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“Se ficar dificil, enfrente.

E quando ficar facil, agradeca.
Se a tristeza rondar, alegre-se.
E quando ficar alegre, contagie.
Se o caminho for longo, persista.
E quando chegar, comemore.

Se achar que acabou, recomece.
E quando recomecar, acredite.”

(Autor desconhecido)
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RESUMO

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM FISALIS (PHYSALIS
PERUAVIANA L.) EMPREGANDO QUEChERS MODIFICADO E UHPLC-MS/MS

Autora: Natalia Cadavid Muioz
Orientador: Renato Zanella

O trabalho foi desenvolvido e validado um método multirresiduo rapido e eficaz para
a determinacdo de 42 agrotoxicos em fisalis. O método QUEChERS modificado foi
utilizado para o preparo de amostra seguido pela determinacdo por cromatografia
liguida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série
(UHPLC-MS/MS), com modo de ionizacdo por eletronebulizacdo empregando
analisador triplo quadrupolo. Os resultados de validagdo foram satisfatérios, uma
vez que o método apresentou recuperacdes entre 70 e 114%, com desvio padréo
relativo (RSD) <20% para amostras branco fortificadas de 5 a 25 pg kg™*. Os limites
de deteccdo e de quantificacdo do método foram de 1,5 e 5 pg kg,
respectivamente. O efeito matriz variou de -32 a 218% e foi corrigido utilizando curva
analitica na matriz. A linearidade do método foi estabelecida de 2,5 a 100 pg kg™,
com r* 20.99. O método proposto combina as vantagens de uma etapa de preparo
de amostra simples e rapida, aliado a elevada seletividade e sensibilidade do
sistema UHPLC-MS/MS empregando monitoramento de reac¢fes selecionadas. O
método foi aplicado com sucesso em amostras reais, provando ser uma alternativa
eficiente para a andlise de rotina. Cinco residuos de pesticidas foram encontrados

nas amostras avaliadas.

Palavras chave: agrotoxicos, fisalis, alimentos, QUEChERS, UHPLC-MS/MS



ABSTRACT

DETERMINATION OF PESTICIDE RESIDUES IN GOLDENBERRY (PHYSALIS
PERUAVIANA L.) BY MODIFIED QUEChERS METHOD AND UHPLC-MS/MS

Author: Natalia Cadavid Mufioz
Advisor: Renato Zanella

In this study a fast and effective multiresidue method for the determination of 42
pesticides in goldenberry was developed and validated. A modified QUEChERS
method was established for sample preparation followed by ultra-high-performance
liquid chromatographic—tandem mass spectrometry (UHPLC—MS/MS) determination
with electrospray ionization in a triple quadrupole system. Validation results were
satisfactory, since the proposed method presented recoveries between 70 and 114%
with relative standard deviations (RSD) <20% for blank samples spiked from 5 to 25
ug kg™. The method limits of detection and of quantification were 1.5 and 5 pg kg™,
respectively. Matrix effect ranged from -32 to 218% and was compensated using
matrix matched calibration. Method linearity was established from 2.5 to 100 pg kg™
with r? 20.99. The proposed method combines the advantages of a simple and fast
sample preparation step by a modified QUEChERS method with the high selectivity
and sensitivity of the UHPLC-MS/MS system using selected reaction monitoring.
Method was successfully applied to real samples, proving to be an efficient
alternative for routine analysis. Residues of five pesticides were found in the samples

evaluated.

Keywords: pesticides, goldenberry, food, QUEChERS, UHPLC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

A fisalis (Physalis peruviana L.) é uma fruta exoética originaria do Peru, sendo
também muito cultivada em outros paises andinos (Equador, Colémbia e Chile). Esta
fruta é muito apreciada por suas caracteristicas organolépticas, nutricionais e,
segundo estudos, demonstra potencial benéfico para a saude, pois apresenta alto
conteudo de vitaminas e antioxidantes naturais (REDCORNUCOPIA, 2014).

O cultivo de fisalis € de extrema importancia econdmica para 0s paises
andinos, onde a Colombia destaca-se como maior produtor e exportador mundial
desta fruta (REDCORNUCOPIA, 2014). A fim de aumentar a produtividade e
assegurar a qualidade do produto séo utilizados agrotoxicos. Porém, uma vez
empregados, os agrotoxicos podem deixar residuos, tanto em sua forma quimica
original como na forma de subprodutos (metabdlitos) (FERMAM &ANTUNES, 2009).

A principal preocupacédo em relacdo a estes compostos € devido aos efeitos
adversos que eles podem causar ao meio ambiente e a saude humana. Assim, o
estabelecimento e a regulamentacdo de Limites Maximos de Residuos (LMR) em
alimentos, por agéncias governamentais de diversos paises, tém se tornado mais
frequentes e visam garantir a seguranca do consumidor e a regulamentacdo do
comeércio externo (FERMAM &ANTUNES, 2009).

Na Coldmbia, o uso de agrotoxicos em alimentos para consumo humano,
racbes ou pastagens € definido pela Resolucdo 2906, emitida em 2007 pelo
Ministério de Protecdo Social e pelo Ministério de Agricultura e Desenvolvimento
Rural. Esta resolucdo esta baseada principalmente nos LMRs do Codex Alimentarius
(COLOMBIA, 2007).

A fisalis ndo possui uma legislacdo especifica, entretanto, a Unido Europeia
determinou, através do Regulamento N° 600/2010, que esta fruta deve ser
classificada no grupo do tomate, devido a similaridade dessas matrizes (RESTREPO
et al., 2014).

No Brasil, o érgao responsavel pelo estabelecimento de LMRs é a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Além desta, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) realiza um panorama nacional sobre a presenca
de residuos de agrotéxicos em alimentos, através do Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC). No entanto, é importante salientar que ainda

nao existem legislacdes que estabelecem LMRs para fisalis no pais.


http://www.redcornucopia.org/
http://www.redcornucopia.org/
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A determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos é um desafio,
devido a complexidade das matrizes. Sendo assim, diversos métodos de preparo de
amostra tém sido desenvolvidos com objetivo de isolar os analitos e remover
compostos interferentes destas matrizes complexas (WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).
Um exemplo é o método QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe), proposto por Anastassiades et al. em 2003. Este método esta
baseado em uma extracdo com pequenas quantidades de solvente (acetonitrila) e
uma etapa de particdo promovida pela adicdo de diferentes sais, possibilitando a
andlise de véarios compostos com diferentes classes quimicas, em um curto tempo
de andlise (PRESTES et al., 2009).

Além dos métodos de preparo de amostra, é essencial a utilizacdo de
ferramentas como a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS, do inglés ultra high
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry), que
possibilitam analises mais rapidas e com maior resolucéo, podendo-se atingir limites
mais baixos de residuos nas amostras (ORSO et al., 2015).

Este estudo mostra-se relevante devido a existéncia de poucos trabalhos
cientificos envolvendo a determinacdo de residuos de agrotéxicos em fisalis.
Atualmente, na Colébmbia, este tipo de andlise é realizado em laboratérios fora do
pais, o que prejudica e atrasa o0 processo de exportacdo. Sendo assim, a otimizacao
de um método para a analise de fisalis € uma necessidade para o pais e o0 estudo de
um método adequado poderd trazer novas oportunidades neste ambito e, ao mesmo
tempo, impulsionar a analise de residuos de agrotoxicos nesta matriz.

Neste contexto, o0 presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
validacdo de um método para a determinacdo de residuos de 42 agrotéxicos em
fisalis (Physalis peruviana L.), empregando o método QUEChERS modificado e
UHPLC-MS/MS. Posteriormente, o método foi aplicado para analise de 16 amostras,
sendo 14 importadas da Colombia e 2 cultivadas no estado do Rio Grande do Sul
(RS).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisalis (Physalis peruviana L.)

A fisalis (Physalis peruviana L.), também conhecida como uchuva na
Colémbia, uvilla no Equador, aguaymanto no Peru e goldenberry em paises de
lingua inglesa, € uma planta arbustiva pertencente a familia Solanaceae, género
Physalis (Puente et al., 2011). Suas folhas, em formato de cora¢éo, sdo alternadas,
com peciolos e pubescentes, apresentando largura entre 4 e 10 cm e até 15 cm de
comprimento. As flores séo solitarias, pedunculadas e hermafroditas, crescem nas
axilas das folhas e possuem formato de sino (FAO, 2014).

O fruto esta coberto por uma membrana fina, fiborosa e ndo comestivel
denominada calice ou cpsula (Figura 1). O célice permite ao fruto uma vida util de
aproximadamente um més, além de protegé-lo de passaros, insetos, patdégenos e de
condicdes climéticas adversas (LIMA et al., 2013). A estrutura também representa
uma fonte essencial de carboidratos durante os primeiros 20 dias de crescimento e
desenvolvimento do fruto (FAO, 2007).

A fisalis caracteriza-se por sua casca alaranjada, lisa e brilhante, com polpa
de sabor acido acucarado (semiacido). O fruto possui formato de circulo ou ovdide,
com diametro entre 1,25 e 2,5 cm, massa entre 4 e 10 gramas e aproximadamente
100 a 300 sementes pequenas (FAO, 2014).

Figura 1 - Fisalis (Physalis peruviana L.)

Fonte: (Adaptado de MATHIAS, 2013).
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O cultivo de fisalis adapta-se a diversas condi¢des climaticas, como por
exemplo, solos ligeiramente acidos e ricos em matéria organica. Necessita de
precipitacbes entre 1000 e 2000 mm, bem distribuidos durante o ano, e a

temperatura 6tima para sua producéo é 18 °C (FAO, 2007).

2.1.1 Composicao e usos

Os beneficios associados a esta fruta exdtica estdo relacionados
principalmente a sua composi¢do nutricional (Tabela 1). Dentre seus principais
componentes pode-se ressaltar: elevadas quantidades de acidos graxos poli-
insaturados; vitaminas A, B, C, E e K. fitoesterdis; fisalinas; withanolides e minerais,
como célcio e fésforo. Fisalinas s&o seco-esteroides com propriedades
imunosupressivas, enquanto withanolides sdo lactonas esteroidais que apresentam
propriedades antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e
atividade antiparasitaria. Além disso, a fisalis contém componentes bioativos que a

caracterizam como um alimento funcional (PUENTE et al., 2011).

Tabela 1 - Composicao de nutrientes e minerais em 100 g de fisalis

Componentes Valor
Umidade 78,949
Proteina 0,05-0,3¢g
Lipideos 0,15-0,2¢g
Carboidratos 19,6 ¢
Fibra 49¢
Cinzas 109
Célcio 8,0 mg
Fosforo 55,3 mg
Ferro 1,2 mg
Carotenoides 1,6 mg
Tiamina 0,1 mg
Riboflavina 0,03 mg
Niacina 1,70 mg
Acido ascorbico 43,0 mg

Fonte: (Adaptado de RAMADAN, 2011).
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A fruta fresca pode ser consumida em sucos, coqueteis, saladas, molhos e
sorvetes, sendo também utilizada como ornamento em diversas receitas. A partir da
fruta processada sdo elaborados néctares, marmeladas e polpas, podendo-se ainda
desidratar e conservar em geleias. A planta também & empregada como cobertura
protetora de terrenos contra a eroséo (FAO, 2014).

Muitas propriedades medicinais tém sido atribuidas a fisalis, incluindo anti-
asmatico, anti-séptico, fortificante para o nervo Optico, tratamento de afeccbes da
garganta e eliminagdo de parasitas intestinais, bem como albumina dos rins. Foram
relatadas também propriedades antidiabéticas, sendo recomendado o consumo de
cinco frutas por dia (RAMADAN, 2011).

2.1.2 Producdao e exportacao

A fisalis (Physalis peruviana L.) teve como centro de origem os andes
peruanos e, atualmente, € cultivada em maior escala na Colémbia, Quénia,
Zimbabue, Australia, Nova Zelandia, india e Equador (FISCHER, ALMANZA-
MERCHAN & MIRANDA, 2014).

