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RESUMO

DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM
TOMATE, BETERRABA E CENOURA EMPREGANDO QUEChERS
MODIFICADO E UHPLC-MS/MS

AUTOR: Fabiane Marconato Stringhini
ORIENTADORA: Prof. Dra. Martha Bohrer Adaime

Beterraba, cenoura e tomate sdo alimentos com grande teor de 4gua, acucares e
pigmentos, que estdo entre as hortalicas mais cultivadas e consumidas no mundo
todo e frequentemente apresentam residuos de agrotoxicos em suas andlises. Por
isso, um método multirresiduo simples foi desenvolvido e validado para a
determinacdo de 129 agrotoxicos e metabdlitos em amostras de beterraba, cenoura
e tomate, utilizando o método QUEChERS acetato modificado sem a etapa de
limpeza para o preparo de amostras e posterior determinagdo por cromatografia
liquida de ultra-alta performance acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS). Foram testados diferentes sorventes e combinacdes de sorventes para a
etapa de limpeza, além de teste gravimétrico e de evaporacdo do solvente.
Entretanto, visando um método mais rapido e barato, optou-se por eliminar a etapa
de limpeza do estrato. A diluicdo dos extratos brutos em diferentes proporcdes de
fase mével foi avaliada e a diluicdo de 10 vezes apresentou resultados adequados,
melhorando o desempenho da analise e minimizando o efeito matriz. A validacéao foi
realizada de acordo com o guia da SANTE, apresentando resultados satisfatérios. O
limite de quantificacdo foi de 10 pg kg?' para a maioria dos compostos.
Recuperacdes entre 70 e 120% com precisdo <20% foram encontradas para a
maioria dos compostos e niveis de fortificacdo avaliados. Os resultados de efeito
matriz para a matriz tomate nao foram significativos para a maioria dos compostos.
O método demonstrou ser simples, robusto e eficiente para ser aplicado em analises
de rotina em laboratérios. A aplicabilidade do método foi determinada pela andlise
de amostras comercializadas no Brasil e resultados positivos foram encontrados,
demonstrando a importancia do método proposto.

Palavras-chave: residuo de agrotoxicos, hortalicas, preparo de amostra,
QUEChERS, cromatografia



ABSTRACT

PESTICIDES MULTIRESIDUE DETERMINATION IN TOMATO, BEET
AND CARROT USING MODIFIED QUEChERS AND UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Fabiane Marconato Stringhini
ADVISOR: Prof. Dra. Martha Bohrer Adaime

Beet, carrot and tomato are foods with a high content of water, sugars and pigments,
which are among the most cultivated and consumed vegetables worldwide and
frequently contain pesticide residues. Therefore, a simple multiresidue method was
developed and validated to determine 129 pesticides and metabolites in beet, carrot
and tomato samples using a modified acetate QUEChERS without clean-up for
sample preparation and determination by ultra-high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). Different sorbents
and sorbent combinations were tested for the clean-up step, in addition to gravimetric
and solvent evaporation tests. However, aiming a faster and cheaper method, it was
decided to eliminate the clean-up step. Dilution of the raw extract in different
proportions of mobile phase was evaluated and a dilution of 10 times presented
adequate results improving analysis performance while minimizing the matrix effect.
Validation performed according to SANTE guideline presented satisfactory results.
Practical method limit of quantification was 10 pg kg? for most compounds.
Recoveries between 70 and 120% with precision <20% were found for most
compounds and spike levels evaluated. Matrix effect results for tomato were not
significant for most compounds. Method proved to be simple, robust and effective to
be applied in routine analysis. Method applicability was performed by analysis of
samples commercialized in Brazil and positive results were found demonstrating the
importance of the proposed method.

Keywords: pesticide residues, vegetables, sample preparation, QUEChERS,
chromatography
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1 INTRODUCAO

Atualmente, diversos tipos de contaminantes organicos podem estar
presentes em amostras de alimentos. Na producdo agricola, 0s agrotoxicos
apresentam beneficios econémicos, uma vez que séo utilizados para o controle de
pragas e doencgas que afetam as lavouras, garantindo a qualidade da producéao.
Porém, quando usados de forma irregular e indiscriminada, eles também séo
responsaveis pela contaminacdo dos mananciais de agua, do solo e dos alimentos,
colocando em risco a saude humana, além da sua persisténcia no meio ambiente e
tendéncias de bioacumulacédo (ZANELLA et al., 2015; PRESTES et al., 2009).

Com relacdo aos danos causados ao homem, podemos citar: problemas
neurolégicos (EATON et al., 2008), reprodutivos (DAHAMNA et al., 2010),
desregulacdo hormonal (KJAERSTAD et al., 2010; KOIFMAN e HATAGIMA, 2003),
malformagdes congénitas (KOCMAN e TOPAKTAS, 2009), danos ao sistema
nervoso central, respiratorio, cardiovascular, além de reag6es alérgicas (SILVA et al.
2005), distarbios neurocomportamentais (WOLANSKY e HARRILL, 2008;
ALAVANJA et al., 2004), alteracbes neuromotoras (WOLANSKY et al., 2006) e até
alguns tipos de cancer (JOBIM et al., 2010; ALAVANJA et al., 2004; RAKITSKY et
al., 2000).

Por isso, ha a necessidade de prevenir e controlar os possiveis efeitos
danosos a saude humana e ao meio ambiente. Uma das formas de minimizar esses
riscos, € monitorando os residuos de agrotoxicos nos alimentos, o que torna a sua
determinacdo extremamente importante. Para esta andlise, faz-se necesséario uma
etapa prévia de preparo de amostra, uma vez que as concentracbes dos analitos
sdo geralmente muito baixas, 0os compostos apresentam propriedades quimicas
distintas, além da complexidade das matrizes (PRESTES et al., 2009).

Geralmente, essa complexidade da composicéo dos alimentos associada ao
fato de que as medidas normalmente séo feitas em baixos niveis de concentracgéo,
ocasiona dificuldades para a quantificacdo dos residuos e contaminantes, sendo
necesséaria a realizacdo de uma etapa de limpeza (clean-up) do extrato, apoés
extracdo com solvente. Essa etapa € fundamental, pois reduz as interferéncias e o
efeito matriz, além de diminuir a necessidade de manutencdo do sistema
cromatografico (CABRERA et al., 2012).
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Atualmente, o método QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap, effective,
rugged, safe) e suas modificacdes sao aplicadas para uma grande variedade de
matrizes e para varios compostos, apresentado por seus autores como sendo um
meétodo rapido, facil, econbmico, efetivo, robusto e seguro. Varios sorventes e
combinagfes de sorventes podem ser utilizados, dependendo do tipo de matriz,
técnica cromatografica e dos tipos de compostos analisados (ANASTASSIADES et
al., 2003).

A extracao em fase sélida dispersiva (d-SPE, do inglés dispersive solid phase
extraction) desenvolvida simultaneamente com o método QUEChERS, proporciona
um extrato final com menor quantidade de interferentes. Quando comparada com
técnicas tradicionais, como a SPE, a d-SPE apresenta maior praticidade e um menor
custo, utiliza uma menor quantidade de sorvente e solventes, além de ndo haver a
necessidade de trabalhar com cartuchos (CABRERA et al., 2012; PRESTES et al.,
2009).

Por outro lado, em alguns casos, a etapa de limpeza pode diminuir a
recuperacdo dos analitos, pois eles podem ficar retidos no material sorvente ou ser
eliminados junto com os interferentes (CABRERA, 2012). Métodos que utilizam
apenas uma etapa de extracdo com solventes (acetonitrila/agua ou metanol/agua,
por exemplo), dispensando a etapa de limpeza do extrato, também tém sido
relatados de forma promissora, além de serem mais rapidos e terem um menor custo
com reagentes (SILVA et al., 2019; GEBREHIWOT et al., 2019).

A identificacdo dos agrotoxicos em alimentos requer técnicas sensiveis e
seletivas, devido aos compostos interferentes da matriz, que muitas vezes acabam
mascarando o sinal do analito. Por isso, a cromatografia liquida de ultra-alta
resolucdo com deteccdo de espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) tem sido a
técnica mais utilizada para analises multirresiduo de agrotoxicos. A combinacgéo
entre a aplicabilidade da cromatografia liquida aliada a grande capacidade de
deteccdo dos analisadores de massas possibilitou o desenvolvimento de métodos
gue possuem maior seletividade, sensibilidade e especificidade em um menor tempo
de corrida cromatogréfica. (CALDAS et al., 2011; KEMMERICH et al., 2015; MAY et
al., 2017).

