronil 97,5 fenilpirazol Inseticida C12H4Cl2FeN4OS 437,2 n.d. d.a.e 3,78
Flumioxazin 98,5 n-fenilftalamida Herbicida C19H15FN2O4 354,3 n.d. d.a.e 0,786
Fluguinconazol 98,5 triazol Fungicida C16HsCI,FNsO 376,2 0,9 d.a.e 1,15
Flutriafol 99,5 triazol Fungicida Ci1sH13F2N3O 301,3 2,3 d.a.e 95,0
Fosmete 98,5 organotiofosfato Inseticida C11H12NO4PS; 317,3 n.d. 208 15,2
Imazalil 97,5 imidazol Fungicida C14H14CI2N20 297,2 n.d. 260 184
Imidacloprid 98,5 neonicotinoide Inseticida CoH10CIN502 255,7 n.d. 230 610
%r:“slfzgm 98,5 estrobilurinas Fungicida Ci1sH16NO, 3134 n.d. 310 2,0
Lufenuron 98,7 benzoilureia Inseticida C17HgCloFgN2O3 511,2 10,2 242 0,046
Malathion 99,0 organofosforado Inseticida C10H1906PS2 330,4 n.d. 174 148
Metamidofés 99,0 inseticida Inseticida C,HgNO,PS 141,1 n.d. 160 200000
Metidationa 99,0 organofosforado Inseticida CsH11N20O4PS3 302,3 n.d. d.a.e 240
Metiocarbe 99,5 carbamato Inseticida C11H15NO2S 225,3 n.d. 311 27
Metomil 99,5 carbamato Inseticida CsH10N202S 162,2 n.d. 192 55000
Metiocarbe 99,0 Carbamato Inseticida C11H15sNO4S 257,3 n.d. d.a.e -
sulfona
Metllogarbe 95,0 carbamato Inseticida C11H1sNO3S 241,3 n.d. d.a.e -
sulféxido
Mersulfuron 99,0 sulfonilureia Herbicida CraHisNsO6S 381,3 3,75 164 2790
Pendimetalin 98,8 dinitroanilina Herbicida C13H19N304 281,3 2,8 246 0,33
Forato 94,5 organofosforado Inseticida C7H170,PS3 260,4 n.d. da.e 50
Picoxistrobina 98,5 estrobilurinas Fungicida CigH16F3NO4 367,3 n.d. 342 31
Pirimicarbe 99,0 carbamatos Inseticida C11H18N4O2 238,4 4.4 d.a.e 3100
Pirimifés-metilico 99,0 organofosforado Inseticida C11H20N303PS 305,3 4.3 120 11
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Analitos Pureza Grupo Quimico Classe Férmula molecular Massa molecular pKa Pqnto de Solubilidade gm
(%) (g/mal) ebulicdo (°C) agua (mg L™)

Piriproxifem Herbicida C10H12N20 192,2 n.d. d.a.e 500
Procimidona 98,0 dicarboximida Fungicida Ci13H11CIb.NO2 284,1 n.d. 478 2,46
Procloraz 97,0 imidazol Fungicida C15H16CI3N302 376,7 3,8 220 26,5
Profenofos 98,0 organofosforado Inseticida C11H15BrCIOsPS 373,6 n.d. 124 28
Propargito 91,5 ester sulfito Acaricida C19H2604S 350,5 n.d. 210 0,215
Propiconazol 97,5 triazol Fungicida C15H17CIoN30; 342,2 1,09 355 150
Propizamida 99,0 benzamida Herbicida C12H1:CILbNO 256,1 10,38 283 9,0
Piraclostrobina 97,5 estrobilurinas Fungicida C14H20CIN3O4 387,8 n.d. 200 1,9
Pirazofés 97,0 fosforotiolato Fungicida C14H20N305PS 373,4 4,2 160 1,35
Simazina 98,0 triazinas Herbicida C7H12CINs 201,7 1,62 227 5
Tebuconazol 98,0 triazol Fungicida C16H22CIN3O 307,4 5,0 350 36
Terbutilazina 99,0 triazinas Herbicida CgoH16CINs 229,7 1,9 224 6,6
Tetraconazol 97,5 triazol Fungicida Ci3H11ClF4NsO 372,2 0,65 235 156,6
Tiabendazol 99,0 benzimidazol Fungicida C10H7N3S 201,3 n.d. d.a.e 30
Tiacloprido 98,0 neonicotinoides Inseticida C10H9CIN4S 252,7 n.d. 270 184
Tiametoxam 99,7 neonicotinoides Inseticida CgH10CINsO3S 297,7 n.d. 147,9 -
Tiodicarbe 99,5 carbamatos Inseticida C10H18N404S3 354,5 n.d. 184,7 22,2
Tiofanato metilico 99,0 benzimidazol Fungicida C12H14N404S: 342,4 7,28 165 18,2
Triadimefon 99,0 triazol Fungicida C14H16CIN3O2 293,8 n.d. 82 72
Triadimenol 98,0 triazol Fungicida C14H18CIN3O2 295,8 n.d. 270 72
Trifloxistrobina 99,0 estrobilurinas Fungicida CaogH19F3N204 408, 4 n.d. 285 Insoluvel

n.d. — ndo dissociavel
d.a.e — decomp®e antes do ponto de ebulicao.

Fonte: IUPAC database pesticides (2018).
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3.3 PREPARO DE SOLUCOES ANALITICAS

Os padrbes analiticos desse estudo foram preparados a partir de
padrées solidos de alta pureza (91 — 99,5%). Inicialmente preparou-se uma
solucdo estoque na concentracdo aproximada de 1000 mg L™ em acetonitrila
para cada analito avaliado. A partir dessas solugfes individuais, fez-se uma
mistura contendo todos 0os compostos selecionados na concentragéo de 10 mg
L™ para o desenvolvimento do método analitico. A solucdo foi armazenada em
frasco ambar a temperatura menor que -5 °C. Essa solucéo foi utilizada para o
preparo de uma solucdo de 1 mg L™ dos analitos e a partir dessa foram
realizados os ensaios de fortificacdo e o preparo das curvas de calibracdo nas
concentracdes 0,5; 1;2;5; 10, 20, 30, 40e 50 pg L™, tanto no extrato da matriz

quanto no solvente.

3.3.1 Andlise de solventes e reagentes

A fim de verificar a presenca de contaminantes nos solventes e
reagentes fez-se uma avaliacdo dos mesmos a partir do processo de extracao
utilizado para validacdo do método, porém sem a presenca da amostra azeite
de oliva ou azeitonas. Em substituicdo a amostra fez-se a utilizacdo de agua
ultrapura nas mesmas propor¢des. Esse procedimento foi chamado de
extracao branco de solventes e reagentes.

3.4 PROCESSSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de azeitona in natura chegaram ao laboratorio inteiras e em
temperatura ambiente. Elas foram pesadas e a polpa foi separada do caroco e
homogeneizada com um processador de alimentos do tipo Varimix®. Apds o
processamento as amostras de azeitona foram congeladas em freezer até a

realizagdo da analise.
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As amostras de azeite ndo foram processadas. Foi retirada uma aliquota
de 10 mL de cada frasco e armazenada em frascos ambar a temperatura

ambiente até a analise.

3.4.1 Escolha das amostras branco

Para serem utilizadas como amostras branco foram escolhidas as
azeitonas verdes que foram colhidas com produtores da regido em areas
isoladas de plantacbes na cidade de Cachoeira do Sul, RS. Nessas foi
garantido que ndo houve a aplicacdo de nenhum dos agrotéxicos em estudo.
Delas foi removido somente o caroco e fez-se a homogeneizacdo com o auxilio
de um multiprocessador de alimentos. A partir do homogeineizado preparou-se
0s extratos brancos na matriz. Para o azeite de oliva houve a necessidade de
testar varias marcas a fim de encontrar a que melhor se adequasse como
branco para o desenvolvimento o método, ou seja, sem a presenca dos

agrotoxicos pesquisados.

3.4.2 Coleta de amostras reais e aplicagcdo do método desenvolvido

Amostras de azeitona também foram coletadas em propriedades que
produzem o fruto para a elaboracao de azeites de oliva. Ainda, as amostras de
azeitona em conserva foram adquiridas em mercados da cidade de Santa
Maria. A fim de remover a salmoura das mesmas, essas foram lavadas por trés
vezes com agua corrente. Algumas marcas chegaram ao laboratorio sem
caroco, sendo diretamente processadas no processador de alimentos apos a
lavagem. Outras, no entanto, tiveram que ser separadas do caro¢o antes do
processamento. O Codex alimentarius nao cita a necessidade de lavagem dos
frutos, porém essa foi realizada a fim de remover residuos da salmoura na

amostra.
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As amostras de azeite de oliva foram adquiridas de mercados da cidade
de Santa Maria, RS, sendo as marcas avaliadas nacionais e de paises como
Itélia, Argentina, Chile, Portugal e Espanha.

3.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fim de melhorar a intensidade do sinal analitico no sistema UHPLC-
MS/MS foi realizado um planejamento fatorial 2° variando-se a vazdo da fase
movel, a temperatura da coluna cromatografica e a proporcdo de formiato de
amonio adicionada a fase mével como é apresentado na Tabela 9. Analisou-se
a resposta como sendo a area de cada analito avaliado. Para esse estudo
considerou-se a faixa de operacéo da coluna cromatografica ACQUITY UPLC®

BEH tanto em relacdo ao pH, como temperatura e vazao.

Tabela 9 - CondicBes cromatograficas avaliadas pelo planejamento fatorial 23,

Formiato de
Ensaio Vazao (mL/min) amonio T (°C)
(mmol L™
1 0,125 3,0 20
2 0,125 3,0 60
3 0,125 7,0 20
4 0,125 7,0 60
5 0,325 3,0 20
6 0,325 3,0 60
7 0,325 7,0 20
8 0,325 7,0 60
9 0,100 5,0 40
10 0,390 5,0 40
11 0,225 1,6 40
12 0,225 8,3 40
13 0,225 5,0 20
14 0,225 5,0 70
15 0,225 5,0 40
16 0,225 5,0 40

Fonte: Software Statistica 8.0.

Pelos resultados obtidos em relacéo a intensidade do sinal analitico para
o planejamento da Tabela 9 foi gerada uma equacédo que melhor descrevia o
comportamento de cada analito estudado em relagcédo a area/sinal analitico do

mesmo (APENDICE B). A partir desse foram geradas superficies de resposta e
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diagramas de pareto que exemplificam as melhores condicbes do sistema.
Assim, foram escolhidas as melhores condicbes para operagédo do

cromatégrafo bem como da fase movel utilizada.

3.5.1 Ajuste das condi¢des de deteccédo por UHPLC-MS/MS

Os métodos de rotina (KEMMERICH et al., 2017) foram otimizados com
0 uso da biblioteca Quanpedia do UHPLC-MS/MS, na qual estdo disponiveis
diversos tipos de analitos, ions precursores, ions produtos e energias aplicadas
no cone e energias de coliséo.

Para verificacdo da intensidade do sinal e tempos de retencdo dos
compostos foi avaliada uma solugdo contendo a mistura dos agrotéxicos, na
concentracdo 20 pg L™, preparada em ACN. O composto atrazina deuterada foi
utilizado como padrao de controle (PC) em todas as andlises cromatograficas a
fim de verificar eventuais flutuacfes no sinal analitico.

A fase movel (FM) foi previamente otimizada através do planejamento
experimental descrito no item anterior. Além do aditivo formiato de amdénio foi
utilizado acido férmico, pois alguns compostos da biblioteca “Quanpedia” foram
previamente infusionados com a adicdo desses dois reagentes com a
finalidade de formar adutos.

Foram avaliadas as transi¢Oes escolhidas para a etapa de quantificacao
e identificacdo dos compostos em estudo. A transicdo de maior intensidade foi
escolhida para quantificacdo do analito e a de segunda maior intensidade foi
utilizada para identificacdo do mesmo.

A curva analitica foi preparada a partir da solucdo contendo a mistura
dos agrotoxicos no extrato da matriz e no solvente (acetonitrila) nas
concentracdes 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 ug L™. Essas curvas
foram diluidas cinco vezes em agua ultra-pura para analise cromatografica a

fim de melhorar a separacdo cromatografica.
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3.6 TESTES PRELIMINARES

Testes iniciais foram realizados com 6leos vegetais comestiveis (soja,
milho, arroz, canola e girassol), tanto por esses serem mais baratos e mais
consumidos, quanto para fins de comparacdo. Esses testes serviram como
referéncia para nortear os estudos com azeite de oliva, visto que também
apresentam em sua composicao praticamente 100% de gordura. Os diferentes
Oleos foram congelados durante 12 h a fim de observar a formacdo de
precipitado ou separacdo de fases. Apos o teste de congelamento foi avaliada
a extragcdo com os solventes acetonitrila, hexano e acetonitrila saturada de
hexano.

Seguinte a extracdo com os trés tipos de solventes foram coletados 5
mL do sobrenadante em tubos de vidro de 15 mL para realizacdo de teste
gravimétrico (OSHITA e JARDIM, 2014). O restante dos extratos foi colocado
sob-refrigeracdo por pelo menos duas horas e desse foi retirado o
sobrenadante antes do 6leo descongelar. O solvente de todos os tubos foi
evaporado até a secura, resultando apenas o residual de gordura nos frascos.

Outro teste que foi realizado na etapa de extracdo foi a adicdo de agua
as amostras de Oleos vegetais. Segundo Hernando e colaboradores (2007), a
adicdo de agua a etapa de extracao facilita a remocdo de compostos polares
da matriz. Além disso, ela é indicada para amostras com teor de agua inferior a
80% (STOCKA et al.,, 2011). Assim, foram testados diferentes volumes de
adicdo de agua (1, 3 e 7 mL), correspondende a 25, 50 e 70% de agua na
amostra. Ainda, foi testada adicdo de cloreto de sodio (0,5, 1, 1,5 e 2 g) na
etapa de extracdo, pois se um analito possui um coeficiente de distribuicdo
baixo entre um solvente organico e a agua, a extracdo sem adicdo de sais

torna-se dificultada.
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3.7 ESTUDO DE DIFERENTES TECNICAS PARA VERIFICAR A
PRESENCA DE COEXTRATIVOS NO EXTRATO DA AMOSTRA

Pensando em testes alternativos para verificar a presenca de
coextrativos, principalmente gordura (aproximadamente 100% da matriz azeite
de oliva) nos extratos obtidos pelos métodos testados avaliou-se algumas

alternativas que se mostraram Uteis durante a pesquisa.

3.7.1 Placas de silicautilizando a Cromatografia em Camada Delgada
(CCD)

A caracterizacdo de acidos graxos empregando CCD é uma técnica
comumente empregada na industria alimenticia (FROEHNER, LEITHOLD e
JUNIOR, 2007). Nessa parte da pesquisa optou-se pela realizacdo de testes
com cromatografia em camada delgada (CCD) anteriormente a analise das
amostras no sistema UHPLC-MS/MS. Essa acdo teve por objetivo evitar
possiveis danos ao equipamento ocasionados pelos coextrativos provenientes
da matriz.

Utilizou-se uma placa de silica gel (Merck TLC). Preparou-se a solucéo
eluente com éter de petréleo:éter etilico:acido acético na proporcéo de 80:20:2
(v/vlv). Para a revelacao foi usado iodo sublimado (FROEHNERI, LEITHOLDI;
JUNIOR, 2007). A verificagdo da presenca de &cidos graxos foi realizada
diluindo-se 3:10 (m/v) as amostras de azeite de oliva em acetonitrila (controle)
e comparando com o extrato da matriz sem limpeza e com limpeza por dois

diferentes sorventes.

3.7.2 Testes gravimétricos

Os testes gravimeétricos sdo uma ferramenta muito Util na quantificacao

de coextrativos provenientes da matriz estudada. No entanto, sé&o testes

dispendiosos e muitas vezes geram resultados sem diferenca significativa entre
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0S ensaios por se tratarem de massas remanescentes muito pequenas. A
quantificacdo da remocao dos coextrativos na etapa de limpeza é realizada
comparando-se 0s ensaios antes e depois da etapa limpeza (SAPOZHNIKOVA
e LEHOTAY, 2013).

