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RESUMO

Tese de doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

Determinacao simultanea de agrotéxicos e antibi6ticos em mel empregando
uma extracdo rapida e UHPLC-MS/MS
AUTORA: DEBORA ORSO
ORIENTADOR: Prof. Dr. RENATO ZANELLA
Data e local da defesa: 28 de agosto, Santa Maria.

O declinio da populacédo de abelhas estd sendo amplamente discutido por meio de
diversos estudos que relacionam este fenbmeno com o indiscriminado uso de
agrotoxicos e antibiéticos, sejam eles aplicados nas colmeias ou pela contaminacao
indireta das abelhas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
validar um método para determinacdo simultdnea de residuos de agrotoxicos e
antibiéticos em amostras de mel, utilizando cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS) para
deteccdo de 92 compostos de diferentes classes quimicas, tais como, inseticidas e
antimicrobianos. O método envolve uma etapa de homogeneizacdo das amostras de
mel utilizando o tampdo Mcllvaine 0,1 mol L™ (pH 4), seguido de extracdo com
acetonitrila e limpeza do extrato com sulfato de magnésio e florisil®. O método foi
validado com avaliagcédo dos parametros de linearidade, levando-se em consideragao
a normalidade e independéncia dos dados, exatidao, preciséo, limite de deteccéao,
limite de quantificacao, limite de decisdo, capacidade de deteccédo e efeito matriz. A
determinacao de residuos em amostras de mel pelo método proposto é rapida e
simples e o0 método mostrou ser efetivo para analise multirresiduo de agrotéxicos e
antibioticos. Os resultados foram satisfatorios para a avaliagdo da exatidao (62 a
138%), através de ensaios de recuperacdo em 10 niveis de fortificacdo, com RSD <
36%, linearidade entre 0,1 e 200 pg kg™, coeficiente de determinac&o (r%) >0,9901,
limite de detecc&o (LOD) de 0,03 a 1,5 ug kg™ e de quantificagéo (LOQ) de 0,1 a 5,0
ug kg™. O limite de deciséo (CCa) e a capacidade de deteccdo (CCB) foram de 0,1 a
5,0 e 0,12 a 2,81 ug kg™, respectivamente. O método foi aplicado em 43 amostras
de diferentes origens botanicas de mel, obtidas diretamente de apicultores de
diferentes regifes do estado do Rio Grande do Sul, sendo que 53% apresentaram
residuos dos compostos estudados, todos abaixo do LMR estabelecido para mel
pela legislacao Brasileira e Europeia.

Palavras-chave: mel, agrotoxicos, antibioticos, cromatografia.
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ABSTRACT

Doctoral Thesis
Graduate Program in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

Simultaneous determination of pesticides and antibiotics in honey using a
rapid extraction and UHPLC-MS/MS
AUTHOR: DEBORA ORSO
ADVISOR: Prof. Dr. RENATO ZANELLA
Date and Place for thesis defense: Santa Maria, August 28™, 2015.

The decline in the bee population is being widely discussed through various studies
that relate this phenomenon to the indiscriminate use of pesticides and antibiotics,
whether applied in hives or by indirect contamination of bees. Thus, this study aimed
to develop and validate a method for simultaneous determination of 80 pesticides
and 12 antibiotics in honey samples, using ultra high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) for the detection of 92
compounds of different chemical classes, such as, insecticides and antimicrobial
agents. The method involves a homogenization step of honey samples using
Mcllvaine buffer 0.1 mol L™ (pH 4), followed by extraction with acetonitrile and clean-
up of the extract with magnesium sulfate and florisil®. The method was validated with
evaluation of linearity parameters, taking into account the normality and
independence of the data, accuracy, precision, detection limit, quantification limit,
decision limit, detection capability and matrix effect. The determination of residues in
honey samples by proposed method is quick and simple and the method proved to
be effective for multiresidue analysis of pesticides and antibiotics. The results were
satisfactory for evaluating the accuracy (62 to 138%) through recovery assays at 10
spike levels, with RSD <36%, linearity from 0.1 to 200 pg kg, coefficient of
determination (r?) >0.9901, limit of detection (LOD) of 0.03 to 1.5 pg kg™ and
quantification (LOQ) from 0.1 to 5.0 ug kg™. Decision limit (CCa) and detection
capability (CCB) were from 0.1 to 5.0 and from 0.12 to 2.81 ug kg™, respectively. The
method was applied to 43 samples from different botanical origins of honey, obtained
directly from beekeepers of different regions of the state of Rio Grande do Sul,
wherein 53% obtained residues of the selected compounds, all below the MRLs
established for honey according Brazilian and European legislation.

Keywords: honey, pesticides, antibiotics, chromatography.
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1 INTRODUCAO

Com uma tendéncia de crescimento representada nos ultimos levantamentos
do IBGE, a apicultura brasileira deve permanecer entre as mais produtivas do
mundo nos préximos anos. O cenario nacional apresenta alguns pontos fortes, tais
como caracteristicas especiais de flora e clima, necessidade de pouca area para a
producéo e atividade econdmica de baixo impacto ambiental (IBGE, 2012).

O mel, produzido pelas abelhas a partir do néctar das plantas, possui como
principais constituintes carboidratos, agua, acidos organicos, enzimas e aminoacidos
(FERNANDEZ-TORRES et al., 2005). No Brasil, hdA uma grande atencdo voltada
para a espécie de abelha Apis mellifera, por ser a mais conhecida no pais e também
grande produtora de mel (LIMA & ROCHA, 2012), aliada as vantagens devido as
guestbes econdbmicas em torno da comercializacdo do mel brasileiro (SEBRAE,
2014). Por outro lado, a atividade apicola estd sujeita a condicBes naturais que
contribuem para a reducao da diversidade de abelhas, como por exemplo, periodos
de seca, além da acdo dos agrotéxicos e demais produtos téxicos aplicados de
forma irresponsavel que, por consequéncia, diminuem a producao de mel (SEBRAE,
2014).

Segundo pesquisa realizada pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Vegetal (SINDIVEG, 2015), as importacdes de agrotéxicos foram
recordes no ano de 2014. O Brasil importou 418 mil toneladas de agrotoxicos, um
aumento de 2,4% comparado ao ano de 2013. O uso descontrolado dessas
substancias, além de representar perigo aos seres humanos nos aspectos
ocupacionais, alimentares e de saude publica, pode provocar efeitos ecoldgicos
indesejaveis no meio ambiente. Além de alteracdes no comportamento das abelhas,
gue devido ao uso de agrotdéxicos podem ocasionar sérios prejuizos ao longo do
tempo na manutencdo da colbnia pela consequente mortalidade das larvas (SILVA
et al., 2014).

Da mesma forma, hd uma crescente preocupagédo em relacdo a aplicacédo de
antibiéticos nas colmeias, a fim de tratar ou prevenir doengas causadas por
bactérias. A utilizacdo desses residuos é igualmente importante, em termos de
saude publica e do equilibrio ambiental proporcionado pelas abelhas. A aplicacao

desses antibiéticos é proibida pela Unido Europeia e pela diretiva da Comissao



Europeia, os quais afirmam que os méis devem estar livres da contaminagdo com
antibiéticos, pois ndo possuem limites maximos estabelecidos e assim ndo podem
ser exportados (JUAN-BORRAS et al., 2015).

Neste contexto, a analise de residuos de agrotoxicos e antibioticos em mel é
de extrema importdncia em termos de seguranca e do equilibrio ambiental
proporcionado pelas abelhas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo a
otimizacdo e a validacdo de um método multirresiduo de extracdo simultanea de
residuos de 80 agrotoxicos e 12 antibioticos em amostras de mel, com posterior
andlise por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas em série (UHPLC-MS/MS). Posteriormente, esse método foi aplicado
para analise de 43 amostras de mel de diferentes origens botanicas e regifes do

estado do Rio Grande do Sul.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A apicultura

A apicultura € considerada uma atividade importante para o setor
agropecuario em nivel nacional. Além disso, € uma das atividades capazes de
causar impactos positivos, tanto sociais quanto econdémicos, e contribuir para a
manutencdo e preservagcdo dos ecossistemas existentes. A cadeia produtiva da
apicultura proporciona a geragao de empregos e fluxo de renda, principalmente no
ambiente da agricultura familiar, sendo, dessa forma, determinante na melhoria da
qualidade de vida e fixacdo do homem no meio rural (EMBRAPA, 2003).

A criacdo de abelhas da espécie Apis mellifera é considerada uma importante
atividade agropecuaria, mais especificadamente caracterizada como atividade
apicola, no Brasil. Além do mel, outros produtos extraidos das colmeias séo pélen,
cera, propolis e geleia real. A criacdo racional das abelhas Meliponini e Trigonini é
denominada meliponicultura, conhecidas popularmente como abelhas sem ferréo ou
indigenas, pois essas abelhas possuem ferrdo atrofiado (VILLAS-BOAS, 2012).

O sucesso da polinizacdo das flores s6 acontece quando hé fertilizacao, ou
seja, quando o grao de polen é transferido de maneira eficiente para o estigma e na
quantidade certa para que possa encontrar o 6vulo. Como consequéncia, ocorre a
formacdo de sementes e frutos, dependendo de uma variedade de caracteristicas
tanto das plantas quanto das abelhas (GIMENES, 2000). Durante esse tipo de coleta
de pdlen, as abelhas usam sua musculatura toracica para vibrar as anteras e liberar
o podlen. Isso reduz a gama de polinizadores efetivos, ja que espécies como Apis
mellifera e Trigona spinipes ndo possuem essa capacidade e, por iSso nao
conseguem retirar o polen das flores ou, se conseguem, a probabilidade de
polinizagdo é pequena (NUNES-SILVA et al., 2010). Das espécies que realizam a
polinizagéo por vibragdo, como mostra a Tabela 1, destaca-se as pertencentes aos

géneros Bombus, Centris, Melipona e Xylocopa.



Tabela 1 — Principais espécies de abelhas criadas para fins comerciais no Brasil e as
culturas que elas polinizam.

Nome cientifico

Nome popular

Produtora de mel

Cultura agricola

Realiza buzz

pollination*
Abacate, acali,
Melipona scutellaris Urucu Sim guarana e Sim
melancia
. Abacate, acal,
Melipona . . T . .
: : Mandacaia Sim goiaba’, guarana, Sim
guadrifasciata ,
melancia, tomate
Abacate, acali,
Melipona subnitida Jandaira Sim goiaba', guarana, -
melancia, pimentdo
Melipona rufiventris Urugu-amarela Sim Abacz,';lte, acal, -
guarana, melancia
Abacate, acai,
Melipona marginata - Sim goiaba', guarana, Sim
melancia
Mehpona_ Titba Sim Abaczlslte, a(;al,_ )
compressipes guarana, melancia
Melipona asilvae Rajada,. Sim Abacz,:lte, acal, -
manduri guarana, melancia
Melipona bicolor Guaraipo Sim Abac:l;\te, acal, Sim
guarana, melancia
Abacate, algodoeiro,
café, caju, canola,
Apis mellifera Italiana, europa, sim cebola}, glrass~ol, N0
abelha-do-mel laranja, maca,
mandioca, manga,
meldo, péssego
Xylocopa spp. - N&o Maracuja Sim
Bombus - N&o Maracuja, tomate Sim
Tetragonisca . . x
angustula Jatai Sim Morango, umbu Nao
Scaptotrigona spp. Tubiba Sim Pepino N&o
Plebeia sp. Mirim Sim Sem informacgdes N&o

A goiaba esta em destaque por ser a Unica cultura efetivamente polinizada por essas espécies, as
outras sdo potencialmente polinizadas.
*buzz pollination: polinizac&o por vibracéo. Fonte: LIMA & ROCHA. 2012.

Outras caracteristicas sdo determinantes na eficiéncia da polinizagdo, como:

quantidade e disponibilidade de polen carregado pela abelha; qualidade do pdlen

transferido; numero de visitas e fase de atividade diaria das abelhas; competicdo

entre as espécies visitadas pelas abelhas e a disponibilidade delas. As abelhas séo

classificadas ainda como generalistas, aquelas que visitam muitas espécies

botanicas e as polinizam com menor eficiéncia, ou especialistas, as quais coletam

com maxima eficiéncia e operam como polinizadoras especialistas (LIMA & ROCHA,

2012).



Constata-se, assim, que para ambientes naturais e manejados quanto maior a
diversidade floral em uma regido, maior deve ser a diversidade de polinizadores. A
destruicdo dos habitats dos polinizadores silvestres e, especialmente, os efeitos dos
agrotoxicos sobre as colbnias constituem os principais obstaculos em busca do uso
sustentivel de polinizadores na agricultura brasileira. A aplicagcdo de agrotéxicos
reduz ainda mais a presenca de polinizadores em areas cultivadas, pois 0s
inseticidas utilizados para matar as pestes tém o mesmo efeito sobre os insetos
polinizadores. Ja os herbicidas e o cultivo limpo, reduzem a um ndmero minimo as
flores silvestres das quais o0s insetos se alimentam durante o intervalo das floradas
(LIMA & ROCHA, 2012).

A apicultura é uma das poucas atividades agropecuarias que preenche o0s
requisitos do tripé da sustentabilidade:

e O econbmico — porque gera renda ao agricultor/produtor;
e O social — ocupa mao-de-obra familiar no campo e
e O ecologico — ndo necessita desmatamento para a exploracao.

O Brasil tem um grande potencial apicola, em funcdo de sua diversificada
flora, extensdo territorial e variabilidade climética, possibilitando assim produzir mel o
ano todo, o que o diferencia dos demais paises que, normalmente, colhem mel uma
vez por ano (ANACLETO & MARCHINI, 2005).

2.2 Mel

A legislacdo brasileira conceitua mel como o produto alimenticio produzido
pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores, das secrecfes procedentes de
partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas, que as
abelhas recolhem, transformam e combinam com substancias especificas proprias, e
apo0s armazenam até madurar nos favos da colmeia (MAPA, 2000).

De acordo com a diretiva do conselho europeu 2001/110/EC, European
Commission, Council Directive, mel é considerado um fluido viscoso, aromatico,
natural e doce, produzido pelas abelhas Apis mellifera a partir do néctar das flores,
das secrecOes de partes vivas de determinadas plantas ou excre¢cbes de insetos
sugadores de plantas.

Os méis mais apreciados sdo aqueles originados a partir do néctar floral,

sendo que estes podem ser classificados como monoflorais ou multiflorais. O mel



monofloral & procedente de flores de uma mesma familia, género ou espécie, e
possui caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscopicas proprias, enquanto
o mel multifloral (ou polifloral) € aquele obtido a partir de diferentes origens florais.
Ha também o mel de melato, obtido principalmente a partir de secrecdes das partes
vivas das plantas ou de excregcbes de insetos sugadores de plantas que se
encontram sobre elas (MAPA, 2000).

Segundo CRANE (1983), a composicao exata de qualquer mel depende,
principalmente, das fontes vegetais das quais ele é derivado, mas também do clima,
solo e outros fatores. O sabor, aroma, cor e densidade variam de acordo com as
flores das plantas que forneceram néctar, classificando-o em diferentes tipos, de

acordo com sua origem botéanica (WIESE, 2005).

2.2.1 Importancia econdmica do mel

O mercado apicola possui alto potencial de crescimento e encontra-se em
fase de expansao. No passado, a producao do mel brasileiro era praticamente toda
destinada para o mercado interno, porém h& pouco tempo atras, fatores externos
acabaram beneficiando a apicultura nacional, fazendo com que ocorresse uma
surpreendente elevacdo das exportacdes. Tal fato ocorreu quando os maiores
exportadores mundiais, China e Argentina, tiveram suas exportacées vetadas por
questdes de ordem sanitaria — constatou-se a presenca de cloranfenicol, um
antibiético cancerigeno empregado no combate a doencas das abelhas (SEBRAE,
2010; IBGE, 2010).

O mercado mundial de mel € dominado por poucos paises, em 2001, o Brasil
exportou apenas 2,8 milhdes de ddlares e sequer aparecia na lista dos maiores
exportadores mundiais. Em 2002, o pais ja ocupava o nono lugar, com exportacées
de 23,1 milhdes de dodlares. Porém, em 2004 a demanda pelo produto brasileiro
registrou inflexdo negativa, bem como o preco obtido pelos produtores.

Segundo dados do IBGE (2010) o pais alcancou 38 mil toneladas de mel em
2009. Um dos estimulos para o avanco da atividade pode ter sido o aumento da
demanda advinda do exterior, que contou ainda com o fim do embargo para o mel
brasileiro pela Comunidade Europeia, em 2008, representando a retomada na

participacdo de um mercado de 12 bilhdes de euros.



Em relagéo ao comportamento sobre os dados de produgédo de mel realizada
pelos estados brasileiros, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), no ano de 2012, o Rio Grande do Sul (RS) representou 20%,
Parana (16%) e Santa Catarina (13%), 0s quais juntos somam aproximadamente
50% da producéo total de mel brasileiro. A Figura 1 apresenta as exportacdes de
mel no estado do RS e no Brasil, em relacdo a quantidade (mil toneladas), entre os
anos de 2010 a 2014, segundo dados da Associacdo Brasileira de Exportadores de
mel (ABEMEL, 2014).

©25 -

©

o

£20

E —+— Brasil
E15 A RS
2

=10 -

o

3 5 4,2

! 7 3 1 )

O )

@ 19

< 0,65 1.6

% 0 T T T T 1
L 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 1 — Dados sobre a exportacdo de mel brasileiro no estado do RS e no pais,
entre os anos de 2010 até 2014. Fonte: ABEMEL, 2014.

Os principais destinos das exportacdes brasileiras, em 2014, foram os
Estados Unidos (84%), seguido de Alemanha, Canada e Reino Unido. Os estados
de Sao Paulo, Ceara e Rio Grande do Sul se destacam como maiores exportadores
para esses paises. Dados atuais apontam que no ano de 2014, a exportacdo
aumentou 97% em relagdo ao mesmo periodo do ano de 2013 (ABEMEL, 2014). A
regido Sul apresenta maior tradicdo na apicultura por ter recebido os primeiros
enxames para atividade comercial, além das primeiras técnicas de producdo, em
virtude da colonizac&o italiana (LEAO, 2012).

A produtividade brasileira ainda se encontra baixa quando comparada
internacionalmente, justificada pela limitada utlizacdo tecnolégica, aliada a
inexisténcia de uma empresa possuidora de uma marca forte, resultando em um

mercado bastante pulverizado e com diversas marcas concorrentes entre si. Com



base nisso, verifica-se que h& espaco para fortalecer uma marca para atender a
demanda dos consumidores por produtos de alta qualidade com pregcos competitivos
(SEBRAE, 2011; IBGE, 2010).

2.2.2 Requisitos de qualidade do mel

Os parametros fisico-quimicos sdo importantes para a caracterizacdo e sao
primordiais para garantir a qualidade desse produto. Além disso, a caracterizacao
regional de méis € de fundamental importdncia levando-se em consideragdo a
grande diversidade botanica e variagado do solo e do clima das diversas regides. As
analises fisico-quimicas e polinicas contribuem na fiscalizacdo de méis importados e
no controle da qualidade do mel produzido no pais (BRASIL, 2000).

A qualidade do mel é principalmente determinada pelas caracteristicas
sensorial, quimica, fisica e microbiologica. Os critérios fisico-quimicos de mel séo
especificados pela diretiva do conselho europeu 2001/110 EC e as analises fisico-
quimicas sao indicadas pela legislacdo brasileira para o controle da qualidade do
mel puro: umidade, hidroximetilfurfural (HMF), aclcares redutores, sacarose
aparente, cinzas, acidez livre, sélidos insollveis em agua e atividade diastatica
(BERA & ALMEIDA-MURADIAN, 2007).

Quando se trabalha com mel é comum encontrar variagbes na sua
composicdo fisica e quimica, Tabela 2, tendo em vista que variados fatores
interferem na sua qualidade, como condi¢cbes climaticas, espécie de abelha,

processamento, armazenamento e o tipo de florada do mel (MENDES et al., 2009).

Tabela 2 — Principais constituintes presentes no mel.

Componentes (%) Meédia (%) Variacao (%)

Agua 17,2 13 -23
Frutose 38,2 27 -44
Glicose 31,3 22-41
Sacarose 1,3 0,2-8
Maltose 7,3 3-16

Cinzas 0,16 0,02-1
Nitrogénio 0,04 0-0,1

Fonte: EUROPEAN UNION, 2002; VILHENA & ALMEIDA-MURADIAN, 1999; MAPA, 2000.



Além disso, o mel apresenta teores de proteinas, aminoacidos, enzimas,
acidos orgéanicos, substancias minerais, polen, sacarose, maltose, malesitose e
outros oligossacarideos. Possui também pequenas concentracfes de fungos, algas,
leveduras e outras particulas sélidas resultantes do processo de obtencdo do mel
(CODEX STAN, 2001).

Os trabalhos de andlises fisico-quimicas de méis sdo realizados com o
objetivo de comparar os resultados obtidos com padrdes ditados por 6rgaos oficiais
internacionais, ou com o0s estabelecidos pelo proprio pais. Essa ndo € s6 uma
preocupacdo com a qualidade do mel produzido internamente, mas também, tornar
possivel a fiscalizacdo de méis importados com relacdo as suas alteracdes
(CARVALHO et al., 2005). As qualidades nutricionais do mel (vitaminas, minerais,
valor energético elevado), suas propriedades medicinais (acdo antioxidante e
antisséptica relacionada aos compostos fenoélicos) e suas propriedades sensoriais

tém atraido milhares de consumidores.

2.2.2.1 Umidade

A umidade no mel é uma das caracteristicas mais importantes por influenciar
na sua viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizagcdo e sabor (SEEMANN &
NEIRA, 1988). Este constituinte do mel pode sofrer variacbes apds a sua retirada da
colmeia, em funcdo das condicdbes de armazenamento depois da extracao
(CARVALHO et al., 2005).

O mel é um produto que apresenta caracteristicas quimicas que favorecem
um longo periodo de conservacdo, como alta concentracdo em acucares, baixo pH e
teor de umidade. Assim, a vida de prateleira do produto é assegurada por um prazo
de dois anos. Entretanto, o teor de umidade pode afetar enormemente a sua
qualidade e, consequentemente, o prazo de validade. O teor maximo de umidade
aceito pela legislagéo brasileira é de 20% (MAPA, 2000).

O alto teor de umidade, temperatura (maior que 26 °C) e a presenca de
leveduras indesejaveis causam a fermentacdo do mel, a qual promove a
transformacdo dos acgucares presentes no produto em alcool e gas carbdnico. O
alcool na presenca de oxigénio € convertido em acido acético, deixando o meio

propicio para o desenvolvimento e atuagdo de microrganismos que aceleram o
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processo de fermentacdo, reduzindo assim, a qualidade do mel (VENTURINI et al.,
2007).

2.2.2.2 Hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF é um indicador de qualidade que auxilia na identificacdo das
condicbes inadequadas ou na adulteracdo do mel com altas concentracbes de
xarope de acucar invertido (MAPA, 2000). Além disso, € um dos principais produtos
de degradacdo no mel, sendo o aumento de sua concentragédo influenciada pelo
baixo pH, acidez total, minerais, origem botéanica, umidade, temperatura e estresse
fotoquimico. A flutuacdo de HMF em méis monoflorais (ou uniflorais) armazenados a
temperatura ambiente, tem sido considerada como um parametro muito importante
para certificar a qualidade dos meéis disponiveis no mercado ou estimar sua
estabilidade de prateleira (LEMOS, SANTOS & SANTOS, 2010). A Tabela 3
demonstra os niveis maximos de cada componente permitidos pela legislacédo

brasileira.

Tabela 3 — Niveis maximos permitidos para 0s componentes presentes no mel
unifloral e de melato.

Parametros maximos Mel unifloral Mel de melato
Acucares redutores’ (g/100 g) Minimo 65 Minimo 60
Sacarose aparente® (g/100 g) 6 15
Umidade (%)* 20 20
Sélidos insoltveis? (g/100 g) 0,1 0,5
Cinzas? (g/100 g) 0,6 1,2
Hidroximetilicofurfural® (mg kg™) 60 60
Acidez livre (mEq kg™)® 50 50
Atividade diastatica® 8 8

'Refere-se ao estagio de maturacdo do mel. “A pureza do mel. >Ao grau de deterioracéo do
mel. Fonte: MAPA, 2000.