A Colémbia é o maior produtor e exportador de fisalis a nivel mundial, sendo
essa a segunda fruta mais importante do pais (a banana ocupa a primeira posicao)
(MAZZORA, 2006). Em 2012, as exportagdes de fisalis totalizaram 29,2 milhdes de
dolares, sendo que os paises que mais importaram a fruta foram: Holanda (67,9%),
Alemanha (24,5%), Canada (2,2%), Franca (1,4%), Brasil (1,0%) e Bélgica (0,5%)
(LEGISCOMEX, 2013).

Embora o consumo per capita de fisalis na Colombia seja muito baixo, cerca
de 200 g por ano, o cultivo dessa fruta esta aumentando constantemente no pais
para satisfazer as crescentes demandas na exportacdo, conforme pode ser
observado na Figura 2 (FISCHER, ALMANZA-MERCHAN & MIRANDA, 2014). O
pais produz 11.500 toneladas/ano de fisalis, porém o excedente da fruta atinge 50%
do total da producdo. Esse excedente nao € exportavel devido ao pequeno tamanho
das frutas, porém é bastante utilizado para a elaboracdo de novos produtos, como
por exemplo, os desidratados (CASTRO, RODRIGUEZ & VARGAS, 2008).
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Figura 2 - Exporta¢@es de fisalis na Colémbia no periodo de 2010 a 2012
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Fonte: (LEGISCOMEX, 2013).

No Brasil, a cultura da fisalis € uma atividade agricola ainda recente, sendo
relatadas producdes entre 2 e 3 toneladas por ano (FISCHER, ALMANZA-
MERCHAN & MIRANDA, 2014). O mercado nacional ainda esta pouco abastecido
com o produto, mas os precos de venda obtidos pelos produtores sao animadores,
possibilitando boas taxas de retorno sobre o capital investido. A fruta é
comercializada em grandes supermercados, apresentando um preco bastante
elevado, entre R$ 50,00 e R$90,00/kg (MUNIZ et al., 2011).

A planta apresentou facil adaptacdo edafoclimatica no territdrio brasileiro,
embora alguns aspectos devam ser observados: em regides temperadas,
especialmente nas regiées mais altas de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul, a
ocorréncia de geadas no inverno pode provocar a morte da planta, fazendo com que
a cultura se torne sazonal; ja em regifes subtropicais, onde ndo ocorrem geadas, a
producdo pode se estender por até dois anos, mas apds este periodo a
produtividade e a qualidade dos frutos diminuem (MUNIZ et al., 2011).

Embora ndo se tenha uma producao significativa, a comercializacéo de fisalis
estd sendo inserida gradativamente no mercado brasileiro, apresentando um
comportamento semelhante ao dos demais frutos. Assim, destaca-se como uma
excelente alternativa de consumo e também como mais uma opc¢ado de renda para
os produtores rurais (MUNIZ et al. 2011).
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2.2 Agrotoxicos

O termo agrotoxico, segundo o Codex Alimentarius, refere-se a qualquer
substancia ou mistura que tenha como objetivo prevenir, destruir ou controlar
qualquer tipo de praga incluindo espécies de plantas ou animais presentes durante a
producdo, estocagem, transporte, distribuicdo ou processamento de alimentos ou
racbes animais. O termo inclui substancias utilizadas como reguladores de
crescimento para plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes promotores de
amadurecimento de frutos, inibidores de germinacdo e substancias que sao
aplicadas aos grédos (antes e depois da colheita) para evitar a deterioracdo do
alimento durante o armazenamento e transporte (FAO, 2005).

Quanto ao emprego podem ser classificados em: inseticidas (combatem os
insetos), herbicidas (combatem plantas daninhas), fungicidas (combatem fungos) e
outros, tais como acaricidas, moluscocidas e rodenticidas (BAIRD, 2002).

Quanto a composicdo quimica, 0S agrotoxicos possuem uma enorme
diversidade estrutural. Deste modo, quando possuem alguma caracteristica em
comum s&o classificados dentro de um mesmo grupo, como, por exemplo:
organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides. Também, a
classificagdo quanto a toxicidade é fundamental, uma vez que sdo compostos
potencialmente perigosos para a saude humana (BARBOSA, 2004).

O Brasil € 0 segundo maior produtor de alimentos do mundo, atras apenas
dos Estados Unidos, mas ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de consumo de
agrotoxicos (MMA, 2016).

Segundo dados do Banco Mundial, o consumo anual de agrotdxicos por
tonelada na Colombia aumentou 379% entre 1997 e 1998. Entre 1990 e 1996, o
consumo anual foi inferior a 20.000 toneladas, ja entre 1998 e 2010, esta variavel foi
superior a 48.000 toneladas, alcancando um maximo de 151.686 toneladas no ano
2000 (SIC, 2013).

Embora o emprego de agrotdxicos na agricultura proporcione beneficios
econdbmicos, uma vez que auxilia na melhoria da produtividade, a falta de
conhecimento das boas préaticas para a utilizacdo destes compostos ocasiona a
ocorréncia de residuos que, em niveis acima dos LMRs, podem representar risco a
saude humana (PRESTES, 2011).

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

exigidos para cada cultura, levando em consideracdo a ingestdo diaria aceitavel



21

(IDA), que é a quantidade méaxima de uma substancia, que ingerida diariamente
durante toda a vida, parece nao oferecer risco apreciavel a saude, a luz dos
conhecimentos atuais (FERMAM & ANTUNES, 2009).

Dentre as adversidades ocasionadas a saude humana pela presenca de
residuos de agrotoxicos em alimentos, podem-se ressaltar: danos ao sistema
nervoso central, diversos tipos de cancer, problemas no sistema repodutivo e
locomotor, deficiéncia mental, entre outros (BORGES, FIGUEIREDO & QUEIROZ,
2015).

Atualmente, diversos programas de monitoramento de agrotdxicos em
alimentos sdo aplicados com a finalidade de proteger a saude dos consumidores,
melhorar a gestao dos recursos agricolas e evitar perdas econémicas (GARRIDO et
al., 2004).

2.2.1 Monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos na Colémbia e

no Brasil

Durante os ultimos 40 anos os registros de agrotoxicos duplicaram-se na
Colébmbia, de 186 moléculas em 1974 até 400 ingredientes ativos em 2003
(CARDENAS, SILVA & ORTIZ, 2010). Estudos prévios demostraram que a
populacdo colombiana pode apresentar estes compostos em niveis perigosos no
sangue devido a exposicdo direta aos agrotdxicos, tanto em processos de fabricacao
guanto na aplicacdo (IDROVO, 2000). No entanto, apesar das normas juridicas, o
Sistema Nacional de Vigilancia em Saude Publica (SIVIGILA) registrou 8.016 casos
de envenenamento por agrotoxicos em 2010 (PAEZ et al., 2011). Estd em
desenvolvimento no pais o Plano Nacional Subsetorial de Vigilancia e Controle de
Residuos em Alimentos (PSVCR), coordenado pelo Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) e pelo Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos e
Alimentos (INVIMA). Este plano como objetivo vigiar e controlar os residuos de
agrotoxicos, medicamentos veterindrios e contaminantes que possam estar
presentes nos alimentos produzidos no pais ou importados (MINSALUD, 2014).

Na Colémbia, os LMRs em alimentos para consumo humano, racdes e
pastagens estdo definidos na Resolugdo 2906, emitida em 2007 pelo Ministério de
Protecdo Social (MPS) e pelo Ministério de Agricultura e Desenvolvimento Rural
(MADR) (COLOMBIA, 2007). Esta resolucio esta baseada principalmente no Codex
Alimentarius (RESTREPO et al., 2014).
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Em decorréncia de sua significativa importancia, tanto em relacdo a sua
toxicidade quando a escala de uso, 0s agrotoxicos possuem uma ampla cobertura
legal no Brasil. O processo de registro de agrotoxicos envolve o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o Ministério do Meio Ambiente e o Ministério
da Saude, através ANVISA, a qual cabe a avaliacdo do impacto dos agrotdxicos na
saude humana e o estabelecimento dos LMRs (ANVISA, 2011).

Em 2001, foi criado pela ANVISA o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o objetivo de monitorar continuamente os
niveis de residuos de agrotéxicos nos alimentos in natura que chegam a mesa do
consumidor. Além disso, € responsavel por planejar estratégias para diminuir os
riscos que a presenca de agrotdéxicos nao autorizados ou acima dos limites podem
trazer (ANVISA, 2011a).

Além do PARA, foi criado em 2006 o Programa Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastacimento (MAPA). Este programa visa verificar a saude do
consumidor monitorando a presenca de residuos de substancias quimicas
potencialmente nocivas a saude do consumidor, tais como antibioticos, agrotoxicos e

contaminantes ambientais (MAPA, 2013).

2.2.2 Monitoramento de residuos de agrotéxicos em fisalis

A fisalis ndo possui uma legislacdo especifica, entretanto, a Unido Europeia
determinou, através do Regulamento N° 600/2010, que esta fruta deve ser
classificada no grupo do tomate, devido a similaridade dessas matrizes (RESTREPO
et al., 2014). A Tabela 2 apresenta os limites maximos de residuos estabelecidos
para tomate pela Unido Europeia (2016), Codex Alimentarius (2013) e Colémbia
(2007).
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Tabela 2 — LMRs de agrotoxicos estabelecidos para tomate pela Unido Europeia,
Codex Alimentarius e pelos 6rgaos colombianos, MPS e MADR

LMR (mg kg™)

Compostos Uniao Codex L
. . . Colémbia
Europeia Alimentarius

Abamectina 0,02 0,02 0,02
Azinfés metilico 0,05 1,0 1,0
Azoxistrobina 3,0 - -
Benalaxil 0,05 0,2 0,5
Bitertanol 0,01 3,0 3,0
Carbaril 0,01 - 5,0
Carbendazim 0,3 0,5 0,5
Carbofuram 0,002 - -
Cimoxanil 0,2 - -
Ciprodinil 15 - 0,5
Cletodim 1,0 1,0 1,0
Clorpirifés etilico 0,5 - 0,5
Clorpirifés metilico 0,5 1,0 0,5
Deltametrina 0,3 0,3 0,3
Diazinona 0,01 0,5 0,5
Dimetoato 0,02 - -
Etefon 1,0 2,0 2,0
Etoprofos 0,02 0,01 0,01
Famoxadona 2,0 2,0 2,0
Fempropatrina 0,01 1,0 1,0
Fenamifés 0,04 - 0,2
Fenhexamide 1,0 2,0 2,0
Hexitiazox 0,5 0,1 0,1
Imidacloprido 0,5 0,5 0,5
Indoxacarb 0,5 0,5 0,5
Malationa 0,02 0,5 0,5
Metidationa 0,1 0,1 0,1
Metoxifenozida 2,0 2,0 2,0
Miclobutanil 0,3 0,3 0,3
Oxamil 0,01 2,0 2,0
Penconazol 0,1 0,2 0,2
Piraclostrobina 0,3 0,3 0,3
Pirimicarbe 1,0 - 1,0
Profenofés 10,0 - 2,0
Propamocarbe 4,0 2,0 1,0
Propargito 0,01 2,0 2,0
Spinosad A 0,7 0,3 0,3
Spinosad D 0,7 0,3 0,3
Tebuconazol 0,9 0,7 0,2
Tebufenozida 1,0 1,0 1,0
Triadimefom 1,0 - 0,2
Triadimenol 1,0 - 0,5
Trifloxistrobina 0,5 0,7 0,7

Fonte: UNIAO EUROPEIA (2016); CODEX ALIMENTARIUS (2013); COLOMBIA (2007).
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2.3 A cromatografia na determinacdo de residuos de agrotéxicos

Devido a crescente preocupacao em assegurar a inocuidade dos alimentos a
serem consumidos pela populacao, diferentes metodologias para a determinacao de
residuos de agrotoxicos sao realizadas através da analise cromatografica. Apesar da
aplicabilidade da cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) para a
analise de residuos de pesticidas em alimentos, muitos agrotoxicos moderno
(polares ou ibnicos) ndo podem ser analisados diretamente por GC. A cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS, do inglés liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry) é a melhor opcdo para a
separacao, identificacdo e confirmacdo de compostos com baixa volatilidade e/ou
instabilidade térmica (QUEIROZ et al., 2012).