Nesse estudo foram pesados tubos de vidro antes da adicdo dos
extratos e adicionou-se 5 mL dos extratos de interesse em triplicata. Os tubos
de vidro foram colocados no evaporador Turbovap LV® com temperatura
controlada (levando-se em consideracdo o solvente utilizado na extracdo) e
iniciou-se a secagem do solvente com fluxo suave de nitrogénio. O tempo pode

variar dependendo da matriz e do volume de extrato utilizado.

3.7.3 Avaliacdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS

Para a verificagcdo da presenca de coextrativos no extrato da matriz,
costuma-se realizar andlises no modo varredura em cromatografos a gas
acoplados a espectrometria de massas. Porém, alguns laboratorios néo
possuem esse equipamento. Assim, uma alternativa por LC-MS/MS é possivel.
Stevens e Zhao (2017) propuseram avaliar a remoc¢ao de lipidios nos extratos
da matriz monitorando 11 transicbes comuns de lipidios no modo
monitoramento de reacfes selecionadas (SRM). Os ions precursores
monitorados foram 808, 806, 786, 784, 760, 758, 704, 524, 522 e 520 m/z,
sendo que para todos foi monitorado o ion produto 184 m/z com energia de

colisdo de 30 eV.

3.7.4 Varredura por GC-MS

Quando uma maior quantidade de informacdo de uma determinada
amostra é desejada costuma-se analisar a mesma por GC-MS no modo full
scan. Assim, os dados das razdes massa/carga (m/z) séo coletados num amplo
espectro de varredura, normalmente de 20 a 1000 (MELLON, STARTIN e
SELF, 2000). Segundo o artigo “GC/MS SIM vs. Scan Mode” da Eurofins
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(2018) o modo de varredura completa registra todo o espectro de massas, e €
0 modo padrdo de aquisicdo utilizado para andlise da maioria das amostras
ambientais utilizando métodos de GC-MS como EPA 8260, 8270 e TO-15.
Esse modo foi utilizado para comparar os extratos das matrizes apoés
realizacdo de testes com diferentes sorventes de limpeza.

O modo de analise utilizado foi do tipo varredura completa, também
chamado, full scan. As condicbes cromatograficas sdo descritas a seguir.
Coluna HP 5 MS Ul (30 m x 250 um x 0,25 um). Tempo total de andlise: 20
min. Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL mint. Volume de injecdo: 1 pL.
Temperatura do injetor: 280 °C. Pressao: 12,5 psi. Temperatura da fonte: 300
°C. Temperatura do forno: 60 °C (1 min) — (40 °C min™®) —170 °C — (10 °C
min™!) — 310 °C.

3.8 PREPARO DE AMOSTRA

Para os ensaios de extracdo iniciou-se comparando os trés métodos
QUECHhERS: original, citrato e acetato (ANASTASSIADES et al., 2003). Levou-
se em consideracdo a propor¢do amostra:agua:solvente organico escolhida
pelos testes preliminares com 6leos comestiveis. Os ensaios de extracdo estéo
apresentados na Figura 6.

Para o método QUEChERS Original foram utilizados 4 g de MgSO,e 1 g
de NaCl na etapa de extracdo e 150 mg de MgSO, + 25 mg de PSA na etapa
de limpeza. Ja para os métodos QUEChERS modificados citrato e acetato, o
sulfato de magnésio e PSA utilizados na etapa de limpeza considerararam a
mesma proporcdo do método Original. J& os sais de extragdo para o0 método
modificado Citrato foram 4 g de MgSO4 + 1 g de NaCl + 1 g CgHsNaz07.2H,0 +
0,5 g CsHeNa07.1,5H,0. E os sais de extracdo usados para 0 método
modificado acetato foram 4 g de MgSO, + 1 g de CH3COONa, todos
considerando a extragdo com 10 mL de fase organica.



56

Figura 6 - Comparacgdo entre os métodos QUEChERS de extracdo para azeite
de oliva.

QuEChERS Original QUEChERS modif. Citrato ~ QUEChERS modif. Acetato
3 g amostra 3 g amostra 3 g amostra
7 mL agua 7 mL agua 7 mL agua
10 mL acetonitrila 10 mL acetonitrila 10 n?l— ag:etonitrila
% acido acético
Agitagao (1 min) Agitagao (1 min) Agitagao (1 min)
MgSO, + NaCl MgSO, + NaCl + MgSO, + CH;COONa
. . CgHz:Na;0-*2H,0 + L .
Agitacdo (1 min) @ CZH:N&;O;""] ,52HZO Agitagdo (1 min) @
1 mL sobrenadante Agitagao (1 min) @ 1 mL sobrenadante
eI, P 1 mL sobrenadante MgSO, + PSA
Agitagdo (1 min) @ MgSO4 + PSA Agitagdo (1 min) @
Filtragao Agitagao (1 min) @ Filtracdo
UHPLC-MS/MS Filtragéo UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

@ Centrifugacdo (8 min))

Fonte: o autor.

Os extratos obtidos para os diferentes métodos QUEChERS foram
submetidos a analise cromatografica por UHPLC-MS/MS para o estudo da
recuperacdo dos analitos. Além disso, |) fez-se a analise gravimétrica dos
extratos para verificar qual deles retia mais componentes da matriz. Ainda; 1)
os extratos foram submetidos a uma analise das principais transicdes para
gorduras no UHPLC-MS/MS; 1ll) analise no modo varredura por GC-MS para
confirmar os resultados anteriores.

Apos a verificacdo dos resultados dos testes anteriormente descitos o
método QUEChERS original foi escolhido para a matriz azeite de oliva. A partir
disso avaliaram-se os fatores: interferéncia do modo de agitacdo durante a

extracao e a recuperagado das amostras, bem como a etapa de congelamento.
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3.8.1 Variacdes na etapa de agitacdo para extracdo dos agrotoxicos na

matriz azeite de oliva

Sabe-se que a agitacéo é fundamental no procedimento QUEChERS. Na
presenca de sais secantes, como o sulfato de magnésio ela facilita a
homogeneizagcao da temperatura do meio (que fica aquecido entre 40 e 45°C)
possibilitando a migracdo dos analitos da matriz para o solvente extrator e
principalmente favorecendo a extracdo dos compostos apolares (PRESTES et
al., 2009).

A fim de testar qual agitacdo seria mais eficiente na extracdo dos
agrotoxicos das amostras de azeite de oliva foram avaliadas quatro formas
distintas: agitacdo manual, agitacdo com vortex (Figura 7a), agitacdo com
agitador Multitube Vortex Fisher Scientific® (Figura 7b) e agitacdo com
agitadorHeidolph Overhead Shaker Reax® (Figura 7c). Os tempos de agitacéo
e ensaios estao descritos na Tabela 10.

Figura 7—Agitadores utilizados durante a etapa de extracdo: a) vortex comum,
b) Multitube Vortex Fisher Scientific®, c¢) Heidolph Overhead Shaker Reax®

Os tempos de agitacdo avaliados foram baseados em pesquisas ja
publicadas na literatura. Para a agitacdo manual no método QUEChERS
costuma-se variar o tempo de agitacdo de 30 s a 1 min, podendo essa ser
manual ou com vortex comum (LEHOTAY et al., 2010, OSHITA E JARDIM,
2014, PRESTES et al., 2009). O tempo de agitacdo comumente utilizada para o
agitador Fisher Scientifc® é de 10 min (ZAVITZANOS et al., 1999), no entanto
ndo ha muitas referéncias sobre o uso do mesmo nesse tipo de extracdo. Ja

com o agitador Heidolph Overhead Shaker Reax® nd&o ha um tempo de
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agitacdo bem definido e autores sugerem desde 30 min até 48 h de agitacéo
(ZAMAN et al.,, 2016, CZECH et al.,, 2016, STORM, ASCHENBRENNER e
SMIRNOVA, 2014, KLEES, BOGATZKI e HIESTER, 2016). No caso dos testes
para azeite de oliva, considerou-se a utilizacdo de 48h impraticavel para

analises de rotina.

Tabela 10-Tipos e tempo de agitacao (A) avaliados na etapa de extracao.

Ensaio Modo de agitagéo Tempo
Al Manual 1 min
A2 Vortex 1 min
A3 Agitador Fisher Scientific® 10 min
A4 Agitador orbital REAX® 30 min
A5 Agitador orbital REAX® 1h

A6 Agitador orbital REAX® 2h

A7 Agitador orbital REAX® 12 h
A8 Agitador orbital REAX® 24 h

Os percentuais de recuperacdo e RSD no nivel 20 pug L* foram
avaliados em triplicata para cada ensaio. Os resultados foram comparados com
a curva de calibragdo na matriz para cada tipo de agitacao.

3.8.2 Avaliacédo da influéncia da etapa de congelamento na remoc¢éo dos

coextrativosdo extrato da matriz azeite de oliva

Muitos autores citam a etapa de congelamento como significativa para
minimizar a presenga de coextrativos no solvente extrator para matrizes como
peixe, paprica, coco, entre outros (SHAO, AGAR e GIESE, 2017, LEE et
al.,2011, FERREIRA et al.,2016, WANG, 2017). Nessa etapa da pesquisa
optou-se por testar a influéncia do congelamento sob as extragbes de
agrotoxicos em azeite de oliva. Foram realizados 10 ensaios conforme descrito
na Tabela 11.

O ensaio C1 foi considerado o ensaio controle, no qual o extrato nao foi

congelado. O ensaio C2, C3, C4 e C5 consistiram na aplicagédo de banho de
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gelo picado no extrato da amostra por 1, 5, 10 e 30 min respectivamente. O
ensaio C6 aplicou banho de gelo seco adicionado de alcool para diminuicédo da
temperatura durante 1 minuto. Os ensaios C7, C8, C9 e C10 envolveram a
utilizacao de freezer para congelamento dos extratos das amostras por 30 min,

1, 12 e 24 h, respectivamente.

Tabela 11 - Ensaios para estudo da influéncia da etapa de congelamento (C)
na extracdo de agrotoxicos em azeite de oliva.

Ensaio Procedimento Tempo
C1 Sem congelamento -
C2 Banho de gelo 1 min
C3 Banho de gelo 5 min
C4 Banho de gelo 10 min
C5 Banho de gelo 30 min
C6 Banho de gelo seco + alcool 1 min
Cc7 Freezer 30 min
C8 Freezer 1h
C9 Freezer 12 h
C10 Freezer 24 h

Assim como nos ensaios de agitacdo, os percentuaisde recuperacéo e
RSD foram avaliados em triplicata no nivel 20 pg L*. Também foram
comparadas as andlises das amostras fortificadas com a curva de calibracéo

na matriz para cada procedimento.

3.8.3 Precipitacdo de coextrativospor agitacao ultrassonica

Foi proposta a eliminacdo da etapa de limpeza do método QUEChERS
substituindo a mesma pela sonicacdo do extrato da matriz com sulfato de
aluminio. Essa alternativa surgiu devido ao fato de que o sulfato de aluminio
costuma ser usado no tratamento de residuos, pois é capaz de complexar com
as moléculas de gordura levando a sedimentacdo dessas (Panda, 2011,
Hoffmann, 2013).
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Pesou-se 1 mg de Al,(SO,4); para cada mL de extrato que se desejava
limpar. A mistura foi submetida a agitagdo em banho ultrassonico por 10 min
seguido de centrifugacdo a 3400 rpm por 8 min. O sobrenadante foi filtrado e

analisado no modo varredura por GC-MS.

3.8.4 Utilizagao de diferentes sorventes na etapa de limpeza

No método QUEChERS original utiliza-se amina primaria e secundaria
(PSA) e sulfato de magnésio (MgSO,) na etapa de limpeza. No entanto,
percebeu-se que a utilizagdo desses sorventes n&o era eficaz na remogéo dos
coextrativos da matriz. Assim, levando-se em consideracdo 0s sorventes
disponiveis no laboratorio, fez-se uma avaliagcdo em termos de recuperacéo e
reducdo dos coextrativos da matriz para doze diferentes combinacdes de
limpeza conforme descrito na Tabela 12. Nos testes também foi comparada a

utilizacao dos sorventes na forma dispersiva (d-SPE) e em cartucho (SPE).

Tabela 12 - Ensaios variando-se os sorventes (S) de limpeza no método

QUEChERS.

Ensaio Sorventes Forma de limpeza
S1 250 mg Bond Elut Carbon 250 mg PSA SPE
S2 500 mg Strata SDB-L SPE
S3 600 mg Captiva EMR SPE
S4 50 mg C18 + 50 mg PSA + 50 mg MgSO, d-SPE
S5 50 mg Zsep+ + 150 mg MgSO, d-SPE
S6 200 mg EMR - Lipid + 400 mg Polish d-SPE
S7 125 mg C18 + 25 mg PSA + 150 mg MgSO, d-SPE
S8 200 mg Florisil + 600 mg MgSQO, d-SPE
S9 Amino SPE
S10 100 mg Silica + 100 mg MgSO, d-SPE
S11 100 mg Alumina + 100 mg MgSQO, d-SPE
S12 100 mg Terra diatoméacea + 100 mg MgSO, d-SPE

Foi realizada a varredura por GC-MS para todos os ensaios de

sorventes. Além disso, foi realizada a avaliagdo no modo SIM para 0s mesmos
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ensaios por UHPLC-MS/MS. Ainda, os ensaios foram avaliados em termos de
percentuais de recuperagcdo e RSD comparando-se cada um com sua
respectiva curva de calibracdo. Para o melhor resultado em termos de
recuperacdo dos analitos em estudo e remocédo de coextrativos avaliou-se a
quantidade de sorvente utilizado variando-se a propor¢cao por mL de extrato de
100 200 e 300 mg, respectivamente. Porém, esses ensaios ndo mostraram
melhoras na recuperacdo dos analitos do método e foram descartados. A
avaliacdo no modo full scan por GC-MS néao foi realizada para esses ultimos
ensaios. Dessa maneira, validou-se o método proposto a partir dos melhores

resultados obtidos nos testes com diferentes sorventes.

3.9 VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO
DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA.

O método proposto foi validado inicialmente para azeite de oliva
obedecendo aos parametros de seletividade, linearidade, curva analitica,
limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisao
intermediaria), exatiddo avaliada através de ensaios de recuperagdo e
avaliacdo do efeito matriz (ANVISA, 2017, DOC-CGCRE-008, 2016, SANTE,
2017, ZANELLA et al., 2015).

3.9.1 Seletividade e sensibilidade

A avaliacdo da seletividade do meétodo foi realizada analisando-se
extratos de amostras branco, isentas dos analitos em estudo, no sistema
cromatografico e amostras fortificadas com esses analitos. Comparou-se 0s
cromatogramas verificando se algum interferente poderia estar coeluindo com

os analitos selecionados e se isso afetaria a analise por UHPLC-MS/MS.
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3.9.2 Linearidade e curva analitica

A linearidade do método proposto foi avaliada através da andlise
cromatografica de solucdes analiticas nas concentracdes de 0,5, 1, 2;5; 10; 20;
30; 40 e 50 pg L™'preparadas em acetonitrila e no extrato do branco da matriz
(azeite de oliva e azeitona). As solugdes foram preparadas previamente
conforme descrito no item 3.3. Foram preparadas 3 curvas analiticas em
extrato branco da matriz (azeite de oliva), uma curva em solvente organico
(acetonitrila) e uma curva no extrato branco da matriz (azeitona). Com esses
dados foi possivel calcular a equacdo da curva analitica para cada um dos
compostos avaliados bem como 0 RSD% e o coeficiente de determinacéo (r?)

de cada curva.

3.9.3 Limites de deteccao e quantificacao

O limite de quantificacdo (LOQ) foi considerado como sendo o menor
ponto da curva analitica para cada composto avaliado levando-se em conta a
relacdo sinal/ruido e os ensaios de recuperacdo (DOC-CGCRE-008, 2016).
Para tal, o limite de deteccdo (LOD) pode ser calculado como derivado do
LOQ, sendo, portanto 3,33 vezes menor que esse.