2.2.2.3 Potencial hidrogeni6nico (pH)

O pH determinado no mel refere-se aos ions hidrogénio presentes em uma
solugéo e pode influenciar na formacéo de outros componentes, como na velocidade
de producéo do hidroximetilfurfural. Em geral, todos os méis apresentam pH baixo,

sendo formados por acidos organicos, alguns volateis e outros inorganicos. Esta
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caracteristica pode ser influenciada pela sua origem, sendo geralmente inferior a 4,0
para mel de origem floral e superior a 4,5 para os méis de melato (CARVALHO et al.,
2005). Pode ainda ser influenciado pela concentracdo de diferentes acidos, de
calcio, sodio, potassio e outros constituintes minerais (SEEMANN & NEIRA, 1988).

Os méis brasileiros obtidos da espécie de abelha Apis mellifera possuem o
valor de pH variando de 3,2 a 4,6, enquanto os de meliponineos oscilam de 3,2 a 4,8
(CARVALHO et al., 2005).

2.2.2.4 Acucares

Em relacdo aos acUcares, elevadas concentracdes sao responsaveis pelas
diversas propriedades fisicas e quimicas do mel, tais como viscosidade, densidade,
higroscopicidade e capacidade de granulacdo (cristalizacdo) (FINCO, MOURA &
SILVA, 2010).

Os acucares encontrados no mel sao: glicose, frutose, sacarose, maltose,
isomaltotetraose, maltulose, isomaltulose, nigerose, turanose, cojibiose,
neotrehalose, gentiobiose, laminaribiose, leucrose, melesitose, rafinose, isopanose,
isomaltetraose, G-a-glicosilsacarose, arabogalactomanose, erlose, dextrantriose,
maltotriose, isomaltopentose, centose, 1-cestose, panose, isomaltotriose e 3-a-
isomaltosilglicose (CARVALHO et al., 2005). A fragcdo monossacaridica dominante
no mel € composta pelos acucares redutores glicose e frutose, com valores médios
de 32,3 e 39,3 g/100 g, respectivamente (MOREIRA & DE MARIA, 2001). Os demais
aclcares sdo representados por dissacarideos e trissacarideos. Dentre o0s
dissacarideos, a sacarose representa em média 2 a 3% dos carboidratos para os
méis de Apis e quando superior a este valor, geralmente indica um mel verde ou
adulterado (WHITE, 1979).

2.2.2.5 Minerais ou cinzas

O conteudo de cinzas é o critério de qualidade para origem botanica do mel,
pois expressa 0s minerais presentes. Os sais minerais encontrados no mel podem
ser modificados por fatores relativos as abelhas, apicultor, clima, solo e origem
botanica, sendo que o mel floral tem um menor contetdo de cinzas em relagdo ao

mel de melato. Atualmente, esta medida € substituida pela medida da condutividade
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elétrica. No entanto, o conteido de cinzas pode ser mantido como um fator de
qualidade durante o periodo de transicao, até que a condutividade seja aceita como
padrao mundialmente (BANKOVA et al., 2002).

O mel contétm a maioria dos elementos quimicos essenciais para o
organismo, desta forma a sua inclusdo na dieta diaria ajudaria a eliminar a
deficiéncia por sais minerais. InUmeros elementos quimicos ja foram identificados:
potassio (K), sddio (Na), calcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn), titanio (Ti),
cobalto (Co), molibdénio (Mo), ferro (Fe), cobre (Cu), litio (Li), niquel (Ni), chumbo
(Pb), estanho (Sn), zinco (Zn), 6smio (Os), bario (Ba), galio (Ga), bismuto (Bi), prata
(Ag), ouro (Au), germanio (Ge), estroncio (Sr), berilio (Be) e vanadio (Va) (WHITE,
1979). Apesar de estarem presentes em pequenas porcentagens no mel, os
minerais sdo considerados importantes do ponto de vista nutricional por serem
encontrados na forma diretamente assimilavel. Estes minerais ainda possuem
influéncia sobre a coloracdo do mel, estando presentes em maior concentragdo nos

méis escuros em comparagdo com os mais claros (CARVALHO et al., 2005).

2.2.2.6 Acidez

A origem da acidez no mel deve-se a variacao dos acidos organicos causada
pelas diferentes fontes de néctar ou pela acdo da enzima glicose oxidase sobre a
glicose, originando o acido glicénico. A acdo desta enzima se mantém mesmo
durante 0 armazenamento, pois permanece em atividade no mel mesmo apés o
processamento (MENDES et al., 2009).

2.2.2.7 Sélidos insoluveis e atividade diastatica

A diastase é uma das enzimas do mel que tem a funcéo de digerir a molécula
de amido, sendo muito sensivel ao calor, podendo assim indicar o grau de
conservagao e superaquecimento do produto (WHITE, 1992; WHITE, 1994). A
auséncia da mesma reflete procedimentos e/ou adulteracdes realizadas no mel, tal
como uso de temperatura acima de 60 °C durante o processamento, adicdo de
acucar invertido ou condicbes de armazenamento inadequadas (tempo acima de
seis meses e temperaturas elevadas). A atividade diastatica diminui devido a

desnaturacao parcial ou total das amilases (MENDES et al., 2009).
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Os solidos insoliveis sdo as particulas do mel maiores que 15,4 um de
didmetro e que ndo sdo sollveis em agua a 80 °C. As particulas inerentes ao mel
que compdem os solidos insoluveis devem estar presentes em quantidades
inferiores a 0,1%, exceto no mel prensado (mel obtido por prensagem dos favos)
que se tolera até 0,5% (MAPA, 2000).

2.2.2.8 indice de formol

O indice de formol é importante no mel por representar, predominantemente,
0s compostos aminados, permitindo assim, avaliar o seu conteldo em peptideos,
proteinas e aminodcidos. Trata-se de um indicativo da presenca de nitrogénio,
sendo utilizado para a comprovacéo da autenticidade do mel. Quando o valor obtido
€ muito baixo pode indicar a presenca de xaropes. Em contrapartida, quando
excessivamente alto, mostra que as abelhas foram alimentadas com hidrolisado de
proteina (CARVALHO et al., 2005).

2.2.2.9 Viscosidade e condutividade elétrica

A viscosidade, assim como outras propriedades fisico-quimicas do mel,
depende de muitos fatores, incluindo a composi¢céo, a temperatura e o contetdo de
agua. Geralmente a viscosidade decresce com o aumento da quantidade de agua
(ABU-JDAYIL et al.,, 2002). Observa-se que o mel pode fluir trés vezes mais
rapidamente com a elevagao de 7 °C na temperatura (CRANE, 1983; ABU-JDAYIL
et al., 2002). Alguns méis possuem propriedade de fluxo anormal (ndo newtonianos).
Os méis provenientes de floradas de Calluna vulgaris, Fagopyrumesculentum,
Trifolium repens e Leptospermum scoparium na Nova Zelandia e Carvia callosa na
india, sdo bem conhecidos por sua consisténcia parecida com gel. Normalmente
eles fluem de forma suficiente em um extrator centrifugo, propriedade conhecida
como tixotropia (mudanca de viscosidade) a qual ocorre devido ao conteudo de 0,5 a
1% de proteina no mel (MUNROE, 1943; CRANE, 1983).

A condutividade elétrica tem sido utilizada para indicacdo da sua adulteracao
e como método suplementar de determinacdo da sua origem, isto €, se formado de
néctar ou de melato (AGANIN, 1971; CRANE, 1983).
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2.2.3 Cor

A cor do mel é uma caracteristica sensorial de fator determinante no mercado
mundial. Ha uma tendéncia dos meéis claros serem o0s preferidos pelos
consumidores, apresentando assim um maior valor comercial em relagdo aos
escuros. Ja, o sabor e o aroma dos méis, bem como de qualquer outro género
alimenticio, sdo muito mais dificeis de serem avaliados quantitativamente. Existe
uma relacdo imperfeita entre a cor e o sabor, pois se acredita que 0s meéis com
sabor agradavel sdo sempre claros, enquanto que 0s méis escuros tém,
normalmente, um sabor forte (WOOTTON, EDWARDS & FARAJI-HAREMI, 1976;
CRANE, 1983; GONZALES, BURIN & BUERA, 1999).

Durante o armazenamento pode ocorrer o0 escurecimento do mel e,
paralelamente, mudancas em suas propriedades organolépticas, influenciando na
sua qualidade e aromas originais (AUBERT & GONNET, 1983). De acordo com
MILUM (1948), o escurecimento do mel durante a estocagem depende da cor inicial
deste produto. Este escurecimento tem relacdo com a origem botanica, o
processamento, 0 armazenamento, os fatores climéaticos durante o fluxo do néctar e
a temperatura na qual o mel amadurece na colmeia (SMITH, 1967; SEEMANN &
NEIRA, 1988).

A coloracdo do mel depende quase que exclusivamente da origem floral,
podendo variar de claro, vermelho, dourado ou escuro, conforme pode ser
observado na Figura 2. Como mencionado anteriormente, quanto mais escuro a
coloragdo do mel, maior o teor de minerais presentes (VENTURINI, SARCINELLI &
SILVA, 2007).

Figura 2 — Variedades de cores de mel que podem ser encontradas.
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Outros componentes do mel também sdo determinantes para o
escurecimento deste produto, como: proporcdo de frutose/glicose, conteudo de
nitrogénio e aminoacidos livres, substancias polifendlicas na forma de sais de ferro,
conteudo de minerais e instabilidade da frutose em solu¢do acida (SCHADE,
MARSH & LECKERT, 1958; BATH & SINGH, 1999).

2.3 Processo de obtencédo do mel

O mel é extraido dos favos com o auxilio de alguns equipamentos especiais,
sob um processo de higiene e qualidade a serem seguidos (REGULAMENTO
TECNICO MERCOSUL 56/99), Figura 3.
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Recebimento do mel
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Centrifugacéo
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Figura 3 — Fluxograma representativo das etapas envolvidas durante o
processamento do mel.

Os principais equipamentos utilizados sdo: mesa desoperculadora, centrifuga,
peneiras e decantador. O mel deve ser armazenado em condi¢cdes adequadas, em
relacdo a higiene do ambiente e, principalmente, em relacdo ao controle da
temperatura (REGULAMENTO TECNICO MERCOSUL 56/99). Recomenda-se a

7z

utilizacdo de embalagens de vidro ou plasticas, sendo que o vidro € o Unico



16

recipiente aceito para a exportacao e para a certificagdo organica. As embalagens
devem estar totalmente fechadas e na rotulagem deve constar a identificacdo da
vida util do produto juntamente com a expressao: “Condicbes de conservagao:
manter em lugar fresco” (VENTURINI, SARCINELLI & SILVA, 2007).

2.4 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 grdos antes e depois da colheita para evitar a deterioracdo do
alimento durante o armazenamento e transporte (FAO, 2005). Podem ser
classificados em: inseticidas (combatem os insetos), herbicidas (plantas daninhas),
fungicidas (fungos), acaricidas (&caros), moluscocidas (moluscos), rodenticidas
(bactérias), entre outros (BAIRD, 2002).

Ha& décadas os agrotoxicos tém sido utilizados no dominio agricola para
proteger as culturas por meio do controle de pragas e doencas, a fim de garantir
boas producdes e de alta qualidade. Se utilizados como recomendados, os produtos
quimicos e seus residuos ndo devem provocar efeitos toxicos. Por outro lado, uma
ma aplicacado com relacédo a dose, forma de pulverizagédo, concentracéo e periodo de
aplicacdo, pode causar a contaminacdo de diferentes matrizes ambientais, tais
como, ar, agua ou O proprio solo, plantas, além de espécies animais, como
consequéncia da migracdo desses compostos (GARCIA-CHAO et al., 2010).

Embora o emprego de agrotéxicos na agricultura apresente beneficios
econdmicos, uma vez que auxiliam na qualidade da producéo, estas substancias
podem causar diversos efeitos nocivos ao homem, quando presentes nos alimentos.
Podem-se citar diversos tipos de céancer, danos ao sistema nervoso central,
problemas no sistema reprodutivo e locomotor, deficiéncia mental, entre outros
(BORGES, FIGUEIREDO & QUEIROZ, cap. 24, 2015).
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Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, o0s agrotoxicos sao
consideravelmente diferentes, uma vez que podem apresentar carater acido, basico
e neutro. Os valores de pKa (constante de dissociacdo acida) tém efeito sobre a
solubilidade do agrotoxico e, através do pKa do composto e do pH do solo € possivel
prever a forma predominante (ionizavel ou molecular) de um agrotéxico acido e a
mesma relagdo pode ser obtida usando pKb (constante de dissociagcdo béasica) para
agrotoxicos basicos (BARCELO & HENNION, 2003). Quanto maior o valor do pKa,
mais fraco € o acido e menor a ionizacdo do mesmo (CALDAS, ZANELLA &
PRIMEL, 2011).

No Brasil, o processo de registro de agrotoxicos envolve o Ministério da
Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), responsavel
pela avaliacdo do impacto dos agrotdxicos na saude humana e pelo estabelecimento
dos limites méaximos de residuos (LMRs) (ANVISA, 2011a). Os LMRs referem-se a
valores provenientes de experimentos de campo, exigidos para cada cultura,
levando em consideracdo a ingestdo diaria aceitavel (IDA), que € a quantidade
maxima de uma substancia, que ingerida diariamente durante toda a vida nao
oferece risco a saude (FERMAM & ANTUNES, 2009). Dois programas de
monitoramento de agrotéxicos em alimentos de origem vegetal e animal estdo em
vigor no Brasil: o programa de andlise de residuos de agrotdxicos em alimentos
(PARA), coordenado pela ANVISA, e o Programa Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (ANVISA, 2010). A Tabela 4 apresenta os LMRs definidos
pelo PNCRC (MAPA, 2013) e pela EU (Unido Europeia, do inglés European Union)
para mel.

O PNCRC foi instituido pela Portaria n° 51, de 6 de maio de 1986, sendo sua
adequacdo realizada pela Portaria no. 527, de 15 de agosto de 1995. E um
programa do MAPA, que visa garantir a saude do consumidor por meio de um
monitoramento da presenca de residuos de antibidticos, agrotoxicos e
contaminantes ambientais em produtos de origem animal, tais como, carnes, leite,
pescado e mel (MAPA, 2013). As acbes deste plano estdo direcionadas a fim de
conhecer e evitar a violagcdo dos niveis de seguranca ou dos LMRs de substéancias
com uso autorizado, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de

compostos quimicos de uso proibido no pais (MAPA, 2010).
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Tabela 4 — Limites maximos de residuos (LMRs) estabelecidos para mel pelo
PNCRC (Brasil) e Unido Europeia (EU).

-1 -1

Compostos LMR (mg kg™) Compostos LMR (mg kg)
PNCRC EU PNCRC EU

Acefato 0,02 Malationa 0,02
Acetamiprido 0,05 Mepanipirim 0,05
Atrazina Mepronil
Azinfos etilico Metacrifds
Azinfds metilico Metalaxil 0,05
Azoxistrobina 0,01 Metidationa 0,02
Boscalida 0,5 Metolaclor
Bromofés etilico Metsulfuron metilico
Carbaril 0,02 Mevinfés
Carbendazim 1  Monolinurom
Carbofuram 0,05 0,01 Ometoato
Carbofuram 3-OH Oxadixil 0,01
Carboxim Paraoxon etilico
Ciproconazol 0,05 Penconazol
Cloranfenicol 0,0003 Picoxistrobina
Clorpirifos etilico 0,02 Piraclostrobina 0,05
Clorpirifés metilico Pirazofés
Clotianidina 0,01 Piridato 0,05
Diclorvés Pirimetanil 0,05
Dietofencarbe Pirimicarbe 0,05
Difenoconazol 0,05 Pirimifés etilico
Dimetoato 0,02 Pirimifés metilico 0,05
Dimoxistrobina 0,05 Profenofos 0,02 0,01
Diniconazol 0,01 Profoxidim
Diuron 0,05 Propargito
Emamectina benzoato 0,05 Propoxur
Epoxiconazol 0,05 Salinomicina
Eritromicina ABC 0,01 Simazina
Etofenprox 0,05 Sulfacloropiridazina
Etrimfos Sulfadiazina
Fempropatrina 0,01 Sulfadimetoxina 0,05
Fempropimorfe Sulfametazina 0,05
Fenarimol Sulfametoxazol
Fipronil 0,01 Sulfaquinoxalina
Flusilazol 0,05 Sulfatiazol 0,05
Flutolanil 0,02 Tebuconazol 0,05
Fluvalinato Terbutilazina
Fosmet Tiacloprido 0,2
Furazolidona 0,001 Tiametoxam 0,01
Hexaconazol Tilosina 0,01

Imazalil 0,05 Tolclofés metilico 0,05
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Imidacloprido 0,05 Triadimefon 0,1
Iprovalicarbe 0,05 Triazofés 0,01
Isoxaflutol Triclorfom 0,01
Lincomicina cloridrato Trifloxistrobina 0,04
Linurom Triflumizol

Fonte: MAPA, 2013; EC; EU pesticides database, 2015.

Muitos compostos ndo apresentam valores de LMR estabelecidos pelas
legislacbes, pois ndo sdo permitidos. Assim, alguns paises adotam limites propios,
como é o caso da Bélgica que estabeleceu LMRs para as sulfonamidas, lincomicina,
tilosina e cloranfenicol e a Franga para tilosina (REYBROECK et al., 2012), utilizados
para tratar doencas causadas por bactérias em abelhas, com consequente
contaminacgao do mel.

Deve-se ressaltar a importancia do PNCRC para o pais, visto que o néo
cumprimento das metas anuais previstas para o controle de residuos acarreta sérios
problemas e embargos nas exportacées para 0s principais parceiros comerciais de
Unido Europeia e Estados Unidos,sob a alegacdo de falhas no sistema de
monitoramento desses residuos (SPISSO, NOBREGA & MARQUES, 2009).

A maioria dos agrotdéxicos € nociva para as abelhas em determinada
concentragdo, principalmente os inseticidas, que sdo 0s mais susceptiveis a causar
a morte desses insetos, enquanto que os herbicidas e fungicidas representam um
perigo menor (LOZOWICKA, 2013).

A Unido Europeia ndo aceita o uso de antibioticos na apicultura, da mesma
forma h& uma politica de tolerancia zero para esses residuos em mel. Contudo,
algumas organizacdes, tais como a United States Food and Drug Administration
(US-FDA) e a Agéncia Canadense de Inspecéo de Alimentos (do inglés, Canadian
Food Inspection Agency — CFIA) seguem o0 uso de varios antibidticos para o
tratamento de doencas bacterianas.

A Diretiva da Unido Europeia 2377/90 possui anexos de que o mel deve ser
livre da contaminacao por antibidticos. Entdo, méis contendo essas substancias nédo
podem ser vendidos na maioria dos paises da Unido Europeia, assim como nao ha
LMR para antibioticos estabelecidos. Em alguns paises, como Suica e Bélgica, os
LMRs séo estabelecidos por classe de antibidticos, que variam na faixa de 10 a 50
ug kg™t (ORMENO, GOLDSTEIN & NIINEMETS, 2011).
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Os LMRs para agrotoxicos legalmente permitidos em mel, sdo estabelecidos
por diferentes normas nacionais. Paises como Alemanha, Italia e Suica
estabeleceram LMRs para amitraz, bromopropilato, coumafds, ciamizol, flumetralina
e fluvalinato, os quais oscilam entre 0,01 e 0,1 mg kg™ na Alemanha; 5 e 500 mg kg
! na Suica e 10 mg kg™ na Italia (RISSATO et al., 2007).

2.4.1 Neonicotin6ides

Os neonicotindides sdo uma classe relativamente nova de inseticidas
quimicamente relacionados a nicotina. Em menos de 20 anos tornou-se a classe de
inseticida amplamente utilizada, eles sao destinados para o tratamento de girassol,
milho, soja, canola, algodao, batata, arroz, acucar, beterrabas, plantas ornamentais,
viveiros de arvores e frutas (JOVANOV et al., 2015).

A exposicdo do mel aos neonicotindides pode levar a contaminacdo dos
produtos apicolas, especialmente o mel, mais comumente consumido, causando
potencial ameaca a saude humana (GBYLIK-SIKORSKA et al., 2015). Dentre os
neonicotindides, o imidacloprido, o tiametoxam e a clotianidina sdo 0s mais
preocupantes devido a contaminacdo direta as abelhas, através do forrageamento
nas flores das culturas agricolas, afetando a percepcdo gustativa, o olfato e a
atividade motora desses insetos. Além disso, é a classe de agrotoxicos apontada
como os principais causadores da desordem do colapso da colénia (CCD, do inglés
Colony Collapse Disorder), o qual provoca o desaparecimento e a mortalidade de
um grande numero de abelhas (LAYCOCK et al., 2013).

2.4.2 Organofosforados e carbamatos

Os agrotoxicos organofosforados sdo um dos mais encontrados, segundo
estudo realizado no Reino Unido, com residuos em aproximadamente 40% das
amostras de mel analisadas. Dentre os compostos frequentemente presentes nas
amostras de mel analisadas estdo o acefato, clorpirifés e malationa. Os inseticidas
organofosforados e carbamatos atuam por meio de toxinas inibidoras da
acetilcolinesterase, enzima que participa da transmissdo do impulso elétrico entre
duas células nervosas. Esses agrotéxicos afetam a habilidade das abelhas se

comunicarem na busca por alimentos (LIMA & ROCHA, 2012).
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2.4.3 Triazina e estrobilurina

Sao fungicidas muito utilizados em culturas de trigo, soja e café. Fazem parte
de grupos quimicos muito encontrados e discutidos em analises de residuos de
agrotoxicos em amostras de mel, em decorréncia da contaminacdo indireta das
abelhas com esses compostos, através da polinizagdo dessas culturas. Alguns dos
compostos avaliados nesse trabalho, pertencentes a esse grupo sao: atrazina e

simazina (triazina), azoxistrobina e dimoxistrobina (estrobilurina) (FACCHINI, 2012).

2.5 Antibidticos

A ANVISA classifica antibiético como uma substancia que previne a
proliferacdo de agentes infecciosos ou microrganismos ou que mata agentes
infecciosos para prevenir a disseminacao da infecgdo (ANVISA, 2011b).

Os antibidticos sdo usados no tratamento de abelhas com o intuito de
combater infeccBes associadas as doencas Loque Americana e Loque Europeia, do
inglés American foulbrood (AFB) e European foulbrood (EFB), respectivamente. Os
antibiéticos usualmente empregados na apicultura para o controle da AFB, a qual o
organismo causador € a bactéria Paenibacillus larvae subsp. larvae e a EFB,
causada pela bactéria Melissococcus pluton, sdo a oxitetraciclina e as sulfonamidas
(SAs). Recentemente, foram evidenciadas resisténcia ao tratamento com esses
antibiéticos, pois esses criam residuos no mel, os quais poderdo impossibilitar a sua
comercializacdo devido a rejeicao pelo comprador e pela ndo indicacdo dos seus
limites no Regulamento (CE) 2377/90 (BENETTI et al., 2004).

Em termos de saude publica, a problematica dos antibidticos deve-se a sua
estabilidade por longos periodos de tempo no mel, com possiveis reacoes alérgicas
em individuos susceptiveis. Os residuos de antibidticos mais encontrados no mel
sao tetraciclinas, sulfonamidas, estreptomicina, cloranfenicol, nitrofuranos e tilosina
(BOGDANOV, 2006).

Os antibidticos veiculados por xarope apresentam maiores riscos de
contaminacdo do mel em relacdo a pulverizacédo, devido a rapida disseminacéo do
primeiro pela colonia (MARTEL et al., 2006). O pulverizado nédo é tdo apetecivel para
as abelhas e fica depositado na parte superior dos quadros do ninho (THOMPSON

et al., 2006). Como a legislacdo europeia proibe a comercializacdo do mel contendo
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quaisquer residuos de antibidticos, a implantacdo de métodos analiticos que
permitam a deteccdo e quantificacdo destes residuos é fundamental.

Os antibidticos, na sua maioria, atuam como promotores do crescimento e
tém sido utilizados de forma indevida, levando principalmente ao desenvolvimento
de resisténcia microbiana no homem. Em geral, animais que s&o alimentados com
antibiéticos ganham peso mais rapido, sdo menos suscetiveis a infeccbes
bacterianas e apresentam maior eficiéncia alimentar (MARTINS-RAMOS,
BORTOLUZZI & MANTOVANI, 2010).

Abaixo estdo descritas algumas das classes de agentes antimicrobianos mais
utilizados na apicultura, bem como, a finalidade do tratamento, a estabilidade desses
antimicrobianos nas colmeias e as consequéncias provocadas por cada uma dessas
classes, tanto para as abelhas, mas principalmente aos consumidores de mel de

abelha.