O principio basico da espectrometria de massas € a gerar ions de compostos
organicos ou inorganicos através de algum método adequado, a fim de separar
esses ions pelas suas razdes massa/carga (m/z) e detecta-los qualitativa e
quantitativamente. E uma técnica analitica eficaz para quantificar compostos
conhecidos e identificar compostos desconhecidos em uma amostra (GROSS,
2004).

O espectrémetro de massas consiste em uma fonte de ions, um analisador de
massas e um detector, sendo que os dois Ultimos sdo operados sob condi¢cbes de
alto vacuo (a fonte de ions ndo necessariamente estara sob vacuo). As fontes de
ionizacdo mais comumente utilizadas em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sao a eletronebulizacdo (ESI, do inglés electrospray
ionization) e a ionizacdo quimica a pressdao atmosférica (APCI, do inglés
atmospheric pressure chemical ionization) (LANCAS, 2009).

A eletronebulizacdo, Figura 3, é fonte de ionizacdo mais comumente utilizada,

sendo ideal para analise de moléculas mais polares, de maior massa molecular.
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Figura 3 - Esquema da fonte de ionizagao por eletronebulizacdo (ESI)
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Neste processo, a amostra € dissolvida e pressurizada em um tubo capilar de
aco inox, no qual é aplicada uma voltagem tipicamente entre 3.000 e 5.000 V. Como
resultado, o liquido emerge do capilar a pressdo atmosférica, na forma de um
aerossol. A medida que ocorre a dessolvatacéo, assistida por um fluxo continuo de
gas seco (geralmente N,), o tamanho das gotas € reduzido até o ponto em que a
forca de repulsédo entre as cargas similares fica maior do que as forcas de coeséo da
fase liquida (tensdo superficial). Neste momento ocorre a chamada “exploséo
coulombica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das
gotas a partir das quais se originaram (CHIARADIA; COLLINS & JARDIM, 2008).

Uma série de explosdes passa entdo a ocorrer até que sao produzidos ions
do analito a partir destas gotas, os quais sdo transferidos para o interior do
espectrometro de massas por uma série de dispositivos de focalizacdo. Neste
processo, apenas a ionizacdo ocorre a pressao atmosférica, o espectrdbmetro de
massas se encontra sob vacuo (LANCAS, 2009; CHIARADIA; COLLINS & JARDIM,
2008).
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2.3.1 Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas

Uma andlise multirresiduo inclui a varredura, a quantificacdo e a confirmacéao
dos analitos. Esta abordagem envolve um grande numero de compostos de
interesse que necessitam:

» Ser monitorados, sendo que ha muitos analitos em baixa concentracao;
» Necessidade de confirmacgéo, elucidagéo estrutural e /ou identificacao;
» Analisar amostras de alta complexidade contendo os analitos de interesse.

Sendo assim, a UHPLC-MS/MS oferece algumas vantagens em relacédo a LC-
MS/MS, como por exemplo a reducdo do tempo em analises multirresiduo
(RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013).

Com um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ), Figura 4,
operando no modo de monitoramento de reacdes selecionadas (SRM, do inglés
selection reaction monitoring) tem-se: a selecdo do ion precursor no primeiro
quadrupolo (Q1); as fragmentac¢des desse ion na célula de colisdo (g2), geralmente
por colisdo com um gés inerte (CID, do inglés collision induced dissociation), e a
selecéo dos fragmentos especificos (ions produto) no quadrupolo 3 (Q3). Este modo
permite que o0 equipamento focalize apenas o ion precursor e o0 ion produto,
aumentando a detectabilidade e a seletividade da analise (CHIARADIA; COLLINS &
JARDIM, 2008).

Figura 4 - Esquema de um analisador de massas tipo triplo quadrupolo (TQ)
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A UHPLC-MS/MS é muito utilizada na analise e deteccdo de compostos
presentes em baixas concentracbes em amostras complexas, pois a quantidade de
informacdes a ser obtidas da amostra é maior, quando comparada a outras técnicas
(CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008).

2.4 Preparo de amostra na determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em

alimentos

O preparo de amostra € uma das etapas mais criticas em um método
multirresiduo, devido principalmente a diversidade de agrotdxicos que precisam ser
extraidos. Assim, a eficiéncia de extracdo deve ser aumentada de modo a obter
recuperacdes satisfatorias para uma ampla gama de compostos (ORTELLI, EDDER
& CORVI, 2004).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos varios procedimentos de preparo de
amostra para a determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em alimentos. Estes
métodos visavam analisar um grande numero de compostos de diferentes classes,
uma maior praticidade e a reducao de solventes e sais. A evolugcao dos métodos de

preparo de amostra pode ser observada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Evolucdo dos métodos de preparo de amostra para anélise multirresiduo

em alimentos

Extracdo e Limpeza

Caracteristicas

O método baseia-se em uma extragdo com
acetonitrila sendo utilizado basicamente na
determinacao de compostos organoclorados em
amostras ndo-gordurosas. A etapa de limpeza é
realizada através da utilizaé:éo de uma coluna de
florisil™.

Realizou-se algumas modificagoes no método de
Mills. A extragao é realizada com acetonitrila, porém
o0 éter de petroleo é substituido por
diclorometano. A etapa de limpeza é realizada com
carvao ativado

A extragdo é seguida por uma etapa
de particdo com éter de petréleo.
Compostos organofosforados
apresentavam baixos percentuais de
recuperagdo quando analisados por
este método.

Este método possibilitou que o
método de Mills fosse aplicado a
compostos organoclorados e
organofosforados em frutas e
vegetais.

Utiliza acetona na etapa de extracdo. Este processo
é seguido de uma particaoliquido-liquido utilizando
diclorometano ou mistura de diclorometano e éter de
petréleo, a fim de remover da 4gua. A etapa de
limpeza é realizada com carvéo ativado.

A extracdo dos agrotoxicos é realizada com
acetona. Adiciona-se cloreto de sddio para saturar a
fase aquosa, tendo como consequéncia maiores
valores de recuperagdo dos compostos polares. A
etapa de limpeza, quando realizada, € feita com
coluna de florisil®.

Este é o primeiro método em que
uma solucéo de cloreto de sadio foi
adicionada ao extrato para promover
o efeito “salting out”.

Esta época foi marcada pelo desenvolvimento de
métodos que ndo exigiam a utilizagdo de grandes
guantidades de solventes clorados. Estes foram
substituidos por outros, por exemplo,mistura 1:1
(v/v) de cicloexano e acetato de etila. Além disso, os
solventes apolares foram substituidos por sais
(NazSO., MgSO4, NaCl, etc), durante o processo de
particdo. A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés
Solid Phase Extraction) comegou a ser amplamente
utilizada, substituindo muitos métodos baseados na
extracao liquido-liquido.

A acetona continua sendo o solvente
mais utilizado na etapa de extracgao.
Porém, ha o desenvolvimento de
métodos, nos quais a etapa de
extracao era realizada com
acetonitrila e acetato de etila. A fim
de melhorar os percentuais de
recuperacdo dos compostos polareso
sulfato de sédio (Na,SO,) foi
amplamente utilizado. Além disso,
diversos procedimentos de limpeza
foram desenvolvidos.

Década Método
Mills
1960
Storherr
Método para
determinar
organoclorados,
organofosforafos
1970 e nitrogenados
Luke
1980
Atual

Os avancos da quimica analitica em consonéancia
com o conceito sustentabilidade
levaram ao desenvolvimento de varias técnicas
alternativas de extragao como, por exemplo, a SFE,
MAE, MSPD, SPME e ASE.

Fonte: (PRESTES, 2011).
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Métodos miniaturizados como a Microextracdo em Fase Solida (SPME, do
inglés solid phase micro extraction), Extracdo Sortiva em Barra de Agitacao (SBSE,
do inglés stir-bar sorptive extraction) e outros como Extracéo Liquida Pressurizada
(PLE, do inglés pressurised-liquid extraction), Extracdo Assistida por Micro-ondas
(MAE, do inglés microwave-assisted extraction), Dispersao da Matriz em Fase Soélida
(MSPD, do inglés matrix solid phase dispersion) e Extragdo Ultrassonica (USE, do
inglés ultrasonic extraction) tém provado serem técnicas rapidas e eficientes para
muitos tipos de amostras solidas, incluindo amostras ambientais, alimenticias e
biolégicas, entretanto as diferentes propriedades fisico-quimicas dos analitos
dificultam o emprego em analises multirresiduo (HYOTYLAINEN, 2009; CABRERA,
2012).

Entretanto, estas técnicas demandam analistas treinados e etapas de limpeza
entre as extracbes, o que implica em um maior tempo de andlise. Outra
desvantagem geralmente apresentada é o escopo limitado de agrotoxicos que
podem ser extraidos sob determinadas condicdes. Sendo assim, estes
procedimentos, podem ser empregados em algumas aplicacbes, mas estao
distantes de ser considerados ideais para um método multirresiduo (WARDENCKI et
al., 2004).

2.4.1 Método QUEChERS

Anastassiades e colaboradores introduziram em 2003 o0 método QUEChERS),
o qual tem proporcionado resultados satisfatorios na determinacédo de residuos de
agrotoxicos presentes em baixos niveis de concentracdo em matrizes complexas.
Este método apresenta como vantagens a determinacdo de muitos compostos com
diferentes classes quimicas em um curto tempo de analise, utilizando pequenas
quantidades de solvente (ORSO et al., 2015).

O procedimento original consiste na extragdo com acetonitrila e adigdo de
sais (NaCl) para promover o efeito salting out, o qual diminui a solubilidade dos
compostos na fase aquosa, bem como, a quantidade de agua na fase organica e
vice-versa. Juntamente com o método QUEChERS foi proposto um novo método de
limpeza denominado extracdo dispersiva em fase sélida (d-SPE, do inglés dispersive
solid phase extraction), onde uma quantidade de extrato é colocada em contato com
uma mistura de sorventes com ou sem uso de sais secantes. A etapa de remocao

de agua resulta em um extrato de menor polaridade, facilitando a precipitagdo de
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coextrativos polares. O sorvente possui a capacidade de reter interferéncias da
matriz, e apos a agitacdo manual e centrifugacdo o extrato esta pronto para ser
injetado no sistema cromatografico (PRESTES et al., 2011).

Entre os sorventes que podem ser utilizados na etapa de d-SPE, estdo a
amina primaria-secundaria (etilenodiamino-N-propil, PSA, do inglés primary
secondary amine), a qual tem elevado efeito quelante devido a presenca dos
grupamentos amino primario e secundario, acarretando em remocado de acido
organicos polares, pigmentos polares, alguns agucares e acidos graxos. O tamanho
de particula do sorvente utilizado é, geralmente, de 40 um. O sorvente PSA tem sido
usado em associagcdo com outros sorventes, principalmente com C18 ou carbono
grafitizado (PRESTES et al., 2009; WILKOWSKA & BIZIUK, 2011; CABRERA et al.,
2012).

O sorvente octadecilsilano (C18) € mais utilizado para matrizes com teor de
gordura maior que 2%, pois remove com boa eficiéncia interferentes apolares, tais
como acidos graxos e lipidios. No entanto, tem sido utilizado em conjunto com PSA
na etapa de d-SPE, para promover uma limpeza mais efetiva de diferentes tipos de
matrizes e analitos, tendo um custo inferior ao do PSA. O tamanho de particula mais
utilizado € de 40 um (CABRERA et al., 2012).