No método proposto houve etapas de diluicdo da amostra, desse modo,
os limites em relagdo ao instrumento e ao método foram diferentes. O limite de
deteccdo do instrumento (LODi) e o limite de quantificacdo do instrumento
(LOQi) referem-se aos limites em relacdo ao instrumento, expressos em pg L™
Ja o LODm e LOQm referem-se aos limites do método, ou seja, a concentracao
real nas amostras e sao obtidos através da relacdo entre o fator de
concentracéo/diluicdo do método e os limites do instrumento, expressos em ug

kg™ tanto para os azeites de oliva como para as azeitonas.
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3.9.4 Exatidao

A avaliagdo da exatiddo do método foi realizada em 4 niveis de
fortificacdo (0,5, 10,20 e 50 pg L™). Para cada nivel de fortificacdo foram feitas
6 réplicas nas amostras “branco” de azeite de oliva. Para as azeitonas fez-se
trés niveis de fortificacdo na concentracdo de 0,5, 10 e 20 pg L™ A faixa de
aceitacdo considerada para o célculo dos percentuais de recuperacgao foi de 70
a 120%.

3.9.5 Precisao

Em termos de repetibilidade, a precisdo foi avaliada extraindo-se 6
amostras fortificadas para cada nivel de fortificacdo analisado uma vez no
equipamento. A variacdo entre as réplicas foi expressa pelo desvio padrédo
relativo (RSD). Foram considerados dentro da faixa de aceitagdo 0s ensaios
que apresentaram RSD <20%.

Para a verificacdo da precisdo intermediaria, foram feitas andlises de
uma curva analitica na matriz “branco” e trés niveis de fortificacdo nas
concentracdes de 0,5, 10 e 20 pg L™ uma semana apés a validacdo do método.

Esse procedimento foi realizado por diferentes analistas.

3.9.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada durante o processo de validacdo e
precisao intermediaria, pois foi preparada nova fase movel, realizada a limpeza
da fonte de ionizacdo, trocado o lote do solvente extrator (acetonitrila) e o
ensaio foi realizado por outro analista. Além disso, a solu¢cdo contendo os
agrotoxicos avaliados no método foi preparada novamente para 0s ensaios de

precisao intermediaria. Também o0s ensaios do planejamento experimental
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demonstraram que as variacdes no pH da fase mével nao interferiram na

eficiéncia do método desenvolvido (Anvisa, 2017)

3.9.7 Efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz foi realizada comparando-se a inclinagao
das curvas analiticas no solvente (acetonitrila) e na matriz. Foi considerado que
um efeito superior a £ 20% confirma a ocorréncia de efeito matriz (CARDOSO,
NOBREGA e ABRANTES, 2008, SANTE, 2017).

3.10 —~AMPLIACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA A MATRIZ
AZEITONA

Foi realizada a ampliacdo do método desenvolvido para a matriz
azeitona considerando os mesmos analitos e obedecendo aos parametros de

validacdo descritos no item 3.9.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Optou-se pela execucdo de um planejamento experimental considerando
0os solventes geralmente utilizados na rotina de laboratério de analise de
residuos de agrotoxicos. A utilizacdo de pequenas variacbes na fase movel
implica em menores oscilagbes no sistema cromatografico, bem como, evita
falhas ou problemas relacionados a operacdo do equipamento (Neto, 2009).

A resposta do planejamento foi avaliada em termos de melhora no sinal
analitico do equipamento (area dos picos). O planejamento foi realizado
levando-se em conta todos os agrotdéxicos em estudo. Para a maioria dos
compostos avaliados, o fator temperatura da coluna cromatografica foi o menos
relevante. Fato que pode ser justificado pela extreita faixa de operacdo da
mesma (de 20 a 70 °C), pois segundo Maldanere Jardim (2012) o aumento da
temperatura pode melhorar a eficiénciae a resolucdo cromatografica. No
entanto, a maioria das fases estacionarias nao é estavel a altas temperaturas,
como é o caso da coluna ACQUITY UPLC® BEH. A Figura 8 mostra os gréaficos
de Pareto exemplificando que avazao foi o ponto critico para a melhora no sinal

analitico.
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Figura 8 - Graficos de Pareto obtidos pelo planejamento experimental para os

agrotoxicos: a) aldicarbe, b) dimetoato, c) fempropimorfe e d) metsulfurom

metilico
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Aldicarbe Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: dimetoato
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=60602E11 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=98667E11
DV: Aldicarbe DV: dimetoato
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Fonte: Statistica 8.0, 2007.

Ainda, pela superficie de resposta desses compostos € possivel
observar que, independente da proporcédo da fase mével, na vazdo de 100 uL
min? foram obtidas as melhores respostas cromatogréficas. Fato que foi
observado para a maioria dos agrotéxicos estudados. Na Figura 9 estdo
demonstrados alguns desses resultados.
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Figura 9 - Superficies de resposta obtidas pelo planejamento experimental para
0s agrotoxicos: a) aldicarbe, b) dimetoato, c) fempropimorfe e d) metsulfurom
metilico.
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Fonte: Statistica 8.0, 2007.

A diminuicdo da vaz&o ndo implicou numa diminuicdo no desempenho
cromatografico. Pelo contrario, pois em colunas cromatograficas com tamanho
de particula menor (1,7 um) a faixa de vazao de 6timo desempenho é maior.
Por isso, nao foram necessarias modificacbes na proporcdo da fase moével de
rotina, o que viabiliza que esse método seja utilizado no laboratorio sem
alteracdo da vazao normalmente utilizada. Dessa maneira a fase movel do
sistema UHPLC-MS/MS foi otimizada constituindo-se de dois solventes
operando em gradiente linear, com vazdo de 0,100 mL min™, temperatura da
coluna de 40°C, volume de injegao 10 uL e tempo total de analise de 12 min. A
fase aquosa (A) foi uma solugcdo composta por 98% de agua e 2% de metanol
(v/v) e a fase organica (B) metanol, ambas contendo 0,1% de &cido férmico e 5
mmol L™ de formiato de aménio como aditivos. O uso de aditivos na fase mével
permite uma melhora na separacdo cromatografica, além de favorecer o

processo de ionizacdo dos compostos, aumentando a resposta dos mesmos.
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Recomenda-se a utilizacdo de aditivos com baixas concentracfes salinas (< 10
mmol L) e elevada volatilidade, para que ndo causem contaminacéo da fonte
de ionizagdo ou supressdo de sinal. A utilizagdo de acido formico no modo
eletronebulizacdo positiva forma ions [M+H]" e com o formiato de amonio
ocorre formacdo de adutos de aménio [M+NH,4]*, reduzindo a formacdo de
adutos de sédio provenientes de vidrarias e impurezas de solventes (CASS e
CASSIANO, 2015).
As condicOes estabelecidas para o espectrdmetro de massas foram:

* Capilar: 2,0 kV;

* Temperatura da fonte de ionizagao (ESI): 150 °C.

*  Temperatura de dessolvatacdo: 500 °C;

+ Vazdo do gas de colisdo (argdnio): 0,15 mL min™;

* Vazdo do gas de secagem (N,): 600 L h*;

*+ Vazdo no cone (N»): 80 L h™;

4.1.1 Ajuste das condicOes de determinacdo dos agrotoxicos por UHPLC-
MS/MS

Os parametros de quantificacdo e confirmacdo utilizados para cada
analito no modo SRM estdo apresentados na Tabela 13. J4 a Figura 10
apresenta o cromatograma de ions totais (TIC) para uma mistura dos analitos
na concentracdo de 20 pug L™ em acetonitrila, com destaque para o composto

atrazina, mostrando também as duas transicoes monitoradas para 0 mesmo.

Tabela 13 - Analitos caracterizados pelo tempo de retencgé&o, ions precursor e
produto para duas transicbes (quantificacdo e confirmacdo) e energia de
colisao.

i fon Tensdo fon Energia fon Energia
tr(mi Analito precursor do cone produto -nerg produto -nerg
n) coliséo (eV) coliséo (eV)
(m/z) (eV) (m/z) (m/z)
7,4 2,4-D 219 18 161 13 125 13
3,4 Acefato 184 8 143 8 125 18
5,5 Acetamiprido 223 23 126 20 56 15
6,2 Aldicarbe 208 7 116 7 89 7

7,4 Atrazina 216 30 174 18 96 23




fon Tens&o fon fon

thf)m' Analito pr?;ljgor do( :s;e ngqc;;)to . oﬁgggg('gv) ngﬂ;)to Coﬁgggg('sv)
7,4 Atrazina-d5(PC) 343 23 151 21 311 11
8,3 Azinfés etilico 346 10 132 16 77 36
7,6 Azinfés metilico 318 12 160 8 261 8
7,7 Azoxistrobina 404 17 329 30 375 15
6,5 Bentazona 241 12 199 12 107 26
10,4 Bifentrina 294 22 69 20 197 15
8,8 Bitertanol 440 15 166 42 181 20
7,9 Boscalida 338 12 99 16 70 8
9,3 Buprofezina 343 32 307 20 140 20
7,0 Carbaril 306 22 201 12 57 20
4,6 Carbendazim 202 19 145 22 117 28
Carbofurano-3-
5.4 hidroxido 192 24 160 18 132 28
10,2 Carbosulfano 238 25 163 16 181 10
6,9 Carboxina 381 31 118 22 76 34
8,2 Ciproconazol 236 25 143 16 87 22
7,7 Clomazona 292 27 125 24 70 18
9,6 Clorpirifos 240 23 125 18 89 46
9,1 Clorpirifés metil 350 27 97 32 198 20
8,6 Cresoxim metilico 322 23 125 20 289 16
9,8 Deltametrina 314 15 206 7 116 12
6,7 Diclorvos 523 16 281 18 506 11
8,9 Difenoconazol 221 23 109 22 79 34
8,5 Diflubenzuron 406 37 251 25 111 60
5,5 Dimetoato 328 20 158,3 12 141 28
8,9 Disulfoton 230 12 125 20 199 10
7,5 Diuron 275 14 89 20 61,1 35
8,3 Epoxiconazol 233 27 72 18 46 14
9,0 Espinetoram 206 12 70 10 99 15
8,7 Espinosade A 330 25 101 50 121 22
9,0 Espinosade D 749 142,4 25 98 40 32
7,6 Etefon 409 25 145 40 186 16
10,4 Etiona 216 174 18 96 23
10,4 Etofenprox 733 47 142 31 98 59
8,6 Famoxadona 733 47 142 31 98 59
8,5 Fenoxicarbe 302 19 88 20 116 11
9,7 Fenpiroximato 145 10 85 8 73 14
7,8 Fenpropimorfe 285 16 97 46 199,1 10
8,7 Fentiona 394 17 107 43 177 15
8,4 Fipronil 392 12 331 10 238 20
7,6 Flumioxazin 327 215 37 152 28

8,2 Fluguinconazol 302 19 88 20 116,1 11




fon Tens&o fon . fon .
thf)”“ Analito precursor docone  produto coﬁgggg(lgw produto coﬁgée(;g(ISV)
(m/z) (eV) (m/z) (m/z)
7,3 Flutriafol 422 23 366 15 138 32
8,9 Forato 304 41 147 28 57 30
7,7 Fosmete 279 25 169 16 247 13
7,3 Imazalil 435 25 330,2 16 250 26
5,1 Imidacloprido 355 20 327,1 28 299 32
7,9 Linurom-d6(PC) 355 17 88 16 108 16
9,3 Lufenuron 376 37 307 30 349 18
8,0 Malationa 302 23 123 29 70 18
1,6 Metamidofos 261 10 75 12 97 32
7,6 Metidationa 318 19 160 22 77 46
7,9 Metiocarbe 297 31 159 22 69 22
Metiocarbe
56 sulfona 256 23 175 20 209 15
Metiocarbe
52 sulféxido 511 20 141 50 158 25
4,4 Metomil 331 12 99 24 127 12
Metsulfurom
6.6 metiico 142 17 93.4 12 125 13
9,6 Pendimetalina 303 10 145 10 85 20
8,4 Picoxistrobina 226 19 169 10 121 22
8,7 Piraclostrobina 258 22 107 38 122 19
8,8 Pirazofos 242 17 122 28 185 14
6,6 Pirimicarbe 163 19 106 10 88 10
8,9 Pirimifés metilico 382 22 167 16 199 22
9,5 Piriproxifem 282 12 212 10 194 17
8,4 Procimidona 368 10 145 22 205 10
8,2 Procloraz 388 20 1163 25 79 30
9,2 Profenofos 374 33 194 32 222 22
9,6 Propargito 239 25 182 15 72 18
8,7 Propiconazole 306 25 108 32 164 22
8,1 Propizamida 295 23 93 14 96 14
6,8 Simazina 284 33 256 17 67 28
8,7 Tebuconazol 376 13 307 16 70 34
8,0 Terbutilazina 373 25 128 40 303 20
8,3 Tetraconazol 368 15 175 15 231 15
5,1 Tiabendazol 347 37 159 34 69 22
5,8 Tiacloprido 256 27 190 15 156 15
4,6 Tiametoxam 202 34 96 22 124 16
6,9 Tiodicarbe 308 31 70 22 125 40
6,6 Tiofanato metilico 230 28 174 16 96 28
8,1 Triadimefon 327 32 159 30 70 20
8,3 Triadimenol 202 42 175 25 131 30
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_ fon Tens&o fon Eneraia fon Eneraia
thg“' Analito precursor docone  produto coliséog(eV) produto coliséog(eV)
(m/z) (eV) (m/z) (m/z)
8,7 Trifenilfosfato (PI) 292 19 132 22 211 12
9,0 Trifloxistrobina 253 32 126 20 90 40

Figura 10 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por UHPLC-MS/MS para
os analitos quantificados em uma solucdo de 20 pg L™'no extrato da matriz
azeite de oliva.
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Fonte: UHPLC-MS/MS (XEVO TQ).

4.2 TESTES PRELIMINARES

Nos testes preliminares notou-se que o Oleo de arroz foi o que
apresentou maior quantidade de material particulado em suspensao antes do
congelamento. Porém, apdés 12 h de congelamento, esse material néo

precipitou, mantendo a solugéo levemente turva (Figura 11).
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Figura 11 - Oleos vegetais congelados (a) e ap0s etapa de congelamento (b).
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Fonte: o autor

A utilizagdo de ACN saturada com hexano foi baseada no trabalho de
Shen e colaboradores (2011) que desenvolveram um meétodo para a
determinacdo de 17 piretroides em matrizes de dificil preparo de amostra,
incluindo alho, cebola, cebolinha e pimentdo. A saturacdo da acetonitrila com
hexano também é reportada por outros autores por melhorar o desempenho da
extracdo dos analitos em relagdo a utilizacdo de ACN pura (HISKIA,
ATMAJIDOU e TSIPI, 1998; TSATSAKIS et al., 2003).

O volume de extracdo para todos os solventes foi de 10 mL, ja o volume
de amostra foi de 3 g, baseado no trabalho de Hernando e colaboradores
(2007) que desenvolveram um método para determinacdo multiclasse de 100
agrotoxicos em azeite de oliva. O uso de um menor volume de amostra tende a
minimizar os interferentes da matriz na analise cromatografica. Apos a agitacao
por 1 min as amostras foram centrifugadas a 3400 rpm a 10 °C por 10 min.

O sobrenadante dos solventes extratores foi coletado antes da etapa de
congelamento e depois da mesma, entdo evaporou-se até a secura no
evaporador Turbovap® com fluxo suave de nitrogénio e temperatura controlada
de 60°C. Os residuos remanescentes nas diferentes situagbes estdo
registrados nas Figuras 12 e 13. Excetuando-se 0s residuos da evaporacao
dos extratos com hexano, pois para ambos os testes, a extracdo com hexano
resultou numa maior retencdo de residuos de gordura, dificultando a
comparacao entre a extracdo com acetonitrila e acetonitrila saturada com

hexano.
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Figura 12 - Residuo de gordura (g) para as extracbes com diferentes tipos de

solvente sem congelamento, excluindo-se a extracdo com hexano para melhor
visualizagéo dos resultados obtidos.
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Fonte: o autor.