Assim, o desenvolvimento de métodos para determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em produtos como frutas, vegetais e cereais € de extrema importancia,

uma vez que frequentemente séo detectados, nas analises de laboratorio, residuos
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destes compostos nestes alimentos. Algumas dificuldades como a diferenca das
propriedades quimicas destes compostos e a variedade de matrizes, devem ser
superadas no desenvolvimento desses meétodos, pois além de serem bastante
laboriosos e exigirem tempo, também tem a questdo do elevado custo com materiais
e a geracdo de grandes quantidades de residuos toxicos.

Dessa forma, o objetivo geral desta tese € desenvolver e validar um método
para determinacdo multirresiduo de 129 agrotéxicos em tomate, beterraba e
cenoura, empregando o método QUEChERS e UHPLC-MS/MS, além de aplicar o
método proposto em amostras reais.

Os objetivos especificos sao:

a) avaliar qual a melhor variacdo do método QUEChERS para extracdo dos
analitos de interesse;

b) avaliar quais as melhores condicbes para o método de extracdo
selecionado, utilizando diferentes sorventes e combinacdes de sorventes, visando a
limpeza dos extratos e reducdo de coextrativos;

c) ampliar o escopo de compostos, considerando as substancias permitidas e
as proibidas, de forma a contemplar as legisla¢cdes vigentes;

d) validar o método desenvolvido, para determinacdo de residuos de
agrotoxicos e metabdlitos em tomate empregando UHPLC-MS/MS, avaliando os
seguintes parametros: seletividade, linearidade, efeito matriz, exatidao, precisdo e
limites de quantificacdo e deteccao;

e) estender o escopo do método para as matrizes beterraba e cenoura;

f) demonstrar a aplicabilidade do método validado para determinagdo de

residuos de agrotéxicos e metabdlitos em amostras de tomate, beterraba e cenoura.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AS MATRIZES

As matrizes escolhidas para o presente estudo foram beterraba, cenoura e
tomate, por se tratarem de matrizes complexas, com elevado teor de pigmentos,
além de grande quantidade de agua e acucares, como pode ser visto na Tabela 1 da
composicao centesimal destes alimentos.

Os pigmentos sdo os principais interferentes provenientes destas matrizes
que dificultam a identificacdo dos analitos nas andlises cromatograficas.

Tabela 1 — Composicéo centesimal das matrizes cruas.

Umidade Energia Proteina Lipideos Carboidrato Aliiiwirﬁtar Cinzas Vitamina
(%) (kcal) (9) (9) (@) ©) (9) C (mg)
Beterraba 86 49 1,9 0,1 11,1 34 0,9 3,1
Cenoura 90,1 34 1,3 0,2 7,7 3,2 0,9 51
Tomate 95,1 15 1,1 0,2 3,1 1,2 0,5 21,1

Fonte: (TACO, 2011).

2.1.1 Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum; Lycopersicun esculentum ou Lycopersicum
lycopersicum) pertence a familia das Solanaceas e corresponde a um dos vegetais
mais amplamente cultivados no mundo (MELO et al, 2012).

As espécies de tomate selvagem sao nativas da América do Sul ocidental, ao
longo da costa e alto dos Andes, desde o centro do Equador, atravessando o Peru,
atée o norte do Chile e as llhas Galapagos (BERGOUGNOUX, 2014). Foi
domesticado no México e introduzido na Europa em 1544. Mais tarde, disseminou-
se da Europa para a Asia meridional e oriental, Africa e Oriente Médio. Mais tarde,
distribuiu-se o tomate silvestre para outras partes da América do Sul e do México
(ANDERLINI, 1982).



18

Do ponto de vista botanico, o tomate é uma fruta e ndo um vegetal, sendo ele
uma das hortaligas mais consumidas no mundo, depois da batata e antes da cebola,
além de ser a cultura de jardim preferida (BERGOUGNOUX, 2014).

O consumo de tomate contribui para uma dieta saudavel e bem equilibrada,
pois é rico em minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, acuUcares e fibras
dietéticas. O tomate contém grandes quantidades de vitaminas B e C, ferro e
fosforo. Consome-se o tomate fresco, em saladas e sanduiches, ou cozido, em
molhos, sopas e carnes ou pratos de peixe. Pode ser processado em purés, sumos
e molho de tomate (ketchup). Também os frutos enlatados e secos constituem
produtos processados de importancia econdmica (BERGOUGNOUX, 2014,
ANDERLINI, 1982).

O tomate é considerado um alimento funcional, pois contém diferentes
classes de substancias com propriedades antioxidantes, como &cido ascorbico
(vitamina C), tocoferdis (vitamina E), carotenoides (licopeno), flavonoides (rutina) e
acidos fendlicos, que trazem beneficios para a satde humana (ANDRADE et al.,
2015; REIS, 2016).

O tomate armazena varias moléculas de antioxidantes, dentre elas o &cido
ascorbico e a vitamina E. O &cido ascorbico é uma vitamina solavel em agua e um
redutor eficaz, reagindo com oxidantes, sendo o principal antioxidante hidrofilico
contido neste fruto. Ja a vitamina E (majoritariamente a e y-tocoferol), encontrada na
fracao lipofilica do tomate, € um antioxidante lipossoluvel que permite a eliminacéo
de radicais livres nas membranas e no plasma. (BORGUINI & TORRES, 2009; REIS,
2016).

Os carotendides sédo pigmentos sintetizados durante o amadurecimento do
fruto. Os dois principais carotendides presentes no tomate sdo o licopeno, em maior
concentracédo (80 a 90%), e o B-caroteno, em menor concentracdo (7 a 10%),
representados nas Figuras 1A e 1B, respetivamente. O licopeno, que também tem
acdo antioxidante, é responséavel pela atrativa cor vermelha do fruto, enquanto o 3-
caroteno é um pigmento de cor vermelha-alaranjada forte que tem especial interesse
devido a sua atividade pro-vitamina A (BORGUINI e TORRES, 2009; REIS, 2016).

Os carotendides possuem ligacdes duplas conjugadas que permite a estes
compostos absorverem luz na regido do visivel (cromoforo), mas também as tornam
muito suscetiveis a isomerizacao e oxidagdo. Além disso, possuem carater hidrofilico
e sdo mais instaveis em pH acido (SCHIOZER & BARATA, 2007).
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Figura 1 — Estrutura quimica do licopeno (A), do B-caroteno (B), dos flavonoides (C)
e dos derivados do acido cindmico e do acido benzoico (D), respectivamente.

D)

R! 0 R’

OH OH

Fonte: Adaptacéo de REIS (2016).

Os flavonoides possuem uma estrutura base comum, que consiste em dois
anéis aromaticos unidos por trés atomos de carbono que formam um heterociclo
oxigenado, como pode ser visto na Figura 1C. Muitas das variedades de flavonoides
Sao responsaveis pelas cores atraentes das folhas, flores e frutos e sua cor varia de

acordo com o pH, sendo mais estaveis (avermelhada) em meio acido que em
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solugbes alcalinas (amarelada ou incolor) (REIS, 2016; SCHIOZER & BARATA,
2007).

Os acidos fendlicos pertencem a familia dos polifendis e encontram-se em
abundéancia nas plantas, dividindo-se em duas classes: os derivados do acido
benzdico e os derivados do &cido cindmico, cuja estrutura quimica se representa na
Figura 1D. (REIS, 2016).

2.1.2 Cenoura

A cenoura (Daucus carota L.) € uma hortalica herbacea, da familia Apiaceae,
de cultivo anual, cuja parte comestivel € uma raiz tuberosa, lisa, carnuda, reta e sem
ramificacbes, podendo ter formato cénico e cilindrico. E um alimento muito cultivado
e consumido no Brasil e um dos vegetais minimamente processados mais
comercializados. Pode ser encontrado em diversas formas no comeércio, tais como:
cubos, fios, palito, ralada, fatiada, e minicenouras (“cenourete” — baby carrot
americana ou “catetinho” — formato esférico) (LARA, 2014; SILVA et al., 2016).

Além do consumo in natura, a cenoura pode ser utilizada como matéria-prima
por industrias processadoras de alimentos como de sucos, concentrados, pés,
conservas e doces (SILVA et al., 2016; CARVALHO et al., 2006; SHARMA et al.,
2012).

As cenouras comecaram a ser cultivadas no Afeganistdo, Paquistdo e Ird e
depois no Império Persa, ha aproximadamente cinco mil anos atras. A cor e o sabor
foram os primeiros critérios de selecdo para domesticacdo. A cor da raiz mudou
significativamente durante o periodo de domesticacdo. As cenouras selvagens eram
brancas ou amarelo claro, enquanto as primeiras cores das domesticadas eram
roxas ou amarelas. A cenoura laranja provavelmente surgiu de mutac¢des das formas
amarelas e da selecdo humana, que imagina-se ter se originado na Holanda
(STOLARCZYK e JANICK, 2011).