O sorvente carvao grafitizado (GCB, do inglés graphitized carbon black) é
caracterizado por apresentar grupos altamente polares na superficie, com elevado
potencial para formacédo de pontes de hidrogénio. Todavia, 0 uso desse sorvente
deve ser moderado, uma vez que possui uma forte retencdo de analitos planares,
resultando em baixas recuperacdes para estes compostos (KOESUKWIWAT et al.,
2010; HENNION, 2000).

Na otimizacdo do método QUEChERS, percebeu-se que a utilizacdo de
tampdes (pH 5,0) promoviam recuperacdes satisfatérias (>70%) para compostos
dependentes do pH. Assim, Lehotay et al. (2005) desenvolveram o0 método
QUEChERS-acetato, no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é promovido pela adi¢édo
de acetato de sOdio e adicdo de &cido acético a acetonitrila. Em 2007,
Anastassiades et al. propuseram o método QUEChERS-citrato, o qual utiliza uma
mistura de citrato de sédio di e sesquiidratados como responsaveis pelo efeito
tamponante (pH 5,0-5,5). Na Figura 5 estao representadas as principais versdes do

método QUEChERS, original, acetato e citrato.



Figura 5 - Fluxograma dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato

Extracao/Particao

QuUEChERS QUEChERS QUEChERS
original acetato citrato
15 g amostra
10 g amostra 15 mL ACN 1% 10 g amostra
10 mL ACN Hac (vv) 10 mL ACN
4 g MgSO,
4 gMgSO. 6 g MgSO, 1 g NaCl
1 g NaCl 1,5 g CH,COONa 1 g CgHsNay0;.2H,0

0.5 g CaHgNa,05.1,5H,0

1 mL sobrenadante

1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg MgSO, 150 mg Mgs0O, 150 mg Mg3S0,
50 mg PSA 25 mg PSA 25 mg PSA

...........................................................................................................................

Fonte: (Adaptado de PRESTES et al., 2011).
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Na literatura tem sido relatado o uso de diferentes técnicas de preparo de amostra para a extracdo de agrotdéxicos em

alimentos da familia Solanaceae, como por exemplo, fisalis e tomate. A Tabela 4 apresenta alguns destes métodos:

Tabela 4 - Diferentes metédos empregados na determinacéo de residuos de agrotoxicos em fisalis e tomate.

Qr?;ﬂtsc’g(égzs Matriz Extraclgiémoégzpa de Técnica LOQ (ug kg?) Recuperacéo Referéncia

4 Tomate SLE-LTP GC-ECD+MS 0,0125 79-97 PINHO et al., 2010

13 Tomate DLLME GC-FPD - - BIDARI et al., 2011

30 Tomate DLLME GC-MS 0,0089-0,84 62-109 MELO et al., 2012

24 Tomate  QuUEChERS/ d-SPE LC-MS 0,01-0,8 71-112 ARIAS et al., 2014

28 Fisalis QUEChERS/d-SPE PTV-GC-MS 20 25-109 RESTREPO et al., 2014
109 Tomate QuEChERS/d-SPE LC-MS/MS 0,5-10,8 77-113 GOLGE & KABAK, 2015

50 Fisalis ~ QUEChERS/ d-SPE GC-MS 0,01 - AMORTEGUI & DALLOS, 2015
57 Tomate QuEChERS/d-SPE LC-MS/MS 0,002-0,01 71-116 ANDRADE et al., 2015

SLE-LTP = Extracao solido-liquido com particdo em baixa temperatura; DLLME = Microextracao liquido-liquido dispersiva; d-SPE = Extracdo
em fase solida dispersiva; ECD = Detector por captura eletronica; FPD = Detector fotométrico de chama; PTV = Injetor por vaporizagdo com

temperatura programada.



33

2.5 Validacéo

Um método analitico € composto de uma série de procedimentos, realizados
desde o recebimento da amostra até a obtencdo do resultado final. A validacao de
um meétodo é uma exigéncia na pratica das andlises quimicas, e tem como objetivo
demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja,
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ZANELLA et al.,
2015).

No Brasil, a ANVISA, com a Resolucéo - RE n° 27, de 17 de maio de 2012, e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO),
através do decreto DOQ-CGCRE-008 (reviséo 04) de 2011, estabelecem guias para
validacao de processos analiticos (INMETRO, 2011).

O INMETRO sugere que seja realizado um planejamento da validacéo, o qual
deve levar em consideracdo os seguintes itens: definicdo da aplicacdo, objetivo e
escopo do método; definicdo dos parametros de validagao e critérios de aceitacao;
verificagdo das caracteristicas de desempenho do equipamento, se as mesmas
estdo compativeis com o exigido pelo método em estudo; qualificacdodos materiais
(por exemplo, reagentes); planejamento dos experimentos de validacao, incluindo o
tratamento estatistico, e execucaodos experimentos de validagdo (INMETRO, 2011).

Na Colémbia, entretanto, ainda ndo existem Orgdos regulamentadores no
ambito da validacdo de métodos analiticos. Sendo assim, o procedimento de
validacdo deve ser realizado de acordo com 6érgdos internacionais, tais como:
SANCO/12571/2013, ISO 17025:2005 ou Eurachem CNM- MRD- 030 - 22 edicéo.

Alguns dos parametros envolvidos no processo de validagdo de métodos
analiticos para determinacdo de residuos de agrotoxicos estdo destacados na
Tabela 5.



34

Tabela 5 - Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos analiticos
para determinacdo de residuos de agrotéxicos

Parametro Definicao Aplicagao Referéncia
Seletividade ~ D'StiNGa0 deresposta - Exiracgo de matriz INMETRO
entre analitos. “branco”
Disting&o da resposta
Especificidade do analito na Extra‘(‘;ao de Enatrlz SANCO
presenca de branco
interferentes.
Correlacao entre
Linearidade resposta analitica e Curva Analitica (y = ax + b) INMETRO
~ ANVISA
concentracao
Intervalo de
. . concentracdes em
Faixa Linear - _ INMETRO
de trabalho queyex Curva Analitica (y = ax + b) ANVISA
correlacionam-se
linearmente
Influéncia dos Comparacao entre curvas
EfeitoMatriz componentes da preparadas em solvente e SANCO
matriz na resposta (y) em extrato branco
INMETRO
LOD Concentragao limite SIR=3
NS ANVISA
de distincdo entre
LOQ analito e ruido S/R = 10
Proximidade de
Precisio resultados obtidos Repetitividade e INMETRO
por diferentes Reprodutibilidade ANVISA

amostragens

Proximidade de
Exatidado resultado em relagéo Ensaios de fortificacédo
a uma referéncia

INMETRO
ANVISA

ANVISA, 2003; INMETRO, 2011; SANCO, 2013
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho proposto consistiu no desenvolvimento e validacdo de um método

de preparo de amostra visando a determinacgéo de residuos de agrotoxicos em fisalis

por UHPLC-MS/MS. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de

Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 Instrumentacao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:

v

NN N N N N S IR

v

Sistema de purificacdo de agua, Milli-Q Direct UV3R (Millipore, Franca);
Lavadora ultrassonica, linha Soniclean (Sanders, Brasil);

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga 80-2B (Centribio, Brasil);

Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

Processador de alimentos Walita (Philips, China);

Balanca analitica de precisdo APX-200 (Shimadzu, Japao);

Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);

Micropepitadores automéaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ™ (Waters, EUA), contendo:
analisador triplo quadrupolo, amostrador automatico sample manager
(Acquity); sistema de aquisicdo de dados MassLynx V 4.1; sistema gerador de
nitrogénio PEAK, modelo NM30L-MS (Peak Scientific, Escdcia) e gas argdnio
6.0, usado como gas de coliséo.

Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pum);

3.2 Reagentes, solventes e demais materiais utilizados

Reagentes, solventes e demais materiais utilizados estao listados abaixo:

v

v
v
v

Padrdes so6lidos dos compostos em estudo (Dr. Erhenstorfer, Alemanha);
Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

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

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

Metanol, grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);
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Formiato de amonio (Sigma Aldrich, EUA);

Tubos de polipropileno, com tampas, de 50 e 15 mL (Sarstedt, Alemanha);
Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japao);

Sulfato de sédio (Merck, Brasil)

Cloreto de sédio (Sigma-Aldrich, Alemanha);

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

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

Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado (Sigma-Aldrich, EUA);
Sorvente Bondesil C15 com d.p. de 40 um (Agilent, EUA);

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

Carvao Supelclean ENVI-Carb d.p 105-125 um (SUPELCO, EUA);
Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

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

Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Vertical, Tailandia);
Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

NS N N N N N T N N N N N N N N N

Vidraria comum de laboratério.

3.3 Preparo das solucdes analiticas dos compostos analisados

Os agrotoxicos analisados neste trabalho foram selecionados principalmente
de acordo com o0s compostos que possuem LMRs estabelecidos para a matriz
tomate na Unido Europeia (2016), no Codex Alimentarius (2013) e na Colémbia
(Resolucao 2906/07).

Os padrdes foram preparados individualmente através das solucdes analiticas
estoque 1000 mg L™ de cada composto, considerando a pureza dos padrdes sélidos
(todos com pureza = 93%). A massa do padrdo sélido pesado foi dissolvida em
acetonitrila e as solugcbes estoque foram armazenadas em frascos ambar a
temperatura de -18 °C. A partir destas solucdes, preparou-se uma mistura contendo
todos os agrotoxicos na concentracdo 10 mg L™, e uma mistura 1 mg L™, ambas em
acetonitrila.

Para injecdo no sistema UHPLC-MS/MS, foram preparadas solu¢cbes nas
concentracdes 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 yg L™, em acetonitrila e no extrato
da matriz. Por fim, foram realizadas dilugdes destas solugdes na proporgao 1:4 (v/v)

em agua ultrapura, da mesma forma que é efetuado para as amostras, resultando
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nas concentracdes finais de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0 ug L. A Tabela 6
apresenta informacdes dos compostos analisados, com suas respectivas purezas,

classe, grupo quimico, formula molecular, pKa e logKo,
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Tabela 6 - Informacdes dos compostos utilizados neste trabalho, com suas respectivas
classes, grupo quimico, formula molecular, pKa e logKq