Figura 13 - Residuo de gordura (g) para as extragcdes com diferentes tipos de
solvente com congelamento, excluindo-se a extracdo com hexano para melhor
visualizacéo dos resultados obtidos.
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Fonte: o autor.

Aplicada a andlise de variancia para os 3 solventes sem congelamento
(Figura 12), percebe-se que houve diferenca significativa entre eles. Porém,
guando a analise de variancia foi feita entre os solventes ACN e ACN saturada,
ndo houve diferenca significativa entre os resultados de residuo de gordura.
Desse modo, o teste de extracdo com hexano foi 0o que mais retirou
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coextrativos das amostras de 0leo vegetal. Ademais, quando comparadas as
extracdes com ACN e ACN saturada com hexano, ndo houve diferenca
significativa na remocao de gordura das amostras.

Quando realizada a analise de variancia pra os 3 solventes apos a etapa
de congelamento (Figura 13), os resultados foram similares aos encontrados
sem congelamento. Para os melhores resultados (ACN e ACN saturada) foram
comparados os residuos de gordura e fez-se uma nova andlise de variancia.
Os resultados da analise mostraram que ha diferenca significativa entre os
valores considerando p=0,05 (Apéndice C). Desse modo foi avaliada a
diferenca entre os solventes extratores com e sem congelamento. Percebeu-se
que o uso de ACN saturada com hexano foi significativamente diferente dos
testes sem congelamento. Portanto, esse foi considerado o solvente extrator
ideal em termos de menor residual de gordura por mL de solvente extrator.

Esse resultado mostra-se de acordo com relatos da literatura (PRESTES
et al.,, 2011) que destacam que a acetonitrila retira da matriz uma quantidade
menor de coextrativos quando comparada com solventes mais apolares, e por
isso tem sido amplamente utilizada em métodos de determinacdo de residuos
de agrotoxicos em alimentos e matrizes ambientais.

A utilizacdo de ACN saturada com hexano € mais bem aplicada para
determinacdo por cromatografia a gas. Porém, devido as limitacGes praticas,
esse trabalho foi desenvolvido por cromatografia liqguida. Assim, o uso de
hexano na etapa de extracdo foi considerado inadequado, pois 0 mesmo
poderia vir a comprometer o sistema cromatografico (tubos peek).

Ainda, os extratos finais para analise cromatografica por cromatografia
liquida (LC) em acetonitrila saturada com hexano ficaram turvos apds serem
diluidos em agua ultrapura (5 e 10 vezes) devido a insolubilidade hexano/agua.
Fez-se o0 processo de filtracdo nesses extratos e foi possivel eliminar a
turbidez. Porém, com receio de que o hexano remanescente da extracao
pudesse interagir negativamente com o equipamento a extracdo foi efetuada
empregando somente acetonitrila, eliminando-se a etapa de saturacdo com
hexano.

Procedeu-se com a evaporacao dos extratos de acetonitrila saturada

com hexano e redissolu¢cdo em acetonitrila pura. No entanto, essa etapa além
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de causar um aumento de mais de 1 h na etapa de preparo de amostra gerava
um consumo alto de N, durante a etapa de evaporagao. Portanto, o uso de
acetonitrila saturada com hexano foi descartado na etapa de extracdo dos
analitos da amostra.

A fim de melhorar a etapa de extracdo adicionou-se cloreto de sodio a
mesma, pois compostos organicos sdo menos sollveis em agua com sal
solubilizado. Esse efeito € conhecido como salting-out (KAUFMANN et al.,
2014). A Figura 14 apresenta os frascos contendo amostra, agua e sais apos a

centrifugacao.

Figura 14 - Resultado da adicdo de agua e NaCl as matrizes de 6leo vegetal.
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Nessa etapa, percebeu-se que ndo havia diferenca visivel entre os 6leos
vegetais, apesar de o 6leo de arroz se destacar pela cor amarelo intensa
possivelmente devido a presenca de oryzanol, que é uma mistura de ésteres,
alcoois e acidos de cor amarelada.

Os testes que apresentaram melhores resultados visuais quanto a
particdo foram com 3 g de amostra, 7 mL de agua, e 10 mL de ACN a
quantidade de cloreto de sodio variando de 0,5a 1 g.

Os ensaios com Oleos vegetais serviram como base para o
desenvolvimento do método analitico para azeites de oliva, visto que sua
composicdo é analoga. Parametros de extracdo similares foram utilizados por
MORENO-GONZALEZ e colaboradores (2014) para a determinagdo de
carbamatos em Oleos comestiveis. Outros autores (POLGAR et al., 2012,
HERNANDO et al., 2007, GILBERT-LOPEZ et al., 2010) também usaram essa
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proporcdo de amostra:agua:acetonitrila (3:7:10 m/v/v) para a extracdo de

agrotoxicos em azeites ou 0leos comestiveis, evidenciando sua eficacia.

4.3 AVALIACAO DE DIFERENTES TECNICAS PARA VERIFICAR A
PRESENCA DE COEXTRATIVOS NOS EXTRATOS DAS AMOSTRAS

Ao desenvolver métodos para determinacdo de agrotdxicos por técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas um dos pontos criticos
é o preparo de amostra. E ele que ir4 garantir a limpeza dos extratos da
amostra analisada. Assim, antes de realizar as primeiras analises
cromatograficas, alguns testes tem se mostrado Uteis para verificacdo da

qualidade (em termos de limpeza) do extrato gerado pelo preparo de amostra.

4.3.1 Placas de silica utilizando a CCD

Caracterizar a presenca de acidos graxos por placa de silica gel foi uma
das primeiras abordagens quando se estava iniciando a pesquisa com 0leos
vegetais e, por conseguinte, com azeite de oliva. A técnica mostrou-se rapida e
eficiente para confirmar que coextrativos haviam sido removidos do extrato final
da matriz. No entanto, essa técnica foi utilizada somente para os ensaios
preliminares, visto que a caracterizagdo foi apenas qualitativa. Ainda assim,
destaca-se sua utilidade visto que os materiais para que seja realizado esse
teste séo facilmente encontrados em laboratoérios de rotina, podendo a placa de
silica ser confeccionada no laboratério. A Figura 15 demonstra alguns dos

resultados obtidos.
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Figura 15 - Demonstracdo da eficacia da CCD para analise qualitativa da
presenca de acidos graxos nos extratos da matriz: a) controle + sem limpeza,
b) controle + limpeza com C18, c) controle + limpeza com EMR.

i £
a) b) . e

———

Fonte: o autor.

4.3.2 Testes gravimétricos

Os testes gravimétricos sdo mais onerosos que a CCD, tanto pelo custo
(gasto de nitrogénio) quanto pelo tempo empregado. No entanto, eles fornecem
resultados quantitativos, visto que, € possivel mensurar o0s residuos
remanescentes no extrato da amostra apos o processo de limpeza (OSHITA e
JARDIM, 2014). Para isso pesam-se tubos de vidro antes da adigdo do extrato
e depois da secagem do mesmo.

Os testes gravimétricos foram usados como critério de decisdo para a
escolha do método QUEChERS original que seria empregado no
desenvolvimento do método analitico. Realizou-se a extragdo dos azeites de
oliva conforme o procedimento descrito na Figura 6 (item 3.8). Desses,
reservou-se uma aliquota de 5 mL do extrato final para que fosse evaporada. E
importante ndo usar um volume de extrato muito pequeno, pois as diferencas
entre os testes podem ndo ser percebidas. Para cada método QUEChERS
(original, citrato e acetato) foram feitas trés réplicas. Ainda, fez-se uma
extracdo controle que desconsiderou a etapa de limpeza. Os resultados dos
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testes gravimétricos estao representados na Tabela 14. Pode-se perceber pela
Figura 16 que visualmente os trés testes ndo apresentaram diferencas no

extrato da matriz.

Tabela 14 - Comparacdo dos testes gravimétricos para os trés diferentes
métodos QUEChERS.

QUEChERS Acetato QUEChERS Citrato QUEChERS Original
Com limpeza
0,00908 g 0,00473 g 0,00602 g
Sem limpeza
0,01367 g 0,00957 g 0,01080 g
% remocao de coextrativos
33,6% 50,6% 44,3%

Fonte: o autor.

Figura 16 - Comparacédo visual entre os trés métodos QUEChERS avaliados: a)
original, b) acetato e c) citrato.

N v e

Fonte: o autor.

4.3.3 Avaliagdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS

A investigacdo da presenca de coextrativos por UHPLC-MS/MS
confirmou os resultados dos testes gravimétricos. No entanto, o teste foi bem

mais rapido, levando apenas 12 min para cada analise cromatogréafica. Por



79

isso, pode-se dizer que esse tipo de abordagem pode facilitar o trabalho dos
analistas, visto que envolve menos etapas e consome menos tempo. Porém, é
um processo mais caro que o anterior.

Os resultados da determinacdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS para
os ions selecionados estdo demonstrados na Figura 17. Da mesma maneira
que os testes gravimétricos a diferenca entre o método QUEChERS acetato e
os demais foi significativa, porém, entre os métodos citrato e original ndo houve

diferenca significativa.

Figura 17- Determinagdo no modo SRM por UHPLC-MS/MS para comparacao
do teor de coextrativos nos diferentes métodos QUEChERS avaliados: a)
acetato, b) citrato e c) original. Em destaque a intensidade maxima de cada
ensaio.

00634 WL GAe 56190434 43348051 0199834 433480

a) 6.92x10° b) 7.41x10% c) 1.38x10°

Fonte: o autor.

4.3.4 Avaliacdo dos extratos das amostras através da varredura por GC-
MS

Como critério de decisao foi escolhida a varredura por GC-MS, pois essa
possibilitou uma visdo mais global do tipo de coextrativos que ainda
permaneciam na matriz. Percebeu-se que o método QUEChERS original
(Figura 18) foi o que apresentou menos compostos detectados no modo
varredura e também uma menor intensidade do sinal analitico. Por isso ele foi
escolhido para dar continuidade ao desenvolvimento do método analitico
proposto. O tempo de andlise para cada amostra foi de 20 min e o volume de
injecdo de 2pL.

Também foi usado o modo varredurapor GC-MS para comparar a

limpeza dos extratos na avaliagdo da etapa de congelamento, no ensaio de
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precipitacdo por agitacdo ultrassonica e da escolha dos sorventes de extracao.

Os detalhes desses resultados estdo descritos nos itens 4.4.2, 4.4.3 e 4.4.4,

respectivamente.

Figura 18 - Varredura no modo full scan por GC-MS para comparacéo do teor
de coextrativos nos diferentes métodos QUEChERS avaliados (obtidos por
deconvolucao através do software Agilent MassHunter Unknowns Analysis®): a)

acetato, b) citrato e c) original.
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Fonte: o autor.

4.4 PREPARO DE AMOSTRA

Conforme descrito no item 4.3.4, o método que se mostrou mais eficaz

na remocao de coextrativos da matriz e recuperacao dos analitos avaliados foi
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0 QUEChERS original. A partir desse foram desenvolvidas as etapas seguintes

no preparo de amostra.

4.4.1 Variacdes na etapa de agitacdo para extracdo dos agrotéxicos na

matriz azeite de oliva

A utilizacdo de diferentes técnicas de agitacdo, bem como diferentes
tempos néo foi significativa para a maioria dos compostos, ndo alterando a taxa
de recuperagcdo dos mesmos. No entanto, moléculas de elevado peso
molecular, como no caso do espinoteram e espinosade sofreram reducéo na
taxa de recuperacao apos periodos de agitacao superiores a duas horas. Esse
comportamento pode ser observado pelas Figuras 19 e 20, nas quais o tempo
de agitacdo foi plotado em escala logaritmica para facilitar a visualizacao.
Percebe-se que os dois Ultimos pontos (equivalentes a 12 e 24 h) tiveram um
aumento no desvio padrdo entre os ensaios. Ainda, apés 24 h de agitacdo os
compostos quase ndo foram recuperados.

As moléculas de espinetoram e espinosade sdo muito parecidas (vide
apéndice A). O espinetoram difere do espinosade A apenas pela reducao de
um oxigénio em sua estrutura. Assim, era de se esperar que ambas as
moléculas apresentassem comportamento similar.

A baixa recuperagcdo desses compostos pode ser explicada pelo fato de
ambos apresentarem tempo de meia-vida (DT50) em meio aquoso de 0,4 e 0,9
dias para espinetoram e espinosade, respectivamente. O que ocorre é que
ambos sofrem fotdlise aquosa, podendo se decompor ou dissociar, ficando

impossibilitados de serem detectados pelo método proposto (IUPAC, 2018).
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Figura 19 - Variacdo na faixa de recuperacdo para o composto Espinetoram
durante os ensaios de agitacao.
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Fonte: o autor.

Figura 20 - Variagdo na faixa de recuperacao para o composto Espinosade A
durante os ensaios de agitacao.
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Fonte: o autor.

Moléculas menores, como diclorvés, ndo sofreram influéncia significativa
na recuperacdo com a variacdo do tipo e tempo de agitacdo (Figura 23).
Considerando a melhor agitacdo para todos o0os compostos do meétodo
desenvolvido, optou-se pelo ensaio numero um (Al) que consistiu na agitacao

manual dos tubos de extragdo durante 1 min.
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Figura 21 - Variagcdo na faixa de recuperacdo para o composto diclorvés
durante os ensaios de agitacao.
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Fonte: o autor.

4.4.2 Avaliacdo da influéncia da etapa de congelamento na remocéao dos

coextrativos da amostra no extrato da matriz azeite de oliva

O congelamento € uma etapa considerada no preparo de amostra para
reduzir os coextrativos que apresentam baixa solubilidade no solvente extrator
(acetonitrila) (ANASTASSIADES et al., 2007, Lee et al., 2011). Essa etapa €
mais indicada quando se quer realizar a determinacdo de agrotdxicos
hidrofébicos (log Kow >1), jA que analitos mais hidrofilicos tendem a ficar
retidos na parte aquosa.

Da Costa Morais, Collins e Jardim (2018) perceberam uma reducéo na
recuperagdo de compostos como metamidofés, acefato, imidacloprido,
tiametoxam e etiona para a matriz pimentdo. Para a matriz azeite de oliva
esses compostos ndo apresentaram o mesmo comportamento, ficando dentro
da faixa de aceitacao de 70 a 120%, exceto para etiona que néo foi validada.

Em termos de numero de compostos recuperados, ndo houve diferenca
entre 0s ensaios maior que 2 ou 3 analitos. Entéo, realizou-se a avaliagdo no
modo SRM por UHPLC-MS/MS para verificar se havia diferenca entre os
extratos da matriz. Porém, percebeu-se que essa diferenca também era muito
pequena (RSD <20%).
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Como alternativa, realizou-se a analise no modo varredura por GC-MS
para averiguar se esse mostraria alguma diferenca entre os ensaios. Porém,
tanto em relagdo ao numero de compostos coextraidos como em relagdo a
intensidade do sinal analitico, ndo houve um destague entre o ensaio sem
congelamento e os ensaios com diferentes tempos de congelamento. A Figura
22 compara 0 ensaio sem congelamento e 0s ensaios com congelamento
utilizando banho de gelo em diferentes tempos. Ja a Figura 23 compara o
ensaio sem congelamento com o ensaio utilizando congelamento em banho de
gelo seco + alcool por 1 minuto. E, por fim, a Figura 24 compara o0 ensaio sem
congelamento com o0s ensaios utilizando congelamento em freezer por
diferentes periodos.

Por isso, optou-se pela exclusdo da etapa de congelamento para as
matrizes estudadas no método proposto. A eliminacdo dessa etapa diminui o
tempo de preparo de amostras e minimiza os erros de operagédo durante o

processo.

Figura 22- Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando
0S ensaios sem congelamento e 0s ensaios com congelamento utilizando
banho de gelo em diferentes tempos.
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Fonte: o autor.
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Figura 23 - Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando
0S ensaios sem congelamento com o ensaio utilizando congelamento em
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Fonte: o autor.