Do ponto de vista nutricional, a cenoura contém carboidratos “disponiveis”;
fibras alimentares; proteinas; lipidios; minerais (calcio, magnésio, potassio, sodio,
fésforo, manganés, ferro, cobre e zinco); vitamina C; e carotenoides, com destaque
para o B-caroteno. O B-caroteno é o pigmento responsavel pela cor laranja das
cenouras, € que no organismo humano é transformado em vitamina A. As

necessidades diarias da vitamina A podem ser quase totalmente supridas com o
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consumo de apenas 100 g desta hortalica. Essa vitamina contribui para o bom
estado da viséo, da pele e das mucosas. Além disso, a cenoura é fonte de vitaminas
do complexo B, que ajudam a regular o sistema nervoso e a funcdo do aparelho
digestivo. Apresenta também teor de acucar, sendo, portanto, uma boa fonte de
energia (CARVALHO et al., 2006; SILVA et al., 2016; LARA, 2014).

Os acgucares soluveis, presentes nas formas de sacarose, glicose e frutose,
Sdo 0s maiores componentes da matéria seca das raizes, equivalente a cerca de
70%. Os teores de amido da raiz sdo inferiores aos dos aclcares, geralmente 1 a
10% da matéria seca. A variacdo no acumulo de solutos deve-se a combinacao de
fatores ambientais e enddgenos da planta, como as condi¢des climaticas durante a
estacdo de crescimento das raizes, estagio de desenvolvimento na colheita e
cultivares (EMBRAPA, 2018).

2.1.3 Beterraba

A beterraba (Beta vulgaris L.), originaria das regides de clima temperado da
Europa e do norte da Africa, pertence a familia Chenopodiaceae, na qual a parte
comestivel é a raiz tuberosa de formato globular que se desenvolve quase a
superficie do solo, com sabor acentuadamente doce e coloracdo purpura.
(RESENDE & CORDEIRO, 2007).

Existem trés tipos de beterraba: a beterraba acucareira de coloracdo branca,
usada para producédo de acucar; a beterraba forrageira usada na alimentacdo animal
e a beterraba para mesa ou beterraba olericola de coloracdo vermelha, sendo a
mais conhecida e cultivada no Brasil (PINHEIRO, 2011). A coloragao vermelho-
arroxeada desta hortalica deve-se a presenca das betalainas, que sdo compostos
semelhantes as antocianinas e flavonoides. As betalainas sdo pigmentos
hidrossoluveis que incluem as betacianinas (responsaveis pela coloracédo vermelho-
violeta) e as betaxantinas (responsaveis pela coloracdo amarelo-laranja),
caracterizando a coloracédo tipica das raizes de beterraba, que contém ambos o0s
corantes, cerca de 75-95% de betacianina e aproximadamente 95% de betaxantina.
A estrutura quimica geral das betalainas é apresentada na Figura 2 (VOLP et al.,
2009).



22

A estabilidade da cor das betalainas é fortemente influenciada pela presenca
de luz, oxigénio, atividade de agua, variacdo de pH e temperatura (SCHIOZER &
BARATA, 2007).

Figura 2 — Estrutura quimica geral da betalaina. (A) Acido betalamico presente em
toda molécula de betalaina. (B) Esta estrutura poderd representar tanto a
betacianina quanto a betaxantina, dependendo da identidade dos radicais 1 e 2. Nas
betacianinas, R= glicose ou acido glucurdnico. As betaxantinas possuem um anel di-
hidropirinico.

HOOC H COOH

Fonte: (VOLP et al., 2009).

Como pode ser observado, a estrutura geral das betalainas contém o &cido
betalamico acompanhado de um radical R1 ou R2. Estes radicais sdo uma
representacdo geral para os possiveis substituintes desse ponto da estrutura, que
podem ser de um simples hidrogénio a um complexo substituinte. A variacdo desses
grupos € em funcdo das diferentes fontes de onde podem ser obtidos esses
pigmentos e determinam sua tonalidade e estabilidade (VOLP et al., 2009).

Além das propriedades colorantes, as betalainas séo identificadas como uma
nova classe de antioxidantes presente na dieta humana, principalmente devido a sua
capacidade de sequestrar radicais livres. A ingestdo regular de beterraba pode
fornecer protegcéo contra algumas doencgas relacionadas ao estresse oxidativo em
humanos, como certos tipos de cancer (LOPES et al., 2011; VITTI et al., 2003).

A beterraba é fonte de vitaminas do complexo B e de minerais como saédio,
potassio, zinco e magneésio. Seu aspecto sensorial, devido a sua cor, pode ser uma

das razdes que explicam o crescimento, no mercado brasileiro, do consumo de
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beterraba minimamente processada, que estd sendo impulsionado pelo segmento
de saladas prontas (LOPES et al., 2011).

2.2 AGROTOXICOS

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1997),
agrotoxicos sado substancias ou mistura de substancias utilizadas na producéo,
colheita ou no armazenamento de alimentos. Eles sdo bioativos e capazes de
controlar, prevenir, destruir ou combater espécies indesejaveis (pragas animais,
microbiolégicas ou de plantas) que, de alguma maneira, possam interferir na
producdo, no processamento, armazenamento, transporte e estocagem de
alimentos, produtos agricolas em geral, madeira e seus derivados. Nesta definicdo
incluem-se substancias utilizadas no combate a mosquitos e outros insetos
domésticos ou quaisquer agentes de prevencao a acao de vetores de doencas que
possam ser transmitidas ao homem ou animais domésticos como, por exemplo, a
febre amarela (GALLI et al., 2006).

No Brasil, a Lei Federal n® 7.802 de 11 de julho de 1989, conhecida como “Lei
de Agrotdxicos”, que foi regulamentada pelo Decreto n° 4.074 de 2002, dispde sobre
a pesquisa, experimentagcdo, producdo, embalagem e rotulagem, o transporte,
armazenamento, a comercializacdo, propaganda comercial, utilizacdo, importacao,
exportacdo, o destino final dos residuos e das embalagens, o registro, a
classificacdo, o controle, a inspecdo e fiscalizacdo de agrotdxicos, seus
componentes e afins. Através dessa Lei, o termo “agrotoxico” deve ser utilizado em
substituicdo aos termos: biocidas, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas e
produtos fitossanitarios (JARDIM et al., 2009; BRASIL, 1989).

Segundo o Decreto Federal Brasileiro n°® 4.074, de 4 de janeiro de 2002,
entendem-se por agrotéxicos: “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores

e inibidores do crescimento”.
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Os agrotoxicos séo classificados, de acordo com as pragas que controlam,

em (TSIPI et al., 2015):

Acaricidas: usados para matar acaros e carrapatos ou para impedir seu
crescimento ou desenvolvimento. Compostos de diferentes grupos quimicos
sdo usados como acaricidas. Muitos deles também s&o classificados como
inseticidas.

Algicidas: usados para matar ou inibir algas. Compostos de diferentes grupos
quimicos, como fenilureias (diuron, isoproturon), difenil éteres (oxifluorfen),
triazinas (cibutrina, simazina, terbutrina), e amidas (quinonamida) estédo
incluidas nesta classe.

Avicidas: usados para combater passaros. Diferentes compostos quimicos
como fention, endrin, estricnina e 4-aminopiridina séo aplicados.

Bactericidas: usados para matar ou inibir bactérias em planta ou solo.
Repelentes de aves: usado para deter passaros de se aproximar ou se
alimentar nas lavouras ou produtos armazenados.

Fungicidas: usados para matar fungos em plantas, produtos armazenados, ou
solo ou para inibir o seu desenvolvimento.

Herbicidas: usados para matar plantas ou inibir seu crescimento ou
desenvolvimento.

Inseticidas: utilizados para matar insetos ou impedir seu crescimento ou
desenvolvimento.

Nematicidas: utilizado para matar nematdides em plantas ou solo.
Avermectinas, carbamatos e compostos organofosforados também podem
agir como nematicidas.

Reguladores de crescimento da planta: substancia que altera o crescimento
esperado, floragao ou taxa de reproducao das plantas. Antiauxinas, citocinas,
desfolhiantes, gametocidas, giberelinas, inibidores de crescimento,
retardadores de crescimento e simuladores de crescimento sdo incluidos
nessa classe de pesticidas.