Analitos Classe Grupo Quimico Formula Molecular pKa logKqy
Abamectina Ac/IIN Avermectina CasH72014 + C47H70O014 - 4.4
Atrazina (PC) H Triazina CsH14CINs 1,7 2,7
Azinfoés metilico [ Organofosforado C10H12N3O3PS, 5 2,96
Azoxistrobina F Estrobilurina C,oH17N3O5 - 2,5
Benalaxil F Acido acilamino CyoH23NO5 - 3,54
Bitertanol F Triazol CyoH23N30, - 4.1
Carbaril I Carbamato de naftila C1H11NO, 10 2,36
Carbendazim F Benzimidazol CyHgN30, 4,2 1,48
Carbofuram Ac/I/N Carbamato C1oH1sNO3 - 1,8
Cimoxanil F Cianoacetamida oxima C7H1oN4O3 9,3 0,67
Ciprodinil F Anilinopirimidina CsHisN3 4,44 4
Cletodim H Ciclohexanodiona C17H26CINO3S 4,47 4,14
Clorpirifos etilico I Organofosforado CoH1;CIzNO3PS - 4,7
Clorpirifés metilico [ Organofosforado C,H;,CIzNOsPS - 4
Deltametrina | Piretroide CyH19Br,NO3 - 4.6
Diazinona Ac/ Organofosforado C12H»1N,O5PS 2,6 3,69
Dimetoato Ac/ Organofosforado CsH1:NO5PS, - 0,704
Etefon R Organofosforado C,HeCIOSP 2,82 -1,89
Etoprofés Ac/N Organofosforado CgH190,PS, - 2,99
Famoxadona F Oxazol CxH1gN,0O,4 - 4,65
Fempropatrina Ac/ Piretroide C,H23NO;3 - 6,04
Fenamifés N Organofosforado C13H2NO5PS - 3,3
Fenhexamide F Hidroxianilida C14H17CILNO, 7,3 3,51
Hexitiazox Ac Carboxamida C,7H51CIN,O,S - 2,67
Imidacloprido | Neonicotinoide CyH10CIN50, - 0,57
Indoxacarb I Oxadiazina C,H17CIF3N504 - 4,65
Malationa [ Organofosforado C10H1006PS2 - 2,75
Metidationa [ Organofosforado CeH11N2O4PS3 - 2,57
Metoxifenozida I Diacilhidrazina C,oH2gN-03 - 3,72
Miclobutanil [ Triazol Ci5H17CIN, 2,3 2,89
Oxamil Ac/I/N Carbamato C;H13N305S -2,11  -0,44
Penconazol F Triazol Ci3H15CIN3 1,5 3,72
Piraclostrobina F Metoxicarbamato C1oH18CIN3Oy4 - 3,99
Pirimicarbe F Carbamato C11H1sN4O, 4.4 1,7
Profenofés Ac Organofosforado C11H15BrCIOsPS - 1,7
Propamocarbe F Carbamato CoH20N,0, 9,5 0,84
Propargito Ac Ester sulfito C1oH2604S - 5,7
Spinosad A I Lactona macrociclica C41HssNO1p 8,1 4,0
Spinosad D I Lactona macrociclica C4He7NO1, 7,87 45
Tebuconazol F Triazol C16H22CIN3O - 3,7
Tebufenozida I Diazilhidrazina C,oHosN505 - 4,25
Triadimefom F Triazol C14H16CIN3O, - 3,18
Triadimenol F Triazol C14H15CIN3O, - 3,18
Trifenilfosfato (PI) RF Organofosforado CisH1504P - 4,59
Trifloxistrobina F Estrobilurina CooH19F3N>04 - 45
Onde: Ac = Acaricida; F = Fungicida; FR: Retardante de chama; H = Herbicida; | = Inseticida; N =

Nematicida; PC = Padréo de controle; Pl= Padrdo Interno; R: Regulador de crescimento de plantas.
Fonte: http://sitem.herts.ac.uk/aeu/iupac/


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H15O4P&sort=mw&sort_dir=asc
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3.3.1 Padréo interno e de substitui¢cao

Estes compostos sdo adicionados em diferentes estagios do procedimento
analitico, anterior a extracdo (padrédo de substituicdo, PS) e no extrato final (padrao
interno, Pl) e tem o objetivo de assegurar a execucdo correta do procedimento de
extracdo e de andlise no sistema cromatogréfico, respectivamente. Desta forma os
padrdes utilizados, auxiliam na localizacdo de fontes de erros, além de melhorar a
robustez do método, corrigindo varios fatores dentro do procedimento analitico que
pode ter um impacto sobre os resultados da anélise (SANCO, 2013).

Utilizou-se como padréo interno o composto trifenilfosfato (TPP, do inglés
triphenylphosphate) na concentracdo de 20 pg L™*. O padrdo de substituicéo,
atrazina deuterada, foi adicionado nas amostras e nas fortificacdes na concentracao
de 20 pg kg™. A recuperacdo de atrazina nestes ensaios foi calculada através de
uma curva preparada no extrato da matriz “branco” na concentragdo referente a
cada um dos pontos de calibracao.

Os resultados ndo foram empregados para quantificacdo de nenhum dos
analitos, apenas para a verificacdo da resposta do equipamento e avaliacdo do
procedimento de extracao respectivamente.

3.3.2 Amostras de fisalis

As amostras “branco” de fisalis utilizadas para a otimizagcéo e a validacédo do
método foram cultivadas isentas dos compostos avaliados, em uma propriedade
rural localizada na cidade de Santa Maria (RS).

As frutas inteiras, sem pedunculo e célice, foram processadas e
homogeneizadas com auxilio de um processador de alimentos, conforme descrito no
Codex Alimentarius. Apds o processamento, as amostras foram armazenadas em
potes individuais de polipropileno devidamente identificados, e mantidas em freezer
(abaixo de - 10 °C) até a sua utilizacao.

Na etapa de aplicabilidade do meétodo foram adquiridas 16 amostras
comerciaisde fisalis, 2 cultivadas no estado do Rio Grande do Sul (Brasil) e 14

importadas da Colémbia.



40

3.4 Condigdes otimizadas no sistema UHPLC-MS/MS

Os testes foram realizados UHPLC-MS/MS, pois esta técnica fornece
vantagens significativas com relacdo a detectabilidade, seletividade e velocidade de
andlise. Além disso, a capacidade de medir compostos a niveis de tracos e
diferenciar moléculas com diferentes massas e padrdes de fragmentacao fazem da
UHPLC-MS/MS uma poderosa ferramenta analitica (QUEIROZ, 2012).

Os parametros relacionados as condi¢bes de ionizacdo de cada composto
foram obtidas segundo KEMMERICH et al. (2015) e ORSO et al. (2015). A seguir
estdo descritas as condi¢cfes utilizadas para a otimizacdo do método e analise dos

agrotoxicos em amostras de fisalis por analise em UHPLC-MS/MS.

e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Voltagem do capilar: 2,0 kV;

e Temperatura de dessolvatacdo: 500 °C;

e Vazdo do gas de dessolvatacdo: 600 L h™;
e Vazdodospray: 80Lh™;

e Vazdo do gas de colisédo: 0,15 mL min™;

e Temperatura da fonte: 150 °C;

e Volume de injegado: 10 pL.

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

Com o objetivo de otimizar as condicbes de analise de cada um dos
agrotoxicos estudados, primeiramente fez-se o uso do banco de dados “Quanpedia”,
onde constam informa¢cBes dos compostos, tais como: ions precursores e ions
produtos, energias de colisdo e energias do cone. Para os compostos inexistentes
neste banco de dados, foram realizadas inje¢cdes diretas (infusées) no MS com
solucdes analiticas individuais dos analitos na concentragdo 100 pg L™,

A partir destas infusdes, realizou-se o monitoramento dos ions caracteristicos
de cada composto no quadrupolo 1 (Q1) e a varredura do ion produto no quadrupolo
3 (Q3), variando-se as energias de colisdo. Assim, selecionou-se o0 modo de
ionizacdo da fonte (ESI+), voltagem do capilar e as energias de colisdo para
fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos.

Em seguida, o sistema cromatografico operou no modo SRM para que fossem

avaliadas as transicOes a serem utilizadas para a quantificacao (transicao de maior
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intensidade) e para a confirmacéo (segunda de maior intensidade) dos compostos
estudados. Finalmente, realizou-se a analise de uma mistura contendo todos os
agrotéxicos na concentracéo 20 pg L™ em acetonitrila, a fim de verificar o tempo de

retencdo dos analitos e a intensidade do sinal analitico.

3.4.1 Escolha da fase moével e gradiente

De acordo com estudos anteriores, fases moveis contendo os aditivos acido
férmico e formiato de aménio fornecem melhores resultados para a analise de
residuos de pesticidas empregando UHPLC-MS/MS, aumentando a eficiéncia de
ionizacdo (KEMMERICH et al., 2015; RIZZETTI et al., 2016). Sendo assim, a fase
moével empregada neste trabalho consistiu em: A) agua:metanol (98:2, v/v) e B)
metanol, ambas contendo &cido férmico 0,1% (v/v) e formiato de amdnio 5 mmol L™,
conforme o gradiente descrito na Tabela 7. A vazéo foi mantida constante em 0,225

mL min™*, com volume de injecéo de 10 pL e tempo total de corrida de 10 min.

Tabela 7 - Gradiente da fase movel utilizado no sistema UHPLC-MS/MS para
determinacao de residuos de agrotoxicos em fisalis

Tempo (min) %A %B

Inicial 95 5
0,25 95 5
7,75 0 100

8,5 0 100
8,51 95 5

10 95 5
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3.5 Otimizacdo do método QUEChERS para a determinacdo de residuos de

agrotoxicos em fisalis por UHPLC-MS/MS

Diferentes versfes do método QUEChERS (original, acetato e citrato)
(PRESTES et al.,, 2009) foram testados em fisalis a fim de avaliar o melhor

procedimento de preparo de amostra em termos de recuperacdes e efeito matriz.
3.5.1 Extracao

Para os testes de extracdo, foram pesados 5,0 £ 0,1 g de amostra em um
tubo de polipropileno de 50 mL. Apds, realizou-se fortificagdo (n= 6) no nivel de 25
ug kgt e agitou-se em vortex por 1 min. Posteriormente, o solvente de extracéo foi
adicionado e realizou-se novamente a agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida,
acrescentaram-se quantidades adequadas de sais para cada procedimento:
QUEChERS original (Teste 1, T1): 5 mL de acetonitrila; 2,0 g de MgSO, e 0,5 g de
NaCl; QUEChERS acetato (Teste 2, T2): 5 mL de acetonitrila com 1% (v / v) de &cido
acético; 2,0 g de MgSO, e 0,5 g de CH3COONa, e QUEChERS citrato (Teste 3, T3):
5 mL de acetonitrila; 2,0 g de MgSQOy, 0,5 g de NaCl, 0,5 g de citrato de sédio

diidratado e 0,25 g de hidrogenocitrato sesquiidrato de sédio.
3.5.2 Limpeza

Apos a adicdo dos sais, os tubos foram agitados durante 1 min e
centrifugados a 3400 rpm durante 8 min, a 10 °C. Diferentes procedimentos foram
testados na etapa de limpeza (clean-up) dos trés métodos de extracdo para 1 mL de
extrato: clean-up 1 (C1): 150 mg de MgSO, e 25 mg de PSA, aplicados para
QUEChERS original e citrato; clean-up 2 (C2): 150 mg de MgSO, e 50 mg de PSA foi
usado para QUEChERS acetato, e clean-up 3 (C3): 150 mg de MgSOQO,, 25 mg de
PSA, 25 mg de C18 e 2,5 mg de GCB.

3.5.3 Otimizacao da quantidade de C18
Para verificar a influéncia do sorvente octadecilsilano (C18) na etapa de

limpeza dos extratos, foram relizados os seguintes testes gravimeétricos (n= 6): sem

clean-up (G1), sem C18 no clean-up (G2) e com 40 mg de C18 no clean-up (G3).
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Para isso, transferiu-se 4 mL do sobrenadante para um tubo conico (previamente
pesado em uma balanca analitica) e evaporou-se o solvente com o auxilio de uma
corrente de nitrogénio. Posteriormente, obteve-se a diferenca entre as massas

(antes e apos a evaporacgdo), conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Representacao do teste gravimétrico utilizado para a otimizacéo da etapa
de limpeza
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gravimétricos

........................................................
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' 0,5 g CeHNa,0,.1,5H,0
& 6 mL da fase
orgénica

© Teste G1 Teste G2 Teste G3
o Sem etapa de 900 mg MgSO, 900 mg MgSO,
Q. limpeza 150 mg PSA 150 mg PSA
£ 15mg GCB 15 mg GCB
= 40mg C18

Antes da Depois da
evaporagdo { i evaporagao
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Entretanto, a quantidade de C18 deve ser otimizada uma vez que pode
influenciar na recuperacdo dos compostos de interesse. A escolha da quantidade
apropriada de C18 foi realizada através da comparacao das recuperacdes no nivel
de fortificacéio de 25 pg kg™ (n= 3) com trés quantidades de sorvente C18 na etapa
de limpeza: (teste A) 150 mg; (teste B) 75 mg; e (teste C) 25 mg.