2.5.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas (SAs) séo agentes antimicrobianos amplamente utilizados na
producdo alimenticia animal como promotor do crescimento, bem como para
propdsitos terapéuticos e profilaticos, com emprego na medicina veterinaria e
humana (THOMPSON et al., 2006). Na manutencdo das abelhas, as SAs séao
frequentemente usadas para tratar as colmeias e combater as doencas,
principalmente a AFB, a EFB (THOMPSON & NOOT, 2005) e o acaro parasita
Varroa jacobsonii (FORSGREN, 2010). O sulfatiazol é o mais aplicado na criacdo de
abelhas para protegé-las dessas doencas e diminuir a taxa de mortalidade,
aumentando a producao de mel (ZHOU et al., 2013).

Por outro lado, os residuos de SAs em alimentos de origem animal em alta
concentracdo sao muito prejudiciais a saude humana, podendo levar ao
desenvolvimento de resisténcia a doencas. Da mesma forma, a determinagéo
desses residuos em alimentos é de alto interesse, devido ao seu potencial de
carater carcinogénico e a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia dos
antibiéticos em seres humanos (BEDENDO, JARDIM & CARASEK, 2010).

Os limites para SAs sao estabelecidos em mel pela Unido Europeia, na ordem
de 50 pg kg™*, embora alguns paises possuam limites de ac&o ou niveis tolerados,

como a Bélgica, que possui limite minimo de performance requerido (LMPR, do
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inglés minimum required performance limit) de 20 pg kg™. O estudo de degradacéo
das SAs em mel, realizado através de pesquisas, demonstrou a persisténcia desses
compostos nas amostras apos 1 ano de aplicacdo (REYBROECK et al., 2012).

O procedimento de determinacdo de SAs em mel tem por objetivo liberar as
formas de ligacdes livres desses compostos, para assim promover recuperacoes
satisfatorias nas analises (SHERIDAN et al., 2008). As SAs avaliadas neste trabalho
foram: sulfatiazol, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfacloropiridazina, sulfadiazina,

sulfaquinoxalina e sulfadimetoxina.

2.5.2 Eritromicina e estreptomicina

A eritromicina, principal representante dos macrolideos, € produzida pelo
Streptomyces erythreus e é empregada no tratamento de doencas em abelhas
(REYBROECK et al., 2012).

A estreptomicina é um antibiético aminoglicosideo utilizado na apicultura para
proteger as abelhas contra uma variedade de doencas. Apesar de nao ser
autorizado em muitos paises, como Estados Unidos e Unido Europeia, seu uso €
proposto em manuais de apicultura para tratar a AFB (REYBROECK et al., 2012).

Os LMPRs para estreptomicina e eritromicina estabelecidos pela Bélgica,
Franca e Unido Europeia sdo de 20, 10 e 40 ug kg™, respectivamente. A
estabilidade da estreptomicina, segundo alguns estudos, varia de quatro a seis
meses, com amostras de mel armazenadas a temperatura ambiente (REYBROECK
et al., 2012).

2.5.3 Lincomicina e tilosina

As lincosamidas, representadas pela lincomicina (produzida pelo
Streptomyces lincolensis) e o seu derivado de cloro, a clindamicina, impedem a
unido dos aminoécidos pela inibicdo da peptidiltransferase bacteriana (REYBROECK
et al., 2012). A lincomicina, juntamente com a tilosina foram testadas e aprovadas
para o controle da AFB, quando aplicadas nas colonias de mel de abelha
(REYBROECK et al., 2012).

A tilosina, um antibiético macrolideo, tem sido utilizada na apicultura e

referenciada por muitos autores na literatura. O teste de estabilidade indicou maior
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estabilidade da tilosina ao ser adicionado em xarope de acglcar em relacdo as
oxitetraciclinas para o tratamento da AFB. O seu uso deve ser interrompido por pelo
menos quatro semanas antes de obtencdo do mel da colmeia (REYBROECK et al.,
2012).

Os LMPRs para lincomicina e tilosina estabelecidos pela Bélgica sao de 20 ug
kg™*: na Franca a lincomicina néo é permitida, enquanto a tilosina é recomendada no
nivel de 15 pg kg™*; e na Unido Européia, os LMPRs para a tilosina é de 20 pg kg™.
A degradacéo da tilosina (tilosina A) ocorre em meio acido para produzir o produto
de degradacao antimicrobiano ativo, a desmicosina (tilosina B), com um tempo de
meia-vida de aproximadamente quatro meses, a 34 °C, e a soma de ambas
diminuem ao longo de 9 meses. Por outro lado, a lincomicina apresenta uma
persisténcia alta na colmeia, ao longo de aproximadamente 10 meses apds a
aplicacdo (REYBROECK et al., 2012).

2.5.4 Cloranfenicol

O cloranfenicol (CAP) é um potente antibiético de amplo espectro. Devido a
sua acgao carcinogénica, foi banido na Unido Europeia desde 1994 para uso em
alimentos de origem animal, incluindo o mel de abelha. O consumo de alimentos
contendo residuos de CAP pode provocar distarbio sanguineo com risco de vida,
chamado anemia aplastica (REYBROECK et al., 2012).

O LMPR para o CAP foi definido com o valor de 0,1 pg kg™ na Bélgica e 0,3
ug kg™ na Unido Europeia. Na Franca o seu uso ndo é permitido. Em relacdo &
estabilidade, o CAP e seu metabdlito glucoronido sdo estaveis em solvente e na
matriz, a temperatura ambiente por, pelo menos, cinco meses (REYBROECK et al.,
2012).

2.6 Ocorréncias de residuos de antibidticos e agrotéxicos no mel

Em longo prazo, o uso de compostos quimicos na agricultura, tais como
inseticidas, fungicidas e herbicidas, pode causar a contaminagdo do meio ambiente.
Em alguns casos, os compostos utilizados para o controle de pragas permanecem
nas plantas em que foram distribuidas, afetando insetos diferentes daqueles para os
quais os compostos foram desenvolvidos (EVANS & SPIVAK, 2010).
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O monitoramento de residuos de agrotéxicos no mel auxilia na avaliacdo do
potencial de risco destes produtos a saude do consumidor (RISSATO et al., 2006). A
determinacdo desses residuos em mel e em outros produtos das abelhas tem se
tornado crescente, especialmente porque estes compostos podem diminuir as
propriedades benéficas do mel e, em quantidades significantes, podem representar
uma grave ameaca a satde humana (KUJAWSKI & NAMIESNIK, 2011).

Alguns inseticidas sistémicos sao utilizados como alternativa aos compostos
organofosforados e carbamatos metilicos, tais como o fipronil, imidacloprido e
tiametoxam. Esses compostos sao prejudiciais para as abelhas, insetos ndo-alvo, as
quais podem ser contaminadas durante a polinizacdo de diferentes culturas, como
milho, quando ocorre a coleta de néctar e polen das flores. Além disso, esses
produtos quimicos toxicos podem ser introduzidos na cadeia alimentar afetando a
salide humana (GARCIA-CHAO et al., 2010).

Da mesma forma que 0s agrotoxicos, o uso de antibi6ticos se acentuou.
Estudos apontam o inicio da aplicacdo na apicultura em 1940, situacdo na qual
sulfonamidas, nitrofuranos e macrolideos ja eram utilizados pelos apicultores para
prevenir e combater doencas nas abelhas melliferas (ORMENO, GOLDSTEIN &
NIINEMETS, 2011).

O mel de abelha pode ser usado para o0 monitoramento ambiental por ser um
bom indicador biolégico devido a dois sinais: mortalidade das abelhas e a presenca
de residuos em seus corpos, bem como, os produtos da colmeia que podem ser
detectados por anélises laboratoriais (ORMENO, GOLDSTEIN & NIINEMETS, 2011).
Em torno de 10 a 25 mil abelhas operéarias percorrem, todos os dias, 7 km? em &reas
préximas a colmeias, garantindo néctar, 4gua e polen pelas flores. Durante esse
processo, varios microrganismos, produtos quimicos e particulas suspensas no ar
sao interceptados por elas, os quais ficam retidos na superficie de seu corpo por
inalacédo e fixacao (RISSATO et al., 2006; RISSATO et al., 2004).

Esse fato vem atingindo centenas de colénias de abelhas, sendo que no ano
de 2006, o fenbmeno do colapso de colbnias causou prejuizos sem procedentes nos
Estados Unidos. No inicio de 2007, apicultores europeus observaram algo
semelhante na Bélgica, Franca, Holanda, Grécia, Italia, Portugal, Espanha e também
na Suica e Alemanha, embora em menor grau. Esse fenébmeno foi denominado
desordem do colapso da colénia (DCC) e é caracterizado pela perda rapida e

inexplicavel da populacdo adulta de uma colmeia (WU et al., 2012). Diversos fatores
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ja foram apontados como responsaveis por esse evento, tais como, um novo
patégeno ou parasita, envenenamento por agrotoxicos, fatores estressantes que
possam comprometer o sistema imunologico das abelhas, entre outros (LIMA &
ROCHA, 2012). Porém, dados atuais atribuem esse fato ao uso indiscriminado de
agrotoxicos na agricultura, e as abelhas, embora elas ndo sejam o alvo desses
agentes toxicos, sdo altamente vulnerdveis a contaminacdo por forragear &reas
agricolas contaminadas (DIARIO DIGITAL, 2013; BARLAVENTO, 2013; AMBIENTE
BRASIL, 2013).

Dessa forma, torna-se essencial, tanto pelo risco a saude humana quanto
economicamente, abordagens com diferentes métodos de extracdo que visam
determinar o contetdo desses residuos, sejam eles antibidticos ou agrotoxicos, em
mel. Para tal, observa-se a necessidade da utilizacdo de testes de varredura e
metodologias analiticas que fornecam informacdes qualitativas e quantitativas,

capazes de identificar e quantificar os analitos presentes em determinada amostra.

2.7 A analise cromatografica na determinacdo de residuos de agrotoxicos e

antibioticos

Em virtude da crescente preocupac¢ado com relacdo a presenca de residuos de
agrotoxicos nos alimentos, diferentes metodologias para determinacdo desses
residuos sado realizadas através da analise cromatografica. Tanto a cromatografia
gasosa, quanto a liquida sdo amplamente utilizadas, porém a cromatografia liquida
alavancou o desenvolvimento de técnicas cromatogréaficas, a fim de acompanhar as
necessidades analiticas para determinacfes rapidas e seletivas em matrizes
complexas (QUEIROZ, FERRACINI & ROSA, 2012).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéao,
tornando-se muito utilizada e com bom desempenho analitico. O acoplamento de um
cromatografo com o espectrdmetro de massas reline vantagens como: alta
seletividade e eficiéncia de separagéo por parte da cromatografia, além da obtencao
de informagéo estrutural, massa molar e aumento da seletividade oriundas da
espectrometria de massas (CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008).

O principio basico da espectrometria de massas é gerar ions de compostos
organicos ou inorganicos através de algum método adequado, para separar esses

ions pelas suas razbes massa/carga (m/z) e detecta-los qualitativa e
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quantitativamente. Os analitos podem ser ionizados termicamente, por campo
elétrico ou por impacto de elétrons energéticos, ions ou fétons. E uma técnica
analitica eficaz para quantificar compostos conhecidos e identificar compostos
desconhecidos de uma amostra (GROSS, 2004).

As fontes de ionizagdo, inicialmente investigadas para o acoplamento da
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS, do inglés Liquid
Chromatography Mass Spectrometry) foram baseadas no impacto de eletrénico (El,
do inglés electron impact) e na ionizacdo quimica (Cl, do inglés chemical ionization),
empregadas com sucesso na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry) (LANCAS,
2009). No processo de ionizacao por eletronebulizagcédo (ESI, do inglés electrospray),
a amostra é dissolvida e pressurizada em um tubo capilar de a¢o inox, ao qual é
aplicada uma voltagem tipicamente entre 3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido
emerge do capilar a presséo atmosférica, na forma de um aerossol. A medida que
ocorre a dessolvatacdo, assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente
N>), o tamanho das gotas € reduzido até o ponto em que a for¢a de repulsdo entre
as cargas similares fica maior que as forcas de coesdo da fase liquida (tenséo
superficial). Neste momento ocorre a chamada “explosdo couldmbica”, que gera
gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas originais. Uma série
de explosdes passa a ocorrer com consequente producdo de ions do analito a partir
destas gotas, que séo transferidos para o interior do espectrémetro de massas por
uma série de dispositivos de focalizacdo. Neste processo, apenas a ioniza¢ao ocorre
a pressdo atmosférica, o espectrdbmetro de massas se encontra sob vacuo. E ideal
para analise de moléculas mais polares e de maior massa molecular (CHIARADIA,
COLLINS & JARDIM, 2008).
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2.7.1 Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas

O procedimento analitico de uma analise multirresiduo envolve diferentes
etapas, incluindo varredura, quantificacdo e confirmacdo dos analitos. Esta
abordagem abrange um grande niamero de compostos de interesse que necessitam:

e Ser monitorados, sendo que ha muitos analitos de baixa concentracao;
¢ Necessidade para confirmacéao, elucidacao estrutural e /ou identificacao;
e Analisar matrizes de alta complexidade contendo os analitos de interesse.

Neste contexto, a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS), representa algumas vantagens em
relacdo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série
(HPLC-MS/MS, do inglés high performance liquid chromatography - tandem mass
spectrometry) como, por exemplo, a reducéo do tempo de uma analise multirresiduo.
Com um analisador de massas triplo quadrupolo, Figura 4, utilizando-se o modo de
monitoramento de reacOes selecionadas (SRM, do inglés selection reaction
monitoring), tem-se no primeiro estagio, o primeiro quadrupolo (Q1), em que o ion
precursor € selecionado e as fragmentacfes dessses ions ocorrem geralmente por
dissociacao induzida por colisdo com um gas inerte (CID, do inglés collision induced
dissociation) na célula de colisédo (q2) e os fragmentos especificos sdo monitorados
no terceiro quadrupolo (Q3) para aumentar a sensibilidade e a seletividade da
andlise (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013).

Q1 Q2 Q3 Detector
e {Xé::: ' Electron

Figura 4 — Esquema de um analisador de massas triplo quadrupolo.

7

Essa técnica € muito utilizada para andlise e deteccdo de compostos
presentes em baixas concentracbes em amostras complexas, pois a quantidade de
informacdes a serem obtidas da amostra é maior, comparado com outras técnicas
(CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008).
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2.8 Métodos de preparo de amostras de mel para anélise cromatografica

Os diferentes métodos para preparo de amostras possuem caracteristicas
préprias, cada qual com suas peculiaridades e por isso, essa € a etapa que exige
maior atencdo e cuidado a fim de obter resultados reprodutiveis, precisos e aptos
para serem aplicados em analises de rotina laboratoriais. Algumas das etapas que
envolvem esse procedimento resumem-se em realizar a otimizacdo das melhores
condi¢cBes, com posterior validacdo do método escolhido para o preparo de amostra.

A determinacéo de residuos de contaminantes em nivel de traco em matrizes
complexas, tais como alimentos, requerem preparo das amostras previamente a
andlise instrumental (PRESTES et al., 2009).

O preparo da amostra deve ser adaptado considerando a instrumentacéo a
ser utilizada e o grau de precisdo requerido para andlises qualitativas ou
quantitativas. Em alguns casos, torna-se necessario o uso do padrdo na matriz ou o
método de adicdo padrdo, assim como um padrdo interno conveniente. Para a
determinacdo de analitos organicos em amostras de alimentos, um dos métodos
analiticos mais utilizados € a analise cromatografica combinada com um detector
apropriado (RIDGWAY, LALLJIE & SMITH, 2007).

Determinagfes simultdneas de analitos em alimentos sdo realizadas com
métodos multirresiduos, os quais incluem etapas de limpeza do extrato, pré-
concentracéo, separacdo e deteccdo dos compostos de interesse (KENDE et al.,
2006). As técnicas mais frequentemente utilizadas para o preparo de amostras de
mel sdo extracdo em fase soélida e extracdo com solvente, seguidas por uma etapa
de limpeza, a fim de reduzir os interferentes da matriz e aumentar a sensibilidade do
método, o0s quais resultam em valores menores de limite de deteccdo e de
quantificacdo (KUJAWSKI & NAMIESNIK, 2008).

Na Tabela 5 estdo citadas algumas técnicas de preparo da amostra, como
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction), extracdo em fase
sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) com uso de diferentes sorventes e
microextracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction), as

quais sdo comumente relatadas em artigos como alternativas para essa etapa.



Tabela 5 — Metodologias utilizadas para determinacdo de contaminantes em mel.

30

Compostos Procedimento de Técnica de N . .
analisados extracado/ limpeza andlise LOQ (g ko) Recuperagao (%) Referencia

6 agrotoxicos SBSE LC-MS 4-400 75-111 BLASCO et al., 2004
48 agrotoxicos SFE GC-MS 0,8-8,0 76-95 RISSATO, 2006

48 agrotoxicos SE GC-MS 0,0015-0,0180 81-103 RISSATO et al., 2007
15 antibioticos SPE LC-MS/MS 0,6-15 45-85 SHERIDAN et al., 2008
4 agrotoxicos CME-UAB GC-MS 0,03-0,47 90-100 FONTANA et al., 2010
?nzggg?i)gggs *2  QUEChERS/d-SPE  LC-MS/MS 5-10 60-114 TANNER & CZERWENKA, 2011
15 agrotéxicos DLLME g(é'IETCI\E; ; 06,15 ((g CC_'E?NEI);)‘% zi_-111157 ((((BBC(::IIETCI\E;I)S(; ZACHARIS et al., 2012
7 agrotoxicos DLLME LC-MS/MS 100 74,3-113,9 JOVANOV et al., 2013
30 agrotoxicos QUEChERS/ d-SPE LC-MS/MS 2,73-100 80,4-109,5 BARGANSKA et al., 2013
rznzef‘fgglti?;‘iscos © QUEChERS/ d-SPE  GC-MS/MS 10-20 71-119 ORSO et al., 2014

28 agrotéxicos Ultrassom/ SPE GC-MS/MS 2,25-4,44 75-102 PANSERI et al., 2014
27 antibioticos SPE LC-MS/MS 0,14-2,5 62-98 GALARINI et al., 2015
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2.9 Validacdo de métodos analiticos

E a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos
(INMETRO, 2011). A validacdo estabelece, através de estudos sistematicos de
laboratorio, que o método é adequado a finalidade, isto é, suas caracteristicas de
desempenho sdo capazes de produzir resultados correspondentes as necessidades
do problema analitico (ANVISA, 2005).

Para a determinacédo de residuos de antibiéticos em alimentos devem-se levar
em consideracdo os valores de LMR estabelecidos (para as substancias
permetidas). Ja para as que ndo possuem LMR, devem-se tomar como referéncia os
valores estabelecidos em normativas publicadas que estabelecem esses limites
(MAPA, 2011).

Os parametros de validacdo devem estar claramente descritos no
procedimento documentado e, incluir, quando aplicavel: seletividade/especificidade,
linearidade, faixa linear e faixa de trabalho, limite de deteccdo e de quantificacéo,
recuperacgdo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade) e
robustez (INMETRO, 2011). Para os antibi6ticos, além dos parametros citados
acima, deve-se avaliar o limite de decisdo e a capacidade de deteccao do método,

segundo a Decisédo 2002/657/EC (European Commission Decision, 2002).

2.9.1 Seletividade/especificidade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo. Se a seletividade nédo
for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (INMETRO, 2011). A seletividade garante que o pico de resposta
seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004).

O mesmo termo tem sido empregado para especificidade, porém pode-se
utilizar somente o termo seletividade, sugerido pela IUPAC, sendo mais apropriado,
porque ha poucos meétodos cromatograficos que respondem a apenas uma
substancia (RIBANI et al., 2004).
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2.9.2 Linearidade

E a capacidade de o método produzir resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo de concentracéo
especificado (MAPA, 2011).

A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do analito. A linearidade é obtida por padronizacéo interna
ou externa e formulada como expressdao matematica usada para o calculo da
concentracédo do analito a ser determinado na amostra real. A equacédo da reta que

relaciona as duas variaveis é:

y=ax + b (1)

Sendo: y = resposta medida (absorbéancia, altura ou area do pico); a = inclinacdo da
curva analitica = sensibilidade; x = concentracdo; b = intersecdo com o0 eixo v,

quando x = 0;

O método é mais sensivel quando pequenas variacbes de concentracao
resultam em maior variagdo na resposta, ou seja, maior inclinacdo (b). Em geral,
serdo necessarios varios niveis de concentracdo, no minimo cinco, para construir a
curva analitica. O namero de replicatas em cada nivel de concentracdo deve ser o
mais proximo possivel daquele empregado na rotina do laboratério (INMETRO,
2011). S&o trés os tipos possiveis de curva de calibracdo que podem ser elaboradas
(MAPA, 2011):

e Curva de calibracdo do analito em solucdo: construida a partir dos
padrdes de calibracdo do analito puro em solvente. Este tipo de curva
de calibracdo somente podera ser utilizado se comprovada a
inexisténcia do efeito de matriz.

e Curva de calibracdo da matriz branca fortificada: construida a partir da
matriz branca fortificada com os padrdes de calibracdo do analito puro.

e Curva de calibracdo do extrato da matriz branca fortificado: construida
a partir do extrato da matriz branca fortificado com os padrbes de
calibracdo do analito puro.
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2.9.3 Faixa linear e faixa de trabalho

A faixa linear de trabalho deve compreender os valores de LMR ou LMDR por
meio da equivaléncia funcional estabelecida pela curva de calibragcdo (MAPA, 2011).
Todo experimento de determinacdo da faixa de trabalho € iniciado pela escolha de
uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual
0 ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre
gue possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. No limite inferior da faixa de
concentracgédo, o fator limitante € o valor do limite de quantificacdo. No limite superior,
os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de medigcao
(INMETRO, 2011).

O teste para avaliar a normalidade dos dados analiticos pode ser determinado
pelo teste de Anderson-Darling e o teste de Durbin-Watson avalia a independéncia
dos residuos. Alguns procedimentos analiticos ndo demonstram linearidade mesmo
apos qualquer transformacdo. Nesses casos, a resposta analitica pode ser descrita
por uma funcdo que modela a concentracdo do analito na amostra (INMETRO,
2011).

2.9.4 Avaliagéo da normalidade

O teste Anderson-darling foi proposto para melhorar a discriminacdo das
extremidades de distribuicdo, mediante o peso de ambas as extremidades. Eles
introduziram também equacdes de testes estatisticos para medir a discrepancia
entre duas fungdes de distribuicdo (HEO et al., 2013).

A estatistica que expressa a distribuicdo dos dados € a seguinte:

A= -n-1+ng2i-1lnp +Inl-p
Onde, pi =X ;) —X+s
(2)

Sendo que: ¢ é fungao distribuicdo acumulada da distribuicdo normal padrao;
x: média e s: desvio padréo dos valores.

Se os dados apresentarem distribuicdo normal seu formato sera linear, caso
contrario apresentara formato de uma curvatura. O método dos minimos quadrados
ponderados, um caso particular dos minimos quadrados generalizados,

s

normalmente €& recomendado para dados heteroscedasticos (SOUZA &
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JUNQUEIRA, 2005). Além de Anderson-Darling, outros testes estatisticos podem ser
feitos para avaliar a normalidade em uma distribuicdo de dados, tais como: Shapiro-

Wilk e Kolmogorov-Smirnov.

2.9.5 Avaliagdo da independéncia

O teste estatistico de Durbin-Watson testa a hipotese nula de que os residuos
de uma regressdo dos minimos quadrados ordinarios ndo sao autocorrelacionados.
Essa estatistica varia de 0 a 4, o valor para aleatoriedade é em torno de dois,
quando forem menores € indicativo de autocorrelacdo positiva e quando for maior
gue dois é indicativo de autocorrelacdo negativa (WINDIG, 2005; SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005). Esse teste € utilizado para detectar a presenca de
autocorrelacdo (dependéncia) nos residuos de uma analise de regressdo. Este teste
€ baseado na suposicdo de que os erros no modelo de regressdo sdo gerados por

um processo autoregressivo de primeira ordem, de acordo com a seguinte equacao:
d="iez (g, —&_,)° +"in €% (3)

Assumindo que os residuos e;j sdo variaveis independentes, a autocorrelagéo
entre os residuos ps = 0. Para cada conjunto de dados, existem dois limites criticos,
d. (limite inferior) e dy (limite superior). Se o valor calculado d estiver entre esses
limites, o teste é inconclusivo. Valor de d < d, indicam autocorrelacao e valores de d
> dy indica independéncia dos residuos (WINDIG, 2005).