Figura 24 — Cromatogramas no modo varreduraobtido por GC-MS comparando
0S ensaios sem congelamento com os ensaios utilizando congelamento em

freezer por diferentes periodos.
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4.4.3 Precipitacdo de coextrativos por agitacao ultrassénica

A precipitacdo de coextrativos por adicdo de surfactante e agitacao
ultrassénica € uma técnica rapida e barata. Visualmente a solugéo apresentou
melhora na cor do extrato da matriz. Porém, quando analisada no modo full
scan pelo GC-MS, apresentou um ruido que nao existia antes nos extratos. Ou
seja, apesar de reduzir 0os coextrativos, perceberam-se novos interferentes na

matriz, advindos do sorvente (Figura 25).

Figura 25 - Andlise no modo varredura por GC-MS indicando a presenca de
coextrativos que ndo estavam presentes anteriormente no extrato da matriz.
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Fonte: GC-MS.
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4.4.4 Utilizacao de diferentes sorventes na etapa de limpeza

Dos doze ensaios realizados comparando diferentes sorventes e
proporcdes para limpeza do extrato da matriz quatro eram cartuchos
comumente utilizados em extracdo em fase solida (SPE), um era um produto
comercial pré-pesado (ensaio 4) e os demais foram pesados no laboratério.

Em termos de velocidade do preparo de amostra seria interessante que
os testes em cartucho ou a proporcao comercial dessem melhores resultados,

visto que, ndo haveria a necessidade de pesa-los no laboratério. A Figura 26
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compara os extratos da matriz analisados no modo varredura para 0s ensaios

de limpeza com SPE.
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Figura 26 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para os ensaios de limpeza do extrato da matriz com o0s
cartuchos de SPE: a) Carvdo+ PSA, b) STRATA SDB-L c) EMR Captiva®e d) Amino.

x102
1.1

+EI TIC Scan Gi_B1_cleanup.D
1 1

a)

+EITIC Scan Gi_B2_cleanup.D

T 1

b)

M

+EITIC Scan Gi_B3_cleanup.D

T 1

C)

+EI TIC Scan Gi_B9_cleanup.D

T 1

d)

45 5 55 6 65 7 75 8 85 s 95 10 105 F 15 12 125 13 135 14 145 15 155 16 16.5 17 175 18 185 19 19.5
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)



89

Percebe-se que a melhor limpeza do extrato ocorreu com o ensaio 1.
Nesse, sdo utilizados o sorvente PSA, caracteristico do método QUEChERS
original e o sorvente carbono grafitizado (GCB), caracteristico para remoc¢ao de
pigmentos, principalmente clorofila. Esse seria a combinacdo ideal para
limpeza do extrato. Porém, a estrutura plana do GCB interage fortemente com
compostos aromaticos planares, como é o caso do tiabendazol, causando sua
retencdo (Yee Claus, 2018). Por isso, para esse ensaio, observou-se uma fraca
recuperacédo dos analitos (Figura 32).

Aose comparar o sorvente na forma SPE Captiva EMR® Lipid com sua
variacdo dispersiva (d-SPE), espera-se encontrar resultados muito
semelhantes, ou ainda, que o cartucho tenda a ser mais eficiente na remocéo
dos coextrativos, visto que, atua também como barreira fisica a passagem de
interferentes. Por conseguinte, o SPE EMR® ndo necessita de ativacédo e nem
da etapa de polimento com Polish®, o que reduz ainda mais o tempo do
preparo de amostra (Zhao e Lucas, 2017). Todavia, os resultados de varredura
contrapuseram essas suposi¢cfes. A Figura 27 mostra a comparacao entre a
utilizacdo dessas duas formas de sorvente. E visivel a diferenca entre os
resultados em termos de coextrativos (Figura 32), no entanto, o nimero de

analitos recuperados foi 0 mesmo para o0s dois ensaios.

Figura 27—Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para os
ensaios de limpeza do extrato da matriz comparando: a) EMR SPE e b) EMR d-
SPE.
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Comparacdo semelhante pode ser realizada entre os ensaios 4 e 7
(Figura 28 e 29). Ambos sao uma mistura dos sorventes C18, PSA e agente
secante MgSO,4. O ensaio 4 é a mistura comercial, na propor¢do de 1:1
(C18:PSA) e é indicada para ser usada com 1 mL de extrato. Ja o ensaio 7 usa
a proporcao de 5:1 (C18:PSA) e também é indicado para ser usado com 1 mL
de extrato. Segundo LEHOTAY e colaboradores (2010), a utilizacdo de C18
diminui os coextrativos da matriz, principalmente compostos altamente
lipofilicos, quando usado na etapa de limpeza dispersiva. Assim como no caso
do sorvente EMR Lipid, ndo houve variacdo no niumero médio de compostos

recuperados para os dois ensaios (Figura 32).

Figura 28 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s
ensaios de limpeza do extrato da matriz comparando: a) Ensaio 4 SPE e b)
Ensaio 7.
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Figura 29 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s
ensaios de limpeza do extrato da matriz da figura 29, sobrepondo os
cromatogramas dos ensaios 4 (preto) e 7(vermelho).
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Os ensaios que apresentaram melhor recuperagcdo dos compostos
avaliados no método desenvolvido foram o S8, o S10 e o S11, que utilizaram
Florisil® ativado, silica gel ativada e alumina neutra, respectivamente. Esses
testes apresentaram recuperacdo média dos analitos bem semelhante: 69, 70 e
71, concomitantemente (Figura 32). Em relacdo a remoc¢éo dos coextrativos o
ensaio com alumina foi o melhor (Figura 30).

Florisil® € o nome comercial dado ao silicato de magnésio ((MgO)SiO,)
com propriedades basicas (alcalinas) (pH varia de 8,5 a 9,5 numa propor¢ao
1:10 (m/v). E um sorvente comumente usado para a limpeza de extratos na
determinacao residuos de agrotoxicos. Tem aplicacdes similares para uso com
gorduras,0leos e ceras. Segundo Collins, Braga e Bonato (2006) esse sorvente
apresenta propriedades intermediarias entre a alumina e a silica.

A silica (SiOy) (ensaio 10) é o sorvente mais usado em cromatografia.
Também ¢é conhecida como acido silicio amorfo, pois apresenta carater
fracamente acido. Ela é usada na separagdo de compostos lipofilicos como
cetonas, aldeidos e 4cidos graxos.

A alumina (Al,O3) (ensaio 11), ao contrario da silica, tem caracteristicas

alcalinas, porém, pode ser preparada como acida e neutra também. Costuma
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ser empregada na separacdo de compostos lipofilicos (COLLINS, BRAGA e

BONATO, 2006).

Figura 30 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s
ensaios de limpeza do extrato da matriz comparando: a)Florisil®, b) Silica e c)

Alumina.
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Tentando conciliar a melhor limpeza com a melhor recuperacdo de

analitos compararam-se os ensaios 7 e 11 (Figura 31). A melhor limpeza foi

com a proporc¢ao 5:1 (C18:PSA), j& a melhor recuperacao dos analitos foi com

o sorvente alumina. No entanto, percebeu-se que o composto espinetoram nao

apresentou boas recuperacbes para os ensaios com o0 sorvente C18,

possivelmente devido a sua estrutura. Assim, o ensaio com alumina foi

considerado para a validacdo do método analitico proposto.
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Figura 31 - Cromatogramas no modo varredura obtidos por GC-MS para 0s
ensaios de limpeza do extrato da matriz comparando: a) alumina e b)
C18+PSA
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Fonte: GC-MS

Figura 32 - Comparacdo em numero de compostos recuperados entre 0s
sorventes de limpeza avaliados.

Limpeza
n
S 62 58 57 62
3
2 3
€S
8¢g
v 3
T >
°3 4 o a @ o = o © © @
o = *-'3:) ] T 3 ) s} 7] c o c o]
59 & = e s B 2 £ 9o £ 5
1S o A b < N w o S D E Cw
2 S S O . 2@ j)c, L < 3 £E
€8 w s T E a € < 8
o 2 - > @©
Mm © © =] oo} + =
3] = Q v oo ©
n @ O =
O @]

Sorventes avaliados

Fonte: o autor.

Assim, o0 método proposto esta descrito na Figura 33.
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Figura 33 - Fluxograma do preparo de amostra para azeite de oliva.
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Fonte: o autor.

45 VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO
DE AGROTOXICOS EM AZEITE DE OLIVA.

O preparo de amostra utilizado para a validagdo do método seguiu o
procedimento descrito na Figura 33. A andlise cromatografica foi realizada por
UHPLC-MS/MS. Os compostos determinados estdo descritos no item 3.2.
Segundo a SANTE (2017), quando se tem mais de uma matriz do mesmo
grupo de subprodutos, como no caso azeitonas e azeite de oliva, é possivel
utilizar apenas uma delas para a validacdo, desde que seja representativa. No
entanto, optou-se por realizar todos os critérios de validacdo para as duas
matrizes. Iniciou-se com a valida¢cdo do método para a matriz azeite de oliva e
posteriormente ampliou-se para a matriz azeitona. A ampliacdo do escopo para
azeitonas esta descrita no item 4.6.
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45.1 Seletividade e sensibilidade

A seletividade do método foi assegurada comparando o branco da matriz
azeite de oliva, com o branco reagente e o branco fortificado na concentracéo
de 20 pg L™. Nao foram detectados interferentes/coextrativos co-eluindo com

os analitos de interesse (Figura 34).

Figura 34—-Cromatogramas do branco da matriz em azeite de oliva, branco
reagente e ponto 20 pg L™ na matriz para o composto atrazina mostrando a
seletividade e sensibilidade do método propostoobtidos no modo SRM por
UHPLC-MS/MS.
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45.2 Linearidade e curva analitica

A faixa linear foi avaliada para cada analito em triplicata preparando-se a
curva na matriz (isenta dos analitos de interesse) nos pontos 0,5, 1, 2, 5, 10, 20
e 50 pg L. Assegurou-se a linearidade do método proposto pela aplicacdo do
método dos minimos quadrados — caso linear, conforme indicado pelo Guia
para tratamento estatistico da validacéo analitica (2017).

Nem todos os compostos apresentaram faixa linear de 0,5 a 50 ug L™.
Alguns apresentaram linearidade apenas acima de 10 ug L. Para esses,
foram feitos dois pontos adicionais na precisdo intermediaria (30 e 40 ug L™ a
fim de confirmar se a linearidade era mantida, pois, de acordo com a SANTE
(2017) no minimo cinco pontos sd0 necessarios para assegurar a linearidade
da curva analitica. O coeficiente de determinacdo obtido pela regressao linear
do modelo dos minimos quadrados foi maior que 0,99 para todos os compostos
validados.

A faixa de trabalho linear e o r2, bem como os coeficientes de inclinacéo

e intercepcédo para os compostos validados séo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Principais parametros de validacao avaliados para o método proposto para a matriz azeite de oliva.

Ensaio de repetibilidade Ensaio de prec. interm.

s Eelo Log WA Cofenede  Comtenede  rupengiosRSd | ReperaciosRSD
matriz mg kg Nivel de fortificacdo (ug L™) Nivel de fortificacdo (ug L™)
ug L* A B 05 10 20 50 10 20
Acefato 10,0 0,170 10-50 1,000 181303123 45314041,2 6012 70£10 7518 93 12 9112
Acetamiprido -19 0,008 o5-50 0,997 59074680,5 47780127,9 89+4 102+8 104+8 9816 107 5 991
Aldicarbe -8,7 0008 p5-51 1,000 167590295 -213353,9 95+8 963 96+3 9415 87 +4 95 %3
Atrazina -13,0 0,008 p5-.52 1,000 54291101,1 10185757,0 97+16 82%4 83xl 8l#2 871 871
Azinfés 7,7 0,008 05-.53 0,999 5538851,1 823574,6 105+7 93#8 9416 9216 88 £5 93 £13
Azinfés metilico 1,1 0,008 ¢o5-54 0,998 5318027,0 1005601,9 85+14 92%7 9145 9243 101 +4 96 £6
Azoxistrobina -13 0008 p5-55 1,000 93600545,8 6024791,7 75+7 95%4 9543 9243 99 £3 105 £3
Bentazona -249 0,170 10-50 1,000 4190919,5 -2394509,5 937 93+4 8942 98 £3 96 +3
Bitertanol 42,5 0,008 (5-55 0,999 5281967,8 1479657,7 96+17 98%16 9719 9219 98 £17 96 £17
Boscalida 26 0008 p5.55 1,000 207726075 4172075,8 86+9 896 92+£2 8943 94+1 971
Buprofezina -38 0008 p5-55 1,000 60496453,0 12618463,6 71+16 61%18 60+18 6516 72 £5 72 £5
Carbaril 01 0008 p5-55 1,000 24903890,1 4044430,7 g2+5 923 934 8812 94 £2 93 £2
Carbendazim -13,5 0,008 o5-55 0,999 1291561335 1736136824 go+e 948 978 9516 104 +7 104 £5
Carbofuran-3-OH 04 0008 o5-55 0,999 166405558 6349189,3 111+ 11 1008 102+7 96 +6 99 £5 98 £3
Carboxina 6,1 0008 p5-55 0998  95886708,1 34469164,6 90+8 815 824 79+2 84 5 85 +4
Ciproconazol 0.1 0008 p5-55 1,000 297927524 4411390,0 83+18 91#4 91+3 884 84 5 96 +4
Clomazona 65 0008 p5-55 1,000 94894877,1 213248534 70+9 873 882 8512 90 £2 914
Clorpirifés 20,1 0,008 ¢o5-55 1,000 8146627,2 13976313,2 95+20 ©S8+#6 58#11 6313 82 +6 773
Clorpirifés metilico 2.0 0,008 o 5.55 1000 4762612,3 -159339,3 73+13 69#9 66+14 69+l 76 £8 83 +6
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Ensaio de repetibilidade

Ensaio de prec. interm.

s Eelo log fwa | Coerede  Comgenede  fupegiosRsd | ReoperaciosRSD
matriz mg kg Nivel de fortificag@o (ug L ™) Nivel de fortificagdo (ug L ™)
pg L A B 0,5 10 20 50 10 20
Cresoxim-metilico 46 0008 ps5-55 1,000 9466132,6 -263441,4 g8o+22 90+4 9349 899  109+10 99 £14
Deltametrina 290,7 0,170 10-50 1,000 1987890,7 2008357,0 38+11 48+13 58 £11 79 £9 69 8
Diclorvés 09 0008 ps5-50 1,000  18048230,0 10478925,4 g8e+7 882 922 9l4 94 £5 92 £1
Difenoconazol 18,1 0,008 p5-55 1,000  13102056,1 2581841,7 94+17 88%12 91+£10 90+7 93 7 96 +3
Diflubenzuron 5,7 0,008 p5.55 1,000 13758035,7 4142280,1 72+14 92#6 9015 874 8715 95 6
Dimetoato -34 0008 g5-55 0997  30249023,3 19764673,6 68+ 10 1008 1037 9916 100 6 98 +2
Diuron -49 0008 g5.55 0,999  38739208,5 6664340,8 75+6 894 90+3 8643 913 96 +4
Epoxiconazol -32 0008 p5-55 1,000 372545297 8041892,2 97+8 944 94+4 9414 90 £5 98 +3
Espinosad A 17 0008 p5-55 1,000 22019111,1 4186530,7 106 +9 79%17 8515 8518 97 £5 110 £10
Espinosad D 304 0,008 g5-55 0,999 5861281,1 13529414 119 +17 88+16 87+20 83811 99 +9 100 £9
Etofenprox 183,6 0,008 (5-55 0,999 9427258,4 3230057,0 112 + 18 3329 3729 4542 55 6 53 +2
Famoxadona 259 0,008 go5-55 1,000 5453115,4 2625955 118 +22 9219 91+£18 9245 102 £5 103 £9
Fenpiroximato 636 0008 p5-55 1,000 411788894 89438844 85+10 64+7 6518 7316 818 79 +4
Fenpropimorfe 0,1 0008 p5-55 1,000 73008666,3 3756794,2 70+20 35#4 34+20 3616 43 £5 47 8
Fentiona -12,0 0,008 o5-55 0,999 149547556 3712408,7 78+16 [8%7 78x10 764 88 +4 89 8
Fluquiconazol 69 0008 o5-55 1,000 6269990,5 261355,2 7620 87%7 90%5 864 90 £5 95 +2
Flutriafol -11,6 0,008 o5-55 1,000 6243077,2 -783070,3 112 +14 94%7 963 9243 100 £9 103 £3
Forato -109 0008 o5-55 1,000 15311572,6 1926466,9 105+18 70*4 689 675 83 £1 77 %2
Fosmete 29 0008 p5.55 1,000 557772644 14474857,0 116 +7 94%2 95%2 9243 97 3 96 £1
Imazalil -12,0 0,008 o5.55 0,999  24685784,9 2391091,8 118 +19 74%9 749 694 83 £18 8713
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Ensaio de repetibilidade Ensaio de prec. interm.