3.6 Validacdo do método para a anélise de residuos de agrotoxicos em fisalis

Os parametros utilizados neste trabalho para a validacdo do método analitico
foram: seletividade; curva analitica e faixa linear; limites de deteccéo e quantificacao;
efeito matriz; exatiddo e preciséo (repetibilidade e precisao intermediaria).

3.6.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando os cromatogramas obtidos
com as inje¢des no sistema UHPLC-MS/MS de extratos de amostras “branco”, ou
seja, ausente dos compostos em estudo e da amostra fortificada com estes
compostos.

3.6.2 Curva Analitica e Faixa Linear

As curvas analiticas foram preparadas no solvente e no extrato da matriz de
fisalis, em 6 niveis de concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 20,0 yg L™. As curvas
analiticas foram injetadas em triplicata e posteriormente avaliou-se o coeficiente de
determinacdo (r?). Os dados de regressdo foram obtidos com auxilio do software

(MassLynx V 4.1) do equipamento.
3.6.3 Efeito Matriz

A avaliacdo do efeito matriz realizou-se pela comparacao entre as inclinacdes
das curvas analiticas dos padrbes no solvente (acetonitrila) e aquelas obtidas com
solucdes analiticas preparadas no extrato da matriz O critério de validacdo para

efeito matriz € £20% (SANTE, 2015). O calculo sera efetuado através da Equacéo 1:

Efeito matriz = (%) x 100 1)

2

Onde:
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X1 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada

agrotoxico, preparadas em extrato da matriz.

X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada

agrotoxico, preparadas em solvente (acetonitrila).

3.6.4 Limite de Deteccdao e Limite de Quantificacéo

Os limites de quantificacdo do método LOQ,, em ug kg* foram estabelecidos
experimentalmente como a menor concentracédo da matriz fortificada que apresentou
resultados de recuperacdes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20%, de
acordo com SANCO (2013). Os valores de LOD,, foram obtidos dividindo-se o valor
de LOQq por 3,33. O limite de deteccdo do instrumento (LODi) e o limite de
quantificacdo do instrumento (LOQIi) foram obtidos considerando a diluicéo final de

1:4 (vIv), realizada no final da etapa de preparo de amostra.

3.6.5 Ensaios de recuperacao para avaliagcdo da exatidao

Para o estudo da exatiddo do método, foram utilizados ensaios de fortificacao,
avaliando-se dessa maneira, a recuperacdo dos compostos em estudo. Foram
realizadas fortificacbes das amostras “branco” em trés niveis de concentracédo (5, 10
e 25 ug kg™) e 6 replicatas para cada nivel de fortificacao.

A exatidao, expressa em percentagem de recuperagao foi calculada com o
auxilio do software (MassLynx V 4.1) do equipamento. Conforme recomendacdes do
guia de validacdo do INMETRO (2011), o célculo de recuperacéo é feito de acordo

com a Equagéo 2.

C1-C2

Recuperacio (%) = ( ) x 100 (2)

Onde:
C;= Concentracdo determinada na amostra fortificada,

C,= Concentracdo determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentracdo usada para fortificacéo.
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3.6.6 Precisao (repetitividade) e Precisao intermediaria

A precisdo pode ser calculada através da férmula do desvio padréo relativo

(RSD), de acordo com a Equacéo 3:

RSD (%) = (;) x 100 3)

Onde:

s = estimativa de desvio padrao absoluto = {3 (xi - Xm)2/n-1}1/2;
x; = valores individuais;

X = média das medidas em replicatas;

n = numero de medidas.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi efetuada
procedendo-se a extracdo e analise das amostras fortificadas, sendo realizadas em
replicata (n= 6) para cada nivel de concentracao, injetada uma Unica vez.

A preciséo intermediaria (RSDy;) do método foi realizada através da injecéo de
trés niveis de fortificacdo, nas concentracdes 5; 10 e 25 ug kg™ em dias diferentes
em relacdo a repetibiidade do método. Foram considerados resultados
significativamente iguais aos valores que ndo apresentaram diferenca estatistica no
nivel de 5%.

3.7 Aplicacao do método
O método desenvolvido foi validado e aplicado na determinacdo de residuos

de agrotoxicos em 16 amostras de fisalis, sendo 14 importadas da Colémbia e 2

cultivadas no estado do Rio Grande do Sul (RS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Condi¢bes cromatograficas

A Tabela 8 apresenta as condi¢cdes cromatograficas utilizadas na separacao

dos agrotéxicos avaliados neste estudo.

Tabela 8 - Condi¢des empregadas no sistema cromatografico UHPLC-MS/MS para a
validacdo do método proposto

PARAMETROS UHPLC-MS/MS
Coluna analitica ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 x 2,1
mm, 1,7 ym)
Fase mével Agua:metanol (98:2, v/v), acidificada

com 0,1% de &cido formico e 5mM de
formiato de amoénio (A) e metanol
acidificado com 0,1% de acido formico
e 5mM de formiato de aménio (B)
Gradiente de eluigéo 95% (A) e 5% (B) de 0 a 0,25 min,
alternando até atingir 100% (B) em
7,75 min (permanecendo até 8,50
min); alternando até 95% (A) e 5% (B)
em 8,51 min (permanecendo até 10

min)

Vazéao da fase movel 0,225 mL min*

Volume de injegéo 10 pL

Fonte de ionizagao ESI

Detector Espectrometro de massas, do tipo
triplo quadrupolo, operando no modo
MS/MS

Na Figura 7 esta representado o cromatograma da amostra branco fortificada
na concentracdo 20 pg L™. Apesar de alguns compostos terem coeluido em tempos
de retencdo muito préximos, a utilizacdo do UHPLC-MS/MS proporcionou alta
seletividade e eficiéncia de separacdo, bem como a informacédo estrutural. Sendo

assim, foi possivel a identificacéo e quantificacdo de todos os compostos em estudo.
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Figura 7 - Cromatograma de um nivel de fortificacdo de 20 pg L™ na amostra de
fisalis, obtido por UHPLC-MS/MS
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A Tabela 9 apresenta os agrotéxicos que foram analisados por UHPLC-
MS/MS, utilizando o modo de ionizacdo ESI (+), no modo de aquisicdo SRM com
seus respectivos tempos de retencéo (tg), ions precursores, ions produto e energia
de colisdo das transicdes monitoradas.

Para cada composto foram selecionadas duas transi¢cdes: a transicdo mais
intensa (utilizada para quantificacdo) e a segunda transicdo mais intensa (utilizada

para confirmacao).
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Tabela 9 - Agrotéxicos analisados com seus respectivos tempos de retencao (tr),
ions precursores, ions produtos e energia de colisdo (EC) das transi¢cbes
monitoradas

Transicbes SRM, m/z (EC, eV)

Compostos R 5 antificacao Confirmac3o
Propamocarbe 2,09 189>102 (17) 189>144 (12)
Oxamil 2,40 237>90 (10) 237>72 (10)
Carbendazim 2,70 192>160 (28) 192>132 (18)
Imidacloprido 3,22 256>209 (20) 256>175 (15)
Dimetoato 3,56 230>199 (20) 230>125 (10)
Cimoxanil 3,76 199>128 (18) 199>111 (8)
Pirimicarbe 4,37 239>182 (21) 239>72 (16)
Carbofuram 4,79 222>165 (16) 222>123 (16)
Carbaril 5,00 202>145 (28) 202>117 (22)
Etefon 5,61 145>85 (8) 145>73 (14)
Metidationa 5,61 303>145 (20) 303>85 (10)
Azinfés metilico 5,69 318>261 (8) 318>160 (8)
Azoxistrobina 5,89 404>372 (30) 404>329 (15)
Malationa 6,17 331>99 (24) 331>127 (12)
Metoxifenozida 6,21 369>149 (18) 369>313 (8)
Triadimefom 6,25 294>197 (20) 294>69 (15)
Miclobutanil 6,30 289>125 (18) 289>70 (15)
Triadimenol 6,39 296>70 (10) 296>99 (15)
Fenhexamid 6,43 302>55 (38) 302>97 (22)
Etoprofos 6,49 243>131 (31) 243>97 (20)
Ciprodinil 6,58 226>93 (33) 226>108 (25)
Fenamifés 6,63 304>217 (36) 304>202 (24)
Tebufenozida 6,67 353>297 (20) 353>133 (8)
Atrazina (PC) 6,82 216>174 (18) 216>96 (23)
Penconazol 6,82 284>159 (16) 284>70 (34)
Tebuconazol 6,83 308>125 (22) 308>125 (40)
Benalaxil 6,86 326>148 (34) 326>91 (20)
Diazinona 6,88 305>169 (35) 305>97 (22)
Famoxadona 6,91 392>331 (18) 392>238 (8)
Piraclostrobina 6,94 388>194 (25) 388>163 (12)
Trifenilfosfato (PI) 6,93 327>215 (37) 327>152 (28)
Bitertanol 7,02 338>99 (8) 338>70 (16)
Spinosad A 7,02 733>142 (59) 733>98 (31)
Clorpirifés metilico 7,15 322>290 (20) 322>125 (16)
Indoxacarbe 7,18 528>203 (22) 528>150 (40)
Trifloxistrobina 7,21 409>145 (40) 409>186 (16)
Spinosad D 7,26 747>142 (53) 747>98 (31)
Cletodim 7,29 360>268 (18) 360>164 (12)
Profenofos 7,39 373>303 (40) 373>128 (20)
Clorpirifés etilico 7,65 350>198 (32) 350>97 (20)
Hexitiazox 7,65 353>228 (26) 353>168 (14)
Propargito 7,78 368>175 (15) 368>271 (15)
Fempropatrina 7,82 350>125 (34) 350>97 (14)
Deltametrina 7,97 523>281 (18) 523>506 (11)
Abamectina 8,18 891> 305 (30) 891>567 (25)




50

4.2 Avaliacdo do método QUEChERS modificado para a analise de residuos de

agrotoxicos em fisalis

Primeiramente realizou-se testes com as diferentes versées de QUEChERS a
fim de verificar qual o procedimento seria mais adequado em termos de recuperacgéo
de um maior numero de residuos de agrotoxicos (70 - 120%, RSD < 20%). Os
extratos obtidos ndo foram considerados limpos o suficiente para a injecdo no
UHPLC-MS/MS, uma vez que estavam muito pigmentados, e a presenca de
coextractivos pode afetar a resposta do sistema cromatografico. Além disso, podem
ser necessarias manutencdes técnicas mais frequentes no equipamento. Desta
forma, a limpeza dos extratos torna-se essencial para promover a robustez e
confiabilidade dos resultados. Aumentando a eficiéncia da etapa da limpeza, o efeito
matriz é reduzido (PINHO et al., 2009).

Para a otimizacdo da etapa de limpeza foi necessario empregar os sorventes
C18 (25 mg por mL) e carvao grafitizado (2,5 mg por mL), além dos utilizados nas
versdes do método QUEChERS.

A matriz fisalis contém 2% de 6leo, dos quais 1,8% sao provenientes das
sementes e 0,2% da casca da fruta (RAMADAN & MORSEL, 2003). Deste modo foi
necessaria a utilizacdo de C18 para remover de forma eficaz os interferentes
apolares, como por exemplo, acidos graxos e lipideos (BORGES, FIGUEIREDO &
QUEIROZ, 2015). Além disso, esse sorvente auxilia na remocédo de amido e acucar
de algumas amostras (KOESUKWIWAT, 2010).

O uso de PSA na etapa de limpeza € essencial, pois a fisalis apresenta 19,6%
de carboidratos (RESTREPO et al., 2014). O sorvente PSA pode remover acidos
graxos, acucares, alguns pigmentos e outros coextractivos que formam ligacdes de
hidrogénio (MASTOVSKA et al., 2004).