2.9.6 Efeito matriz

O efeito matriz tem por objetivo averiguar possiveis interferéncias da matriz,
causadas por substancias que a constituem e provocam efeitos na analise
cromatografica, relacionados a resposta instrumental (MAPA, 2011).

Esse efeito € observado pelo aumento de sinal (efeito positivo) ou decréscimo
do sinal analitico (efeito negativo), para um determinado composto presente no

extrato da matriz, comparado com o sinal analitico obtido para 0 mesmo composto
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em solvente organico. Esse efeito comeca a exercer influéncia nas analises quando
o resultado for superior a 20% (FERRER et al., 2011).

Diferentes espécies podem resultar na supressdo de ions, tais como,
espécies enddgenas, presentes em componentes de amostras mesmo apds as
etapas de extracdo e limpeza. Substancias coextraidas podem também afetar a
intensidade do ion do analito quando formam adutos ou reagem com o analito na
interface do sistema cromatografico. Na deteccdo por espectrometria de massas,
pode-se afirmar que quando as espécies sao ionizadas no modo negativo, esse esta
sob influéncia de uma menor supressdo dos ions, por ser mais seletivo e por ter
relativamente um menor nimero de compostos passando por esse modo (GOSETTI
et al., 2010).

2.9.7 Precisao

A precisao caracteriza o grau de concordancia entre valores medidos obtidos
pela reproducdo de medidas de mesmos objetos ou semelhantes, sob condicdes
especificas. Em termos de avaliacdo da precisdao do método, dois tipos de precisdo
sdao amplamente utilizados: a repetibilidade (precisdo intra-ensaio) e a precisédo
intermediéaria (reprodutibilidade intralaboratorial, precisdo entre corridas) (KRUVE et
al., 2015).

E possivel determinar a repetibilidade e a precisdo intermediaria
simultaneamente. Subamostras de amostras de interesse podem ser analisadas em
replicatas sob condi¢cdes de repetibilidade através de um numero diferente de
corridas, enquanto variam-se as condicfes entre as corridas (dias, analistas e
equipamentos) (KRUVE et al., 2015).

2.9.7.1 Repetibilidade

Nos estudos de repetibilidade espera-se que a variagdo dos resultados seja
menor, através da analise da amostra varias vezes, de forma independente, por um
operador, utilizando um procedimento experimental e um conjunto de reagentes, em
um dia (KRUVE et al., 2015). Refere-se aos resultados de colaboracdo entre
laboratérios e deve ser considerada em situacbes como a padronizacdo de

procedimentos analiticos (RIBANI et al., 2004).
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2.9.7.2 Preciséo intermediaria

A precisao intermediaria, diferentemente da repetibilidade, é a precisdo obtida
em um longo periodo de tempo, levando em conta algumas mudancas, tais como:
diferentes analistas, equipamentos e lotes de reagentes (KRUVE et al., 2015;
INMETRO, 2011). A precisao € geralmente expressa em termos de desvio padréo
(s), desvio padrdo relativo (RSD), variancia (s?) ou coeficiente de variacdo (CV).

A precisdo intermediaria é conhecida como a mais representativa
variabilidade realizada em um mesmo laborat6rio, pois confirma que no mesmo

laboratorio o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004).

2.9.8 Exatidao — recuperacéao/veracidade

A exatidao relata o erro sistematico em um sistema de medicéo e, se definido
rigorosamente, refere-se a concordancia entre a média de um numero infinito de
valores medidos de replicatas e o valor verdadeiro de uma grandeza medida. Na
pratica a exatiddo & determinada em um numero finito de medidas, porém
razoavelmente grandes, bem como valores de referéncia séo utilizados, em vez de
valores verdadeiros (KRUVE et al., 2015).

A exatiddo de um método € geralmente expressa de forma quantitativa como
tendéncia ou tendéncia relativa. Na pratica essa tendéncia é definida como a
estimativa do erro sistematico e determinada como a diferenca entre a média obtida
em um grande numero de replicatas e um valor de referéncia (KRUVE et al., 2015).

A maior razdo pela qual os dados podem ser tendenciosos em analise por
cromatografia liquida, pode ser denominada como:

e Tendéncia causada pela perda do analito durante o preparo da
amostra, expresso quantitativamente pelo valor de recuperagéao;

e Tendéncia devido a estabilidade do analito ser limitada na solucdo da
amostra;

e Tendéncia devido aos efeitos de supressdo ou enriguecimento do
analito durante a ionizagao;

e Tendéncia devido a outros efeitos (pureza do padrao sdlido, tendéncia
da calibracdo da vidraria utilizada, etc.)
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J&, o termo veracidade é definido como o grau de concordancia entre a média
de um numero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia. A sua
determinacao deve ser feita por intermédio de ensaios de recuperacao, utilizando-se
material de referéncia certificado (MRC) ou através da matriz branca fortificada
(MAPA, 2011).

2.9.9 Limite de deteccéao

O limite de deteccao (LOD, do inglés limit of detection) representa a menor
concentracdo da substancia que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. O LOD pode
ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relacéo sinal-ruido,
método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

e Método visual

Utiliza a matriz com adicdo de concentracBes conhecidas da substancia de
interesse, a fim de distinguir entre sinal e ruido analitico para visualizacdo da menor
concentracéo visivel, ou seja, detectavel.

e Meétodo da relagdo sinal-ruido

Para determinar a relacdo sinal-ruido faz-se a comparacao das medidas dos
sinais de amostras em baixas concentra¢cdes conhecidas de um composto de uma
matriz e um branco dessa amostra. A relacdo sinal-ruido usualmente utilizada é 3:1.
Este método pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos que mostram
o ruido da linha de base.

e Método baseado em parametros da curva analitica

Para calcular esses dados, uma curva analitica devera ser feita utilizando a

matriz contendo o composto de interesse na faixa de concentragéo proxima ao limite

de detecgéo. O limite de deteccao é avaliado através da equacéo 4:

Sendo: estimativa do desvio padréo da resposta (s) e a inclinagdo da curva

analitica (S).
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2.9.10 Limite de quantificacao

O limite de quantificacao (LOQ) € a menor concentracao ou teor que pode ser
quantificada com a maior incerteza aceitavel (MAPA, 2011).

O LOQ pode ser calculado utilizando a relagcdo 10:1, ou seja, utilizando o
método visual, a relacdo sinal-ruido ou a relagdo entre a estimativa do desvio padrao
da resposta e a inclinagdo da curva analitica, em niveis proximos ao LOQ (RIBANI et
al., 2004), segundo a equacéo 5:

LOQ= 10 x s+S (5)

2.9.11 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccao (CCp)

A regulamentacdo European commission 657/2002/EC, relativa ao
desenvolvimento de métodos analiticos e a interpretacédo de resultados, recomenda
calcular dois limites estatisticos, CCa e CCpB. Esses permitem avaliar as
concentracbes com segurancga, distinguir e quantificar as substancias, levando em
consideracdo a variabilidade do método e o risco estatistico de tomar uma decisao
errada.

Segundo a 657/2002/EC, o CCa ¢é definido como o limite de decisdo, ou
concentracao critica no risco alfa e CC3 como a capacidade de detecgcao, também
chamado de concentracao critica no risco beta. O célculo derivou da norma ISO n°
11843 e é aplicado em rotinas para avaliar a capacidade de detec¢cdo de um
método, particularmente quando ocorre a implementacdo da metodologia para
calibracao linear (GARCIA-CHAO et al., 2010).

O CCa ¢é definido pela 657/2002/EC como sendo o menor nivel de
concentracéo, no qual o método pode discriminar com uma certeza estatistica de 1-a
gue o analito em questdo esta presente. Para as substancias que apresentam LMR,
o valor de a é considerado 5% e para substancias que nao apresentam limite
maximo estabelecido o valor de a é 1%.

O CCp representa a menor quantidade da substancia que pode ser detectada,
identificada e/ou quantificada em uma amostra com uma probabilidade de erro
aceitavel B (5% para substancias com ou sem limite maximo de residuo permitido
estabelecido) (CD, 2002).
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Existem diferentes maneiras para calcular o CCa e CCB, de acordo com a
norma estabelecida pela 1ISO (2000). O célculo é baseado em uma calibracédo diéria
do método no instrumento para analise de amostras de interesse, incluindo amostras
desconhecidas a serem controladas. Os dados para realizacdo dos calculos séao
obtidos através da analise de um conjunto de amostras branco, fortificadas em no
minimo trés niveis de concentracdo equidistantes. Deve-se realizar a analise de
cada nivel em duplicata. Apds é confeccionada uma curva analitica e sdo calculados
os valores de CCa e CCB (VERDON, HURTAUD-PESSEL & SANDERS, 2006).

2.10 Planejamento experimental

Para simplificar os resultados e diminuir o tempo gasto com a realizacao de
ensaios utilizam-se os sistemas de planejamento experimental. Através deles, pode-
se avaliar simultaneamente uma grande quantidade de varidveis através de um
namero reduzido de ensaios. O planejamento experimental € o mais indicado
quando se quer estudar os efeitos de duas ou mais variaveis (CUNICO et al., 2008).

Primeiramente € necessario especificar os niveis que cada fator sera
estudado, definidos nos experimentos, em geral, n; niveis do fator 1, n, niveis do
fator 2 e assim por diante. Para estudar o efeito do fator sobre a resposta € preciso
fazé-lo variar e observar o resultado dessa variacdo, assim, havendo k fatores, ou
seja, k variaveis, o planejamento de dois niveis sera 2 x 2 x.... x 2 = 2¥ ensaios
diferentes, sendo chamado planejamento fatorial 2% (SARAMAGO et al., 2008).

O planejamento de experimentos mais simples é o planejamento fatorial 2,
ou seja, dois fatores (expoente) e dois niveis para cada fator (base da poténcia).
Assim, para a efetivacdo desse planejamento, € necesséaria a realizacdo de no
minimo quatro experimentos (2° = 4) (BORGES, FIGUEIREDO & QUEIROZ, cap. 4,
2015). Um planejamento € incluido no centro do planejamento, em que o valor
médio dos niveis de todas as variaveis é empregado, conhecido como experimento
no ponto central. Desse modo, € possivel avaliar a significancia dos efeitos e é
possivel verificar se ha falta de ajuste do modelo proposto (TEOFILO & FERREIRA,

2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na otimizacdo e
validacdo de método para a extracdo simultdnea de agrotoxicos e antibidticos em
mel. A quantificagdo destes compostos foi realizada por UHPLC-MS/MS e foram
avaliados os seguintes parametros analiticos: seletividade, linearidade, precisdo
(repetibilidade e preciséo intermediaria), exatidao, limite de deteccéo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), limite de decisdo (CCa), capacidade de deteccao (CCpB) e
efeito matriz.

O objetivo geral deste trabalho foi definir um método de preparo de amostra
capaz de extrair diferentes classes de agrotéxicos e antibidticos simultaneamente
em mel. Posteriormente, aplicou-se esse método em amostras de diferentes regides

do estado do Rio Grande do Sul.

3.1 Instrumentacgéo

A instrumentacdo utilizada no desenvolvimento do método estd descrita a

seqguir:

e Agitador vortex - Biomixer modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

e Balanca analitica modelo UX-420H (Shimadzu, Japao);

e Balanca analitica modelo APX-200 (Denver Instruments Ltda. Brazil);

e Banho termostatizado 398 (De Leo, Brazil);

e Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

e Centrifuga 12 x 15 mL (Centribio, Brasil);

e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha
e Eppendorf, Canadd);

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3 (Millipore, Bedford, MA,
France);

e Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), contendo:
analisador triplo quadrupolo, amostrador automatico sample manager
(Acquity); coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um - 2,1 x 50
mm; sistema de aquisicdo de dados MassLynx V4.1; sistema gerador de
nitrogénio PEAK, modelo NM30L-MS (PEAK, Escdcia) e gas argonio 6.0

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

Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, EUA);
Acido etilenodiaminotetracético sédico (Na,EDTA) (Synth, Brasil);
Acido citrico anidro (Synth, Brasil);

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

Cartuchos para SPE Oasis 60 mg/3 mL (Waters, EUA);
Cloreto de sédio p.a. (Merck, Brasil);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Filtros nylon de 13 mm (0,2 pm);
Florisil® 60-100 mesh (Mallinckrodt, Irlanda);

Formiato de amdnio (Sigma Aldrich, EUA);
Fosfato de sédio dibasico p.a. heptahidratado (Na,HPO, 7H,0) (Vetec,

Brasil);
Frascos de vidro (vial) com capacidade de 2 mL;
Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado (Sigma Aldrich, EUA);

Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);
Padrbes sdlidos dos agrotoxicos e antibiéticos, adquiridos da empresa Dr.

Ehrenstofer, Alemanha, conforme Tabela 6;
PSA com tamanho de particulas de 40 um (Varian, EUA);
Sulfato de magnésio anidro (J. T. Baker, Japao);

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, 50 mL (Sarstedt,

Alemanha);

Vidraria comum de laborat6rio analitico.

3.3 Padrfes analiticos dos compostos analisados

Os compostos analisados neste trabalho foram selecionados com base no

PNCRC e Unido Europeia, de acordo com os LMRs estabelecidos para mel. Os

padrbes foram preparados individualmente através das solug¢des analiticas estoque
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1000 mg L™* de cada composto, considerando a pureza dos padrdes sélidos. A
massa do padrdo sélido pesado foi dissolvida em acetonitrila e/ou metanol, grau
HPLC, de acordo com a solubilidade de cada composto e as solucfes estoque foram
armazenadas em frascos ambar a temperatura de -18 °C. A partir destas solucgdes,
preparou-se uma mistura na concentracdo 10 mg L™ contendo todos os agrotéxicos,
e uma solucdo mistura contendo todos os antibidticos, ambas em acetonitrila. Por
fim, preparou-se uma mistura na concentracéo 1 mg L™ a partir da solucdo 10 mg L™
para 0s agrotoxicos e outra para 0s antibioticos, na mesma concentracao. A Tabela
6 apresenta as informacdes de pureza, classe, grupo quimico, formula molecular,

pKa e log Koy de cada um dos compostos avaliados neste trabalho.
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Tabela 6 — Informacbes de todos os compostos, contendo a pureza, classe, grupo quimico, formula molecular, pKa e log ko de
cada um deles.

Analitos Pureza (%) Classe Grupo Quimico I\/Ilzglrerzﬂ:gr pKa log Kow
Acefato 99,0 I Organofosforado C4H10NO3PS 8,35 -0,85
Acetamiprido 99,0 I Neonicotindide C10H11CIN4 0,7 0,8
Atrazina 99,5 H Triazina CgH14CINs 1,7 2,7
Azinfoés etilico 97,7 | Organofosforado C12H1sN30O3P S5 - 3,18
Azinfés metilico 99,0 I Organofosforado C10H12N303PS; 5 2,96
Azoxistrobina 99,5 F Estrobilurina C22H17N305 - 2,5
Boscalida 99,5 F Anilida C18H12CIoN20 - 2,96
Bromofos etilico 99,5 | Organotiofosfato C1oH12BrCl,0O3PS - 5,21
Carbaril 98,5 I Carbamato de natftila C12H11NO; 10,4 2,36
Carbendazim 99,0 F Benzimidazol CoHgN3O» 4,2 1,48
Carbofuram 98,5 Ac/I/N Carbamato C12H15NO3 - 1,8
Carbofuram 3-OH 97,0 I Carbamato C12H15NO4 - -
Carboxim 99,9 F Carboxanilida C12H13NOLS 0,5 2,3
Ciproconazol 99,0 F Triazol C15H18CIN3O - 3,09
Cloranfenicol 98,5 An Aminopropanodiol C11H12C2N2Os5 - -
Clorpirifés etilico 99,5 | Organofosforado CoH11CIsNO3PS - 47
Clorpirifés metilico 97,0 I Organofosforado C7H7CIsNO3sPS - 4
Clotianidina 99,5 I Neonicotindide CeHgCINsO,S 11,1 0,905
Diclorvos 97,0 I Organofosforado C4H;CIl,04P - 19
Dietofencarbe 97,5 F N-fenil carbamato C14H21NOy - 2,89
Difenoconazol 99,0 F Triazol C19H17CIoN303 1,07 4,36
Dimetoato 98,5 Acll Organofosforado CsH12NO3PS, - 0,704



Dimoxistrobina
Diniconazol
Diuron
Emamectina benzoato
Epoxiconazol
Eritromicina ABC
Etofenprox
Etrimfos
Fempropatrina
Fempropimorfe
Fenarimol
Fipronil

Flutolanil
Flusilazol
Fluvalinato
Fosmet
Furazolidona
Hexaconazol
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Isoxaflutol
Lincomicina cloridrato
Linurom
Malationa
Mepanipirim
Mepronil

99,0
99,0
97,5
90,0
99,0
93,5
98,5
60,0
99,0
94,5
97,5
97,5
99,0
98,0
94,0
98,5
99,0
97,0
97,5
98,5
97,5
98,0
99,0
99,4
99,0
99,4
99,0

Estrobilurina
Triazol
Uréia
Avermectina
Triazol
Macrolideo
Piretréide
Organotiofosfato
Piretroide
Morfolina
Pirimidina
Pirazol
Carboxamida
Organosiliconado
Piretréide
Organotiofosfato
Nitrofurano
Triazol
Imidazol
Neonicotinoide
Carbamato
Isoxazol
Macrolideo
Ureia
Organofosforado
Anilinopirimidina
Benzanilida

C19H22N203
CoH10CINL,O
C49H75NO13
C17H13CIFN3O
C37He7NO13
C2sH2803
C10H17N2O4PS
C22H23NO3
C17H12CI2NO
C12H4ClLFgN4OS
C17H16F3NO>
C11H12NO4PS;
CgH7N3O5
C14H17CI,N3O
C14H14CI2N20
CoH10CIN50O-
Ci18H28N203
C1sH12F3NO4S
C18H34N206S
CoH10CIoN202
C10H1906PS:
C14H13N3
C17H19NO2

3,59
4,3
2,87

3,3
3,06
6,9
2,94
6,04
4,5
3,69
3,75
3,17
3,87
3,85

3,9
2,56
0,57

3,2
2,32
0,29

2,75
3,28
3,66
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Metacrifos

Metalaxil

Metidation
Metolaclor
Metsulfurom metilico
Mevinfés
Monolinurom
Ometoato

Oxadixil

Paraoxon etilico
Penconazol
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofés
Piridato
Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimifés etilico
Pirimifés metilico
Profenofds
Profoxidim
Propargito
Propoxur
Salinomicina
Simazina
Sulfacloropiridazina

98,0
99,5
99,0
99,0
99,0
92,0
99,0
99,0

99,0

99,0
99,2
98,5
97,5
97,0
96,5
98,3
97,0
98,5
99,0
98,0
98,5
91,5
99,0
80,0
98,0
99,0

mM———T 7T —

Ac/l
Ac

I T

Ac

An

Organotiofosfato
Acilalaninato
Organofosforado
Cloro acetanilida
Sulfonilurea
Organofosforado
Fenil Uréia
Organofosforado

Fenilalamidas e
ditiocarbamatos

Organofosforado
Triazol
Estrobilurina
Metoxicarbamato
Organofosforado
Piridazina
Anilinopirimidina
Carbamato
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Cicloexadiona oxima
Ester sulfito
Carbamato
lonéforo
Triazina
Sulfonamida

C7H1305PS
C15H21NO4
CeH11N>O4PS5
C15H2,CINO,
C14H15N506S
CoH11CIN,O»
CsH12NO4PS

C14H18N204

C10H14NOgP
C13H15CI2N3
C1gH16F3NO4
C19H18CIN304
C14H20N30O5PS
C19H23CIN-O,S
Ci12H13N3
C11H18N4O2
C13H24N303PS
C11H15BTC|03PS
C,4H3,CINO4S
C19H2604S
C11H1sNO3
Cs2H70011
C7H12CINs
C10HoCIN4O,S

1,583
1,65
2,57
3,4
-1,87
0,127
2,2
-0,74

0,65

3,72
3,6
3,99
3,8
4,01
2,84
1,7
4,85
3,9
1,7
3,9
5,7
0,14

2,3
0,31
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Sulfadiazina 99,0 An Sulfonamida C10H10N402S - -0,09
Sulfadimetoxina 97,5 An Sulfonamida C12H14N4O4S - 0,63
Sulfametazina 99,0 An Sulfonamida C12H14N4O2S - -
Sulfametoxazol 99,0 An Sulfonamida C10H11N303S - 0,9
Sulfaquinoxalina 97,0 An Sulfonamida C14H12N40,2S - -
Sulfatiazol 99,5 An Sulfonamida CgHgN30,S; - -
Tebuconazol 98,0 F Triazol C16H22CIN3O - 3,7
Terbutilazina 99,0 H Triazina CoH16CIN5 1,9 34
Tiacloprido 98,0 | Neonicotinoide C10HoCIN4S - 1,26
Tiametoxan 99,7 I Neonicotinoide CgH10CINsO3S - -0,13
Tilosina 98,0 An Macrolideo C46H77NO17 - 3,41
Tolclofés metilico 98,5 F Hidrocarboneto CoH11C1LO3PS - 4,56
aromatico
Triadimefon 99,0 F Triazol C14H16CIN3O> - 3,18
Triazofos 78,0 F Organofosforado C1oH1sN303PS - 3,55
Triclorfom 97,0 F Organofosforado C4HsCl304P - 0,43
Trifloxistrobina 99,0 F Estrobilurina CooH19F3N204 - 4,5
Triflumizol 98,0 F Imidazol C15H15CIF3N30 3,7 4,77
Sendo: | = Inseticida; F = Fungicida; H = Herbicida; Ac = Acaricida; An: Antimicrobiano; B: Bactericida; N: Nematicida; PE = Ponto de Ebuli¢&o.

Fonte: http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/
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3.3.1 Padréo interno e de substituicéo

Estes compostos sao adicionados em diferentes estagios do procedimento
analitico, anterior a extracdo (padrdo de substituicdo, PS) e no extrato final (padréao
interno, PI) e possuem o0 objetivo de assegurar a execucao correta do procedimento
de extracdo e de andlise no sistema cromatogréfico, respectivamente.

Neste trabalho, utilizou-se como padrdo interno o composto trifenilfosfato na
concentracdo de 20 pg L. O padrdo de substituicdo, atrazina deuterada, foi
adicionado no mesmo nivel de concentracdo para cada ponto da curva fortificada.
Os resultados nao foram empregados para efeito de calculo de nenhum dos analito,
apenas para a avaliagao do procedimento de extracao.

3.3.2 Amostras de mel

A amostra “branco” de mel, utilizada no processo de validagdo do método,
deve ser isenta dos compostos avaliados neste trabalho, a fim de evitar uma
guantificacdo errbnea dos analitos em estudo. Essa amostra, adquirida em uma
propriedade rural da regido norte do estado do Rio Grande do Sul, foi submetida a
anélise fisico-quimica a fim de avaliar os parametros de acidez (36 mEq kg™),
umidade (20%) e acUcares redutores (64,8%).

As amostras utilizadas na etapa de aplicabilidade do método foram obtidas de
diferentes cidades do estado e coletadas durante todo o ano de 2013 e o inicio de
2014. A identificacdo dessas amostras foi feita de acordo com o codigo apresentado
na Tabela 7. No momento da coleta das amostras aplicou-se um questionario para
gue o apicultor/produtor pudesse relatar algumas informacdes sobre culturas
existentes proximas as colmeias, possiveis aplicacdes de produtos quimicos
(agrotoxicos ou antibidticos) nas proximidades, dentre outras. Esse questionario foi
utilizado para auxiliar nas discussdes dos resultados das 43 amostras avaliadas, em
virtude dos resultados encontrados, apds andlise cromatografica. O questionario

encontra-se no Anexo | desse trabalho.
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Tabela 7 — Relacdo de amostras de mel obtidas para a etapa de aplicacdo do
método.