s Eelo log fwa | Coerede  Comgenede  fupegiosRsd | ReoperaciosRSD
matriz mg kg Nivel de fortificag@o (ug L ™) Nivel de fortificagdo (ug L ™)
pg L A B 0,5 10 20 50 10 20
Imidacloprido -33 0,008 g5-55 0,998 6885229,1 34181235 70+ 14 99#6 1048 99+7 107 £9 104 £3
Malationa -36 0008 p5-55 1,000 17321891,2 2614138,2 86+21 9410 944 9116 92 +6 104 £9
Metamidofés 42 0008 p5.50 1,000 248947117 3113838,6 109+9 77+ 804 784 82 2 80 £5
Metidationa 5,7 0008 g5-55 0999  22056452,2 27886565 86+20 866 874 8413 94 +4 97 7
Metiocarbe -13 0008 p5-55 1,000 84307327,8 22860727,0 96+7 913 92+£2 8843 921 96 +3
Metiocarbe sulfona 0.9 0,008 (o5.55 0996 327094433 30538681,1 102 +15 9848 92+£12 8710 7518 69 £20
Metiocarbe sulfoxido -42 0,008 (o5.55 0998  52688277,3 28306054,5 89+g 988 9848 09618 95 6 914
Metomil 04 0,008 5-55 0,999 64711252 1107812,9 95+14 98#8 102+9 1006 104 %7 104 4
Metsulfuron metilico 27,2 0008 (o5.55 0,997 213287035 10692510,8 75+6 /8%1l 80£10 7817 83 £1 81£5
Pendimetalina 259 0,008 o5-55 1,000 1939998,0 491307,0 87+5 ©S1*2 59+12 5815 68 £1 69 +4
Picoxistrobina 2,1 0008 p5-55 1,000 395402225 47013227 79+15 9510 9416 9415 96 £7 103 £8
Piraclostrobina 09 0008 p5-55 1,000 29407649,7 8932000,5 103 +21 8514 86+12 8846 87£10 97 9
Pirazofés 326 0008 p5-55 0999  31885694,6 21126586,9 76+11 9110 9116 8918 90 £14 9519
Pirimicarbe 6,7 0008 p5.-55 0,999 406622824 11000692,5 95+4 885 90+5 874 92 +4 914
Pirimifés metilico -8,7 0008 p5-55 1,000 508901897 5702265,0 73+15 76%8 74+9 T5#4 83 £6 83 £7
Piriproxifen 489 0008 (o5-55 1,000 14165970,2 2592049,5 83+22 O57#7 5618 6416 69 +2 70 £6
Procimidona -45 0170 10-50 1,000 2598491,0 2364832,7 96+8 98%10 90+10 869 94 £15 89 £9
Procloraz -145 0,008 o5-55 0,997 1235998,3 -410785,1 84+20 8612 8845 8215 86 £6 107 +6
Profenofés 5,7 0008 p5-55 1,000 25468847,9 37054269 73+17 69%12 69+£10 72415 82 +6 82 +4
Propargito 60,0 0008 ps5-55 1,000 268128262 75347147 78+10 68#6 6910 784 88 £3 88 +3
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Ensaio de repetibilidade Ensaio de prec. interm.

s Eelo log fwa | Coerede  Comgenede  fupegiosRsd | ReoperaciosRSD
matriz mg kg Nivel de fortificag@o (ug L ™) Nivel de fortificagdo (ug L ™)
pg L A B 0,5 10 20 50 10 20
Propiconazol 87 0008 p5.55 0,999 179007934 71914173 71+20 92#7 90%4 8615 86 £7 92 3
Propizamida -36 0008 p5-55 0,999  13816224,0 3489981,8 78+13 90#4 91i5 87+#2 89 +4 98 £5
Simazina 58 0008 p5-55 0,999 209287854 4543035,4 103+13 85%4 86+4 8342 88 £3 86 £2
Tebuconazol 01 0008 p5-55 0999  37114096,2 622535643,5 104+7 99%4 944 9216 89 8 100 +4
Terbutilazina -80 0008 p5-55 1,000 95826544,1 19890427,2 94+10 78#6 79%4 7713 8313 87 +4
Tetraconazol -7,0 0008 p5-55 1,000 22018253,2 5819503,2 91+12 98#5 98%4 9413 95 +4 98 +4
Tiabendazol -45 0008 g5.-55 0,999 713610264 23997171,3 80+3 918 939 09149 96 £7 94 £2
Tiacloprido -19 0008 p5-55 0,998  117480110,6 75219976,7 77+6 988 1038 9916 98 £11 98 +2
Tiametoxam 23 0008 p5-55 0998  15273128,6 10633471,4 70+10 101%6 102+6 95+3 103 £5 103 +2
Tiodicarbe 53 0008 o5-55 0,998  11647690,2 2326137,4 69+8 976 976 9313 101 5 99 £3
Tiofanato metilico 99 0008 g5-55 0,999  44167247,0 10505460,6 102+12 81%6 864 8345 79 %18 8719
Triadimefon 74 0,008 o5.55 1,000 159734776 785275,9 72+22 91#9 9215 8916 916 101 £3
Triadimenol 97 0170 10-50 1,000 6844007,0 7068727,5 92+8 904 9347 86 £7 94 £6
Trifloxistrobina 95 0008 p5-55 1,000 27299712,6 119295539,2 g9+7 85%13 83x11 9216 99 +4 100 £9
Linurom d6 (PC) 158 0,008 5-55 0,998 679744,3 20135,6 88+ 13 100+5 99+20 799 83 £21 88 +7
Atrazina-d5 (PC) 122 0,008 p5-55 1,000  48739369,3 -4154486,4 90+3 875 88+3 874 85+1 88 +3
Bifentrina 120,1 0,008 ¢5-55 0,999 3476640,0 1390714,0 116 + 22 3024 3427 4245 52 6 54 £6
Espinetoran 29,1 0008 p5-55 1,000  11883417,0 2267217,0 101 +18 8615 84+19 8510 96 +8 103 4
Etefon 1,7 0008 p5-55 1,000 43136375,8 43347135 112+8 902 92£2 892 94 £2 94 3
Fenoxicarbe 06 0008 p5.55 1,000 36792643,7 9477821,4 111+14 89%5 906 88#4 94 8 96 £2
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Ensaio de repetibilidade

Ensaio de prec. interm.

Analito Efeito LOQ :i:r?g;? P C?rel(f:ll?rintéeode Cﬁi‘ggm%ge Recuperagéo + RSD Recuperagéo + RSD
matriz mg kg™ & P& Nivel de fortificagdo (ug L™) Nivel de fortificagdo (ug L™)
pg L A B 0,5 10 20 50 10 20
Flumioxazin 54 0,008 05-55 1,000 1868148,671 31780,76086  112+20 1017 953 912 95412 93114

PC: Padrao de Controle.

Fonte: o autor.
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4.5.3 Limites de deteccao e quantificacéo

O LOQ foi considerado como sendo o menor nivel de fortificacdo no qual
a precisdo e a exatidao ficaram dentro dos limites aceitaveis (recuperacéo
entre 70 e 120% e RSD <20%) (ANVISA, 2017, SANTE, 2017). O limite de
deteccéo (LOD) foi calculado dividindo-se o valor do LOQ por 3,33.

O LOQ do método levou em consideracao os fatores de diluicdo aos
quais a amostra foi submetida. Inicialmente na extracdo um fator de 3,33 e na
diluicdo para analise cromatografica um fator de 5 vezes. Assim, para a matriz
azeite de oliva o fator de diluicdo do método foi de 16,65 vezes, ou seja, para
uma concentracdo no instrumento de 0,5 pg L™, tem-se na amostra 8,3 pg kg™.

Assim, o LOQ,, variou de 8,3 a 166,5 pg kg™. J& o LOD,, variou de 2,5 a 50,0ug
1

kg™.

A Anvisa sO estabelece limite maximo de residuo para espinetoram
(LMR= 0,3 mg kg™) e fenpiroximato (LMR = 0,01 mg kg?). J4 o Codex
Alimentarius estabelece LMR para outros agrotoxicos (Tabela 5). S6 ndo foram
atendidos no método proposto 0s compostos: cialotrina, cipermetrina,
permetrina (compostos tipicamente de GC) e paraquat (composto altamente
polar, que ndo costuma ser determinado em analises multirresiduo). Os demais
agrotoxicos permitidos pelo Codex estdo contemplados no método proposto e

apresentam LOD e LOQ abaixo dos LMR estabelecidos.

4.5.4 Exatidao e precisao (repetibilidade e preciséo intermediaria)

Para avaliar a precisdo do método foram realizados ensaios de
recuperacdo em 4 niveis de fortificacdo (0,5,10, 20 e 50 ug L), cada nivel com
6 réplicas. Os resultados de recuperagdo para os compostos avaliados bem
como o0s respectivos RSDs sédo apresentados na Tabela 15. Os critérios de
aceitacdo foram baseados na faixa de aceitacdo entre 70 e 120% de
recuperagéo e RSD <20% (SANTE, 2017).

A preciséo intermediaria foi avaliada uma semana depois da validacao,

utilizando-se um lote diferente do solvente extrator e diferentes analistas para



103

execucdo do ensaio. Os ensaios de recuperacdo foram realizados em dois
niveis de fortificacdo (10 e 20 pg L™?), cada nivel com 6 réplicas. Os resultados
de recuperacdo e RSD também estdo destacados na Tabela 15.

O agrotoxico lufenurom apresentou r2 de 0,905, com boas recuperacdes
nas concentracbes 10 e 20 pg L. Porém, o RSD% entre as recuperacoes
esteve muito acima de 20%. Assim, esse composto foi excluido do método
desenvolvido. Etiona e carbossulfam ndo apresentaram boa linearidade e r?, e
nao foram incluidos na validacdo. Os compostos bifentrina, 2,4-D, disulfoton,
etofenprox e piriproxifenapresentaram boa linearidade e r2, no entanto, todos
apresentaram baixas recuperac¢des independentemente do nivel de fortificacdo
avaliado e também RSD muito acima de 20%. Por isso esses compostos
também foram excluidos do método.

JA o0s agrotoxicos buprofezina, chlorpirifos, chlorpirifés metilico,
deltametrina, fenpiroximato, fenpropimorfe, pendimethalina, piriproxifen,
profenofos e propargito apresentaram baixas recuperacdes, porém RSD <20%.
As diretrizes sobre os critérios de desempenho para os métodos de analise
para a determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos (FAO, 2017)
afirma que, em certos casos, recuperacfes abaixo da faixa podem ser
aceitaveis, desde que sejam consistentes, ou seja, demonstrando boa precisédo
(RSD <20%).

Outro fator que explica a baixa recuperacao dos analitos acima citados é
sua baixa solubilidade em &gua, podendo ser considerados compostos
lipofilicos. E sabido que os agrotoxicos lipofilicos tendem a permanecer na
matriz lipofilica quando extraidos com acetonitrila, o que resulta em uma menor
recuperacéo no extrato da matriz (LEHOTAY e MASOTOVSKA, 2005). Nesse
sentido, esses compostos, nesse método, sempre apresentardo uma
recuperacdo abaixo da esperada. Considerando-se essa hipotese, esses
compostos foram mantidos no método validado.

Pela avaliagdo dos padrdes de controle linurom-d6 e atrazina-d5 pode-
se perceber que ndo ocorreram perdas durante a extracdo em nenhuma etapa
da validacdo do método. Ainda, o padrao interno trifenilfosfato foi usado apenas
para verificacdo da manutengdo do sinal analitico do instrumento, ndo sendo

necessaria sua utilizagéo para fins de correcdo na etapa de quantificacao.
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455 Efeito matriz

O efeito matriz foi calculado levando-se em consideracdo a inclinagcéo
das curvas analiticas no extrato da matriz e no solvente (acetonitrila). Pode-se
dizer que analitos que apresentam resultados de efeito matriz superior a 20%
sofrem efeito significativo da matriz sob sua resposta cromatogréfica
(CARDOSO, NOBREGA e ABRANTES, 2008, SANTE 2017).

Para efeito matriz superior a 20% as curvas preparadas em solvente nao
sdo adequadas para determinacdo dos analitos na matriz em questéo, ja que
sao fontes de erro quantitativos bastante importantes (SANTE, 2017). Quanto
menor a concentracdo dos analitos, mais significativo é o efeito da matriz sobre
eles. Percebeu-se que o efeito matriz foi significativo para 15 analitos na matriz

azeite de oliva (Tabela 15).

456 Robustez

Durante os processos de validacdo e precisao intermediaria do método
proposto avaliou-se o parametro robustez pelo preparo de fase mével, limpeza
da fonte de ionizacdo e trocade lote do solvente extrator (acetonitrila). Ainda
entre 0s ensaios de validacdo e precisdo intermediaria houve a troca do
analista que executou os procedimentos. Para finalizar os ensaios de robustez
a solucdo contendo os agrotoxicos avaliados no método foi preparada
novamente para os ensaios de precisao intermediaria.

Outro parametro que foi avaliado ja durante a etapa de planejamento
experimental foi o de realizar pequenas varia¢cdes no pH da fase mével, que

demonstraram a nao interferéncia na eficiéncia do método desenvolvido.

4.6 AMPLIACAO DO ESCOPO PARA A MATRIZ AZEITONA

Conforme descrito nos parametros de validacdo, a ampliagdo do escopo

para a matriz azeitona seguiu as diretrizes da SANTE (2017). Os dados
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referentes a efeito matriz, faixa linear, coeficiente de determinacéo, coeficiente
de inclinagéo, intercepc¢ao, recuperacédo e RSD estdo apresentados na Tabela
16. O fluxograma de extracdo para azeitonas € apresentado na Figura 37.

Para a azeitona o fator de diluicdo do método foi de 5 vezes, pois nédo
houve diluicdo na etapa de extracdo. Assim, o LOQm variou entre 2,5 e 50 ug
kg-1, j& o LODm foi de 0,75 a 15 pg kg™.

Para a ampliagéo do escopo em azeitonas foram realizados trés ensaios
nos niveis de fortificacdo 0,5, 10 e 20 pg L. Os resultados de recuperacéo e
RSD para esta matriz estdo apresentados na Tabela 16. Os critérios de
aceitacdo foram baseados na faixa de aceitacdo entre 70 e 120% de
recuperacdo e RSD <20% (SANTE, 2017).

Também foi feita a comparacéo entre a curva no extrato da matriz azeite
de oliva com a curva no extrato da matriz azeitona, buscando verificar o
comportamento de cada matriz (Figuras 35 e 36). Percebeu-se efeito matriz
significativo tanto entre a curva no extrato da matriz azeitona e o solvente,
guanto na curva no extrato da matriz azeite de oliva e azeitona, indicando a
necessidade de preparo da curva analitica no extrato da matriz
correspondente. Dados de efeito matriz estdo apresentados nas Tabelas 15 e
16, para azeite de oliva e azeitonas, respectivamente.

Na ampliacdo do escopo, os compostos bifentrina e tiofanato metilico
apresentaram recuperacfes abaixo da faixa de aceitacdo. No entanto, como
tiveram boas recuperacdes para o método validado para azeites de oliva, essas
recuperacdes foram consideradas adequadas, levando-se em conta o baixo
RSD apresentado.
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Figura 35 - Efeito matriz para o composto difenoconazol
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Figura 37 - Fluxograma do preparo de amostra para azeitona.
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Fonte: o autor.
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Tabela 16 - Principais parametros de validacao avaliados para ampliacdo do método proposto para a matriz azeitona.