Rodenticidas: usados para matar ratos e outros roedores.

Os agrotoxicos também podem ser classificados quanto a sua composicao

quimica em organicos: carbamatos (nitrogenados), clorados, fosforados e

clorofosforados; inorganicos: cujas composi¢cdes quimicas apresentam arsénio, talio,
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bério, nitrogénio, fosforo, cAdmio, ferro, selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinco e,
botanicos: compostos de nicotina, piretrina, sabadina e rotenona (JARDIM et al.,
2009).

N&o menos importante, também ha a classificacdo quanto a toxicidade dos
agrotoxicos (Tabela 2), adotada pela Anvisa, cujos parametros sdo estabelecidos
com base nos padrdes do Sistema Globalmente Harmonizadi de Classificagdo e
Rotualem de Produtos Quimicos (GHS, do inglés Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals) (ANVISA, 2019).

Tabela 2 — Classes toxicolégicas dos agrotéxicos.

Cor da faixa no
Classe e . -
Y Classificagéo rotulo da
Toxicologica
embalagem
[ Extremamente Toxico Vermelha
Il Altamente Toéxico Vermelha
" Moderadamente Toxico Amarela
v Pouco Toéxico Azul
\% Produto improvavel de causar dano agudo Azul
N_a_o Produto nao classificado Verde
classificado

Fonte: Adaptado de ANVISA (2019).

2.2.1 O consumo de agrotoxicos no Brasil

Para serem utilizados, os agrotoxicos precisam estar em uma forma
conveniente para uso efetivo e seguro. Por isso, 0s produtos comerciais tém em sua
formulacdo uma mistura de compostos. Dentre estes compostos, esta presente o
ingrediente ativo, que € o um composto quimico que (normalmente) nao é
apropriado para aplicacéo direta no ambiente na sua forma isolada. A formulagéo
permite mesclar o produto de grau analitico com elementos inertes, de modo que
tenha a concentracdo adequada, facilitando, assim, a sua manipulacéo, aplicacéo e
transporte, bem como a disperséo, para um melhor desempenho sobre a praga a ser
controlada. Existem cerca de 400 ingredientes ativos, utilizados na formulacdo de

pesticidas, registrados para uso especifico na agricultura (MAPA, 2020).
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Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agropecuaria (SINDAG, 2019) e o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG, 2018), o Brasil € o segundo maior produtor de alimentos
no mundo, ficando atrds somente dos Estados Unidos. Em termos de area cultivada,
NOSsSO pais se mantém em ritmo crescente ano a ano, assim como a produtividade
agricola, gracas ao incremento da tecnologia de producéo. Dessa forma, para atingir
e aumentar os indices de produtividade em uma area tao extensa, € crescente 0 uso
de insumos como agrotoxicos, fertilizantes e sementes certificadas (SINDAG, 2019).

Outros fatores que devem ser levados em consideracdo sdo as multiplas
safras ao longo do ano e o clima tropical brasileiro, que favorece a proliferacédo de
pragas e, consequentemente, a possibilidade de mais aplicacdo de defensivos
agricolas. Segundo a SINDIVEG (2018), o Brasil é eficiente na producdo de
alimentos com menor aplicacdo de agrotoxicos, quando comparado o emprego com
a area plantada, em hectares, como pode ser visto na Figura 3. O Brasil esta em 7°
lugar, perdendo para Japao, Coreia, Alemanha, Franca, Itdlia e Reino Unido, que

empregam mais defensivos agricolas por area tratada.

Figura 3 — Emprego de defensivos agricolas por hectare (US$/ha).
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Fonte: (SINDIVEG, 2018).
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Carneiro e colaboradores (2015), relatam que h& um crescente consumo de
agrotoxicos pela agricultura brasileira, proporcional ao aumento das monoculturas,
cada vez mais dependentes dos insumos quimicos. Segundo o estudo, o consumo
de agrotéxicos no Brasil cresceu 42% de 2002 para 2011. No entanto, segundo o
SINDAG (2019), para analisar estes dados, deve-se levar em conta a questdo do
aumento da area cultivada, que foi de 25% no periodo de 2002 a 2011, e também o
crescimento da produtividade agricola, que foi de 45,7% no mesmo periodo.

A maior parte (81%) dos agrotéxicos utilizados no Brasil € destinada a cultura
da soja, do milho, da cana-de-aclcar e do algoddo, como pode ser observado na
Figura 4 (SINDIVEG, 2018).

Figura 4 — Defensivos agricolas empregados por cultura em 2017, em USS$.

H Soja - 52,2%

B Cana-de-acucar - 11,7%
O Milho - 10,6%
OAlgodao - 6,7%

B Fruticultura - 3,3%
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mCafe-2 8%

O Graos - 2,0%
HAmz-19%

| Feijdo - 1,4%

O Qutros - 0,5%

O Culturas ndo alimentares - 3,7%

Fruticultura: citros, macd, uva, meldo e melancia, banana e outros
Horticultura: batata inglesa, tomate, cebola, alho e outros

Gréos: trigo, aveia, centeio, cevada e amendoim

Culturas ndo alimentares: reflorestamento, pastagem, floricultura e fumo
Outros: grados armazenados e outros.

Fonte: Adaptado de SINDIVEG (2018).

JA as vendas por Estado, até 2015, eram lideradas pelo Mato Grosso,
seguido por Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, como pode ser visto na Figura
5. Sdo Paulo teve sua participacdo aumentada devido a recuperacdo das lavouras
de cana-de-acucar, café e citros. (SINDIVEG, 2015).
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Figura 5 — Grafico de vendas de agrotoxicos nas principais culturas em 2015, a
esquerda, e grafico de vendas de agrotdxicos nos principais estados do Brasil em
2015, a direita.

Vendas Principais Culturas 2015 o
Vendas Principais Estados 2015

= Soja

® Cana mMT
= Milho mSP
= Algoddo m PR
= Trigo RS
m GO0
" Café MG
© Pastagem W BA
» Arroz o MS

Demais

Feijao
» Demais

*SINDIVEG

Fonte: (SINDIVEG, 2018).

Quanto a classe mais comercializada, em 2017, os herbicidas foram os que
representaram a maior parte dos agrotoxicos utilizados (60%), conforme Figura 6
(SINDIVEG, 2018; IBAMA, 2019).

Figura 6 — Percentual das classes de defensivos empregados em 2017.

HHerbicidas - 60%
B Fungicidas - 15%
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Fonte: Adaptado de SINDIVEG (2018).

Segundo dados do Boletim Anual de 2018 do IBAMA, calcula-se que tenham
sido registrados 259 novos produtos formulados e que o total desses produtos
abrange um montante de 329 ingredientes ativos. A Tabela 3 mostra os dez

ingredientes ativos mais vendidos em 2018, onde o glifosato lidera o ranking.
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Tabela 3 — Os dez ingredientes ativos mais vendidos em 2018.

Ingrediente Ativo Vendas (ton. IA) Ranking

Glifosato e seus sais 195.056,02 1°
2,4-D 48.921,25 20
Mancozebe 40.549,92 3°
Atrazina 28.799,34 4°
Acefato 24.656,79 50
Dicloreto de paraquate 13.199,97 6°
Enxofre 10.409,69 7°
Imidacloprido 9.112,53 8°
Oleo mineral 9.112,53 9°
Oxicloreto de cobre 7.443,62 100

Fonte: (IBAMA, 2019).

Apesar da demanda crescente do uso de agrotoxicos, o mercado de
agroquimicos como um todo esta perdendo para a comercializacdo ilegal de
produtos. Estudos apontam que o contrabando pode chegar a 20% das vendas de
defensivos agricolas no Brasil. Trata-se de um grande problema, pois além das
guestdes econbmicas que sdo impactadas pela atividade irregular, tem também a
questdo da seguranca alimentar da populacdo e risco de contaminagdo do meio
ambiente, uma vez que a seguranca desses produtos nas lavouras é desconhecida
e que nao passam pela analise das autoridades regulamentadoras. (SINDIVEG,
2015)

Vale lembrar que o uso excessivo e indiscriminado de agrotoxicos também
pode ocasionar problemas ambientais, como contamina¢do do solo e da agua, e os
consumidores podem ser expostos a estes compostos quimicos presentes nos
alimentos tratados, colocando em risco a saude humana (LARA, 2014; ZANELLA et
al., 2015; GOLGE e KABAK, 2015).