Cidade — Regiado do Codigo das Cidade — Regiao do Codigo das

estado do RS amostras estado do RS amostras
S&o Borja — sudoeste 1 Serafina Correa — norte 22
S&o Borja — sudoeste 2 Candelaria — centro 23
S&o Borja — sudoeste 3 Erechim — norte 24
S&o Borja — sudoeste 4 Santo Antonio da . 25
Patrulha — metropolitana

Santa Maria — centro 5 Planalto — norte 26
Santa Maria — centro 6 Itaqui — sudoeste 27
Santa Maria — centro 7 Itaqui — sudoeste 28
Santa Maria — centro 8 Santiago — centro 29
Erechim — norte 9 Santiago — centro 30
Erechim — norte 10 Sertdo — norte 31
Ibiruba — noroeste 11 Casca — noroeste 32
Nova Esperanca do Sul 12 Ibiruba — noroeste 33
— centro

Sdo Vicente do Sul - 13 Passo Fundo — norte 34
centro

Pouso Novo — centro 14 Soledade — noroeste 35
Ernestina — noroeste 15 Itaara — centro 36
Itaqui — sudoeste 16 Santa Maria — centro 37
Itaqui — sudoeste 17 Erechim — norte 38
Santiago — centro 18 Erechim — norte 39
Nova Palma — centro 19 Santa Maria — centro 40
Nova Bassano — 20 Santa Maria — centro 41
nordeste

Séao Martinho da Serra — 21 Santa Maria — centro 42
centro Santa Maria — centro 43

Essas amostras foram coletadas diretamente das colmeias, as quais foram
armazenadas em frascos plasticos contendo aproximadamente 20 g de mel por
amostra. Posteriormente essas amostras foram transportadas até o Laboratério de
Andlise de Residuos de Pesticidas (LARP), mantidas a temperatura ambiente (£ 20

°C), em caixa de poliestireno.

3.4 Condigdes otimizadas no sistema UHPLC-MS/MS

Inicialmente foram realizados alguns testes para otimizar as condi¢des

cromatograficas no sistema UHPLC-MS/MS. As condi¢cbes testadas foram:
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diferentes colunas cromatogréficas, diferentes condigdes da fonte de ionizacao, fase
movel e gradiente de fase movel.

O sistema cromatografico operou no modo SRM, sendo que o0s ions
caracteristicos de cada composto selecionado foram monitorados no primeiro
quadrupolo. No terceiro quadrupolo realizou-se a varredura do ion produto, variando
as energias de colisdo de cada composto, a fim de obter as melhores condi¢gbes de
deteccdo. Apos, foram avaliadas as transicdbes a serem utilizadas para a
quantificacdo (transicdo de maior intensidade) e confirmacgéo (segunda transicéo de
maior intensidade) dos compostos estudados. Além disso, programou-se para que
0s primeiros e ultimos minutos da corrida cromatografica tivessem o eluato da coluna
direcionado para o descarte, evitando uma maior transferéncia de coextrativos para
o0 espectrometro de massas, que demandaria manutencdo e limpeza mais

frequentes do equipamento.

3.4.1 Coluna cromatografica

As colunas cromatograficas utilizadas em UHPLC-MS/MS seguem o0s
mesmos principios de separacdo da HPLC (5 a 25 cm de comprimento e 3,2 a 4,6
mm de diametro interno), entretanto empregam dimensodes reduzidas, com 5 a 10
cm de comprimento e diametros internos de 1 a 2,1 mm. Essas colunas sao
recheadas com particulas de fase estacionaria < 2 um, podendo ser utilizadas altas
velocidades lineares de fase mével para obter melhores resultados.

Nesse trabalho testaram-se duas colunas cromatogréaficas: ACQUITY UPLC
BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 ym) e ACQUITY UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm x 1,7
pm), com diferenca apenas no comprimento da coluna cromatografica, a fim de
avaliar a eluicdo dos compostos, através de injecdo com todos os analitos,

preparada no solvente (acetonitrila).
3.4.2 Gradiente de fase movel
Com relacdo aos gradientes de fase movel, as variagbes ocorreram devido ao

formato dos picos ndo apresentarem boa resolucdo e também pelo fato de os

compostos eluirem em tempos muito proximos em uma corrida de 10 min (AVULA et
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al., 2012). Foram testados alguns gradientes de fase movel com tempo de corrida

cromatogréfica de 10 e 15 min e vazado de 0,200 e 0,225 mL min™.
3.4.3 Fonte de ionizacéo

Os parametros relacionados as condi¢des de ionizagdo de cada composto, 0s
quais foram testados para os analitos avaliados neste trabalho, sdo utilizados na
rotina do laboratério, no sistema UHPLC-MS/MS. A seguir estdo descritas algumas
condi¢cdes da MS tune file testada:

e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Voltagem do capilar: 2,0 kV;

e Temperatura de dessolvatacéo: 500 °C;

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

e Vazdo do spray: 80 L h™;

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

e Temperatura da fonte: 150 °C;

e Volume de injegdo: 10 L.

Abaixo algumas condi¢cdes com a segunda MS Tune File testada, na qual as
diferencas se resumem na voltagem do capilar, temperatura, vazdo do gas de
dessolvatacao e do spray:

e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Voltagem do capilar: 2,50 kV;

e Temperatura de dessolvatacéo: 450 °C;

e Vazdo do gas de dessolvatacdo: 900 L h™;

e Vazdo do spray: 150 L h™;

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

e Temperatura da fonte: 150 °C;

e Volume de injecdo: 10 L.

O parametro tempo de residéncia (dwell time) foi ajustado para cada analito,
pois no metodo tém-se diferentes caracteristicas fisico-quimicas entre os analitos, as

guais necessitam ser avaliadas individualmente.
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3.5 Condicdes otimizadas no método de preparo de amostra de mel

Diferentes métodos de extracdo, tais como o método QUEChERS e a
extragdo com solvente, bem como diferentes testes para a etapa de limpeza da
amostra foram realizados através de testes prévios. O objetivo desses testes foi
avaliar a melhor condicdo no procedimento de preparo de amostra que, em uma
Unica analise cromatografica fosse capaz de extrair os agrotoxicos e antibioticos das
amostras de mel.

A selecdo do solvente de extracdo € um dos pontos fundamentais no
desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo. Muitos aspectos devem
ser considerados, entre eles: habilidade de extracdo de um amplo espectro de
agrotoxicos com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extracéo,
particdo e limpeza, compatibilidade com diferentes técnicas cromatogréficas, baixo
custo, seguranca, além de observar a legislacdo ambiental (PRESTES et al., 2009).

Nesse trabalho avaliou-se 0 método QUEChERS citrato (JOVANOV et al.,
2014), porém com modificagBes durante a sua execucdo. Testou-se também uma
solugéo tamp&o Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4, de acordo com SOLLIEC et al. (2015),
para efetuar a homogeneizacdo do mel, seguida de acetonitrila, na extracdo, e na
etapa de limpeza diferentes sorventes foram utilizados a fim de obter um extrato
limpo para analise cromatografica. As principais etapas envolvidas na etapa de

extracdo das amostras de mel estdo representadas na Figura 5.

Figura 5 — Representacédo das etapas: 1- homogeneizacao e extracdo do mel; 2 —
centrifugacdo para separacdo das fases organica e aquosa e 3 — limpeza das
amostras.
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Optou-se pelo método QUEChERS citrato modificado, Figura 6. Avaliou-se a
guantidade de 5 g de amostra, diretamente em tubo de polipropileno tipo Falcon, de
50 mL de capacidade com tampa rosqueada. Em seguida, fez-se o aquecimento
dessa amostra em banho-maria, com temperatura controlada de 40 °C para diminuir
a viscosidade da amostra e facilitar o processo de extracao. Realizaram-se testes de
fortificacdo contendo todos os compostos em estudo. ApoOs agitacdo de 2 min,
adicionou-se 5 mL da solucdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4, em solucdo
aguosa, através da adicado de acido citrico anidro, fosfato de sddio dibasico p.a. e
acido etilenodiaminotetracético, a fim de garantir a homogeneizacdo completa das
amostras e posterior adicdo de 5 mL de acetonitrila, para a etapa de extracdo do
método, ambas com agitacdo de 2 min entre cada etapa. Em seguida,

acrescentaram-se 0s sais, etapa de particdo do método, com agitacdo de 2 min e

J
[ 5 mL tampé&o Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4 + ]

centrifugagéo a 3400 rpm por 6min.

5 mL acetonitrila

jis

4 g MgSO4 +
1 g NaCl +
0,5 g CsHsNa,0O; 1,5 H,O +
1 g C¢HsNazO; 2H,0

[ Limpeza: Planejamento experimental ]

Figura 6 — llustracdo do procedimento de preparo de amostra utilizando o método
QUEChERS citrato e o planejamento experimental na etapa de limpeza.

Aplicou-se um planejamento experimental 22 com repeticdo do ponto central +
a e - a para avaliagdo da etapa de limpeza das amostras. O planejamento foi
caracterizado pela variacdo das quantidades dos sorventes PSA e C18, inicialmente
testados para as amostras de mel. A quantidade de sulfato de magnésio nao sofreu
variacdes e por isso ndo esta incluida no planejamento, sendo que para a proporgéo
de 1 mL de extrato utilizou-se 150 mg de MgSO,. Além de PSA e C18, diferentes

sorventes foram utilizados nas propor¢cdes obtidas através do planejamento
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experimental, para aumentar as possibilidades de obtencao de extratos mais limpos
e com bons resultados de recuperacdo dos compostos. Assim, foram testados
florisil® e o OASIS HLB 60 mg (sorvente polimérico utilizado para compostos
anfoteros), Figura 7. Os testes foram realizados com quantidades de amostra,
solugcdo tampédo e de acetonitrila proporcionalmente menores, com o intuito de

miniaturizar o método proposto e reduzir a quantidade de residuos gerados no final

J
[ 2 mL tampéo Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4 + ]

do procedimento.

2 mL acetonitrila

[ 1 mL fase orgénical
150 mg MgSO, 150 mg Mgsommg MgSO, 60
50 mg PSA ou| 50mgflorisii | ou 50mgPSA  |ou mg
50 mg C18 50 mg C18 50 mg florisil OASIS HLB

Figura 7 — Preparo de amostra utilizando extragdo com acetonitrila e variagdo dos
sorventes testados na etapa de limpeza do método.

Levando-se em consideracdo que para alguns compostos a extracdo nao
ocorreu de forma efetiva, foram realizados outros testes de limpeza utilizando

combinacdes de PSA e florisil® separadamente, Figura 8.

U
[ 2 mL tampé&o Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4 + ]

2 mL acetonitrila

pis

I 1 mL fase orgénical
150 mg MgSO, Y 150 mg MgSO,
ou
50 mg PSA 50 mg florisil

Figura 8 — Preparo de amostra utilizando acetonitrila na etapa de extragcéo, seguido
por duas condi¢des de limpeza da amostra.
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Todos os testes citados apresentam similaridade durante a etapa de extracao,
caracterizando-se por uma homogeneiza¢do da amostra com o auxilio da solugéo
tampédo Mcllvaine, pH 4, seguida por extracdo com acetonitrila. J&4, na etapa de
limpeza, caracterizada pela extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE), as variacdes
sdo maiores em virtude de se tratar de uma matriz complexa, com composi¢cao
quimica diversificada e grande quantidade de agucar presente no extrato da matriz

mel.

3.6 Validacdo do método para andlise de agrotdxicos e antibiéticos em mel

Os seguintes parametros foram avaliados na etapa de validacdo do método
analitico:
e Curva analitica, considerando as premissas de normalidade e
independéncia dos dados obtidos;
e Faixa linear e independéncia dos residuos;
e Efeito matriz;
e Exatidao;
e Precisao (repetibilidade e preciséo intermediaria);
e Limites de deteccédo (LOD) e quantificacdo (LOQ) do método;
e Limite de decisao (CCa) e capacidade de detecgao (CCpR).

3.6.1 Seletividade
Para avaliar e comprovar a seletividade do método realizou-se injecdo no
sistema cromatografico de uma amostra de mel sem a presenca dos compostos. A

seletividade do método foi assegurada pela auséncia dos ions de quantificacdo e

qualificacdo no tempo de retengao dos analitos da amostra “branco”.

3.6.2 Curva analitica e faixa linear

As curvas analiticas foram preparadas no solvente e no extrato da matriz mel,
em 10 niveis de concentracées 0,1; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 150 e 200 ug L*, para
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abranger os LMRs dos agrotoxicos e antibidticos avaliados nesse trabalho. As
curvas analiticas foram injetadas em triplicata para posteriormente realizar os
calculos das médias das areas, do efeito matriz e do RSD. Os dados de regressao
linear foram obtidos com auxilio do sistema de aquisicdo de dados MassLynx V4.1.

Através do teste de Anderson-Darling foi possivel avaliar a normalidade dos
residuos frente a curva analitica. Esse teste compara os ajustes de uma dada
funcao de distribuicdo observada com os dados de distribuicdo esperados.

A avaliacdo da independéncia dos dados foi realizada pelo teste de Durbin-
Watson, o qual avaliou a autocorrelacdo que afeta a variancia dos dados obtidos. A
aplicacdo desse teste utilizou a faixa linear com os dez niveis, porém com a
exclusdo de 22,2% dos niveis que ndo atenderam aos critérios de aceitacdo para 0s
mesmos (HORWITZ, 1995).

3.6.3 Efeito matriz

Para a avaliagdo da existéncia de efeito matriz nos extratos do mel nas
analises cromatograficas foi realizada a comparacao entre as inclinacées das curvas
obtidas empregando-se solu¢des analiticas em acetonitrila e aquelas obtidas com
solugdes analiticas preparadas em extrato de mel “branco”. O calculo sera efetuado

através da equacéo 6:

X“szloo (6)

Efeito matriz (%) =

2

Onde: X; = inclinacdo da curva obtida pela injecao das solu¢des analiticas de cada
composto, preparadas na matriz (mel); X, = inclinagdo da curva obtida pela injecao

das solucdes analiticas de cada composto, preparadas em solvente (acetonitrila).

3.6.4 Ensaios para avaliar a recuperacgao/veracidade

Para avaliar a exatiddo, em termos de recuperacdo do método proposto, na
etapa de preparo da amostra de mel utilizaram-se as condigcbes previamente
definidas nas etapas de homogeneizacdo, extracdo e limpeza da amostra.
Primeiramente, aqueceu-se o0 mel em banho-maria a temperatura de 40 °C, por 5

min, para posteriormente realizar a pesagem das amostras. A quantidade de
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amostra de mel pesada foi de 2 + 0,1 g, em tubos de polipropileno, capacidade de
50 mL, apos efetuou-se a fortificacdo das amostras, contendo todos 0os compostos
em estudo, além da adicdo do padrdo de controle, nos dez niveis de concentracao
da curva analitica. Os tubos contendo o mel fortificado foram agitados por 2 min,
apos adicionou-se 2 mL da solugéo tampao Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4, em solucéo
aguosa, com posterior agitacdo por 2 min, essa etapa garantiu a homogeneidade
das amostras de mel. A extracdo ocorreu com a adicdo de 2 mL de acetonitrila, com
posterior agitacdo de 2 min e centrifugacdo a 3400 rpm, por 6 min. Retirou-se 1 mL
da fase organica de cada extrato para realizar a etapa de limpeza com 150 mg de
MgSO, e 50 mg de florisil®. Os extratos foram agitados por 1 min e centrifugados a
10000 rpm, por 5 min, a 20 °C e posteriormente filtrados, em filtros de 0,2 um de
diametro e diluidos na proporcdo 1:4, v/v, matriz.agua ultrapura. Adicionou-se o
volume de 20 pL do padrdo interno, na concentracdo 1 mg L™ anteriormente a
andlise cromatogréafica.

O procedimento de extracdo das amostras de mel fortificadas foi realizado em
seis repeticdes de cada um dos niveis (0,1; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 150 e 200 ug kg”
1y, sendo cada um dos niveis injetado uma vez no sistema cromatografico. Esses
ensaios foram realizados na matriz “branco” de mel, a fim de avaliar a exatid&ao
desse método, para avaliacdo dos ensaios de recuperacdo dos compostos em
estudo. O calculo para avaliar a recuperacdo dos compostos foi realizado através da
equacao 7:

R (%) =(Clc;scz}<100 @)
Onde: C; = concentracdo determinada na amostra fortificada; C, = concentracéo
determinada na amostra néo fortificada; C3 = concentracdo usada para fortificacao.

A determinacdo da veracidade desse método foi realizada utilizando os
valores de concentracdo determinados através da curva analitica, nos ensaios de
fortificagdo dos trés niveis intermediarios (10; 20 e 50 ug kg™), expressos em

percentual, para todos os compostos avaliados, de acordo com a equagao 8.

Veracidad¢%) = média das concentragdes de cada nivel x 100 (8)

valor tedrico
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3.6.5 Precisédo (repetibilidade e precisao intermediaria)

A precisdo do método, avaliada em termos de repetibilidade (RSD,), foi
realizada através de seis extracfes de cada nivel da curva analitica (0,1; 1; 2; 5; 10;
20; 50; 100; 150 e 200 pg kg™), sendo que cada extrato foi injetado uma vez (n=6).

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

conforme a equacéo 9:

RSD (%) = % x100 9)

Onde: s = estimativa de desvio padrdo absoluto, em que s = {3 (xi - Xm)*/n-1}*%; x; =

valores individuais; X = média das medidas em replicatas; n = nimero de medidas.

A avaliagéo da precisdo intermediaria (RSDp;) foi realizada através da injegéo
dos trés niveis intermediarios de fortificagdo, nas concentragdes 10, 20 e 50 pg kg™,
em dias diferentes em relacdo a repetibilidade do método. Os resultados foram
avaliados utilizando-se o teste t pareado, a fim de comparar os dados. Foram
considerados resultados significativamente iguais os valores que ndo apresentaram

diferenca estatistica no nivel de 5%.

3.6.6 Limite de detecc¢éo (LOD) e limite de quantificacédo (LOQ)

Neste trabalho, os valores de LOD e LOQ do método foram determinados
experimentalmente a partir da relacdo de trés e dez vezes a razdo sinal/ruido,
respectivamente, sendo determinado para cada composto, em todos 0s niveis da
curva analitica fortificada.

A determinacéo dos valores de LOQ foi estabelecida de acordo com o menor
nivel fortificado que obteve relacdo sinal/ruido > 10, com resultados de exatiddo
entre 70 e 120% e precisédo < 20%. Ja, os valores de LOD foram obtidos a partir do

LOQ dividido por 3,33 vezes a relacao sinal/ruido.
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3.6.7 Limite de decisdo (CCa) e Capacidade de deteccao (CCp)

Os limites de decisdo e as capacidades de deteccdo do método proposto
foram calculados de acordo com a Decisdo 2002/657/EC, para os 12 antibidticos
avaliados nesse trabalho.

O limite de deciséo foi determinado considerando o menor nivel da curva
analitica fortificada, com relacao sinal/ruido maior que 10 e com dados de exatidao

(entre 70 e 120%) e preciséo (< 20%), de acordo com a equacao 10:
CCa = 4 nivel fortificado (10)

A capacidade de deteccao foi calculada somando-se o valor de CCa obtido
mais 1,64 vezes o desvio padrdo (SD, do inglés standard deviation) referente a
precisdo intermediaria do limite de decisdo correspondente, de acordo com a
equacgao 11:

CCB= CCa + 164 SD (11)

3.7 Aplicacao do método

O método validado foi aplicado para 43 amostras reais de mel de diferentes
espécies botanicas e diferentes localidades do estado do Rio Grande do Sul, com o
objetivo de avaliar quais sdo os principais residuos de agrotoxicos e antibioticos

presentes, seja por contaminacéao direta ou indireta pelas abelhas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Condi¢bes cromatograficas

Foi empregada a coluna cromatografica Acquity UPLC BEH C18, com
dimensdes de 100 x 2,1 mm x 1,7 ym, e temperatura de 40 °C, que apresentou
melhor separacao cromatografica para os compostos avaliados, em relacdo a coluna
com dimensodes de 50 x 2,1 mm x 1,7 ym. Como fase mével utilizou-se uma solucdo
aquosa de acido férmico 0,1% (v/v) e formiato de amdnio 5 mmol L™ (solvente A) e
solucéo de &cido formico 0,1% (v/v) e formiato de amdnio 5 mmol L™ em metanol
(solvente B), a uma vazdo de 200 pL min™® (Tabela 8). O tempo de corrida
cromatografica de 15 min garantiu uma separac¢do adequada dos compostos em
estudo.

Tabela 8 — Gradiente da fase moével utilizado nesse trabalho.

Tempo (min) Vazdo (mL min™)  %B

Inicial 0,200 5
0,25 0,200 5
7,75 0,200 100

14 0,200 100

14,01 0,200 5

15 0,200 5

A voltagem do capilar foi de 2 kV, temperatura de dessolvatacdo de 500 °C,
vazdo do gas de dessolvatacao (nitrogénio) de 600 L h™*, vaz&o do spray de 80 L h™,
vazdo do gas de colisdo (argdnio) de 0,15 mL min™, temperatura da fonte de 150 'C,
volume de inje¢do de 10 uL e tempo de residéncia (dwell time) de 0,001 s para a
maioria dos compostos.

A Figura 9 apresenta o cromatograma da amostra branco fortificada na
concentracdo 20 pg kg, A utiizacdo do UHPLC-MS/MS proporcionou alta
seletividade e eficiencia de separacdo, bem como informacdo estrutural e
seletividade, sendo assim foi possivel a identificacdo e quantificacdo de todos os

compostos em estudo.
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Figura 9 — Cromatograma de um nivel de fortificacdo na concentragéo de 20 ug kg™
na amostra de mel obtida pelo UHPLC-MS/MS.

A fim de apresentar os ions de quantificacdo e qualificacdo para alguns dos
compostos considerados nocivos as abelhas e consequentemente encontrados em
andlises de amostras de mel, a Figura 10 apresenta quatro compostos, preparados

através de uma fortificacdo no extrato da matriz mel, na concentracéo 20 pg kg™.

A B 2791 186
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[ | 279,15 92
[ 250 > 132
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364.9 > 3093 256,1 2091
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3649 > 1472
T —_—

910 920 U480

Figura 10 — Cromatogramas dos compostos (A) clotianidina, (B) sulfametazina, (C)
bromofés metilico e (D) imidacloprido, com suas respectivas transicbes de
quantificacdo e qualificagao.
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A Tabela 9 apresenta os compostos determinados por UHPLC-MS/MS,
utilizando o modo de ionizagédo ESI (+) e aquisicdo SEM, sendo que o fipronil foi o
anico composto que apresentou ionizacdo no modo negativo, com seus respectivos
tempos de retencdo (tr), ions precursores, ions produtos de cada composto em
estudo e a energia de colisdo (EC) das transicdes monitoradas. A transicdo mais
intensa foi utilizada para a quantificacdo dos compostos e a segunda transicdo mais

intensa para a confirmacdo dos mesmos.

Tabela 9 — Compostos analisados com seus respectivos tempos de retencéo, ions
precursores e produtos otimizados.