Ensaio de repetibilidade

Coeficiente de Coeficiente de

. Efeito matriz LOO Faixa linear , inclinaco intercepco ] Recuperggéo:_rRSD .
Analito mg kg'l r Nivel de fortificacdo (ug L™)
em relacdo ao em _relagéo ao ug L™ A b 10 20
solvente azeite de oliva

Acefato 13,9 8,7 0,050 10 - 50 0,997 12948596,8 3226455 103 + 8 84 + 12
Acetamiprid 112,1 101,1 0,003 05-50 0,999 28408306,4 -10159204,3 90 + 1 88 + 4
Aldicarbe 224,3 200,2 0,003 05-50 0,997 5280496,3 -1993161,1 80 + 9 83 + 1
Atrazina-d5(PC) 119,1 95,3 0,003 05-50 0,997 24960692,3 -23878328,6 88 + 3 87 + 4
Atrazina 115,1 92,5 0,003 05-50 0,997 23392240,4 -19561387,9 91 + 2 88 + 9
Azinfés -0,9 -0,7 0,003 05-50 0,998 4704133,9 -2706778,7 103 + 13 92 + 10
Azinfés metilico 52,2 50,2 0,003 05-50 0,998 3320384,7 -3163540,7 92 + 7 94 + 10
Azoxistrobina 26,0 26,6 0,003 05-50 0,998 58748373,1 -9774576,5 101 + 4 98 + 5
Bentazona 195,9 111,8 0,050 10 - 50 0,995 1641911,4 22772404 76 + 11 81 + 1
Bifentrina -66,2 -7,6 0,003 05-50 0,998 3348135,5 38737725 55 + 8 64 + 9
Bitertanol -18,8 0,9 0,003 05-50 0,992 4465040,9 9744805 105 + 18 113 + 3
Boscalida 16,5 20,2 0,003 05-50 0,998 12645635,8 9968459 96 + 5 94 + 6
Buprofezina -26,3 -11,6 0,003 05-50 0,996 50310846,7 7786054,1 79 + 3 86 + 3
Carbaril 211,0 207,1 0,003 05-50 0,996 6666412,5 -7628015,0 84 + 7 9 + 6
Carbendazim 160,8 123,6 0,003 05-50 0,997 48279484.,6 201483245 82 + 1 77 + 4
Carbofuran-3-OH 86,3 80,3 0,003 05-50 0,999 7739351,6 55177045 91 + 4 89 + 4
Carboxin 269,8 239,8 0,003 05-50 0,997 23746719,6 -21229886,5 70 + 2 74 + 2
Clorpirifés -41,8 -14,1 0,003 05-50 0,999 6537543,9 3872256 80 + 9 84 + 6
Clorpirifés-metilico -9,1 -13,4 0,003 05-50 0,997 42562485 6961647 79 + 10 86 % 5
Clomazona 42,8 36,4 0,003 05-50 0,999 58911863,1 -5301966,7 94 + 3 94 + 6
Cresoxim metilico -2,7 -10,1 0,003 05-50 0,990 9346974,0 -4686533,5 99 + 7 90 + 16
Ciproconazol 1,7 03 0,003 05-50 0,998 20422787,9 -3300236,2 97 + 5 9% + 5
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Ensaio de repetibilidade

Coeficiente de Recuperaco + RSD

Coeficiente de

Efeito matriz Faixa linear

Analito ngOk(g]'l r? inclinacdo Intercepeao Nivel de fortificagdo (ug L™)
em relacdo ao em _rela(;éo ao ug L2 A b 10 20
solvente azeite de oliva

Deltametrina -77,9 -5,1 0,050 10 — 50 0,993 1624689,9 8304534 60 + 20 75 + 6
Diclorvés 167,2 158,1 0,050 10 - 50 0,992 7687935,7 -5562763,5 82 + 8 83 + 7
Difenoconazol -6,6 -4,2 0,003 05-50 0,997 25836840,4 193028889 98 + 3 104 + 5
Diflubenzuron -9,3 -5,3 0,003 05-50 0,996 7254967,5 32242776 96 + 3 98 + 2
Dimetoato 111,2 96,3 0,003 05-50 0,999 13542846,7 -7032468,0 92 + 4 91 + 4
Disulfoton 6,4 -47,6 0,050 10 - 50 0,997 525354,1 62666,7 101 + 28 79 + 27
Diuron 89,3 77,8 0,003 05-50 0,999 17317430,9 -7090305,6 91 + 3 89 + 6
Epoxiconazol -1,5 -0,8 0,003 05-50 0,996 36385227,9 9968171,3 96 + 2 101 + 4
Espinetoran -84,7 -34,1 0,003 05-50 0,992 10546983,0 3895789,7 93 + 6 105 + 11
Espinosad A -77,9 -34,7 0,003 05-50 0,991 214692112 6761199,4 87 + 2 94 + 7
Espinosad D -86,5 -34,4 0,003 05-50 0,991 5933688,9 1756516,2 87 + 10 96 + 9
Etefon 37,2 40,9 0,003 05-50 0,998 26852009,2 -11869421,4 93 + 94 + 4
Etofenprox -75,2 -0,4 0,003 05-50 0,999 8806524,3 6236068,4 60 + 68 + 4
Famoxadona -17,3 -1,5 0,003 05-50 0,991 4223462,2 2343036,7 93 + 10 98 + 8
Fenoxicarbe -3,3 -4,2 0,003 05-50 0,997 32013575,4 13143923,1 95 + 1 9% + 2
Fenpropimorfe -41,8 -10,7 0,003 05-50 0,998 53381254,3 62735900 94 + 4 9 + 4
Fenpiroximato -52,6 -7,8 0,003 05-50 0,995 43036003,4 54582228 84 + 9 88 + 2
Fentiona -2,0 -15,4 0,003 05-50 0,999 21585732,3 6583379,2 84 + 4 92 + 1
Flumioxazina 36,7 32,3 0,003 05-50 0,996 583812,7 317321,7 93 + 12 91 + 6
Fluguiconazol 18,4 5,6 0,003 05-50 0,999 62401748 -2431087,7 92 + 3 94 + 5
Flutriafol 98,1 69,3 0,003 05-50 0,996 3247147,9 -2191800,9 96 + 3 93 + 5
Forato -2,5 -16,0 0,003 05-50 0,998 16110055,6 -4477026,3 93 + 3 87 + 6
Fosmete 36,6 36,8 0,003 05-50 0,999 32588840, 1 -14850907,7 94 + 3 94 + 7
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Efeito matriz

Faixa linear

Coeficiente de

Coeficiente de

Ensaio de repetibilidade
Recuperacdo + RSD

Analito ngOk(g]'l r? inclinacdo Intercepeao Nivel de fortificagdo (ug L™)
em relacdo ao em _rela(;éo ao ug L2 A b 10 20
solvente azeite de oliva

Imazalil 65,5 48,1 0,003 05-50 0,999 10135415,8 -6027380,6 65 + 13 68 + 8
Imidacloprido 34,6 32,6 0,003 05-50 0,999 4729848,1 -1043289,3 83 + 3 86 + 7
Linurom d6(PC) 30,2 12,4 0,003 05-50 0,993 604659,7 973570,4 99 + 20 79 + 9
Malationa 11,8 17,6 0,003 05-50 0,995 19625741,0 12531055,6 105 + 6 105 + 7
Metamidofés 22,7 20,4 0,050 10 — 50 0,999 19025269,9 -7791669,9 78 + 2 81 + 6
Metidationa 49,3 39,6 0,003 05-50 0,998 12739802,4 -1678213,8 89 + 5 88 + 2
Metiocarbe 17,8 15,3 0,003 05-50 0,999 603871932 -20421031,0 97 + 4 95 + 7
Metiocarbe sulfona 47,5 54,3 0,003 05-50 1,000 19613777,4 -6635777,7 92 + 1 89 + 4
Metiocarbe sulfoxido 63,2 51,7 0,003 05-50 1,000 31200668,4 -12466487,6 84 + 4 86 + 3
Metomil 22,8 19,1 0,003 05-50 0,999 4545569,8 24744160 91 + 1 9 + 8
Metsulfuron metilico -15,2 8,8 0,003 05-50 0,998 16009099,0 -8023610,5 90 + 1 89 + 3
Pendimethalina -43,1 -5,1 0,003 05-50 0,999 1481404,0 6581300 76 + 7 85 + 2
Picoxistrobina -4,3 -4,0 0,003 05-50 0,995 317936985 6507810,6 97 + 2 99 + 6
Pirimicarbe 145,9 125,9 0,003 05-50 0,998 16475327,6 -11337890,9 86 + 3 87 + 4
Pirimifés metilico 0,3 -6,4 0,003 05-50 0,999 44235151,6 4976563,6 87 + 2 9 + 5
Procloraz 43,7 10,7 0,003 05-50 0,993 1093423,3 325750 95 + 20 102 + 14
Procimidona 12,6 -5,7 0,050 10— 50 0,991 2763007,3 11395349,8 78 + 8 76 + 15
Profenofés -1,1 -9,3 0,003 05-50 0,999 18710230,5 50029,4 85 + 3 91 + 2
Propargito -56,7 -6,5 0,003 05-50 0,998 23210257,5 1563437,7 86 + 4 94 + 3
Propiconazol -3,5 -3,0 0,003 05-50 0,996 14782248,7 26984399 91 + 3 99 + 5
Propizamida 13,1 4,9 0,003 05-50 0,998 10543466,5 1041711,9 99 + 2 95 + 6
Piraclostrobina -5,6 -1,0 0,003 05-50 0,997 22423607,6 4184022,7 91 + 6 95 + 5
Pirazofés -14,7 4,0 0,003 05-50 0,994 25573300,0 16172877,3 97 + 7 106 + 2
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Efeito matriz

Faixa linear

Coeficiente de

Coeficiente de

Ensaio de repetibilidade
Recuperacdo + RSD

Analito ngOk(g]'l r? inclinacdo Intercepeao Nivel de fortificagdo (ug L™)
em relacdo ao em _rela(;éo ao ug L2 A b 10 20
solvente azeite de oliva

Piriproxifem -47,1 -6,7 0,003 05-50 0,994 116278722 -35934434 83 + 1 88 + 3
Simazina 267,0 245,7 0,003 05-50 0,990 4707377,3 -4895728,5 85 + 9 84 + 9
Tebuconazol -4,4 -8,5 0,003 05-50 0,998 32733606,6 10604160,8 90 + 2 9% + 2
Terbutilazina 28,6 19,7 0,003 05-50 0,999 66846778,1 -6680989,3 93 + 3 92 + 5
Tetraconazol 26,3 22,2 0,003 05-50 0,996 14132189,1 369028006,0 118 + 12 120 + 1
Tiabendazol 165,2 139,1 0,003 05-50 0,996 29788708,0 -13871903,9 74 + 1 72 + 6
Tiacloprido 539,0 506,4 0,003 05-50 0,997 10386453,7 -6949850,5 85 + 2 83 + 1
Tiametoxam 101,1 102,2 0,003 05-50 0,995 6064243,4 43264785 97 + 15 82 + 1
Tiodicarbe 103,1 106,5 0,003 05-50 0,998 3791924,3 -3052261,3 92 + 3 88 + 3
Tiofanato metilico 285,7 235,4 0,003 05-50 0,993 8688351,0 -6341201,9 68 + 3 75 + 10
Triadimefon -5,1 -0,2 0,003 05-50 0,996 12509527,9 2093186,5 102 + 7 99 + 5
Triadimenol -12,1 1,0 0,050 10 - 50 0,992 57943244 3496362,3 94 + 2 100 + 1
Trifloxistrobina -6,5 -6,6 0,003 05-50 0,996 22290987,6 3283994,4 93 + 2 99 + 4

Fonte: o autor.
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4.7 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO

O método validado foi aplicado em 23 amostras de azeites de oliva de
marcas nacionais e importadas e também foi aplicado em 11 marcas de
azeitonas diferentes que foram adquiridos em mercados da cidade de Santa
Maria — RS (Anexo A). Dos azeites, 25% apresentaram residuos acima do
LOQ. J& para as azeitonas, ndo houve nenhuma que néo tivesse pelo menos a
presenca de um dos agrotoxicos do meétodo desenvolvido. No entanto, tanto
para azeites de oliva como para azeitonas, a concentracdo dos analitos
detectados nao ultrapassou o LMR permitido pela Anvisa ou pelo Codex
Alimentarius. A Figura 38 mostra o cromatograma positivo para uma das
amostras contaminadas com o agrotoxico tebuconazol numa concentracdo
acima do LOQ do método desenvolvido.

Somente o fungicida tetraconazol que nédo € permitido para a cultura foi
detectado nas amostras tanto de azeite de oliva quanto de azeitonas. A
concentracdo encontrada variou de 0,164 a 0,949 mg kg™para azeite de oliva e
de 0,149 a 0,164 mg kg™para azeitonas. Conforme a Tabela 6, esse agrotoxico
ja foi encontrado em amostras de azeite de oliva nos ultimos anos na Grécia e
Espanha, porém em concentracdes menores. Segundo o dossié da Unido
Europeia EU (IUPAC, 2018) ndao houve degradacao do tetraconazol durante os
testes em laboratério e, em testes de campo, a DT50 variou de 136 a 1688
dias, o que pode explicar seu aparecimento nas amostras. A Tabela 17
apresenta os resultados positivos para azeitonas e azeite de oliva, ou seja, a
concentracdo encontrada nessas amostras é maior que o LOQ do método
desenvolvido. O fungicida trifloxistrobina estd destacado na tabela, pois a
concentracdo do mesmo na amostra ficou abaixo do LOQ, mas acima do LOD.
Nesse caso, pode-se dizer que esse analito esta presente na amostra, porém,

ndo é possivel determinar em que concentracao.
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Tabela 17 - Resultados positivos para as 23 amostras de azeite de oliva e 11
amostras de azeitonas avaliados pelo método validado.

Agrotoxico N° de amostras Concentracio (Mg kg'l)
positivas
Azeite de oliva
Clorpirifos* 1 <LOQ
Difenoconazol 3 <LOQ, 0,14, 0,20
Procimidona 1 0,166
Tetraconazol 4 0,164, 0,320, 0,902, 0,949
Trifloxistrobina* 1 <LOQ
Azeitonas
Azoxistrobina 1 0,005
Clorpirifés 3 0,009, 0,020, 0,063
Difenoconazol 5 0,003, 0,009, 0,009, 0,028, 0,070
Etefom 1 0,011
Metidationa 1 0,009
Pendimetalina 4 0,008, 0,010, 0,018, 0,026
Procimidona 2 <LOQ, 0,104
Tebuconazol 2 0,029, 0,085
Tetraconazol 2 0,149, 0,164
Tiametoxam 2 0,090, 0,104
Fonte: o autor.
Figura 38 - Cromatogramas do agrotoxico tebuconazol. Em azul o

cromatograma no LOQ do método, e em verde o cromatograma
correspondente a amostra positiva.
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5 CONCLUSOES

O método proposto e validado mostrou-se simples, rapido e eficaz para
a determinacdo de 80 agrotoxicos de diferentes classes em azeite de oliva e
azeitonas. A partir da otimizacdo das condicbes cromatograficas pelo uso do
planejamento fatorial o método podera ser facilmente empregado em analises
de rotina do laboratério, ndo havendo a necessidade de alteracdo de fase
movel e coluna cromatogréfica.

Segundo LMR do Codex Alimentariuos e Anvisa, 0 método proposto esta
adequado para a determinacdo de agrotoxicos tanto em azeite de oliva quanto
em azeitona. Ainda, o0 método atendeu a todos os parametros de validacéo
apresentando alta detectabilidade para todos os analitos validados o que
permitiu abranger limites de deteccdo e quantificagdo menores que os LMR
vigentes.

Em relacdo ao efeito matriz, tanto para a matriz azeite de oliva quanto
para a matriz azeitona ha a necessidade de que sejam preparadas curvas no
extrato da matriz, pois o efeito foi maior que 50% para a maioria dos analitos do
método. Dessa maneira, deve-se ter branco disponivel para essas duas
matrizes no laboratorio.