2.2.2 Problemas relacionados aos agrotéxicos

O uso de agrotéxicos na agricultura deve ser feito com alguns cuidados,
através de procedimentos seguros para 0 manejo de substancias perigosas, e de
forma moderada, para evitar vazamentos de produtos, contaminagéo e até mesmo a

desertificacdo do solo. Se utilizados de maneira intensiva e indiscriminada, 0s
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agrotoxicos podem causar a degradagdo dos recursos naturais, em alguns casos de
forma irreversivel, levando a ocorréncia de desequilibrios biologicos e ecoldgicos,
entre eles a contaminacdo de lencois freaticos e aquiferos. Para os anfibios, por
exemplo, esses compostos podem ser letais, mesmo em concentracdes na ordem
de micrograma por litro. Além dos danos causados ao meio ambiente, uma area
contaminada pode comprometer a qualidade dos recursos hidricos, gerando danos a
saude publica, restrices ao uso do solo e, até mesmo, desvalorizando propriedades
publicas e privadas. (JARDIM et al., 2009).

Para o ser humano, a exposi¢do aos agrotoxicos, a curto e longo prazo, pode
causar dificuldades respiratérias, alergias, diversos tipos de cancer, danos ao
sistema nervoso central, problemas no sistema reprodutivo e locomotor, deficiéncia
mental, dentre outros, dependendo das caracteristicas das substancias ativas e da
maneira como foi utilizado (ZANELLA et al., 2015; GOLGE e KABAK, 2015).

Na Figura 7 sao representadas as principais rotas de transporte e de
degradacdo dos agrotoxicos na natureza, e 0S meios mais provaveis onde esses

compostos podem ser encontrados (JARDIM et al., 2009).

Figura 7 — Principais rotas de transporte e degradacédo de agrotdxicos no ambiente.
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Fonte: (JARDIM et al., 2009).
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Em geral, o alimento é a principal rota de exposicdo aos agrotoxicos. A
exposicdo aos residuos por meio da dieta € cerca de cinco vezes maior que por
outras rotas de exposi¢cdo, como o ar e agua potavel. Como a producéo de frutas e
hortalicas € maior, estima-se que estes alimentos contribuam para uma maior
ingestdo diaria de agrotoxicos, quando comparado com outros grupos de alimentos
de origem vegetal como péaes e cereais (LARA, 2014).

As medidas mais importantes para minimizar o risco da contaminagao por
agrotoxicos em humanos sdo, ndo somente monitora-los nos produtos agricolas,
frutas e verduras, mas também propor e empregar formas alternativas que visem a
reducdo desses compostos durante as etapas de plantio de uma determinada
cultura. Ha ainda os defensivos agricolas que ndo tem registro para todas as
culturas, o que pode acarretar no seu uso para combater uma praga em uma cultura
que ndo tenha registro autorizado. Normalmente, quando os agrotoxicos sao
aplicados seguindo as boas praticas agricolas, os limites maximos de residuos ndo
sdo excedidos. Porém, a forma inadequada de utilizacdo desses compostos € que
se torna preocupante, podendo deixar quantidades significativas de residuos tanto
em alimentos quanto e em compartimentos ambientais (JARDIM et al.,, 2009;
SINDIVEG, 2018).

2.2.3 Programas de monitoramento

O monitoramento minucioso e completo de residuos de agrotoxicos em
alimentos é fundamental para a avaliacdo dos riscos que a exposi¢cdo aos
agrotoxicos pode causar em um organismo, em determinado periodo de tempo. Por
isso, a realizacdo de um programa nacional de monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos € imprescindivel para que ac¢fes da vigilancia sanitaria,
com foco na prevencédo e no controle dos riscos a saude decorrentes do consumo de
alimentos contaminados, sejam colocadas em pratica (JARDIM et al., 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao
responsavel que estabelece a quantidade maxima de residuo de agrotoxico,
oficialmente aceita no alimento apds ter sido tratado com a maxima dose
recomendada na bula de cada produto. Esse limite maximo de residuo (LMR) é
estabelecido para diversos tipos de alimentos comercializados no pais, através da

avaliacdo dos teores de residuos que permanecem nas culturas apos a aplicacéo de



32

agrotoxicos, respeitando o intervalo de seguranca de cada ingrediente ativo. O
estabelecimento e regulamentacdo desses limites visa garantir a seguranca do
consumidor e garantir praticas legais do comércio externo (ANDRADE et al., 2015;
LARA, 2014).

Para avaliar esses parametros, existem dois programas de analise de
residuos de agrotoxicos em alimentos no pais: o Programa de Analise de Residuos
em Alimentos (PARA), realizado pela ANVISA; e o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal (PNCRC/Vegetal),
realizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O PARA
tem por objetivo avaliar os niveis de residuos de agrotoxicos em alimentos de
origem vegetal que chegam a mesa do consumidor (ANVISA, 2019). Ja o
PNCRC/Vegetal tem por objetivo monitorar a ocorréncia de residuos de agrotoxicos
e contaminantes quimicos e bioldgicos em produtos de origem vegetal produzidos
no pais, destinados ao mercado interno e também a exportagdo (MAPA, 2020).

Para a cultura do tomate, por exemplo, no ultimo PARA, das 316 amostras
analisadas, 39 ndo apresentaram residuos dos agrotoxicos pesquisados, 167
apresentaram residuos em concentra¢cdes iguais ou inferiores ao LMR e 8
apresentaram residuos em concentracdo acima do LMR. Os ativos imidacloprido,
fenpropatrina e carbendazim foram os ingredientes ativos mais detectados.
Resultados para beterraba e cenoura também sdo apresentados na Tabela 4
(ANVISA, 2020).

Tabela 4 — Resultados do PARA Ciclo 2017-2018 para as matrizes tomate, cenoura
e beterraba

[0}
o N° de N° de amostras N° de amostras .
N° de amostras ; . Ingredientes
. . com residuos com residuos ; .
Matriz amostras  sem residuos . L. ativos mais
analisadas de de agrotoxicos de agrotoxicos detectados
g SLMR >LMR
agrotoxicos
Imidacloprido,
Tomate 316 39 167 8 fenopropatrina e

carbendazim

Ditiocarbamatos,
Beterraba 357 236 69 19 tebuconazol e
difenoconazol

Procimidona,
Cenoura 353 33 180 3 piraclostrobina e
tebuconazol

Fonte: Adaptado de ANVISA (2020).
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O PNCRC/Vegetal abrange um namero menor de amostras e avalia tomate
na forma de moitoramento e beterraba e cenoura em subprograma exploratério, ou
seja, avalia a ocorréncia de residuos e contaminantes para os quais ainda né&o
existam limites e niveis maximos estabelecidos. Resultados da ultima publicacdo do

programa sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados do PNCRC/Vegetal 2° semestre 2015, ano 2016, ano 2017 e
ano 2018.

2015 2016 2017 2018
3 3 3 3
o 8Eg8: S5 SEgf S35 SEgf 83 SEgE 8%
Matriz 3<% 8E Bewu 8E Dewiu YE Bewmu YE
EcCRE TL EcRPE TR EcPeE 2L EcRle TL
< C a« = C < C a« —= < < cC @ =< <« C T = C
(@] (@] (@] (@]
(&) o [&] o
Tomate 20 23 869% 18 23 78,3% 57 67 750% 40 45 89,0%
Beterraba 12 13 92,3% 8 10 80,0% 15 20 76,5% 6 8 75,0%
Cenoura 11 11 100,0% 14 16 875% 13 17 851% 8 9 88,9%

Fonte: Adaptado de MAPA (2020).

No ambito internacional, os limites maximos de residuos (LMRs) séao
determinados pelo Comité para Residuos de Agrotdéxicos do Codex Alimentarius
(CCPR), que segue recomendacdes da Food and Agriculture Organization (FAO) e
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para estabelecer normas internacionais
na area de alimentos. Os paises que ndo dispdem de um sistema organizado de
registro de agrotéxicos adotam os limites instituidos pelo Codex Alimentarius em sua
legislagédo (LARA, 2014).

Os agrotéxicos mais comumente analisados em tomate, cenoura e beterraba

e gue contém limites maximos de residuo definidos, sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Agrotoxicos determinados em tomate, cenoura e beterraba e seus LMRs.