Transi¢cdes SRM, m/z (EC, eV)

Compostos tr (mi ES|

M"(+-)  Quantificacéo Confirmacao
Acefato 2,88 + 184> 143 (8) 184>125 (8)
Acetamiprido 4,91 + 223>126 (20) 223>56 (15)
Atrazina 6,82 + 216>174 (18) 216>96 (23)
Azinfos etilico 7,67 + 346>77 (36) 346>132 (16)
Azinfos metilico 7,08 + 318>160 (8) 318>261 (8)
Azoxistrobina 7,12 + 404>329 (30) 404>372 (15)
Boscalida 7,36 + 343>307 (20) 343>140 (20)
Bromofds metilico 9,17 + 365>147 (26) 365>309 (12)
Carbaril 6,41 + 202>145 (22) 202>117 (28)
Carbendazim 4,16 + 192>160 (18) 192>132 (28)
Carbofuram 6,2 + 222>165 (16) 222>123 (16)
Carbofuram 3-OH 4,89 + 238>163 (16) 238>181 (10)
Carboxim 6,38 + 236>87 (22) 236>143 (16)
Ciproconazol 7,50/7,68 + 292>125 (27) 292>70 (24)
Cloranfenicol 5,29 + 321>152 (18) 321>257 (12)
Clorpirifés etilico 8,82 + 350>97 (32) 350>198 (20)
Clorpirifés metilico 8,38 + 322>125 (20) 322>290 (16)
Clotianidina 4,63 + 250>132 (18) 250>169 (12)
Diclorvos 6,15 + 221>79 (34) 221>109 (22)
Dietofencarbe 7,20 + 268>226 (10) 268>124 (40)
Difenoconazol 8,31 + 406>251 (25) 406>111 (60)
Dimetoato 4,93 + 230>125 (20) 230>199 (10)
Dimoxistrobina 7,94 + 327>116 (21) 327>205 (10)
Diniconazol 8,34 + 326>70 (25) 326>159 (34)
Diuron 6,93 + 233>72 (18) 233>46 (14)
Emamectina benzoato 8,79 + 887>126 (38) 887>158 (37)
Epoxiconazol 7,75 + 330>101 (50) 330>121 (22)
Eritromicina ABC 6,84 + 734>158 (30) 734>576 (20)
Etofenprox 9,48 + 394>107 (43) 394>177 (15)



Etrimfés
Fempropatrina
Fempropimorfe
Fenarimol
Fipronil
Flusilazol
Flutolanil
Fluvalinato
Fosmet
Furazolidona
Hexaconazol
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Isoxaflutol

Lincomicina cloridrato

Linurom
Malationa
Mepanipirim
Mepronil
Metacrifos
Metalaxil
Metidationa
Metolaclor
Metsulfurom metilico
Mevinfos
Monolinurom
Ometoato
Oxadixil
Paraoxon etilico
Penconazol
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofos
Piridato
Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimifés etilico
Pirimifés metilico
Profenofés
Profoxidim
Propargito
Propoxur
Salinomicina
Simazina
Sulfacloropiridazina

8,08
8,82
7,41
7,33
7,8
7,84
7,40
9,21
7,08
3,88
8,21
6,87
4,55
7,62
6,81
8,31
7,29
7,43
7,69
7,47
7,03
5,79
7,0
7,87
6,06

4,89/5,36

6,52
3,13
5,79
6,68
8,06
7,85
8,13
8,22
9,35
7,18
5,92
8,66
8,23
8,57
9,07
8,88
6,16
9,57
6,2
4,34

+ + + +

+ + + 4+ +++++++++ A+ A+

293>125 (26)
350>125 (14)
304>147 (28)
331>81 (34)
435>250 (26)
316>165 (28)
324>65 (40)
503>181 (30)
318>77 (46)
226>95 (14)
314>70 (22)
297>159 (22)
256>175 (20)

321>119,06 (16)

360>220 (40)
407>252 (24)
249>160 (18)
331>99 (24)
224>106 (25)
270>91 (44)
241>125 (20)
280>192 (17)
303>85 (20)
284>176 (25)
382>167 (16)
225>127 (15)
215>99 (34)
214>125 (22)
279>132 (34)
276>220 (17)
284>159 (34)
368>145 (22)
388>163 (25)
374>194 (32)
379>207 (18)
200>107 (24)
239>182 (16)
334>198 (23)
306>108 (32)
373>128 (40)
466>280 (16)
368>175 (15)
210>111 (16)
774>403 (61)
202>96 (22)
285>92 (28)

293>265 (16)
350>97 (34)
304>57 (30)
331>268 (22)
435>330 (16)
316>247 (18)
324>262 (18)
503>208 (12)
318>160 (22)
226>139 (15)
314>159 (28)
297>69 (22)
256>209 (15)
321>203 (10)
360>251 (14)
407>338 (16)
249>181 (17)
331>127 (12)
224>77 (40)
270>119 (28)
241>209 (8)
280>220 (13)
303>145 (10)
284>252 (15)
382>199 (22)
225>193 (8)
215>126 (22)
214>183 (11)
279>219 (10)
276>248 (16)
284>70 (16)
368>201 (10)
388>194 (12)
374>222 (22)
379>351 (10)
200>82 (24)
239>72 (21)
334>182 (25)
306>164 (22)
373>303 (20)
466>238 (19)
368>231 (15)
210>168 (10)
774>431 (50)
202>124 (16)
285>156 (15)
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Sulfadiazina 3,16 + 251>108 (30) 251>156 (15)
Sulfadimetoxina 5,21 + 311>92 (32) 311>156 (20)
Sulfametazina 4,1 + 279>92 (28) 279>186 (16)
Sulfametoxazol 4.4 + 254>108 (27) 254>156 (16)
Sulfaquinoxalina 5,38 + 301>92 (30) 301>156 (16)
Sulfatiazol 3,34 + 256>92 (25) 256>156 (15)
Tebuconazol 8,05 + 308>70 (22) 308>125 (40)
Terbutilazina 7,39 + 230>174 (16) 230>96 (28)
Tiacloprido 5,24 + 253>126 (20) 253>90 (40)
Tiametoxam 4,02 + 292>132 (22) 292>211 (12)
Tilosina 6,65 + 916>101 (45) 916>174 (40)
Tolclofés metilico 8,25 + 301>125 (17) 301>175 (29)
Triadimefom 7,5 + 294>69 (20) 294>197 (15)
Triazofos 7,57 + 314>162 (35) 314>119 (18)
Triclorfom 8,69 + 257>127 (15) 257>257 (7)
Trifloxistrobina 8,32 + 409>145 (40) 409>186 (16)
Triflumizol 8,44 + 346>278 (10) 346>60 (10)
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Os compostos ciproconazol e mevinfés apresentam isémeros e, por isso, a
quantificacdo dos seus ions ocorreu através da integracdo dos dois tempos de
retencdo referentes aos dois picos cromatograficos apresentados para esses

compostos.

4.2 Avaliacdo dos ensaios de extracdo realizados para andlise de residuos de

agrotoxicos e antibioticos em mel

A partir de ensaios preliminares de procedimentos de preparo de amostra,
concluiu-se que o uso da solucdo tampao Mcllvaine, pH 4, forneceu uma boa
homogeneidade das amostras, e a acetonitrila promoveu uma eficiente extracao dos
compostos.

Por outro lado, a aplicagdo do método QUEChERS citrato modificado nao foi
eficiente para a extracdo dos antibioticos, pois na etapa de particdo (caracterizada
pela presenca dos sais sulfato de magnésio, cloreto de sodio, citrato de sodio
diidratado e hidrogenocitrato sesquiidratado) foi constatada a perda de alguns
analitos, através dos baixos percentuais de recuperacéo obtidos (40-60%).

Dessa forma, a procedéncia aos testes ocorreu utilizando a etapa inicial de
homogeneizagcdo com a solugcdo tampé&o, seguida de acetonitrila na etapa de

extracdo do meétodo, com posterior agitacdo e centrifugacdo do extrato, o qual



64

resultou na separacdo das fases aquosa e orgéanica, sendo assim né&o foi
necesséria a etapa de particdo. Em relacdo a etapa de limpeza da amostra foi
imprescindivel a aplicacdo do planejamento experimental, a fim de torna-lo mais
adequado para posterior injecdo no sistema cromatografico. Foram obtidas 10
diferentes combinagfes dos sorventes PSA e C18, com posterior andlise dos
extratos pela aplicacdo de testes gravimétricos, Tabela 10.

Tabela 10 — Planejamento experimental obtido em relacdo as quantidades de
sorventes PSA e C18 para a etapa de limpeza do método.

Testes PSA (mg) C18 (mg)

1 50 50
2 50 100
3 150 50
4 150 100
5 30 75
6 170 75
7 100 40
8 100 110
9 100 75
10 100 75

De acordo com os resultados do teste gravimétrico, realizados através da
pesagem dos vials de cada um dos 10 testes, por trés vezes, obtiveram-se as
médias, apresentadas na Tabela 11. Pode-se inferir que o comportamento em
relacdo a quantidade de PSA e a quantidade de coextrativos foram inversamente
proporcionais, pois quanto menor a quantidade de PSA utilizada, maior foi a
presenca de coextrativos presentes, ressaltados nos testes 2 e 5. Da mesma forma,
o teste 8 mostrou que quanto maior a presenca de C18 em relacdo ao PSA, maior a

guantidade de coextrativos presentes no extrato final.
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Tabela 11 — Resultados referentes aos testes gravimétricos.

Teste QUEChERS citrato Resposta teste gravimétrico (g)
0,00030
0,00195
0,00066
0,00088
0,00257
0,00114
0,00037
0,00191
0,00168
0,00173

Boo~vourwnpek

O teste 1, na presenca de 50 mg de PSA e 50 mg de C18, foi aquele
apresentou menor quantidade de coextrativos em relacdo aos demais, sendo assim,
esse teste foi escolhido e o seu extrato foi injetado no sistema UHPLC-MS/MS para
avaliar os resultados em termos de recuperacdo dos compostos. Assim, a
continuidade dos testes ocorreu com as mesmas proporc¢oes de sais do teste 1, na
presenca dos sorventes florisil® e OASIS HLB. A Figura 11 mostra os resultados
preliminares obtidos com os diferentes sorventes e as trés faixas de recuperacao

para cada teste, realizados no nivel de fortificacdo 20 ug kg™.

OCi1s8
86

90 EPSA + C18
80 1 O Florisil® + C18
70+ OPSA + Florisil®

B OASIS HLB
60 B PSA
50+ M Florisil®

40
30
20
10-

Compostos

R < 70% R 70-120% R > 120%

Figura 11 — Resultados referentes aos testes utilizando diferentes sorventes com a
quantidade de compostos obtida para cada uma das trés faixas de recuperagao
avaliadas.

Os testes empregando PSA e florisil® foram os que resultaram em um maior
namero de compostos (60) com resultados satisfatorios de recuperagéo (entre 70 e

120%), seguido pelo teste utilizando o sorvente OASIS HLB (67 compostos). Os
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demais testes contendo C18, PSA + C18 e florisil® + C18 ndo foram satisfatorios,
devido as menores quantidades de compostos com recuperacfes na faixa de 70-
120%. Posteriormente, os sorventes PSA e florisil® foram testados separadamente.
Observa-se que a extracdo dos compostos foi mais eficiente, sendo que na
presenca de PSA, 72 compostos apresentaram recuperacdes entre 70-120%, ja o
teste com florisil® apresentou 86 compostos com recuperagdes entre 70-120%.
Abaixo esta representada a Tabela 12 com os resultados dos testes
gravimétricos realizados na etapa de limpeza do método, utilizando os sorventes
florisil® e PSA. Pesaram-se trés vezes os vials contendo os extratos dos dois testes

e posteriormente realizou-se a média, em cinco repeticdes.

Tabela 12 — Resultados dos testes gravimétricos realizados com 0s sorventes
florisil® e PSA.

ExtracBes Teste com sorvente florisil® (g) Teste com sorvente PSA (g)

1 0,00030 0,00158
2 0,00027 0,00179
3 0,00025 0,00105
4 0,00027 0,00107
5 0,00011 0,00112

4.3 Validacéo do procedimento de preparo da amostra de mel

A validac&o do método proposto utilizou somente florisil® na etapa de limpeza,
Figura 12, pois forneceu resultados satisfatorios tanto em relacdo a efetiva extracéo

dos compostos, quanto em relacédo a remocéo dos coextrativos no extrato final.
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Aquecimento (40 °C, 5 min)
] 20 pl atrazina d5 10 mg L*

Vortex (2 min)

[ Fortificacdo das amostras branco ]

Vortex (2 min)
2 mL tamp&o Mcllvaine 0,1 mol L™, pH 4 +
2 mL acetonitrila

d Vortex (2 min)
Centrifugacéo (3400 rpm a 6 min)

Extracédo [

7

[ 1 mL fase organica

U

4 N\
Limpeza 150 mg MgSO,

S

50 mg florisil® )
J:L Vortex (1 min)
Centrifugacédo (10000 rpm a 5 min)

J

[ Filtragdo 0,2 um
(nylon)
N 2 L trifenilfosfato 10 mg L™

Andlise por
UHPLC-MS/MS
. J

Figura 12 — Representacdo do método de preparo de amostra validado.

O florisil® utilizado na etapa de limpeza da amostra foi previamente ativado
por aquecimento em mufla a 550 °C overnight, apés foi mantido em estufa a 130 °C
por 5 h e imediatamente desativado atraves da adicdo de 8% (m/v) de agua Milli-Q,
de acordo com RAMOS e colaboradores (1997). O uso do florisil® auxiliou na
limpeza dos coextrativos presentes no mel sem a ocorréncia de perdas nessa
etapa. PINHO e colaboradores (2010) analisaram residuos de agrotdéxicos em
amostras de mel, também apontou a eficiéncia do florisil® na etapa de limpeza,
comparado ao congelamento. Os resultados mostraram que o acUcar interagiu
efetivamente com a superficie polar do florisil®.

A utilizacdo da solucdo tampao Mcllvaine, pH 4, auxiliou na dissolu¢cdo das
amostras de mel, além de poder ser aplicado para compostos de diferentes
polaridades e solubilidades. Da mesma forma, o Na,EDTA foi necessario para evitar
a complexacdo dos macrolideos com metais presentes na amostra de mel
(FRENICH et al., 2010). O trabalho descrito por LI e colaboradores (2008) constata
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a importancia em utilizar essa solucao tampé&o como solvente na etapa de extragao
de antibioticos em mel, pois fornece maiores valores de recuperagdo. Em
contrapartida, segundo o autor, o emprego de agua resulta em valores de
recuperacdo menores, pois 0s compostos ficam retidos e complexam com o0s
residuos de metal da amostra.

Ja a acetonitrila, utilizada como solvente de extragdo neste trabalho é um
solvente de média polaridade, o qual é capaz de extrair uma grande variedade de
compostos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas (HO et al., 2012).
Segundo trabalho proposto por PRESTES e colaboradores (2011), a acetonitrila
permite a extracdo de pequenas quantidades de compostos lipofilicos provenientes
da matriz. A acetonitrila € também classificada como um solvente ambientalmente
correto e ndo persistente (ANASTASSIADES et al., 2003).

4.3.1 Seletividade/especificidade

Para os métodos analiticos é importante a capacidade de discriminacao entre
a substancia a analisar e substancias que sdo provenientes da matriz, tais como
acucares, componentes fenolicos e minerais (EUROPEAN UNION, 2002).

Neste trabalho, a avaliacdo da seletividade foi feita através da injecdo de
amostras “branco” de mel, Figura 13, com o objetivo de verificar a presenca de

interferentes provenientes da matriz nos mesmos tempos de retencao dos analitos.



69

1004

f

il 4
i " AHJ‘LJ'M'MLI Jll I ‘h‘h |\n|lll flu H‘“ M‘H 1Y 11

250 3.00 3.50 400 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00

Time

1004

L | L
kol }m M‘LLL hfi!i ;ﬁlJl Il» MLl J hl r)“

250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50

——— Time
9.00

Figura 13 — Representacdo de um cromatograma de ions totais (TIC) da amostra
“branco” de mel (A) e da amostra fortificada no menor nivel da curva analitica 0,1 pg
kg™ (B), ambos os extratos injetados no sistema UHPLC-MS/MS.

4.3.2 Curva analitica — testes de normalidade e independéncia dos residuos

A faixa de trabalho de cada composto determinado nesse trabalho foi
preparada em solvente (acetonitrila) e na matriz mel, e injetada em triplicata nas
concentragdes 0,1; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 150 e 200 ug L™.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Anderson-Darling, no nivel
de significancia de 5%. O teste rejeita a hipétese de normalidade quando se obtém

valores p < 0,05. A Tabela 13 apresenta os resultados dos testes de Anderson-
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Darling, Durbin-Watson, os valores da faixa linear e do coeficiente de determinagéo
para cada composto.

Os niveis citados abaixo ndo apresentaram normalidade dos dados, ou seja,
apresentaram heteroscedasticidade (p < 0,05): niveis 0,1 e 1 ug kg™: azoxistrobina,
carbofuram, dicofol, mepronil, mevinfés e triadimefon; niveis 150 e 200 pg kg™
acetamiprido, cloranfenicol, fenarimol, fipronil, flusilazol, fluvalinato, fosmet,
lincomicina cloridrato, linurom, mepanipirim, metidationa, oxadixil, penconazol,
piridato e triazofés; niveis 0,1 e 200 pg kg™: azinfés etilico, carbofuram 3-OH,
clorpirifés etilico, diclorvés, dimetoato, dimoxistrobina, epoxiconazol, eritromicina
ABC, etrimfés, todas as sulfonamidas (menos sulfatiazol), piraclostrobina, pirimifés
metilico, profenofds, profoxidim, propargito, salinomicina, triclorfom e trifloxistrobina;
nivel 200 pg kg™: carboxim e difenoconazol.

Portanto, os niveis citados acima foram excluidos para fins de célculos para
0S respectivos compostos, respeitando o limite de 22,2% de pontos passiveis de
excluséo, referentes a curva analitica.

Através do teste de Durbin-Watson, verificou-se a independéncia dos
residuos, segundo o critério (p > 0,05). Dessa forma, pode-se confirmar a premissa
de que os dados seguem uma distribuicdo normal e independente, garantindo a
linearidade da curva analitica aplicada para os analitos estudados.

Tabela 13 — Resultados dos testes de normalidade, independéncia, faixa linear e
coeficiente de determinacéo, avaliados para cada composto.

Analitos Teste_ de . Teste cje _ Faixa Iiplear Coefigientfz de2
normalidade independéncia (Mg L) determinacéo (r9)
Acefato 0,1883 0,6132 0,1 a 200 0,9988
Acetamiprido 0,2450 0,4034 0,1a100 0,9971
Atrazina 0,1684 0,0502 0,1 a 200 0,9934
Azinfoés etilico 0,7784 0,3198 1a150 0,9993
Azinfés metilico 0,0641 0,4884 0,1 a200 0,9983
Azoxistrobina 0,4365 0,0729 2a 200 0,9937
Boscalida 0,1171 0,9795 0,1 a200 0,9986
Bromofds metilico 0,1586 0,1453 0,1 a200 0,9986
Carbaril 0,1608 0,2294 0,1 a 200 0,9950
Carbendazim 0,6589 0,2844 0,1 a200 0,9999
Carbofuram 0,0677 0,6292 2a 200 0,9919
Carbofuram 3-OH 0,9164 0,1834 1a150 0,9991
Carboxim 0,3335 0,0870 0,1 a150 0,9909



Ciproconazol
Cloranfenicol
Clorpirifés etilico
Clorpirifés metilico
Clotianidina
Diclorvés
Dietofencarbe
Difenoconazol
Dimetoato
Dimoxistrobina
Diniconazol
Diuron
Emamectina benzoato
Epoxiconazol
Eritromicina ABC
Etofenprox
Etrimfos
Fempropatrina
Fempropimorfe
Fenarimol
Fipronil
Flusilazol
Flutolanil
Fluvalinato
Fosmet
Furazolidona
Hexaconazol
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Isoxaflutol
Lincomicina cloridrato
Linurom
Malationa
Mepanipirim
Mepronil
Metacrifos
Metalaxil
Metidationa
Metolaclor
Metsulfurom metilico
Mevinfds
Monolinurom
Ometoato

0,5022
0,4949
0,2782
0,2203
0,7999
0,1355
0,1613
0,0528
0,2761
0,2084
0,1447
0,0528
0,0963
0,9316
0,255
0,1567
0,8782
0,1801
0,5147
0,2247
0,7999
0,2137
0,2221
0,3288
0,1387
0,0565
0,7653
0,06961
0,1688
0,5358
0,6224
0,2417
0,0500
0,0518
0,0520
0,3106
0,3118
0,2138
0,0981
0,0844
0,1071
0,0703
0,0651
0,3407

0,7376
0,0982
0,4035
0,4581
0,2047
0,1324
0,5405
0,0761
0,1179
0,8906
0,0875
0,0679
0,5952
0,4291
0,1851
0,0817
0,2382
0,1480
0,3757
0,5090
0,0818
0,7355
0,1286
0,4694
0,1827
0,4009
0,1961
0,0561
0,0518
0,2795
0,0552
0,6415
0,4280
0,3547
0,9417
0,9873
0,2119
0,0712
0,8201
0,1168
0,0526
0,0605
0,2369
0,9229

0,1 a200
0,1a100
1a150
0,1 a200
0,1 a200
1a150
0,1 a200
0,1 a150
1a150
1ai150
0,1 a200
0,1 a 200
0,1 a200
1a150
1a150
0,1 a 200
1a150
1a150
0,1 a 200
0,1a100
0,1a100
0,1 a200
0,1a100
0,1a100
0,1a100
0,1 a200
0,1 a 200
0,1 a 200
0,1 a200
0,1 a 200
0,1 a200
0,1 a100
0,1a100
0,1 a200
0,1a100
2 a 200
0,1 a200
0,1 a 200
0,1a100
0,1 a200
0,1 a 200
2 a 200
0,1 a 200
0,1 a 200

0,9954
0,9981
0,9986
0,9957
0,9984
0,9963
0,9953
0,9908
0,9959
0,9933
0,9969
0,9925
0,9993
0,9909
0,9971
0,9971
0,9973
0,9982
0,9926
0,9979
0,9923
0,9910
0,9988
0,9979
0,9977
0,9988
0,9963
0,9911
0,9983
0,9971
0,9987
0,9968
0,9977
0,9971
0,9901
0,9931
0,9971
0,9962
0,9972
0,9915
0,9957
0,9975
0,9986
0,9995
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Oxadixil
Paraoxon etilico
Penconazol
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofés
Piridato
Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimifos etilico
Pirimifos metilico
Profenofés
Profoxidim
Propargito
Propoxur
Salinomicina
Simazina
Sulfacloropiridazina
Sulfadiazina
Sulfadimetoxina
Sulfametazina
Sulfametoxazol
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Tebuconazol
Terbutilazina
Tiacloprido
Tiametoxam
Tilosina
Tolclofés metilico
Triadimefom
Triazofés
Triclorfom
Trifloxistrobina
Triflumizol

0,1132
0,8197
0,1405
0,3298
0,3719
0,8396
0,0816
0,0825
0,1916
0,3906
0,3915
0,1161
0,2435
0,2455
0,1845
0,0721
0,2777
0,5738
0,3541
0,1830
0,5139
0,4108
0,5320
0,0600
0,2707
0,1425
0,2367
0,0956
0,1776
0,1635
0,0823
0,0531
0,3188
0,1344
0,2564

0,9874
0,2683
0,0577
0,8851
0,9759
0,1805
0,7867
0,8402
0,0522
0,0945
0,286
0,1187
0,6821
0,2325
0,1930
0,0894
0,7311
0,2562
0,1071
0,1583
0,1347
0,0620
0,0526
0,1678
0,6289
0,1106
0,0952
0,052
0,2689
0,3222
0,7260
0,4744
0,0818
0,1860
0,1526

0,1a100
0,1 a 200
0,1a100
0,1 a200
1a150
0,1 a200
0,1 a100
0,1 a200
0,1 a200
0,1 a200
1a150
1a150
1a150
1a150
0,1 a200
1a150
0,1 a 200
1a150
1a150
1a150
1a150
1a150
1ai150
0,1 a200
0,1 a 200
2 a 200
0,1 a 200
0,1 a 200
0,1 a200
0,1 a 200
2 a 200
0,1 a100
1a150
1a150
0,1 a 200

0,9993
0,9968
0,9904
0,9918
0,999
0,9975
0,9914
0,9946
0,9949
0,9944
0,9966
0,9992
0,9969
0,9980
0,9987
0,9945
0,9987
0,9980
0,9948
0,9973
0,9987
0,9920
0,9928
0,9991
0,9984
0,9919
0,9989
0,9962
0,9971
0,9982
0,9961
0,9955
0,9965
0,9958
0,9975
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4.3.3 Efeito matriz

De acordo com PINHO e colaboradores (2010), o efeito da matriz sobre os

analitos apresenta

relacdo proporcionalmente crescente ao aumento da

complexidade da matriz em estudo. Esse efeito pode suprimir ou aumentar a
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ionizagcao do analito na fonte de ionizagéo e consequentemente afeta os resultados
de exatidao e precisdo do método (FERRER et al., 2011).

Os efeitos sobre a matriz sdo classificados de acordo com o0s seguintes
critérios: nenhum efeito matriz € observado quando se obtém valores de -20 a 20%;
entre -50 e -20% ou de 20 a 50%, observa-se um medio efeito matriz; e para valores
superiores a 50% o efeito matriz é forte (FERRER et al., 2011).

Na Tabela 14 esta listado o efeito matriz que cada analito apresentou em
virtude da comparacdo entre as injecbes das solucdes das curvas analiticas
preparadas em solvente (acetonitrila) e das curvas analiticas preparadas por

fortificacdo na matriz “branco” de mel.

Tabela 14 — Resultados do efeito matriz calculados para cada analito avaliado.