A fisalis também contém em sua composicdo 1,6% de carotenoides
(pigmentos). A utilizacdo de carvdo grafitizado é necessaria para reduzir o teor de
pigmentos responsaveis pela cor aralaranjada do fisalis e também auxilia na

remocao de coextrativos apolares (LEHOTAY et al., 2010) (Figura 8).
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Figura 8 - Representacdo da etapa de limpeza: 1) extrato com PSA e MgSOQOy; 2)
extrato com PSA, MgSO,, C18 e GCB

Para avaliar quais dos trés métodos QUEChERS apresentaram as melhores
recuperacdes para os compostos em estudo foram utilizadas amostras “branco” de
fisalis. A avaliacao foi feita em triplicata fortificando a matriz na concentracédo de 20

ug kg, A Figura 9 mostra os resultados obtidos.

Figura 9 - Resultados de recuperacgéo obtidos nos testes de extracdo T1, T2 e T3

45 42
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Numero de compostos

Original (T1) Acetato (T2) Citrato (T3)

Ao comparar as trés versdes do método QUEChERS, observou-se que os
resultados foram satisfatérios e muito similares. As melhores recuperacdes foram
obtidas com os testes T1 e T3, sendo que com o T1, 93% dos compostos
apresentaram resultados satisfatorios, enquanto o T3 mostrou-se adequado para
98% dos compostos. A Unica excecéo foi o propamocarbe (recuperacao média de 56
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e RSD de 3,8%), o qual é considerado um composto instavel por sofrer
fotodegradacdo (BURROWS et al., 2002).

Os melhores resultados para o T3 podem ser explicados pela acidez da
matriz fisalis (pH de aproximadamente 3,5) o que dificulta a extracdo de alguns
analitos suscetiveis ao pH acido. No entanto, € indispensavel promover um efeito
tamponante (aumentar o pH). No T3 a mistura de citrato de soédio di-hidratado
(CsHsNaz07.2H,0) e hidrogenocitrato sesqui-hidratado (CsHsNa,0O;.1,5H,0) eleva o
pH para valores entre 5,0 e 5,5 o qual facilita a extracdo de compostos suscetiveis a
pH baixos (PRESTES et al., 2011).

O extrato proveniente do teste T2 apresentou recuperacdes entre 70-120%
para 95% dos compostos analisados. Apesar da boa recuperacéo, este teste ndo &
considerado uma boa opcéo de extracdo devido a evidéncia de turbidez.

A partir da realizacdo dos testes gravimétricos (n=3), obtiveram-se as médias,
as quais estdo apresentadas na Figura 10. Pode-se observar que a adicdo de C18
na etapa de limpeza é essencial para a remocdo dos coextrativos, visto que foi o
teste G3 apresentou uma menor porcentagem de coextrativos (33%) em relacdo ao
teste G2 (49%), no qual ndo foi adicionado este sorvente. O teste G1 foi utilizado

apenas para fins de comparacéao.

Figura 10 - Resultados de porcentagem de coextrativos obtidos nos testes
gravimétricos, onde G1: sem etapa de limpeza, G2: etapa de limpeza sem C18 e G3:
etapa de limpeza com 25 mg/ 4mL)
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O sorvente C18 é conhecido pela alta remocdo de compostos apolares, no
entanto, a quantidade deste sorvente pode influenciar a recuperacédo dos compostos
de interesse. A partir dos testes realizados para determinar a quantidade apropriada
de C18, pode observar que 84% dos compostos analisados no Teste A tiveram
recuperacoes entre 70 e 120%. No teste de B, 95% dos compostos foram
recuperados e no Teste C, 91%, conforme Figura 11.

ApoOs a avaliacdo dos testes, optou-se pelo teste B o qual apresentou boas
recuperacbes com uma quantidade intermediaria de C18. Desta forma, pode-se
atingir uma remocédo eficaz dos coextractivos sem interferir na recuperacdo dos
analitos. Portanto, para a etapa de validacao, fez-se a adicdo de 20 mg de C18/mL
de extrato.

Restrepo et al. (2014) utilizou o método QUEChERS citrato para a
determinacdo de residuos de agrotoxicos em fisalis por GC-MS. Com a etapa de
limpeza otimizada (150 mg de MgSO., 25 mg de C18 e 25 mg de PSA/mL de
extrato), apenas 28 dos 46 pesticidas em estudo apresentaram uma recuperacao
adequada. Comparado ao estudo de Restrepo et al., o presente trabalho foi
semelhante na etapa de limpeza exceto pela utilizacdo de 2,5 mg de GCB e uma
menor quantidade de C18 (20 mg).

Figura 11 - Resultados de recuperacéo obtidos nos testes de limpeza (A, B e C) com
diferentes quantidades do sorvente C18
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4.3 Validacao do método QUEChERS citrato otimizado

O método otimizado foi validado de acordo com o guia SANCO/12571/2013
(SANCO 2013). A validacdo do método QUEChERS foi realizada seguindo o
procedimento descrito na Figura 12, para os agrotoxicos mostrados na Tabela 10.
Todas as solucbes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em
acetonitrila (curva no solvente) e no extrato branco da matriz fisalis (curva na matriz).
Deste modo, foi possivel avaliar: seletividade e linearidade, faixa de trabalho, efeito
matriz, limite de deteccéo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatidao e precisao

(repetibilidade e preciséo intermediaria).

Figura 12 - Representacdo do método QUEChERS citrato modificado proposto para
a extracdo de agrotoxicos em fisalis
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4.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi garantida, uma vez que ndo hé interferentes com
0s mesmos ions de quantificacdo e confirmacdo nos mesmos tempos de retencdo
de cada agrotéxico nas amostras “branco”.Como na matriz ndo se identificou a
presenca de nenhum residuo de agrotoxico acima do LOD do método, as amostras
avaliadas foram utilizadas na confeccdo da curva analitica e nos ensaios de

fortificagéo.
4.3.2 Linearidade, Faixa Linear e Efeito Matriz

Os coeficientes de determinagédo obtidos para as curvas preparadas em
solvente e extrato branco da matriz, bem como o efeito matriz sdo apresentados na
Tabela 10. O efeito matriz também pode ser observado na Figura 13.

Os compostos carbaril (r*=0,9896), cimoxanil (r°=0,6092), dimetoato
(r’=0,7823), famoxadona (r*=0,6873), oxamil (r’=0,9876), spinosad A (r’=0,9749) e
spinosad D (r’=0,9828) nado atingiram o coeficiente de determinacdo necessario
quando avaliados em relacdo a curva preparada no solvente. Assim,
obrigatoriamente, estes compostos sdo quantificados através da curva preparada na
matriz. Os compostos carbaril e oxamil poderiam ser quantificados pela curva
preparada em solvente, jA& que apresentam menos de 20% de efeito matriz.
Entretanto, os coeficientes de determinacdo em curva preparada no solvente nao
foram considerados ideais e, portanto, todas as quantificacbes foram realizadas

através da curva preparada em extrato branco da matriz.
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Tabela 10 - Coeficientes de determinagdo para curvas preparadas em solvente e extrato
branco da matriz e efeito matriz obtidos para os compostos em estudo

Curva no Curva na Efeito

Compostos solvente matriz matriz (%)
Abamectina 0,9987 0,9910 -29
Azinfés metilico 0,9998 0,9980 -13
Azoxistrobina 0,9998 0,9983 2
Benalaxil 0,9998 0,9990 0
Bitertanol 0,9997 0,9905 -27
Carbaril 0,9886 0,9998 2
Carbendazim 0,9997 0,9999 -21
Carbofuram 0,9992 0,9998 -12
Cimoxanil 0,6092 0,9995 196
Ciprodinil 0,9998 0,9992 -13
Cletodim 0,9996 0,9986 -5
Clorpirifos etilico 0,9971 0,9987 -1
Clorpirifés metilico 0,9992 0,9988 -11
Deltametrina 0,9985 0,9949 -32
Diazinona 0,9997 0,9993 -3
Dimetoato 0,7823 0,9998 218
Etefon 0,9989 0,9987 -8
Etoprofés 0,9998 0,9988 -5
Famoxadona 0,6873 0,9950 63
Fempropatrina 0,9934 0,9967 90
Fenamifés 0,9998 0,9987 -6
Fenhexamide 0,9993 0,9988 -29
Hexitiazox 0,9977 0,9992 -21
Imidacloprido 0,9997 0,9996 -16
Indoxacarb 0,9967 0,9996 8
Malationa 0,9988 0,9966 6
Metidationa 0,9991 0,9989 -7
Metoxifenozida 0,9965 0,9985 5
Miclobutanil 0,9997 0,9978 -18
Oxamil 0,9876 0,9991 17
Penconazol 0,9997 0,9993 -16
Piraclostrobina 0,9996 0,9983 -3
Pirimicarbe 0,9996 0,9998 -15
Profenofés 0,9999 0,9994 -12
Propamocarbe 0,9997 0,9998 -3
Propargito 0,9957 0,9968 5
Spinosad A 0,9749 0,9993 56
Spinosad D 0,9828 0,9981 68
Tebuconazol 0,9989 0,9979 -15
Tebufenozida 0,9993 0,9980 -4
Triadimefon 0,9978 0,9975 -13
Triadimenol 0,9988 0,9981 -31

Trifloxistobina 0,9993 0,9985 4
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O efeito matriz causado pela influéncia de coextrativos presentes no extrato
branco variou de -32% para deltametrina a 218% para dimetoato. Todos os
compostos de interesse, com excecao de benalaxil, apresentaram efeito matriz. Para
trinta compostos, o efeito matriz ficou na faixa entre -20 e +20%, sendo que 0s
demais excederam estes limites. Considerando os coeficientes de determinacéo e
os valores aceitaveis de efeito matriz (+20%, conforme SANTE, 2015) em ambas as
curvas, no solvente e na matriz, um maior nimero de compostos pode ser analisado
utilizando a curva preparada no extrato da matriz. Baseado nestes resultados
empregou-se a curva no extrato na matriz para a validagao.

Andrade et al. (2015) determinaram 57 residuos de agrotoxicos em tomate
empregando QUEChERS acetato e LC-MS/MS. Azoxistrobina, benalaxil, carbaril,
carbofuran, clorpirifés etil, fenamifds, indoxacarbe, malation, oxamil, tebuconazole e
trifloxistrobina apresentaram um efeito matriz menos pronunciado do que o método
proposto para fisalis. Cinco compostos apresentaram valores mais elevados de
efeito de matriz (cimoxanil, dimetoato, fenpropatrina, imidacloprido e triadimenol),
enguanto para o composto pirimicarbe oteve-se o0 mesmo valor (-15%) em ambas as

matrizes.
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Figura 13 — Representacgéo do efeito matriz para os todos compostos avaliados em fisalis por UHPLC-MS/MS
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4.3.3 Exatidao e Precisao

Com excegcdo do composto propamocarbe, que apresentou recuperacao
média de 56% e RDS de 3,8%, o método validado forneceu resultados satisfatérios
de recuperacdes (70 — 120%) e precisao (RSDs <20%) para todos 0s compostos,
em todos os niveis de fortificacdo (5, 10 e 25 pg kg?). Para os ensaios de
repetibilidade e de precisdo intermediaria, as recuperagdes variaram de 70 a 114%,
com RSDs de 1 a 20%, conforme Tabela 11 e Figura 14. Em ambos 0s ensaios,
propamocarbe apresentou recuperacdes entre 50 e 57% em todos os niveis. Este
comportamento pode ser explicado devido a tendéncia deste composto a
fotodegradacdo (BURROWS et al., 2002).

Restrepo et al. (2014) obtiveram resultados semelhantes para a determinacao
de residuos de agrotoxicos em tomate, fisalis e tamarillo por GC-MS. Entretanto, os
autores obtiveram uma recuperacdo menor para carbaril (53,6%), quando
comparada as recuperacdes obtidas no presente trabalho (87 a 97%). Ainda, os
autores tiveram problemas com os compostos metalaxil e famoxadona, que nao
puderam ser validados devido a sobreposicdo com compostos provenientes da
matriz. Os autores compararam os resultados de validacdo entre tomate, fisalis e
tamarillo; a diferenca observada foi atribuida ao carater mais acido dos demais em
relacdo ao tomate.