(continua)
Tomate Cenoura Beterraba
Agrotéxicos LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg)
ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex
Acetamiprido 0,5 0,5 NA NA 0,01 NA 0,03 0,01 NA
Aldicarbe - 0,02 NA - 0,02 NA - 0,02 NA
Ametrina NA - - NA - - NA - -
Azaconazol - - - - - - - - -
Azametifés - - - - - - - - -
Azinfés-etilico - 0,02 - - 0,02 - - 0,02 -
Azinfos-metilico - 0,05 NA - 0,05 NA - 0,05 NA
Azoxistrobina 0,5 3 - 0,2 1 NA 0,2 1 NA
Boscalida 0,05 0,3 NA 0,1 2 2 NA 4 2
Buprofezina 0,5 0,01 1 NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Carbendazim NA 0,3 0,5 NA 0,1 0,2 NA 0,1 NA
Carbofurano 0,1 0,002 NA - 0,002 NA - 0,002 NA
Carbofurano-3-OH - 0,002 NA - 0,002 - - 0,002 -
Carboxina NA 0,03 - NA 0,03 - NA 0,03 -
Clorprofam - 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Cimoxanil NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Ciproconazol NA 0,05 NA NA 0.05 NA NA 0,05 NA
Clomazona NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Clorantranilipore NA 0,06 0,02 NA 0,08 0,08 NA 0,06 0,02
Clorfenvinfos - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Clotianidina 0,1 - - NA 0,02 0,2 NA 0,01 0,2
Clorpirifés 0,5 0,1 NA NA 0,1 0,1 NA 0,05 NA
Clorpirifés-metilico - 1 1 - 0,01 NA - 0,01 NA
Cresoxim-metilico NA - - 0,01 0,01 - NA 0,05 -
Cianazina - - - - - - - - -
Deltametrina 0,03 0,07 0,3 NA 0,02 0,02 NA 0,02 NA
Demeton-S-meti- - 001 - . 001 - - o001 -
Diclosulam NA - - NA - - NA - -
Dicrotofés - - - - - - - - -
Difenoconazol 0,1 2 0,5 0,2 0,4 0,2 0,1 0,4 NA
Diflubenzurom NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Dimetoato 1 0,01 - NA 0,03 NA NA 0,01 NA
Dimoxistrobina NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Diniconazol - 0,01 NA - 0,01 - - 0,01 -
Diurom NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
EPN - - - - - - - - -
Epoxiconazol NA 0,05 - NA 0,05 - NA 0,05 -
Espinosade A NA - - NA - - NA - -
Espinosade D NA - - NA - - NA - -
Etoxisulfurom NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Etoprofos NA - 0,01 NA 0,02 NA NA 0,02 NA
Famoxadona NA 0,01 NA 0,05 0,01 NA NA 0,01 NA
Fenamidona NA 0,15 NA NA 0,2 0,2 NA 0,15 NA
Fenamifos 0,1 0,04 NA NA 0,02 NA NA 0,02 NA
Fenarimol NA 0,02 NA NA 0,02 NA NA 0,02 NA
Fenazaquin - 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Fenoxicarbe - 0,01 - - 0,05 - - 0,01 -

Fenpropimorfe NA 0,01 NA NA 0,04 NA NA 0,01 NA
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Agrotoxicos

Tomate

Cenoura

Beterraba

LMR (mg/kg)

LMR (mg/kg)

LMR (mg/kg)

ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex
Fenpiroximat NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Fentiona - - NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Fipronil NA 0,005 NA NA 0,005 NA NA 0,005 NA
Fluazifope-p-
butiioo T - 0,06 - 0,2 04 06 NA 05 NA
Fluguiconazol NA 0,05 - NA 0,05 - NA 0,05 -
Fluroxipir NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Flusilazol - 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Flutolanil NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Furatiocarbe - - - - - - - - -
Hexitiazoxi NA 0,5 0,1 NA 0,5 NA NA 0,5 NA
Imazalil NA 0,5 0,3 NA 0,05 NA NA 0,05 NA
Imazamoxi NA 0,05 NA NA 0,05 NA NA 0,05 NA
Imazapique NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Imazapir NA - NA NA NA NA NA NA NA
Imazaquim NA 0,05 - NA 0,05 - NA 0,05 -
Imazetapir NA - NA NA - NA NA - NA
Imidacloprido 0,5 0,5 0,5 0,05 0,5 0,5 NA 0,5 0,5
Iprovalicarbe 0,05 0,7 NA NA 0,01 - NA 0,01 -
Linurom NA 0,01 - 1 0,01 - NA 0,01 -
Mecarbam - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Mefosfolam - - - - - - - - -
Mepronil - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Metalaxil 0,05 0,3 0,5 NA 0,1 0,05 NA 0,02 NA
Metconazol 0,05 0,02 - 0,05 0,02 - NA 0,02 -
Metidationa NA 0,02 NA NA 0,02 NA NA 0,02 NA
Metiocarbe sulfona - 0,2 - - 0,1 - - 0,1 -
Meti r
oo -0z - L
Metomil 1 0,01 1 NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Metoxifenozida NA 0,01 NA NA 0,5 0,5 NA 0,01 NA
Metribuzim 0,1 0,1 - NA 0,1 - NA 0,1 -
mgﬁi‘g;“m”' NA 0,01 - NA 0,01 - NA 001 -
Mevinfos - 0,2 - - 0,01 - - 0,01 -
Molinato - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Monocrotofés - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Monolinuron - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Nicosulfuron NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Nuarimol - - - - - - - - -
Parationa-etilica - 0,01 NA - 0,05 - - 0,05 -
Pencicurom 0,1 0,05 - 0,1 0,05 - 0,1 0,05 -
Penconazol - 0,1 0,09 - 0,01 NA - 0,01 NA
Penoxsulam NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Fosalona - 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Fosmet NA 0,05 NA NA 0,05 NA NA 0,05 NA
Picoxistrobina NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Piperonil-butéxido - - 2 - - 0,5 - - 0,5
Pirimicarbe 1 0,5 NA NA 0,05 0,05 NA 0,05 0,05
Pirimifés-etilico - - - - - - - - -
Pirimifés-metilico NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Piriproxifeno 0,01 0,05 NA NA 0,05 NA 0,01 0,05 NA
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Tomate Cenoura Beterraba
Agrotoxicos LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg)
ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex ANVISA UE Codex
Profenofos - 10 10 NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Propargito 2 0,01 2 NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Propiconazol 0,1 3 3 NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Propoxur - 0,05 - NA 0,05 - NA 0,05 -
Piraclostrobina NA 0,01 NA NA 0,01 NA 0,2 0,1 NA
Pirazofés - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Piridafentiona - - - - - - - -
Piridato - 0,05 - - 0,05 - - 0,05 -
Pirimetanil - 1 0,7 1 1 1 NA 0,01 NA
Quinalfos - 0,01 - - 0,01 - - 0,01 -
Quinclorac NA 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Quinoxifen - 0,02 NA - 0,02 NA - 0,02 NA
uizalofope-p-
S“,”CO pe-p NA 04 - NA 02 : NA 006 -
Saflufenacil NA 0,03 NA NA 0,03 NA NA 0,03 NA
Simazina NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Tebuconazol 0,3 0,9 0,7 0,6 0,4 0,4 0,3 0,02 NA
Tebufenozida NA 0,05 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Tebufempirada - 0,8 - - 0,01 - - 0,01 -
Terbufos NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Tetraconazol 0,2 0,1 - 0,01 0,02 - NA 0,02 -
Tiabendazol 0,01 0,01 NA 0,01 0,01 NA NA 0,01 NA
Tiacloprido 0,1 0,5 0,5 NA 0,05 NA NA 0,05 NA
Tiametoxam 1 0,2 NA NA 0,3 0,3 NA 0,01 0,3
Tiobencarbe NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Tiodicarbe NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Tiofanato-metilico 0,2 1 - 0,01 0,1 - NA 0,1 -
Tolcofds-metilico - 0,01 NA - 0,01 NA - 0,01 NA
Tolifluanida - 0,02 - - 0,02 - - 0,02 -
Triadimenol NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA
Triazofés 0,5 0,01 NA NA 0,01 NA - 0,01 NA
Triciclazol NA 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Trifloxissulfurom NA 0,7 - NA - - NA - -
Trifloxistrobina 0,5 0,7 0,7 0,05 0,1 0,1 0,1 0,02 NA
Triflumurom 0,1 0,01 - NA 0,01 - NA 0,01 -
Vamidotiona - - - - - - - - -

*NA: Nao autorizado
Fonte: (ANVISA, 2020; EC, 2020; CODEX, 2020).

2.3 DETERMINAC}AO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS
2.3.1 Técnicas cromatograficas para determinacéo de residuos de agrotéxicos
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance

liquid chromatography) tem importancia dentre as técnicas de separacdo, pois

consegue separar misturas com uma grande variedade de compostos similares
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presentes em diversos tipos de amostras, com alta resolucdo, eficiéncia e
detectabilidade. Baseia-se na separacdo dos componentes de uma mistura através
de sua distribuicdo em uma fase estacionaria e uma fase movel (liquida), de acordo
com a polaridade. Pode ser do tipo normal, quando a fase estacionaria é mais polar
do que a fase moével, ou do tipo reversa, quando a fase estacionaria € mais apolar
do que a fase movel (COLLINS et al., 2009).