Compostos Efeito matriz (%) Compostos Efeito matriz (%)
Acefato -11,1 Malationa 80,4
Acetamiprido 9,4 Mepanipirim 37,3
Atrazina 58,5 Mepronil 54,1
Azinfos etilico 27,5 Metacrifos 74,7
Azinfos metilico 65,2 Metalaxil 65,9
Azoxistrobina 32,5 Metidationa 19,5
Boscalida 19,6 Metolaclor 59,2
Bromofés metilico 221,2 Metsulfurom metilico 56,5
Carbaril 98,1 Mevinfos 56,3
Carbendazim 16,0 Monolinurom 80,3
Carbofuram 87,4 Ometoato -23,2
Carbofuram 3-OH 162 Oxadixil 73,6
Carboxim 43,2 Paraoxon etilico 85,6
Ciproconazol 15,0 Penconazol 36,4
Cloranfenicol 202,2 Picoxistrobina 52,9
Clorpirifés etilico 9,7 Piraclostrobina 13,7
Clorpirifés metilico 22,6 Pirazofés 43,9
Clotianidina 12,6 Piridato 624,8
Diclorvés 8,7 Pirimetanil 76,4
Dietofencarbe 74,8 Pirimicarbe 123,0
Difenoconazol 10,7 Pirimifés etilico 25,4
Dimetoato 82,3 Pirimifés metilico 26,0
Dimoxistrobina 413,2 Profenofés 19,2
Diniconazol 32,6 Profoxidim 27,2
Diuron 70,1 Propargito 63,1
Emamectina benzoato -73,1 Propoxur 1211
Epoxiconazol 30,5 Salinomicina -12,0

Eritromicina ABC -92,5 Simazina 101,8
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Etofenprox 4429 Sulfacloropiridazina 68,7
Etrimfos 24,4 Sulfadiazina 8,2

Fempropatrina 8,9 Sulfadimetoxina 83,8
Fempropimorfe 46,4 Sulfametazina 29,2
Fenarimol 33,3 Sulfametoxazol 81,0
Fipronil 76,8 Sulfaquinoxalina 81,0
Flusilazol 19,6 Sulfatiazol 0,4

Flutolanil 67,0 Tebuconazol 46

Fluvalinato 351,3 Terbutilazina 36,7
Fosmet 34,3 Tiacloprido 62,2
Furazolidona 48,3 Tiametoxam 26,1
Hexaconazol 49,2 Tilosina -76,6
Imazalil 11,3 Tolclofés metilico 9,0

Imidacloprido 92,3 Triadimefon 34,3
Iprovalicarbe 71,7 Triazofés 67,0
Isoxaflutol 56,6 Triclorfom 158,9
Lincomicina cloridrato -94,4 Trifloxistrobina 8,5

Linurom 121,6 Triflumizol 60,6

Os resultados mostraram que a maioria dos compostos apresentou efeito
matriz positivo, sendo que 73% apresentaram efeito superior a 20% e 8% dos
compostos apresentou efeito matriz negativo, caracterizado pela supresséo do efeito
matriz. Por outro lado, 19% dos compostos apresentaram efeito matriz inferior a
20%. Os componentes presentes na matriz mel, como os polissacarideos séo
responsaveis por promoverem um aumento da resposta do sinal analitico, durante a
ionizacdo dos analitos (Orso et al., 2014). A fim de compensar o efeito matriz, as
curvas analiticas foram preparadas no extrato branco da matriz.

GALARINI e colaboradores (2015) avaliaram o efeito matriz de amostras de
mel na determinacdo de 27 antibiéticos pertencentes as classes das sulfonamidas,
nitroimidazéis e quinolonas, por LC-MS/MS. Os autores relataram altos resultados
de efeito matriz. Em seu trabalho, GOMEZ-PEREZ e colaboradores (2012) avaliaram
o efeito matriz de agrotoxicos e antibidticos em amostras de mel, sendo que a
maioria dos compostos apresentou efeito matriz entre 50 e 120%, resultados
semelhantes a esse trabalho, que apresentou 44 compostos com efeito matriz acima
de 50%.
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4.3.4 Exatidao — recuperacgao/veracidade

Os parametros de exatiddo do método proposto foram avaliados através da
extragdo dos dez niveis de fortificagcdo da curva preparada no extrato “branco” de
mel, com seis injecdes de cada nivel. A Tabela 15 apresenta 0s percentuais de
recuperagcdo e precisdo, em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria do
meétodo para os dez niveis da curva analitica fortificada para todos os agrotoxicos
avaliados nesse trabalho.

A avaliacdo dos dados de exatiddo em relacdo a repetibilidade do método
demonstra bons resultados para a maioria dos compostos, com excecdo de 23
compostos para o nivel 0,1 pug kg™, 2 do nivel 1 pg kg™, 3 do nivel 2 pg kg*,10 do
nivel 5 ug kg™, 6 do nivel 10 ug kg™, 2 do nivel 20 ug kg™ e 1 do nivel 50 pg kg™.
Apenas azinfés etilico apresentou valor acima de 120% para o nivel 100 ug kg™. Os
compostos metsulfurom metilico, piridato e salinomicina apresentaram recuperacéo
abixo de 70% no nivel 0,1 pg kg™, clotianidina e simazina no nivel 2 pg kg™,
isoxaflutol e trifloxistrobina no nivel 5 pg kg™, iprovalicarbe no nivel 10 pg kg™ e
picoxistrobina no nivel 20 ug kg™. O método mostrou boa precisdo, em termos de
repetibilidade, no entanto, alguns compostos apresentaram RSD > 20%: clorpirifés
metilico, clotianidina, diniconazol, furazolidona, simazina, tebuconazol, tolclofos
metilico a 0,1 pg kg™; mevinfés, picoxistrobina, propoxur e tebuconazol em 1 pg kg;
diclorvés, mevinfés e profenofés no nivel 2 pg kg™; carboxim no nivel 5 ug kg™
diclorvés e piraclostrobina no nivel 10 pg kg™; malationa no nivel 20 pg kg™;
clorimurom etilico, dimoxistrobina, linurom e malationa no nivel 50 pg kg™
dietofencarbe e fempropimorfe no nivel 100 pg kg™; fenarimol, fipronil, flusilazol,
linurom, miclobutanil, piraclostrobina, salinomicina e triadimefon no nivel 150 pg kg™;

epoxiconazol, fempropimorfe, flusilazol, metolaclor e triazofés no nivel 200 ug kg™.
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Tabela 15 — Percentuais dos ensaios de recuperacao (R), expressos em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria e
resultados de precisdo, em termos de desvio padréo relativo (RSD), avaliados para os agrotoxicos em estudo.

Niveis de repetibilidade (ug kg™), n=6

Precisédo intermediaria

xi (Mg kg™), n=4
Agrotoxicos
0,1 1 2 5 10 20 50 100 150 200 10 20 50
Recuperacéo + RSD

Acefato 12146 108+9 96+1 96+5 97+6 915 89+9 88+3 97+6 101+2 |118+16 72+5 71+7
Acetamiprido 115¢5 988 95+13 113+13 115+5 124+7 116+2 104+1 931 9149 | 11944 11448 10949
Atrazina 109410 107+15 101+18 115+14 96+3 9846 104+3 104+3 98+#5 9242 | 114+2 92+8 9711
Azinfos etilico 115414 115414 109410 135+13 1156 117+6 118+8 122+18 103+10 74+14 | 11748 115+15 156%2
Azinfés metilico 101+11 102+11 81+14 85+12 96+14 97+8 105+20 105+3 101+9 9148 |117+13 91+16 8315
Azoxistrobina 118+10 88+5 87+12 105+1 93+4 93+14 97419 103+£11 94+6  97+6 [100+15 87+6 9319
Boscalida 110+10 88+7 1155 1059 97+16 92+11 97+17 95+19 94+10 9915 | 119+2 82+30 86%25
Bromofés metilico 105+5 81+10 105+10 1068 99+5 108+9 96+7 9746 99+4  86+4 |115+14 115411 120+9
Carbaril 114+14 93+17 100+5 117420 99+7 1065 1053 100+3 101+14 9318 [118+14 94+12 101+13
Carbendazim 77+14 112+7 105410 109+19 109+#5 101+9 98+3 98+1 99+8 10048 [110+11 83+9 87+5
Carbofuram 124+18 90+12 90+6 1053 100+2 96+6 9845 98+3 103+11 99410 | 11849 87+9 87+8
Carbofuram 3-OH 112410 145+13 90+18 107+13 115+4 102+3 104+7 99+4 100£12 92410 | 12549 96+13 106£10
Carboxim 75£10 91+17 118+12 129422 113+11 118+3 114+6 1053 97+6 8815 | 112+5 115+10 111+7
Clorpirifés etilico 102+7 98+18 86+11 98+11 103+6 1046 104+5 107+4 101+13 96+11 | 11346 104+10 75%2
Clorpirifés metilico 128+26 98+7 115+17 106+4 107+17 93+11 99+13 105+11 11948 106+7 | 117+#3 93+6 133%21
Clotianidina 122+36 103+14 67+11 86+13 118+17 110+18 9746 107+2 101+4 9816 | 11749 97+10 103£18
Ciproconazol 125+14 70+11 123+7 106+£17 84+20 100+10 99+19 105+7 95+20 103+10| 115+3 83+18 90+19
Diclorvoés 112+10 120418 120+24 122+13 130+21 113+7 113+8 1034 99+5 91+4 | 11749 113+1 110412
Dietofencarbe 128+20 958 73+19 91+1 82+13 94+14 90417 105+21 103+19 100+16|127+14 76+18 7316
Difenoconazol 103+10 97+6  95+6 12845 139+2 119410 117+4 11044 99+5 8616 | 131+5 12048 118+2



Dimetoato
Dimoxistrobina
Diniconazol
Diuron
Emamectina
benzoato
Epoxiconazol
Etofenprox
Etrimfdés
Fenarimol
Fempropatrina
Fempropimorfe
Fipronil
Flusilazol
Flutolanil
Fluvalinato
Fosmet
Hexaconazol
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Isoxaflutol
Linurom
Malationa
Mepanipirim
Mepronil
Metalaxil

112+12 110419 125+18 12348

107+18 91+10 7513 774
117426 101+18 76+19 89+11
118+16 95+8 70+16 8445
121+19 80+17 933  86+5

120+8 112+14 118+15 11246
76x14 82+15 113+16 80%11

126+17
125+14
123+19
115+14
91+10
122+17
7715
103+8
117+10
121+15
108+10

117+14 110+17

77+19

95+13 10516
75+12 110+12
82+16 80+21
83120 7715
75£19 90+8
77+£3 77«18
85+12 8320
74+19 108+8
100+7 115%10
77+11 83+10
105+5 83+18
130+8

755 71+18

11442 12045
119+12 75%9
90+14 110+6
76x7 70%13
123+20 11049
116+5 85+12

75%15

88+14

80+17
78+4
8849
784

122+11
73+16

106+18
7313
1159
78+15
84+10
1055
118+4
89+17
109+1

104+16
76%16
67+14
101+3
78+11
88+12
94+14

97+3

113+20 1154 108%3

8016
92+8
8716

91+12

128+13 113+13 112+13

79+12

120+16 117+7 10714

75+18
1037
89+4

93+8

81+9

99+2
79+21 80+19
98+8 104+3
100+6 103%3
84+3  91+7
118+1
71+10 85%8
11443

126+18 100+15 95+13 116+5

1075
78%5
125+18
7617
75%13
98+11
114+15
83+20
108+14
1169
68+10
84+15
95+13
99+17
80+15
95+15
83+1

106+6
79+17
118+5
80£15
7711
1079
1177
80+17
116+6
1065
81+5
80+14
101+13
103+23
102+16
93+15
93+4

103+4 108+2
87+18 108+21
100+20 116+16
70+18 86+18
79+19 90+18
99+7 10143
10919 111+1
70+£10 92+20
113+9 109+3
105+2 99+3
86+8 1007

98+8 9148
93+9 118+9
103+5 96%5
103+8 93%8
98+12 10145
104+4 85+22
104+13 86%5
102+4 87+4

118+23 89+7
101+15 94+12
9618 110+27
98+22 7715
87+26 102+21
95+12 109+8
99+2  95#1
95+3 87+12
109+6 103+11
101+7 91+7
99+12 96+6
10715 101+6

867
81+23
99+29
90+20
96+18

99+8

93+1 101+11
105+14 110425
107+18 97+18
101+16 110+19

105+8
89+12
99+12
93+18

106+£12 91+18 10316

97+5 103+4

9616

117+6
92+7
119+17
107+4

128+16

113+6
114+6
128+17
11725
109+7
123+4
119+8
113+5
110+20
122+16
123+16
101+22
1179
106+5
112+8
112+1
121+16
125+3
1255
122+5
118+13

119+4

84+25
9849

88+19

1106

99+15
101+20
1202
7721
69+3
117124
110+34
66+12
72+19
106+4
106+17
7517
120+10
105+16
71+15
703
81+18
92+3
77+8
76x16
85+16

77

117+12
64+11
9045
100+11

109+11

113+12
98+10
103+16
75+19
96+6
107+18
107+17
80+20
51+11
104+10
106+17
7511
117411
94+15
81+19
71+14
83+19
109+13
113+19
87+19
98+13



Metacrifés
Metidationa
Metolaclor
Metsulfurom metilico
Mevinfés
Monolinurom
Ometoato
Oxadixil
Paraoxom etilico
Penconazol
Picoxistrobina
Pirimicarbe
Pirimifos etilico
Pirimifés metilico
Profenofds
Profoxidim
Propargito
Propoxur
Piraclostrobina
Pirazofés
Piridato
Pirimetanil
Salinomicina
Simazina
Tebuconazol
Terbutilazina
Tiacloprido

87+19 90+20 73+11 85+12

767

7511

118+11 78+19 98+11 127+4 119+14 106+17

96+20 70+18 100+5 90+2

90+16

91+13

67+18 100+16 110+5 116+2 103+10 102+4

118+7 135+22 111+32 118%7
126+15 11620 10249 114+14
116£8 102+12 79+18 96+4
121+18 95+14 118+7 108%10
9618 95+6 74+13 84+10

72+15 1036 114+12 124+18 121+11

118+14 89+22 91+11 89%16
98+14 1057 1155 128+15
71+16 855 84+19 81+15
105+9 76+15 734 9348
122+13 70+7 8526 8949
128+15 75+16 95+12 76%13
111+14 80+16 100+18 78+11
7511 105+27 110+15 106+18
105+17 855 88+7 73%15
125+19 103+15 89+8 73%15
62+16 84+8 91+3  86%5
94+13 757 70+8  81+9
124+12 65+14 784  90%7
80+29 74+8 69+14 9520
130+22 70426 7517 9245
88+10 98+15 103+13 97+10
106+19 90+13 100+5 10249

109+4
96+12
92+10
1187
78+3

7615
1152
833
8915
9518
97+14
85+4
113+8
89+21
74+12
83+10
89+15
84+2
90+8
80+17
108+6
105+9

104+10
89+3
8915
1058
83+5
115+11
68112
11148
93+7
101+17
98+5
92+18
969
101+7
105+18
93+8
90+18
91+16
125+17
82+10
94+15
103+13
102+4

87+5
1037
87+12
1065
104+3
95+4
9519
112+5
857
122+12
82+19
1065
89+5
98+8
9145
89+16
93+4
99+4
99+16
87+10
85+13
83+10
87+2
90+4
94+4
109+13
102+9

102+3
97+10
96+11
1002
102+2
99+5
90+3
101+6
94+10
99+14
90+17
117+16
114+10
86+12
91+11
99+3
108+8
112+4
102+3
100+11
102+8
95+3
108+15
94+2
91+12
104+12
99+1

102+9
99+12
105+12
1005
98+14
103+11
1039
9715
1069
85+12
9616
110+28
105+7
102+12
106+8
101+10
10417
104+9
10512
10716
102+13
102+16
96+22
99+11
96+3
10410
101+8

1037
91+9
93+21
94+3
96+10
97+11
101+9
93+3
98+5
82+1
105+9
93+8
95+13
91+9
98+12
88+14
94+8
96+14
90+13
99+20
8319
97+8
78+11
10410
101+7
89+7
97+9

122+13
119+13
118+6
121+12
107+4
115+17
7915
116+17
118+6
118+11
79%3
120+12
109+13
118+5
1137
113+27
114+12
120+8
1167
118+5
125+4
119+7
129+18
119+14
118+11
119+16
112+10

78

73+11 7712
113+37 99+23
98+17 89+11
96+7 102+13
93+14 94+11
91+3  86%6

89+12 81+4

104+7 105+13
718  79£10
128+6 114+16
73+17 84+20
105+3 72+6

102+21 103+1
98+15 85+15
99+11 93%6

109+16 80+13
117+12 86+9

96+13 120+10
87+17 93+8

82+16 10019
115+16 83+16
80+19 98+20
11946 119+23
78+7 78%13
7617 81+26
102+26 99+24
91+6 91+11



Tiametoxam
Tolclofés metilico
Triadimefom
Triazofés
Triclorfom
Trifloxistrobina
Triflumizol

117+£16 92+12 86+4 124411 119+14 100+11 10149
76+x21 75+19 103+8 91+20 109+2 100+6 107+11
75x20 757 80+17 71+11 7920 98+11 97+20
130+£19 110+7 75+19 97+20 80+14 104+19 105+16
74+17 120+20 117+10 12048 117+11 108+15 106%9
99+12 117+10 108+3

125+14 80+8 70+19 6948
107+12 70+14 73+14 79%12

83+4

90+11

8315

103+3
98+16
1009
1038
99+5
113+4
102+5

97+6 9545
99+2 104+11
82+23 109+13
113+18 96+27
97+16 9148
100+12 94+12
10417 98+14

79

126+9 84+15 9248
118+10 90+11 89+10
122+13 86+20 83+32
125+27 85+10 117+18
110+7 101+18 102+14
115+7 106+23 104+9
126+10 112+19 104+16
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Em termos de precisdo intermedidria, as recuperacdes ficaram acima de 120%
para os compostos carbofuram 3-OH, dietofencarbe, emamectina benzoato,
etrimfés, fempropimorfe, fluvalinato, fosmet, linurom, malationa, mepronil, metacrifés,
metsulfurom metilico, salinomicina, tiametoxam, triadimefon, triazofos e triflumizol
para o nivel 10 ug kg™. Os compostos azinfés etilico e clorpirifés etilico para o nivel
50 ug kg™. Além de dimoxistrobina e flusilazol, os quais apresentaram valores de
recuperacdo abaixo de 70% para os niveis 50 e 20 ug kg™, respectivamente. Os
valores de RSD ficaram acima de 20% para: fenarimol, hexaconazol e triazofés no
nivel 10 pg kg™ boscalida, dimoxistrobina, fempropimorfe, fipronil, metidationa,
pirimifés etilico, terbutilazina e trifloxistrobina no nivel 20 pg kg* e boscalida,
clorpirifés etilico, salinomicina, tebuconazol e terbutilazina no nivel 50 ug kg*. Os
valores de coeficiente de variagao para niveis de concentragao abaixo de 100 pg kg
! devem ser os menores possiveis, segundo a Decisdo 2002/657/EC (European
Commission Decision, 2002). Os resultados obtidos neste trabalho foram similares
aos apresentados por GOMEZ-PEREZ e colaboradores (2012) na analise de
agrotoxicos e drogas veterinarias, em que alguns compostos ndo apresentaram
resultados de recuperacdo e RSD adequados para o nivel de concentracdo mais
baixo (10 pg kg™).

Os resultados de veracidade avaliados para os trés niveis intermediarios de
fortificagdo (10; 20 e 50 pg kg™) ficaram entre 65 e 148% para o nivel 10 pg kg™,
entre 67 e 125% para o nivel 20 ug kg™ e 68 e 156% para o nivel 50 ug kg™. No
entanto, deve-se ressaltar que para a maioria dos compostos a veracidade
apresentou valores entre 80 e 110%, faixa recomendada para concentracdes acima
de 10 ug kg?, segundo o MAPA (2011). Os compostos que apresentaram valores
de veracidade fora da faixa estipulada pelo MAPA, possuem valores de
recuperacdo entre 70 e 120%, com excecdo dos compostos acetamiprido e
salinomicina para o nivel 20 pg kg™, os quais apresentam recuperacdes acima de
120%.

As recuperacfes dos 12 antibidticos foram realizadas de acordo com a
Decisdo 2002/657/EC, nas concentracbes de 0,5, 1 e 1,5 vezes o LMR de cada
composto. A Tabela 16 apresenta os resultados de recuperacédo e RSD em relacéo
a repetibilidade e precisdo intermediaria do método para os antibiéticos avaliados

nesse estudo.
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Tabela 16 — Resultados de recuperacao (R) e RSD para os ensaios de repetibilidade
e precisdo intermediéria para os antibidticos em estudo.

Niveis de fortificacdo + RSD (ug kg™), n=6

Repetibilidade

Precisdo intermediaria

Antibioticos 05LMR __ 1LMR _ 15LMR 05LMR _ 1LMR _ L15LMR
R+RSD (%) R+RSD (%) R+RSD (%) R*RSD (%) R+RSD (%) R*RSD (%)
Cloranfenicol 108+10 116+16 114413 8518 92+10 1077
Eritromicina ABC 73+19 87+16 93+3 81+11 7316 79119
Furazolidona 113+£32 90+21 88+12 7916 85+17 71+4
Lincomicina cloridrato 120+10 74+18 73+14 64+15 76+13 7149
Sulfacloropiridazina 65+4 85+17 138+18 67+7 78+14 80+4
Sulfadiazina 7614 73+13 1033 86+12 81+7 7514
Sulfadimetoxina 123+9 105+25 75+16 90+10 84+4 92+3
Sulfametazina 65+14 9545 98+11 85+10 87+16 9615
Sulfametoxazol 110414 90+17 88+3 7315 78+2 85+7
Sulfaquinoxalina 95+17 85+23 83+13 85+7 10619 89+12
Sulfatiazol 127+10 8216 9016 7619 94+16 7514
Tilosina 92+12 76+32 76+16 121+1 89+2 69+2

Os resultados de recuperacdo para os antibiéticos ficaram acima de 120%

para sulfadimetoxina e sulfatiazol (0,5 LMR) e sulfacloropiridazina (1,5 LMR) no
ensaio de repetibilidade e para tilosina (0,5 LMR) no ensaio de precisao
intermediaria. Por outro lado, a sulfacloropiridazina e sulfametazina (0,5 LMR) para
a repetibilidade; lincomicina cloridrato e sulfacloropiridazina (0,5 LMR) e tilosina (1,5
LMR), para a precisdo intermediaria, apresentaram valores abaixo de 70%. Para a
maioria dos antibidticos, os resultados mostraram boa precisdo do método nos
ensaios de repetibilidade, exceto para furazolidona (0,5 LMR e 1 LMR),
sulfaquinoxalina e tilosina para (1 LMR), apresentaram RSD > 20%. Os resultados
para a precisao intermediaria ficaram abaixo de 20% para todos os antibidticos.

O estudo relatado por GALARINI e colaboradores (2015) para a
determinacdo de 27 residuos de antibioticos em mel com detecc¢éo por LC-MS/MS,
relataram resultados de recuperacéo inferiores a 70% para alguns antibioticos, tais

como, sulfadiazina e sulfaquinoxalina, com RSD > 20% para alguns compostos.

4.3.5 Precisao

A avaliagdo da precisdo do método, em termos de repetibilidade foi realizada
através da injecdo dos dez niveis da curva fortificada na matriz mel, em quatro

repeticbes de cada nivel. A precisédo intermediaria foi feita em dois dias diferentes e
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os dados foram avaliados utilizando o teste t, em quatro repeticbes dos niveis
intermediarios 10, 20 e 50 ug kg, Tabela 17. O teste t forneceu informacdes sobre a
distribuicdo dos dados, ou seja, se os dados podem ser classificados como
significativamente iguais ou diferentes. O valor critico para aceitar a hipétese nula de
que os resultados obtidos séo significativamente diferentes é de 2,353 para 5% de
significancia.

Tabela 17 — Resultados da precisdo intermediaria avaliada, utilizando o teste t nos
trés niveis intermediarios de fortificacdo da curva analitica.