Em outro estudo, publicado em 2015, Andrade et al., utilizando o método
QUEChERS acetato (Lehotay et al., 2010) para a determinacdo de agrotéxicos em
tomate por LC-MS/MS, obtiveram recuperacdo semelhantes e desvios abaixo da
faixa recomendada, exceto para clorpirifés etil, fempropatrina e trifloxistrobina. Golge
& Kabak (2015) utilizaram QUEChERS acetato para a determinacdo multiclasse de
109 agrotoxicos em tomates por LC-MS/MS, obtendo recuperacdes entre 77,1% e
113,2%. Arias et al. (2014) também utilizaram o método QUEChERS acetato para a
determinacao de 24 residuos de agrotoxicos em tomates frescos por LC-MS.

Os valores de LMRs estabelecidos ou adotados (do grupo do tomate) para
fisalis variam de 0,01 a 2 mg kg™ de acordo com o Codex Alimentarius (2013), de
0,01 a 5 mg kg™ pela Resolucdo 2906/07 (COLOMBIA, 2007) e de 0,002 a 10,0 mg
kg™ pela Unido Europeia (2016). Assim, como o LOQ., experimental (0,005 mg kg™)
obtido neste trabalho estd abaixo desses LMRs, com excecdo do composto
carbofuram (0,002 mg kg™, de acordo com a Unido Europeia), o0 método proposto

mostra-se adequado para o monitoramento dos compostos avaliados.
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Propamocarbe apresentou recuperagdes entre 50 e 57%, mas pode-se dizer,
conforme SANTE (2015), que este composto atingiu os critérios de validacao, visto
que apresentou valores satisfatérios de precisdo (<20%). Entretanto, os ensaios de

exatidao e precisdo devem ser avaliados regularmente.
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Tabela 11 - Resultados de recuperacgéo (R) e RSD para os ensaios de repetibilidade e precisdo
intermediaria realizados em niveis de concentracéo entre 5 e 25 ug kg™

Niveis de repetibilidade (ug kg™)

Precis&o interm. (ug kg™)

Compostos 5 10 25 5 10 25
R+RSD (%) R+RSD (%)
Abamectina 77+13 78+15 8516 77+13 94+11 81+10
Azinfés metilico 93+16 85+6 89+2 93+11 84+8 89+2
Azoxistrobina 101+9 8612 8714 101+16 7414 87+4
Benalaxil 100+8 80+1 88+7 100+9 86+8 88+7
Bitertanol 85+18 88+11 89+10 81+8 89115 89+10
Carbaril 97+9 87+3 88+7 97+18 89+10 88+7
Carbendazim 91+9 80+4 80+4 91+6 80+12 80+4
Carbofuram 99+6 10348 91+2 99+9 99+16 91+2
Cimoxanil 86+16 81+4 87+14 8615 83+15 87+14
Ciprodinil 92+5 88+4 93+5 92+9 73+3 93+5
Cletodim 91+11 78+4 737 91+4 90+16 737
Clorpirifés etilico 81+12 85+17 89+12 81+16 99+17 89+12
Clorpirifés metilico  106+20 100£12 99111 106+11 8818 99111
Deltametrina 74+14 70+15 113420 74+12 71+4 93+7
Diazinona 9445 9048 8715 94420 84+11 8745
Dimetoato 99+4 89+3 91+4 99+14 101+6 91+4
Etefon 97+14 84+4 94+4 9745 100+11 94+4
Etoprofos 97+8 83+3 89+5 97+4 7518 89+5
Famoxadona 87+20 71+£14 88+20 81+14 87+20 95+15
Fempropatrina 8018 75+16 78120 8016 114+7 91+7
Fenamifés 94+6 84+2 81+15 94+8 105+16 81+15
Fenhexamide 7919 773 70+12 79+17 108+13 70+12
Hexitiazox 99+9 88+14 88+10 99+9 11349 88+10
Imidacloprida 94+8 92+2 93+4 94+8 84+16 93+4
Indoxacarbe 98+10 90+7 98+9 98+9 97+16 98+9
Malationa 89+12 7943 82+8 89+8 88+13 82+8
Metidationa 101+10 84+6 83+8 101+10 95+13 83+8
Metoxifenozide 114+15 83+13 86+8 111+10 100+18 86+8
Miclobutanil 91+13 87+4 91+4 91+12 80+9 91+4
Oxamil 86+12 86+5 80+11 86+13 95+16 80+11
Penconazol 96+6 80+3 91+4 96+14 92+18 91+4
Piraclostrobina 104+6 79+7 104+8 104+12 100+14 104+8
Pirimicarbe 94+6 88+1 91+3 94+6 71+7 91+3
Profenofés 101+8 75+10 89+9 101+6 109+2 89+9
Propamocarbe 5716 5243 50£2 5716 7214 50£2
Propargito 7719 70+17 85+5 778 102+10 85+5
Spinosad A 105+12 97+5 7519 105+6 98+14 759
Spinosad D 97+13 757 7018 97+9 103+13 66+8
Tebuconazol 89+7 89+12 89+4 89+12 94+12 89+4
Tebufenozide 99+11 86+4 89+5 99+13 108+9 89+5
Triadimefon 73+17 7618 8718 7317 83+14 8748
Triadimenol 98+19 81+6 84+5 98+11 102+17 84+5
Trifloxistrobina 102+7 96+11 9647 102+17 95+12 9647
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Figura 14 - Resultados de exatiddo em termos de recuperacéo, e RSD para os niveis de fortificagdo 5, 10 e 25 pg kg™
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4.3.4 Limite de Deteccgéo e Limite de Quantificagao

O LOQ do método, estabelecido como o menor nivel fortificado que forneceu
resultados adequados na validacao, foi 5 ug kg™. O LOD,, do método corresponde a
1 ug kgt. O LOQ,, pode ser considerado adequado porque esta abaixo do LMR
estabelecido para fisalis ou para o grupo do tomate por diferentes legislacoes.
Considerando a diluicdo final de 1:4 (v/v) adotada antes da andlise por UHPLC-
MS/MS, os limites de deteccdo e de quantificacdo do instrumento (LOD; e LOQ))

correspondem a 0,3 e 1,0 ug L respectivamente.

4.4 Aplicagdo do método

O método foi aplicado para 16 amostras de fisalis, sendo 2 adquiridas em
diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul (Cruz Alta e Santa Maria) e 14
importadas da Colémbia.

Dentre as amostras analisadas, 81,3% apresentaram residuos de um ou
mais analitos na faixa de concentracdo entre 2,0 a 55,6 pg kg*. Carbendazim,
clorpirifés etilico, dimetoato, propamocarbe e tebuconazol apresentaram residuos
abaixo dos valores de LMR establecidos para fisalis. (Tabela 12).

O fungicida carbendazin esta presente em quase todas as amostras, em uma
faixa de concentracdo entre 4,8 e 55,6 ug kg*'. Propamocarbe e tebuconazol,
ambos fungicidas, foram encontrados na amostra Al na concentragdo de 18,8 e 3,8
ug kg™, respectivamente. O inseticida clorpirifés foi detectado somente em A3, em
uma concentracdo de 2,7 ug kg™.

O dimetoato é um inseticida com LMR estabelecido em 0,02 mg kg™ pela
Unido Europeia para o grupo tomate, no entanto, este LMR ndo esta disponivel no
Codex Alimentarius ou nas legislacbes da Colémbia e do Brasil. Entretanto, a
ocoréncia deste composto nas amostras (2,0 a 6,8 ug kg™) sugere a necessidade

de uma regulamentagéo.
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Tabela 12 - Resultados da analise das amostras de fisalis empregando o método
QUEChERS

Concentracdo de residuos de agrotéxicos (ug kg™)

Amostra

Carbendazim Clorpirifds etilico Dimetoato Propamocarbe* Tebuconazol
Al n.d. n.d. n.d. 33,6 <LOQ
A2 6,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
A3 <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d.
A4 53,9 n.d. n.d. n.d. n.d.
A5 15,9 n.d. n.d. n.d. n.d.
A6 55,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
A7 17,9 n.d. 6,8 n.d. n.d.
A8 11,8 n.d. <LOQ n.d. n.d.
A9 11,9 n.d. <LOQ n.d. n.d.
Al10 15,8 n.d. 54 n.d. n.d.
All 14,1 n.d. <LOQ n.d. n.d.
Al2 7,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
Al3 25,3 <LOQ n.d. n.d. n.d.

LMR (g kg™)
Unido Europeia 0,003 0,005 0,00002 0,004 0,009
Codex Alimentarius 0,005 - - 0,002 0,007
Colémbia 0,005 0,005 - 0,001 0,002

Todas as amostras sdo da Colédmbia, com excecdo de A3 e A4 (Brasil). A14 -A16 ndo apresentaram residuos
dos agrotéxicos estudados;

*Valor estimado (com relacdo & média das recuperacao);

n.d. = ndo detectado ou abaixo do LOD.



65

5 CONCLUSOES

O método QUEChERS modificado otimizado neste estudo mostrou-se eficaz
para a determinacdo de 42 residuos de agrotoxicos em fisalis. O sistema UHPLC-
MS/MS com fonte ESI (+) proporcionou satisfatéria detectabilidade, seletividade e
precisdo. O método apresentou recuperacdes adequadas (70-114%) e RSD (<20%)
para todos os compostos, exceto para propamocarbe. Além destes parametros, a
faixa linear para a curva de trabalho na matriz foi satisfatoria para todos os analitos,
com valores de r? maiores que 0,99. Em relacdo ao efeito matriz da fisalis, pode-se
observar que ha uma grande influéncia nos agrotdxicos avaliados, sendo
fundamental o preparo de curvas analiticas na matriz, a fim de diminuir o efeito de
coextrativos e/ou interferentes.

O uso moderado de acetonitrila (5 mL) na etapa de extracdo é vantajoso e
minimiza a geragao de residuos. Além disso, a escolha do sorvente para a etapa de
limpeza mostrou-se essencial para melhorar as recuperacdes e diminuir o efeito
matriz causado pela presenca de pigmentos e coextrativos.

Dentre o0s agrotoxicos analisados somente carbendazim, clorpirifés,
dimetoato, propamocarbe e tebuconazole estavam presentes nas amostras reais,
no entanto, os LRMs estavam abaixo dos limites estabelecidos pela Unido Europeia
(2016), Resolucio 2906/07 (COLOMBIA, 2007) e Codex Alimentarius (2013).

Considerando os poucos estudos existentes para a analise de agrotéxicos
em fisalis, especialmente por cromatografia liquida, o método desenvolvido
demonstra ser uma boa alternativa para analise multirresiduo em laboratérios DE

rotina uma vez que é um procedimento simples e rapido.
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7 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Nas atividades de pesquisa gera-se uma quantidade significativa de residuos
liguidos e solidos, os quais devem ser adequadamente tratados ou descartados.

Sendo assim, os residuos gerados durante o desenvolvimento deste trabalho
foram armazenados em recipientes apropriados e encaminhados ao almoxarifado do
Departamento de Quimica (DQ) da UFSM. Este setor é responsavel pela destinacéo
dos residuos gerados que serdo posteriormente tratados por uma empresa

terceirizada especializada nessa area.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Ampliar o escopo de agrotoxicos para as futuras analises em UHPLC-
MS/MS.

- Desenvolver um método cromatografico empregando GC-MS/MS para
determinacdo de residuos de agrotoxicos em fisalis, ndo passiveis de analise por
UHPLC-MS/MS.

- Avaliar a aplicabilidade do método para o monitoramento de outras frutas
exoticas, por exemplo pitaya.

- Ampliar o estudo de sorventes que sejam adequados para a etapa de

limpeza.