Na busca por analises mais rapidas, sem comprometer a eficiéncia e a
resolucdo cromatografica, desenvolveu-se a cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra-high performance liquid chromatography). A
UHPLC tem os mesmos principios de separacdo da HPLC,no entanto, utiliza
colunas com dimensdes reduzidas (5-10 cm de comprimento e diametros internos de
1-2,1 mm), recheadas com particulas de fase estacionaria < 2 ym, o que permitiu o
uso de altas velocidades lineares de fase movel (MALDANER & JARDIM, 2012).

A UHPLC vem se destacando com relagdo a HPLC, pois tem como principais
vantagens: diminuicdo consideravel do tempo de analise, resolucdo e
detectabilidade melhores, economia de fase modvel, utiliza pequeno volume de
amostra, facilidade em transferir um método desenvolivo em HPLC para UHPLC,
grande variedade de colunas e equipamentos disponiveis e menor geracdo de
residuos (MALDANER & JARDIM, 2012).

A espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) é
considerada a técnica mais importante e versatil para a determinacdo de compostos
organicos em baixas concentragcdes, em misturas complexas. Entretanto, o
acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas passou por
um longo periodo de desenvolvimento de interfaces para conseguir tornar
compativeis essas duas técnicas. Nesta técnica, uma substancia precisa ser
ionizada para que possa ser detectada, e isso sO foi possivel com o
desenvolvimento de interfaces API (do inglés atmospheric pressure ionization), que
operam a presséo atmosférica (LANCAS, 2009).

Para o acoplamento LC-MS, destacam-se dois tipos de interface
complementares operando a pressao atmosférica: ionizacdo por eletronebulizacao
(ESI, do inglés electrospray ionization), onde um spray é gerado com auxilio de uma
corrente elétrica (mais empregada para moléculas de maior polaridade e massa
molecular), e ionizacédo quimica a pessao atmosférica (APCI, do inglés atmospheric

pressure chemical ionization), onde uma espécie quimica é produzida e vai ionizar a
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substancia em analise (mais empregada para moléculas menos polares e de menor
massa molecular) (LANCAS, 2009).

Na ionizacdo por ESI, o analito, dissolvido na fase moével, passa através de
um capilar, a pressao atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida deste
capilar, sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas (spray) que s&o
dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um
eletrodo em uma regido de pressdo atmosférica. A dessolvatacéo é assistida por um
fluxo continuo de gas seco, geralmente N2, na regido do spray. O tamanho das gotas
é reduzido a medida que ocorre a dessolvatacdo até o ponto em que a forca de
repulsdo entre as cargas similares fica maior que as forcas de coesdo da fase
liquida (tens&o superficial). E quando ocorre a chamada “explosdo couldmbica”, que
gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas originais. Uma
série de explosbes passa a ocorrer até que sdo produzidos ions do analito a partir
destas gotas, os quais sao transferidos para o interior do espectrometro de massas
por uma série de dispositivos de focalizacdo (CHIARADIA et al., 2008).

No analisador, os ions sdo separados de acordo com sua razdao m/z
(massal/carga elétrica). Os ions separados no analisador sdo encaminhados para um
detector, gerando uma corrente elétrica, que € analisada por um software e produz
0s espectros de massas (LANCAS, 2009). O analisador do tipo quadrupolo é o mais
utilizado, pois sdo bem estabelecidos, robustos e vem sendo empregado com
grande sucesso em andlises quantitativas. No entanto, como a ionizacdo a pressao
atmosférica € um tipo de ionizacdo que produz poucos ions, 0s espectros gerados
em LC-MS geralmente sdo pobres em informagdes, dificultando a confirmacao do
analito. Por isso, o0 uso de analisadores em série (LC-MS/MS) foi a forma encontrada
para se obter mais informagdes e confirmar a identidade do analito com maior
seguranca (LANCAS, 2009). O espectrébmetro de massas do tipo triplo quadrupolo
(Q9Q) e formado por trés quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo
nao opera como analisador, mas apenas como célula de colisdo. O efluente da
coluna de cromatografia liquida (mistura de ions) entra no primeiro quadrupolo (Q1),
gue seleciona apenas um ion precursor (ion caracteristico da substancia em analise)
para o segundo estagio. O ion selecionado é encaminhado para uma célula de
colisdo (Q2), onde colide com moléculas de N2 ou Ar e se fragmenta formando os
ions produto, os quais serdo analisados no quadrupolo seguinte (Q3). O quadrupolo

Q3 permite que somete determinados ions produto passem para o detector
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(HARRIS, 2005; LANCAS, 2009). A Figura 8 ilustra os principais componentes de

um espectrometro de massas triplo quadrupolo.

Figura 8 — Figura esquematica dos principais componentes de um espectrometro de
massas.

—>| Coluna LC I—
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Q1 Q2 Q3

Fonte: (https://en.wikipedia.org/wiki/Lipidomics).

2.3.2 Preparo de amostras para determinacdo multirresiduo de agrotéxicos

A diversidade de compostos quimicos presentes naturalmente nos alimentos
(agua, proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas, minerais etc.), ocasiona
dificuldades para a determinacao dos contaminantes organicos devido a similaridade
existente entre as caracteristicas fisico-quimicas desses componentes. Além disso,
um grande namero de substéancias quimicas diferentes tém sido empregadas como
agrotoxicos e/ou medicamentos veterinarios na producdo de alimentos de origem
vegetal e animal. Frutas, vegetais e cereais sdo as matrizes mais analisadas em
laboratérios de rotina, apresentando frequentemente residuos de agrotéxicos de
diversas classes (ZANELLA et al., 2015; PRESTES et al., 2009).

Por isso, devido ao risco que estes compostos oferecem a salde humana,
além da sua persisténcia no meio ambiente e tendéncia de bioacumulagédo, a
determinacao de residuos de agrotoxicos em alimentos e em amostras ambientais
tem se mostrado tdo importante. Nos ultimos anos, diversos métodos analiticos tem
sido desenvolvidos para tentar determinar o maior niumero possivel de residuo de
agrotoxicos em alimentos de forma simultédnea, os chamados métodos multirresiduo.
No entanto, a maioria dos métodos oficiais de andlise ainda estd longe do
considerado ideal, ou seja, métodos de ampla aplicacéo, rapidos, sensiveis e com

resultados confiaveis. Além disso, esses meétodos frequentemente apresentam
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etapas laboriosas que demandam tempo, grande custo de material e geram grandes
guantidades de residuos téxicos (PRESTES et al., 2009).

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos € um desafio,
especialmente devido a baixa concentracdo dos analitos e a grande quantidade de
substancias interferentes que podem ser co-extraidas com os analitos e que podem
interferir no resultado da analise (RIZZETTI et al., 2015).

Desde os anos 1990, devido as fortes pressdes de ambientalistas e também a
fatores relacionados com a saude humana, varios procedimentos de preparo de
amostras e diversos métodos alternativos de extragcdo foram desenvolvidos,
baseados em técnicas que utilizavam pequenos volumes de solventes, para a
determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos (PRESTES et al., 2009;
RIZZETTI et al., 2016). Entre estes métodos podemos citar:

e Extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés solid phase extraction) (JARDIM,
2010);

e Dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD, do inglés matrix solid phase
dispersion) (DOREA & LOPES, 2004);

¢ Microextracdo em fase soélida (SPME, do inglés solid phase micro-extraction)
(AUGUSTO et al., 2015);

e Extracdo sortiva em barra magnética (SBSE, do inglés stir bar sorptive
extraction), que fornece baixos limites de deteccdo, especialmente para
analitos hidrofébicos (NOGUEIRA, 2012);

e Extracdo por fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid extraction)
(LANCAS & PELISSON, 2015);

e Extracdo acelerada por solventes (PLE, do inglés pressurized liquid
extraction) (RIBAS et al., 2014);

e Extragdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave assisted
extraction) (CAMEL, 2000).

Estas técnicas apresentam, dentre outras caracteristicas, elevada eficiéncia,
mas geralmente demandam investimento considerdvel em instrumentacdo. Além
disso, por ter como base a instrumentacédo, a extracdo muitas vezes é automatizada,
0 que exige analistas treinados e etapas de limpeza entre uma extracdo e outra,
implicando num maior tempo de analise. Outra desvantagem, na maioria das vezes,

€ 0 numero limitado de compostos organicos que podem ser extraidos
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simultaneamente. Sendo assim, estes métodos podem ser empregados em
aplicacbes pontuais, mas ainda ndo sdo considerados ideais para um método
multirresiduo (ZANELLA et al., 2015; PRESTES et al., 2011).