Precisdo intermediaria - Teste t

Compostos 10pgkg’ 20 pgkg’ 50 pg kg’
Acefato 0,2254 -3,8660 -2,2645
Acetamiprido 0,6303 -0,4848 -1,6275
Atrazina 0,2254 -1,1466 -1,1290
Azinfés etilico 0,5546 -0,8167 0,9967
Azinfés metilico 0,2966 -0,6473 -1,1436
Azoxistrobina 0,3995 -0,0824 1,8707
Boscalida 0,0058 -0,8166 -0,9013
Bromofés metilico 0,2711 0,4544 2,2908
Carbaril 0,2181 -2,7402 -0,8365
Carbendazim 0,9758 -1,8370 -1,5390
Carbofuram 0,0822 -1,1623 -0,4039
Carbofuram 3-OH 0,5997 -0,7345 0,0628
Carboxim 0,8809 -0,8224 -1,0580
Ciproconazol 0,2885 -2,0887 -0,9095
Cloranfenicol 0,0066 0,6490 -0,9595
Clorpirifos etilico 0,1248 -0,1170 -3,5306
Clorpirifés metilico 0,1047 1,2127 -0,5254
Clotianidina 0,8943 -0,8219 1,1831
Diclorvés -1,9776 -0,4013 -0,9144
Dietofencarbe 0,6002 -1,3640 -1,0274
Difenoconazol -1,9952 -0,2802 0,1453
Dimetoato 0,6728 0,2598 0,7662
Dimoxistrobina 0,0218 0,9025 -0,2568
Diniconazol 1,9824 -1,4163 -0,6171
Diuron 2,2477 -1,0825 0,8176
Emamectina benzoato 0,6767 0,6957 1,4076
Epoxiconazol -0,7572 -0,9374 1,4659
Eritromicina ABC 1,9773 0,7417 -1,4173
Etofenprox 0,1940 1,3462 0,2083

Etrimfos 1,3392 0,7616 -1,0753



Fempropimorfe
Fenarimol
Fipronil
Flusilazol
Flutolanil
Fluvalinato
Fosmet
Furazolidona
Hexaconazol
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Isoxaflutol

Lincomicina cloridrato

Linurom
Malationa
Mepanipirim
Mepronil
Metacrifés
Metalaxil
Metidationa
Metolaclor
Metsulfurom metilico
Mevinfos
Monolinurom
Ometoato
Oxadixil
Paraoxon etilico
Penconazol
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofés
Piridato
Pirimetanil
Pirimicarbe
Pirimifés etilico
Pirimifés metilico
Profenofds
Profoxidim
Propargito
Propoxur
Salinomicina
Simazina
Sulfacloropiridazina

0,8618
0,3328
0,7232
0,4235
0,1553
0,2269
0,7667
2,6513
2,8867
0,7006
-1,7995
0,3476
0,6939
1,2810
3,1637
1,8081
0,6229
0,2675
0,3039
0,4448
-0,3779
0,4997
1,7835
-1,2990
1,6764
0,1101
-0,3016
0,2186
-3,6953
1,866
2,3026
0,4074
0,1105
0,8912
-1,5595
0,3683
0,3142
0,1311
1,1605
0,5357
0,6129
3,0308
1,8235
0,6187

0,9945
-2,1002
-0,2748
-0,8269
0,5361
-0,3594
-2,4482
-0,1815
-0,3207
0,2680
0,1321
0,8169
1,6059
2,6207
0,7535
-0,2250
-3,5025
-2,2957
0,2852
-1,1141
0,4607
0,3324
-1,3666
-0,6153
-2,1435
0,3982
-0,7212
-2,6835
0,5844
0,5250
-2,2386
-1,1276
0,1126
-0,6734
-1,0188
0,4908
-0,3839
0,1335
1,5819
1,9827
-0,5847
-1,2295
-0,5356
-1,6060

1,4820
0,6142
1,0315
0,3884
0,4179
1,2305
0,1687
0,2772
1,2214
0,9932
-1,1962
-0,4484
-3,1117
-2,5451
2,0533
1,0763
0,8956
-1,5397
-1,2165
0,9952
-0,5357
2,2692
-0,1547
-1,9927
-3,1505
-1,9150
-0,1556
-0,9884
-1,1414
1,3620
-0,5821
-0,7207
-3,5784
2,2963
-2,0794
-0,2850
-0,4036
-4,3101
1,2970
2,2171
-0,8421
0,9039
-2,6300
0,6738

83
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Sulfadiazina 1,7741 -3,3382 -11,25
Sulfadimetoxina 0,6291 -2,3515 -10,91
Sulfametazina 0,6592 -2,6592 -0,1389
Sulfametoxazol 0,5474 -1,1056 -3,0454
Sulfaquinoxalina 1,1338 -1,9973 -1,5961
Sulfatiazol 0,5547 -1,8944 -1,3188
Tebuconazol 3,0517 -1,2634 -1,1190
Terbutilazina 1,753 0,4085 -1,8690
Tiacloprido 0,3442 -2,0210 -0,4942
Tiametoxam 2,6544 1,7492 0,9811
Tilosina 0,2578 0,7888 0,3527
Tolclofés metilico 0,7559 -1,7604 -1,1205
Triadimefon 1,8136 -3,1696 -0,4908
Triazofés 1,5649 -2,4892 -1,4697
Triclorfom 0,8219 -1,3640 1,4367
Trifloxistrobina 2,1974 -1,3374 -1,3535
Triflumizol 0,3192 2,6101 1,8221

Os resultados mostraram boa precisdo intermediaria do método,
considerando que somente o0os compostos furazolidona, hexaconazol, linurom,
salinomicina, tebuconazol e tiametoxam no nivel 10 ug kg™ e lincomicina cloridrato e
triflumizol no nivel 20 ug kg™ apresentaram diferenca significativa das médias dos
desvios padrbes da precisdo intermediaria. Dentre 0s compostos que apresentaram
esse comportamento, o hexaconazol, o linurom, a salinomicina e o triflumizol néao
sdo monitorados na matriz mel e por isso ndo possuem LMR.

Ja& o composto tiametoxam com LMR 10 upg kg*, segundo a EU, ndo
apresenta precisdo intermediaria nesse nivel, o que afetou a sua analise. O
composto tebuconazol também ndo apresentou precisao intermediaria no nivel 10
ug kg?, entretanto ndo teve sua andlise prejudicada, pois seu LMR é 50 ug kg,
segundo EU. Apesar disso, todos esses compostos apresentaram resultados
adequados, segundo a legislacdo, em termos de exatiddo e precisdo do método

para os respectivos niveis de fortificacéo e, por isso, foram validados nesse estudo.

4.3.6 Limite de deteccao e limite de quantificagao

Os limites de deteccao e quantificacdo do método foram calculados de acordo
com a relacdo sinal/ruido, conforme o item 3.6.6. O LOQ variou de 0,1 a5 ug kg™’ e

o LOD, sendo 3,33 vezes menor, variou de 0,03 a 1,5 pg kg', conforme
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apresentados na Tabela 18. Esses valores de LOQ e LOD do meétodo séo

considerados satisfatorios levando-se em consideracdo os LMRs dos compostos em

estudo e a complexidade da matriz trabalhada.

Tabela 18 — Resultados dos limites de quantificacdo (LOQ) e deteccéao (LOD) do

método proposto.

Compostos LOQ.1 LOD-l Compostos LOQ-l LOD.1
(g kg™) (ng kg™) (Mg kg™) (g kg™)
Acefato 5 1,5 Malationa 1 0,03
Acetamiprido 0,1 0,03 Mepanipirim 0,1 0,03
Atrazina 0,1 0,03 Mepronil 0,1 0,03
Azinfoés etilico 1 0,3 Metacrifds 0,1 0,03
Azinfos metilico 0,1 0,03 Metalaxil 0,1 0,03
Azoxistrobina 0,1 0,03 Metidationa 1 0,3
Boscalida 0,1 0,03 Metolaclor 0,1 0,03
Bromofés etilico 0,1 0,03 Metsulfuron metilico 0,1 0,03
Carbaril 1 0,3 Mevinfos 5 1,5
Carbendazim 0,1 0,03 Monolinurom 0,1 0,03
Carbofuram 0,1 0,03 Ometoato 2 0,6
Carbofuram 3-OH 0,1 0,03 Oxadixil 0,1 0,03
Carboxim 0,1 0,03 Paraoxon etilico 1 0,03
Ciproconazol 1 0,3 Penconazol 0,1 0,03
Cloranfenicol 0,1 0,03 Picoxistrobina 0,1 0,03
Clorpirifos etilico 0,1 0,03 Piraclostrobina 1 0,3
Clorpirifés metilico 1 0,3 Pirazofés 0,1 0,03
Clotianidina 1 0,3 Piridato 0,1 0,03
Diclorvés 0,1 0,03 Pirimetanil 0,1 0,03
Dietofencarbe 0,1 0,03 Pirimicarbe 1 0,3
Difenoconazol 0,1 0,03 Pirimifés etilico 0,1 0,03
Dimetoato 0,1 0,03 Pirimifés metilico 0,1 0,03
Dimoxistrobina 0,1 0,03 Profenofés 1 0,3
Diniconazol 1 0,3 Profoxidim 0,1 0,03
Diuron 0,1 0,03 Propargito 1 0,3
Emamectina benzoato 0,1 0,03 Propoxur 0,1 0,03
Epoxiconazol 0,1 0,03 Salinomicina 0,1 0,03
Eritromicina ABC 1 0,3 Simazina 1 0,3
Etofenprox 0,1 0,03 Sulfacloropiridazina 2 0,6
Etrimfos 0,1 0,03 Sulfadiazina 0,1 0,03
Fempropatrina 0,1 0,03 Sulfadimetoxina 0,1 0,03
Fempropimorfe 0,1 0,03  Sulfametazina 0,1 0,03
Fenarimol 1 0,3 Sulfametoxazol 0,1 0,03
Fipronil 2 0,6 Sulfaquinoxalina 0,1 0,03
Flusilazol 0,1 0,03 Sulfatiazol 0,1 0,03
Flutolanil 0,1 0,03 Tebuconazol 1 0,03
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Fluvalinato 0,1 0,03 Terbutilazina 1 0,3
Fosmet 0,1 0,03  Tiacloprido 0,1 0,03
Furazolidona 1 0,3 Tiametoxam 2 0,6
Hexaconazol 2 0,6 Tilosina 2 0,6
Imazalil 0,1 0,03 Tolclofés metilico 1 0,3
Imidacloprido 1 0,3 Triadimefom 1 0,3
Iprovalicarbe 0,1 0,03  Triazofés 0,1 0,03
Isoxaflutol 1 0,3 Triclorfom 0,1 0,03
Lincomicina cloridrato 1 0,3 Trifloxistrobina 0,1 0,03
Linurom 0,1 0,03 Triflumizol 1 0,03

Através dos resultados de LOD e LOQ apresentados acima, percebe-se que o
método mostra-se adequado para a determinacdo qualitativa e quantitativa de
agrotoxicos a baixos niveis de concentracdo. De acordo com o trabalho de WIEST e
colaboradores (2011), o qual avaliou 80 residuos de agrotéxicos em mel, abelha e
pélen, os resultados de LOD variaram de 0,01 a 23,9 yg kg™ e LOQ de 4,1 a 57 ug

g, respectivamente.

4.3.7 Limite de decisdo e capacidade de deteccéo

O limite de decisdao (CCa) e a capacidade de detecgao (CCB) do método
foram calculados de acordo com o item 3.6.7, utilizando o procedimento da curva de
calibracéo para obter os valores de CCa e CC[3 para todos os antibiéticos avaliados.

Os resultados obtidos estao listados na Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados de CCa e CCp para os antibiéticos avaliados.

Analitos CCa (ug kg’) CCB (ug kg™)
Cloranfenicol 0,10 0,12
Eritromicina ABC 1,00 1,44
Furazolidona 1,00 1,72
Lincomicina cloridrato 1,00 1,17
Sulfacloropiridazina 2,00 2,81
Sulfadiazina 0,10 0,13
Sulfadimetoxina 0,10 0,12
Sulfametazina 0,10 0,12
Sulfametoxazol 0,10 0,13
Sulfaquinoxalina 0,10 0,27
Sulfatiazol 0,10 0,12

Tilosina 2,00 2,66
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Observa-se que os valores de CCa variaram de 0,1 a 2 ug kg*,
correspondendo ao LOQ do método, e os valores de CCp variaram de 0,12 a 2,81
ug kg*. Pode-se concluir que o método, além de oferecer uma capacidade de
deteccdo, identificacdo e quantificacdo a baixos niveis de concentracdo do analito,
fornece dados que auxiliam a decidir se a amostra é ndo conforme em relagédo aos
limites obtidos.

Assim, o método proporciona baixos niveis de CCa e CCpB, esses valores
podem ajudar a decidir se as amostras nao sao conformes em relacdo aos limites
permitidos. Pode-se afirmar também que os menores limites foram atingidos, ou
seja, o método é adequado para a determinacdo de todos 0s compostos
monitorados no mel na Europa (CE 2377/90) e no Brasil (MAPA, 2013).

KASIOTIS e colaboradores (2014) obtiveram limites na faixa de 0,1-77 ug kg™
para todos os compostos avaliados, utilizando o método QUEChERS maodificado e
LC-MS/MS. DUBREIL-CHENEAU e colaboradores (2014) apresentaram valores de
CCa e CCB para sulfonamidas em mel, na faixa de 2,8-17,4 ug kg™*. JUAN-BORRAS
e colaboradores (2015) apresentaram valores de 0,7-4,5 ug kg™ para antibiéticos em
mel. Os limites obtidos para os compostos os quais nhdao possuem LMR estabelecido
séo suficientemente baixos para determinar esses residuos. De acordo com o guia
SANCO/10232/2006, os limites para os compostos 0s quais ndo possuem LMR
variam na faixa de 0,1-50 ug kg™ ou L™, coincidindo com os valores obtidos nesse

método.

4.4 Aplicacdo do método

O método foi aplicado para 43 amostras de mel coletadas em diferentes
regides e de diferentes origens botanicas, do estado do Rio Grande do Sul. Essas
amostras foram obtidas diretamente dos apicultores, e as informacfes relevantes
como origem do mel, presenca de lavouras nas proximidades e/ou aplicacdo de
antibidticos nas colmeias foram registradas no questionario.

Dentre as amostras, predominam méis multiflorais, obtidos de arvores

frutiferas, como laranjeiras, macieiras, parreirais de uva, flor de girassol, canola e
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eucalipto, além de algumas amostras estarem localizadas as proximidades de
lavouras de milho, soja e trigo.

Do total de amostras analisadas, 53% delas apresentaram residuos de um ou
mais analitos, na ordem de ug kg em cada amostra analisada, sendo encontrado
um total de 37 compostos nessas amostras, 36 residuos de agrotoxicos e um
antibidtico.

O limite maximo de residuos néo foi ultrapassado em nenhuma amostra, de
acordo com os resultados da Tabela 20. Residuos de inseticidas e acaricidas
(acefato, azinfos etilico, carbofuram, clorpirifés etilico, diclorvos, dimetoato, paraoxon
etilico, pirazofos, pirimifés etilico, pirimifés metilico, profenofés e salinomicina),
fungicidas (boscalida, difenoconazol, dimoxistrobina, flusilazol, imazalil, metalaxil,
picoxistrobina, propoxur e tebuconazol), antibiético (eritromicina ABC) e herbicida
(linurom) foram obtidos em concentragdes abaixo do LMR, de acordo com os limites
estabelecidos pela EU e pelo PNCRC para mel, no Brasil. Os compostos
azoxistrobina, diurom, emamectina benzoato, etrimfés, imidacloprido, oxadixil,

propoxur e terbutilazina apresentaram residuos abaixo do LOQ do método avaliado.



Tabela 20 — Resultados para 23 amostras positivas obtidas da aplicacdo do método validado para amostras reais de

origens botanicas.
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diferentes

Compostos

Amostras positivas (ug kg‘l)

5 6

7

8

11

12

13

Acefato

Azinfos etilico
Azoxistrobina
Boscalida
Carbofuram
Clorpirifés etilico
Diclorvos
Difenoconazol
Dimetoato
Dimoxistrobina
Diuron
Emamectina
benzoato
Etrimfés
Eritromicina ABC
Fention
Flusilazol
Flutolanil
Imazalil
Imidacloprido
Linurom
Paraoxon etilico
Metalaxil
Oxadixil
Picoxistrobina
Pirazofés
Pirimifos etilico
Pirimifés metilico
Profenofés
Propoxur

0,12 0,52

0,23

0,49

<LOQ

<LOQ

<LOQ

1,17

2,07



Salinomicina
Tebuconazol
Tolclofés metilico
Terbutilazina
Triclorfom
Trifloxistrobina
Triflumizol

90
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Os residuos encontrados nas amostras devem-se devido a proximidade que
algumas colmeias encontravam-se de lavouras de soja, milho ou trigo, levando em
consideracdo o processo de polinizacdo que a abelha realiza para coletar néctar,
pélen e agua das flores, atingindo grandes distancias (aproximadamente 7 km?) em
curto periodo de tempo (RISSATTO et al., 2006).

Acefato e tebuconazol sdo utilizados em citricos, soja, milho e trigo
(AGROFIT, 2015) e foram encontrados residuos em duas e quatro amostras,
respectivamente. Os inseticidas pirimifés etilico, azinfés etilico e clorpirifos etilico
foram encontrados em 23, 16 e 10% das amostras, respectivamente. Os fungicidas
foram encontrados em menor quantidade. Deve-se ressaltar que a presenca desses
residuos nas amostras ocorreu em funcdo das proximidades das colmeias com
lavouras de diferentes culturas, como soja, milho e trigo e, anteriormente a coleta do
mel, foram realizadas aplicacbes de agrotoxicos nessas culturas, segundo
informacdes obtidas dos apicultores e relatadas nos questionarios. Assim, a
contaminacdo das abelhas e consequentemente do mel ocorreram de forma indireta
por agrotoxicos, exceto para a amostra 18, que apresentou residuo do antibiotico
eritromicina ABC, contaminada de forma direta, pois, segundo informacdes obtidas
através do questionario utilizado durante a coleta das amostras, a aplicacdo ocorreu
para tratamento de doenca bacteriana da colmeia.

Alguns trabalhos relataram a presenca de residuos de agrotoxicos e
antibioticos em amostras de mel. BARGANSKA e colaboradores (2013) analisaram
45 amostras obtidas diretamente de apicultores, de apiarios locais de diferentes
regides da Polbnia, obtiveram 29% das amostras com residuos de agrotoxicos.
Entre os analitos, dimoxistrobina, indoxacarbe pirimicarbe e estavam presentes em
53% das amostras; estando abaixo do LOQ do seu método, bem como o composto
azinfés etilico estava presente em 11% das amostras. GALARINI e colaboradores
(2015) analisaram 74 amostras de mel de diferentes origens boténicas, obtidas de
diferentes supermercados da lItalia, sendo que 12% apresentaram residuos de
sulfonamidas abaixo dos LMR. LOPEZ e colaboradores (2014) analisaram 61
amostras de mel obtidas de quatro regides da Colbmbia e, apenas cinco
apresentaram residuos de um ou mais analitos, entre eles, clorpirifés etilico,
profenofés e fenitrotiona. Além de 28 amostras que apresentaram residuos no
mesmo nivel ou abaixo do LMR estabelecido pela UE e trés amostras apresentaram

residuos acima do LMR.
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5 Conclusao

Este trabalho apresentou diferentes métodos de preparo de amostra para
determinacao de residuos de agrotoxicos e antibidticos em mel por UHPLC-MS/MS.
As maiores modificacdes realizadas foram na etapa de limpeza, na qual se aplicou
um planejamento experimental a fim de avaliar as quantidades e os tipos de
sorventes adequados e a eliminacdo da etapa de particdo do método. Os resultados
demonstraram que a utilizagcdo de C18 nessa etapa acarretava em diminuicdo das
porcentagens de recuperacdo de alguns analitos e o PSA, apesar de resultar em
bons resultados de recuperacao, apresentava maiores quantidades de coextrativos
quando comparado ao florisil® no teste gravimétrico. Portanto, o método validado
apresentou uma etapa de homogeneizagao, seguida de extragdo com acetonitrila e
uma etapa de limpeza empregando florisil® e sulfato de magnésio. Sendo assim, a
caracteristica principal deste método € a simplicidade na execucdo do preparo da
amostra, aliado ao baixo consumo de solvente e baixo custo.

A deteccdo dos compostos utilizando o equipamento UHPLC-MS/MS com
fonte de ionizacao por eletrospray nos modos positivo e negativo, operando no modo
SRM, ofereceu boa detectabilidade, seletividade e precisdo dos analitos em estudo,
estando apto para aplicacdes em analises de rotina laboratorial.

O método foi avaliado em termos de linearidade e faixa de trabalho, através
da fortificacdo das curvas analiticas preparadas na matriz mel, nos niveis 0,1; 1; 2;
5; 10; 20; 50; 100; 150 e 200 ug kg'l. Também foram confirmadas as premissas de
normalidade e independéncia dos residuos, através da aplicacdo dos testes de
Anderson-Darling e Durbin-Watson, respectivamente. O efeito matriz avaliado pela
comparacao das curvas preparadas na matriz mel e no solvente acetonitrila mostrou
a necessidade de validar e quantificar os dados na presenca da matriz mel.

A exatiddo do método, avaliada através da fortificacdo dos dez niveis da
curva analitica, apresentou recuperacoes na faixa de 67 a 138%, poréem para a
maioria dos compostos as recuperacdes variaram de 70 a 120%. A precisdo do
método foi adequada em termos de repetitividade sendo que o RSD ficou na faixa de
2 a 31%, porém a maioria dos resultados de RSD foi menor de 20; os resultados de
precisdo intermediaria também foram adequados, apds aplicacdo do teste t. Os
valores de LOD e LOQ do método foram de 0,03 a 1,5 e 0,1 a 5,0 pg kg,
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respectivamente, e os valores de CCa e CC foram de 0,1 a 5,0 e 0,12 a 2,81 ug kg
! respectivamente.

Esse método foi aplicado em 43 amostras de mel de diferentes regides do
estado do Rio Grande do Sul, para a determinacédo de residuos de agrotoxicos e
antibioticos. Os resultados das andlises cromatograficas demonstraram que 53%
das amostras apresentaram residuos de 37 analitos nas amostras.

Os resultados da validacdo mostraram que o método é adequado para
estudar e avaliar e determinar quantitativamente a presenca de residuos de

agrotoxicos e antibidticos em amostras de mel.
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7 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

A geracdo de residuos nas atividades laboratoriais torna-se uma
consequéncia ap6és o término das atividades, obtendo-se uma quantidade
significativa de residuos liquidos e sdlidos. Esses devem ser tratados ou
descartados de forma adequada para que 0s mesmos nao contaminem o ambiente.

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

empresa terceirizada capacitada nessa area.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a aplicabilidade desse método para a analise de abelhas e produtos
derivados das colmeias, como propolis, geléia real e polen, considerando que sao
alimentos bastante consumidos pela populacdo, além de avaliar o impacto ambiental
atraveés dessas analises;

Aumentar o escopo de agrotéxicos e antibidticos para as futuras analises,
levando-se em consideracdo a importancia em analisar os compostos de interesse
para a matriz em questéo;

Testar outras condigcBes para 0 método de preparo de amostra, a fim de
buscar melhores resultados para os compostos que nao obtiveram exatidao e

precisdo adequadas nesse trabalho.
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9 ANEXOS

Anexo | — Questionario aplicado aos apicultores:

Este questionério tem dois objetivos:

e O primeiro consiste em buscar informacdes sobre a procedéncia dos méis
coletados em diferentes regides do Estado do Rio Grande do Sul;

e O segundo refere-se a utilizacdo destas amostras para posteriormente
aplica-las no trabalho de doutorado, que tem por objetivo a analise para
verificar a presenca de residuos de agrotdxicos e antibidticos em mel.

1- Qual o tamanho da sua propriedade rural, em hectares?
() até 20

()de 20a50

()de50a 100

() mais de 100

() ndo possui terras.

2- Qual o numero aproximado de colmeias que possui?
() até 10

()de10a 20

()de 20a50

() mais de 50

3- Qual a média, em quilos, de produtividade anual de mel por colmeia?
() até 15

()de 15a20

()de 20 a 25

()de 25a 30

() mais de 30

4- Qual é a principal atividade desenvolvida na sua propriedade?
() apicultura

() trigo

() milho

() soja
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() fruticultura
() fumicultura
() outra, qual?

5- Vocé faz uso de agrotoxicos em local proximo as colmeias?

Costuma aplicar antibioticos na colmeia a fim de tratar/evitar algumas doencas?

() sim.

L@ 11 = 137 PP
() néo

6- Tem conhecimento sobre o uso de agrotoxicos utilizados nas proximidades?
()sim

QUAIS 2.ttt ettt ettt ettt e et e e e e e e et e e e e e et e e e e ee et e aeeetera e aeerrraaaeas
() ndo

7- H& alguma espécie frutifera ou lavoura nas proximidades da colmeia ou regido
proxima (até 7 km de distancia)?
()sim

() apicultura

() fumicultura

() milho

() soja

() trigo

() fruticultura

() outra

() ndo
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Anexo Il — Férmulas estruturais dos compostos avaliados nesse trabalho.
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