A ampliacdo do escopo para a matriz azeitona pode ampliar a utilizacéo
do método desenvolvido e, por consequéncia, auxiliar os produtores no
controle de qualidade de producdo dos frutos antes mesmo desses serem
convertidos em azeites.

O método validado foi aplicado tanto em amostras de azeite de oliva,
como azeitonas de mesa. Diferentemente do que se esperava, as azeitonas
tiveram mais amostras positivas que os azeites. Fato que pode ser justificado
pelo prazo de validade das azeitonas de mesa ser menor que o dos azeites, de
modo que o tempo de prateleira destas € menor que o dos azeites também.
Assim, agrotoxicos com tempos de meia vida mais curtos podem ter se
degradado antes de terem sido analisados no azeite.

Considerando os objetivos tragados por essa pesquisa e os resultados
obtidos, pode-se dizer que os mesmos foram atingidos e o método pode ser

aplicado em andlises de azeite de oliva e azeitonas de mesa.



6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS

No LARP os residuos gerados, tanto solidos como liquidos, séo
encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria, rotulados e devidamente separados em: residuos
halogenados, residuos nédo halogenados, vidros contaminados e residuos
sélidos. Todos os residuos provenientes do processamento de amostras
recebidas foram descartados como lixo organico.

A destinacédo correta dos residuos € feita por uma empresa terceirizada

especializada e licenciada para essa finalidade.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Ampliacdo do escopo do método para compostos que possam ser
determinados por GC-MS/MS;

- Validacao e aplicacdo do método para outros 6leos vegetais;

- Reavaliar a possibilidade da utilizacdo de sulfato de aluminio para remocéao
dos coextrativos da matriz;

- Implementacdo do método em laboratério para permitir parcerias com
empresas produtoras de azeites de oliva do estado para fornecer o suporte

técnico através de analises de residuos de agrotoxicos em seus produtos.
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APENDICE B — EquacBes da superficie de resposta para o planejamento
experimental das condicbes cromatograficas para cada um dos analitos

avaliados.

Composto equagao

24D z=5662813,25-11286,13*x-
454622,5*y+27,9465*40,*x-557021,5

Acefato z=243698714,8125+64642,067500001*x-

Acetamiprido

Aldicarbe

Atrazina

Azinfos etil

Azinfés metil

Azoxistrobina

Bentazona

Bifentrina

Bitertanol

Boscalida

Buprofezina

Carbarril

Carbendazim

Carbofurano 3-OH

Carboxim

9688222,75*y-15994,107375*40,*x+158046209,
z=1692243815,5625-4503755,3925*X-
11411750,*y+41419,144625*40,*x-6062846E2
z=583565257,9375-1363953,9375*X-
23275468,75*y-292,098125*40,*x-5637790,4
z=1970259531,875-3796878,005*x-
113795781,25*y+1081,8612499999*40,*x-
1148871E2

z=225324600,6875-590568,0175*x-
5989437,5*y+1566,372375*40,*x-21414480,
z=217265756,0625-651629,1725*X-
5911937,5*y+10078,493375*40,*x-82538483,
z=2397500049,0625-6227719,1425*X-
70679906,25*y+21806,820375*40,*x-3179393E2
z=163590137,3125-381143,4425*x-
10397778,5*y+1590,661375*40,*x-23239018,
z=19950900,75-
77752,35*x+2078768,*y+154,498*40,*x+1589086,
z=171184010,125-422719,385*x-
10585790,*y+3876,75375*40,*x-36412937,
z=423459450,6875-1014819,0375*x-14182461,*y-
7655,489625*40,*x+86902010,1
z=1567997723,75-2998830,04*x-35411718,75*y-
47134,67775*40,*x+367751514,
z=1152207880,-2833603,35*x-
66280367,25*y+25114,729*40,*x-2934291E2
z=2520249828,125-3589520,625*x-51888250,*y-
22956,75*40,*x+280026750,
z=430149385,5-1047985,55*x-
9952785,25*y+4224,74925*40,*x-75486074,
z=3723488045,9375-10263943,8675*X-
167620250,*y+153958,798875*40,*x-1320178E3




150

Composto

equacao

Ciproconazol

Clomazona

Clorpirifés

Clorpirifos metil

Cresoxim metilico

Deltametrina

Diclorvés

Difenoconazol

Diflubenzurom

Dimetoato

Dissulfotom

Diurom

Epoxiconazol

Espinetoram

Espinosade a

Espinosade d

Etefom

Etiona

z=561991260,9375-1359653,0275*X-15791664,*y-
2200,620125*40,*x+33408319,6
z=2457968988,125-6518090,155*x-
29415968,75*y+22177,05075*40,*x-3196042E2
z=347047876,75-613098,97*x-26402080,*y-
1192,43725*40,*x-12817345,
z=192109422,3125-463597,1625*X-
7561173,*y+4133,516875*40,*x-59764662,
z=429100717,5-952513,71*x-
16305449,25*y+4932,043*40,*x-83986215,
z=41111470,25-100822,58*x-
2649640,75*y+1321,03025*40,*x-14894552,
z=403340388,375-900765,825*x-20885988,25*y-
7724,454*40,*x+94255723,
z=366993773,3125-745941,2725*x-
13939371,25*y+4447,631875*40,*x-67777128,
z=491210762,6875-1085216,2875*x-
29394132,75*y-867,188625*40,*x-6868619,9
z=537207011,5-1451783,71*x+762359,24999998*y-
8433,541*40,*x+111650892,
z=5475446,3125-18221,8225*x+304738,5*y-
380,624875*40,*x+7195816,37
z=1507548356,5-3726683,97*x-
75690328,25*y+32987,4815*40,*x-3847770E2
z=1221775539,75-2293957,62*x-87654664,25*y-
6381,623*40,*x-7772948,

z=272574560,3125-
888568,7925*x+10081175,75*y+8604,403125*40,*x-
84858993,

z=625615115,375-1535035,235*x-
12699789,*y+6083,1445*40,*x-98939973,
z=125215511,5-
343987,8*x+3829045,*y+2110,84125*40,*x-
27273737,

z=1725423758,9375-4642166,9375*X-
50447015,75*y+26968,934625*40,*x-2344665E2
z2=422843,625-
1728,195*x+20293,75*y+53,14775*40,*x-406117,75
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Composto equacao

Etofenprox z=174241567,75-242921,3*x-7596201,25*y-
2077,98975*40,*x-12413950,

Famoxadona z=156751362,3125-304058,4425*x-

Fenoxicarbe

Fenpiroximato

Fenpropimorfe

Fentiona

Fipronil

Flumioxazin

Fluquiconazol

Flutriafol

Forato

Fosmete

Imazalil

Imidacloprido

Lufenurom

Malationa

Metamidofés

Metidationa

Metiocarbe

4178435,5*y+5353,769625*40,*x-68579583,
z=1533617745,-3622594,84*x-
90922078,*y+12050,44325*40,*x-1661958E2
z=1337330854,9375-3345042,5275*-
65632125,*y+45059,889125*40,*x-58 74030E2
z=3086099878,4375-8981254,5275*X-
69877562,5*y+128741,179625*40,*x-1106824E3
z=656228820,1875-1635773,8375*X-
20476465,*y+12271,700625*40,*x-1726208E2
z=3091103,3125+802,11750000002*x+190472,*y-
264,135625*40,*x+892416,125
z=63725644,1875-171271,4775*X-
2243952,5*y+1610,723375*40,*x-16302349,
z=303621533,8125-762380,5725*x-
13616953,25*y+3966,562625*40,*x-54214142,
z=227514858,0625-521810,1225*x-
12917326,25*y+1363,299875*40,*x-21430851,
z=666498415,5-1609804,48*x-
38111379,*y+9196,769*40,*x-96047782,
z=2166172427,125-4852730,545*x-
115864390,5*y+36692,832*40,*x-4950030E2
z=943590761,625-2349770,915*x-
47541710,75*y+11155,37*40,*x-97099068,
z=209655389,875-387771,745*x-14995300, 75*y-
1667,30475*40,*x+7857734,75
z=491361,375-568,665*x-18518,75*y-
81,6825*40,*x+908256,5
z=719645262,-1714183,37*x-
34137722,75*y+13638,8325*40,*x-1986431E2
z=21045278,375+641850,275*x+7675257,75*y-
28014,627*40,*x+354089057,
z=915895352,5-2016820,81*x-
47235140,75*y+12518,00925*40,*x-2075119E2
z=1425268988,375+90253,715000002*X-
84513359,25*y-106318,76375*40,*x+697543819,
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Composto

equacao

Metiocarbe sulfona

Metiocarbe sulféxido

Metomil

Metsulfurom metilico

Pendimetalina

Picoxistrobina

Piraclostrobina

Pirazofos

Pirimicarbe

Pirimifés metilico

Piriproxifem

Procimidona

Procloraz

Profenofés

Propargito

Propiconazol

Propizamida

Simazina

Tebuconazol

z=1255976695,5-2896165,25*x-
70814304,75*y+3565,73525*40,*X-55964676,
z=1181170013,625-2571504,105*x-
43710375,*y+733,63475000002*40,*x-56524049,
z=97821658,25-123331,55*x-4525476,5*y-
1395,732*40,*x+20030996,
z=568687471,3125-1721856,6425*x-
8040164,*y+20173,277375*40,*x-1516275E2
z=47938329,5625-82879,0925*x-2886112,*y-
1069,671625*40,*x+7635582,13
z=1751468091,1875-3903651,0975*X-
44663422,*y+27196,359375*40,*x-4879771E2
z=1661022823,9375-4275557,7775*x-
102417742,25*y+66970,259875*40,*X-5966431E2
z=903641066,875-2145342,285*X-
42335156,25*y+16415,3975*40,*x-1968241E2
z=997318728,8125-2226408,0825*x-14782125,*y-
5650,9161249999*40,*x+8647393,62
z=2380926419,-5528993,98*x-
134812890,5*y+38287,40225*40,*x-5233000E2
z=420442167,1875-995650,9375*x-
17760660,*y+3021,266625*40,*x-50114661,
2=62196606,8125-135642,9525*x-2620882,75*y-
1897,120875*40,*x+21925167,4
z=36979439,4375-72298,1775*x-2931170,25*y-
426,476375*40,*x+3343946,88
z=933706797,6875-2111573,1275*X-
39102031,25*y+6847,205125*40,*x-1452129E2
z=1006519408,75-2418140,54*x-
62526707,25*y+11499,147*40,*x-1473528E2
z=418373586,0625-574337,6625*x-12751527,25*y-
8030,581625*40,*x+10273627,1
z=638297055,375-1563354,035*x-
36371293,*y+13897,4995*40,*x-1690094E2
z=618331948,1875-1832193,9575*x-
17468312,5*y+17946,901875*40,*x-93196603,
z=1174642543,9375-2152453,5975*x-
44484968,75*y-7746,484375*40,*x-42972328,
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Composto

equacao

Terbutilazina

Tetraconazol

Tiabendazol

Tiacloprido

Tiametoxam

Tiodicarbe

Tiofanato metilico

Triadimefom

Triadimenol

Trifenilfosfato

Trifloxistrobina

z=3771419470,3125-10072182,2625*X-
93407812,5*y+112001,066375*40,*x-1499580E3
z=722402011,125-2011961,775*x-
23146054,75*y+11149,59075*40,*x-73426204,
z=1518250796,25-2414235,*x-35355984,25*y-
12982,9375*40,*x+20592250,5
z=3840119100,9375-10005506,0575*X-
82075343,75*y+110558,748125*40,*x-1524932E3
z=265378165,3125-453935,7025*x-1317101,5*y-
8002,017625*40,*x+77560354,1
z=375213604,5625-1066755,7125*X-
10987398,5*y+8445,825625*40,*x-59737112,
z=1257537453,3125-3113303,2525*x-
33644593,75*y+18270,648875*40,*x-2924021E2
z=415644262,6875-1091566,5375*x-
8298062,5*y+2477,409875*40,*x-35406627,
z=116089619,375-131550,235*x-5333475,5*y-
1044,00875*40,*x+3060512,75
z=3506409,375-13236,045*x+493873,25*y-
84,15875*40,*x+2562160,75
z=1302829355,0625-3229298,2725*x-
76684336,*y+12674,107875*40,*x-1236933E2




APENDICE C — Resultados estatisticos da avalia¢io do solvente extrator

ANOVA para os 3 solventes (acetonitrila, acetonitrila saturada com
hexano e hexano) sem congelamento

ANOVA

Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos 0,16905 2 0,084525 1815,141 1,28E-15 3,885294
Dentro dos
grupos 0,000559 12 4,66E-05

Total 0,169609 14

ANOVA para os solventes acetonitrila e acetonitrila saturada com
hexano sem congelamento

ANOVA

Fonte da

variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0 1 0 0 1 5,317655
Dentro dos
grupos 9,6E-06 8 1,2E-06
Total 9,6E-06 9

ANOVA para os 3 solventes (acetonitrila, acetonitrila saturada com
hexano e hexano) com congelamento
ANOVA

Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos  0,200738 2 0,100369 20483,43 6,31E-22 3,885294
Dentro dos
grupos 5,88E-05 12 4,9E-06

Total 0,200796 14
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ANOVA para os solventes acetonitrila e acetonitrila saturada com
hexano com congelamento

ANOVA

Fonte da

variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 4E-07 1 4E-07 0,2 0,666581 5,317655
Dentro dos
grupos 0,000016 8 0,000002
Total 1,64E-05 9

ANOVA comparando os solventes (acetonitrila e acetonitrila saturada
com hexano) com e sem congelamento
ANOVA

Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos  1,66E-05 3 5,53E-06 3,458333 0,041481 3,238872
Dentro dos

grupos 2,56E-05 16 1,6E-06

Total 4,22E-05 19
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ANEXOS

ANEXO A — DADOS DAS AMOSTRAS UTILIZADAS

Ne da Tipo Lote Da_ta d? Dgta de
amostra fabricacéo validade
AO1 Azeite de Oliva 2066/17 12/2017 06/2019
AO2 Azeite de Oliva L867 08/09/2017 08/09/2019
AO3 Azeite de Oliva 7292H9495 19/10/2017 19/04/2019
A04 Azeite de Oliva L291 18/10/2017 18/10/2019
A0S Azeite de Oliva 8101423 13/01/2018 13/07/2019
AO6 Azeite de Oliva LO6P 12/06/2017 12/06/2019
AO7 Azeite de Oliva 15FEV18 - 15/07/2019
AO8 Azeite de Oliva 15FEV18 - 15/07/2019
A09 Azeite de Oliva 15FEV18 - 15/07/2019
A10 Azeite de Oliva 15FEV18 - 15/07/2019
All Azeite de Oliva 090517 09/05/17 09/05/19
Al12 Azeite de Oliva 15-180-01 28/12/2016 28/12/2018
Al3 Azeite de Oliva OCT17 10/2017 10/2019
Al4 Azeite de Oliva B298A 25/10/2017 25/10/2019
Al5 Azeite de Oliva 7292H9495 10/2017 04/2019
A16 Azeite de Oliva NC004 30/11/2017 30/11/2020
Al7 Azeite de Oliva . R -
Al8 Azeite de Oliva . R -
Al9 Azeite de Oliva NC004 30/11/2017 30/11/2020
A20 Azeite de Oliva 174054 20/10/2017 20/08/2019
A2l Azeite de Oliva LVO1Y 27/08/16 27/08/2018
A22 Azeite de Oliva 029 28/12/2016 28/12/2019
A23 Azeite de Oliva L04017 09/02/2017 09/02/2019
0O01 Azeitona  Verde i ) )

colhida em pomar
002 Azeitona Verde

colhida em pomar ) i i
003 Azeitona Verde

colhida em pomar ) i i
004 Azeitona Verde

colhida em pomar
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N° da Tipo Lote Data dr:: Data de
amostra fabricacdo validade
005 Azeitona Verde
colhida em pomar ) ) )

006 Azeitona Verde L26/03/18 - 26/09/2019
007 Azeitona Verde 1800665 - 18/05/2019
008 Azeitona Verde 67684 11/2019
009 Azeitona Verde 28/05/18(3) 28/11/2019
010 Azeitona Verde 13/06/18 13/06/2019
011 Azeitona Verde 656 10/2018