2.3.2.1 Método QUEChERS

Com o objetivo de superar as limitacbes dos métodos multirresiduos
existentes, Anastassiades e colaboradores desenvolveram, em 2003, o meétodo
QUEChERS (do inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged, safe). Tratava-se de
uma nova técnica de preparo de amostra para a extracao de residuos de agrotoéxicos
em frutas e vegetais, que tinha como vantagens ser rapida, facil, econémica, efetiva,
robusta e segura, explorando as possibilidades oferecidas pela instrumentacao
analitica moderna (BANDEIRA et al., 2014; PRESTES et al., 2011).

O método QUEChERS baseia-se nas seguintes etapas: (1) etapa de extracao,
onde a amostra de interesse é agitada com acetonitrila (manualmente ou com auxilio
de vortex), geralmente na proporcédo 1:1; (2) etapa de particdo, onde € adicionado
sal (sulfato de magnésio) para promover o efeito salting out, o tamponamento do pH
do meio, além da remocao de 4gua; e (3) etapa de limpeza do extrato, realizada por
d-SPE (do inglés, dispersive solid phase extraction). A versao original deste método
apresentou excelentes resultados para diferentes tipos de amostra. Porém, algumas
aplicacbes mostraram que certos compostos apresentavam problemas de
estabilidade e/ou recuperacéo de acordo com o pH da matriz. Desta forma, durante
o periodo de otimiza¢do do método, percebeu-se que a utilizacdo de tampdes (pH 5)
promoviam recuperacdes satisfatorias (>70%) para compostos dependentes do pH,
independente da matriz utilizada (BANDEIRA et al.,, 2014; ZANELLA et al., 2015;
CABRERA et al., 2012).

A adicao de uma etapa de tamponamento foi a primeira modificacdo proposta
para 0 método QUEChERS, com o objetivo de melhorar os percentuais de
recuperacdo. Assim, Lehotay e colaboradores, em 2005, desenvolveram o “método
QUEChERS acetato”, no qual o efeito tamponante € promovido pela adicdo de
acetato de sédio. Em 2007, Anastassiades e colaboradores propuseram o “método
QUEChERS citrato”, que utiliza uma mistura de citrato de soédio diidratado e
hidrogenocitrato sesquihidratado como responséaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-
5,5). No ano seguinte, o “método QUEChERS citrato” foi oficializado pelo Comité
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Européen de Normalisation (CEN) como método de referéncia na Unido Europeia
(PRESTES et al., 2011).

Devido a sua grande versatilidade, atualmente o método QUEChERS e suas
modificacdes vem sendo aplicadas para a determinacdo de residuos de varios
compostos em uma grande variedade de matrizes de alimentos e ambientais. Além
disso, vérios sorventes e suas combina¢ces podem ser utilizados, dependendo do
tipo de matriz, técnica cromatografica e dos tipos de compostos analisados
(CABRERA et al., 2012; PRESTES et al., 2011).

A d-SPE (do inglés, dispersive solid phase extraction) € uma etapa de limpeza
(clean-up) do extrato, que foi desenvolvida simultaneamente com o método
QUEChERS. Esta técnica proporciona um extrato final com menor quantidade de
interferentes, aliada a um menor custo, quando comparada com técnicas
tradicionais, como a SPE (do inglés, solid phase extraction), pois requer uma menor
quantidade de sorvente e solventes, além de ndo haver a necessidade de trabalhar
com cartuchos. Uma das principais vantagens da d-SPE é a versatilidade no
estabelecimento de novos métodos, uma vez que permite a utilizacdo de diferentes
qguantidades e/ou misturas de sorventes, dependendo do tipo de matriz e dos
analitos de interesse. Ademais, possibilita a reducdo de &gua residual de forma
rapida e simultdnea com a etapa de limpeza, proporcionando um extrato final de
menor polaridade, facilitando assim a precipitacdo de coextrativos polares.
(CABRERA et al., 2016; PRESTES et al. 2009).

Uma das etapas mais criticas da d-SPE é a selecdo do(s) sorvente(s), que
estdo disponiveis em uma grande variedade de -caracteristicas quimicas e
tamanhos, dependendo do analito de interesse. A maioria dos sorventes disponiveis
comercialmente baseia-se em grupos organicos ligados quimicamente a silica
(ZANELLA et al, 2015).

O sorvente etilenodiamino-N-propil € uma amina primaria e secundaria (PSA,
do inglés primary secondary amine) que atua como um trocador aniénico e pode
interagir com outros compostos através de pontes de hidrogénio ou dipolo-dipolo.
Possui forte interagdo com 0s compostos da matriz, sendo usado para remocao de
varios coextrativos interferentes. A estrutura bidentada do PSA (Figura 9) tem um
elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino primario e secundario
na sua estrutura, que promove a remocdo de acidos graxos livres, acUcares,

pigmentos e de outros compostos polares presentes na matriz, podendo ocorrer a
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retencdo de alguns analitos que interferem no resultado da andlise. Por outro lado,
nao é tao eficiente na remocéo de gorduras (ZANELLA et al., 2015; CABRERA et al.,
2012; RIZZETTI et al., 2016).

Figura 9 — Estrutura do sorvente PSA.
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Fonte: Adaptado de CABRERA et al. (2012).

O carvéao ativado, ou carbono grafitizado (GCB, do inglés graphitized carbon
black) (Figura 10) reduz o teor de pigmentos nos extratos provenientes de amostras
vegetais através da adicdo de uma pequena quantidade na etapa de limpeza. Possui
uma grande area superficial e contém grupos altamente polares na superficie, com
alto potencial para formacdo de pontes de hidrogénio. Em decorréncia dessas
caracteristicas, ocorre forte retencdo de analitos planares que contenham um ou
mais grupos ativos em sua estrutura, resultando em baixas recuperagdes para estes
compostos (ZANELLA et al., 2015; CABRERA et al, 2012).

Figura 10 — Estrutura quimica do sorvente carbono grafitizado GCB.
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Fonte: (ZANELLA et al., 2015).
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O sorvente octadecilsilano (Cis) também promove a limpeza efetiva de
algumas matrizes, especialmente as que contém gordura, pois remove com boa
eficiéncia os interferentes apolares (ZANELLA et al., 2015; CABRERA et al., 2012).

Outros sorventes que também poder ser utilizados na etapa de limpeza séo:
C8 — remove interferentes apolares; alumina (Al20s) — geralmente empregada na
separacdo de compostos lipofilicos; florisil — utilizado para separacdo de analitos
com baixa polaridade; terra diatomacea — cujo componente majoritario € a silica;
quitosana — biopolimero renovavel, de baixo custo e suscetivel a alteracdes
quimicas para aumentar sua capacidade de adsorcdo; nanotubos de carbono —
possuem grande capacidade de adsorcdo; Strata-X; polimeros impressos
molecularmente (MIPs); dentre outros (CABRERA et al.,, 2012; CABRERA et al.,
2016; JARDIM, 2010).

2.3.2.2 Método QUEChERS sem etapa de limpeza

A medida que a instrumentacéo analitica avanca, ela permite a utilizacdo de
métodos mais rapidos e simples de preparo de amostras, que dispensa a etapa de
limpeza do extrato (SAPOZHNIKOVA, 2014).

Atualmente, métodos que utilizam apenas uma etapa de extragdo,
dispensando a etapa de limpeza, também tém sido relatados de forma promissora
para arroz (SILVA et al., 2019), urina, soro, tomate, solo, formulagbes comerciais e
amostras de agua (GEBREHIWOT et al., 2019), além de ser um método mais rapido
e de menor custo com reagentes.

As vezes, com a etapa de limpeza, pode-se ter valores menores de
recuperacdo devido a perda de alguns analitos mais polares que sdo eliminados
junto com os interferentes, ou por ficarem retidos no sorvente utilizado. Isso foi
observado por Rodrigues (2010), Tomazini e colaboradores (2011) e Sampaio
(2011), que optaram por utilizar o método QUEChERS sem a etapa de limpeza para
analise de cebola, cana-de-aclcar e mel, respectivamente, pois perceberam uma
diminuicdo dos valores de recuperacdo devido ao fato de alguns analitos ficarem
muito retidos no material sorvente.

Esta ferramenta tem sido utilizada em diferentes areas de atuacdo como
industrias farmacéuticas, area forense, testes antidoping e de composicdo e

seguranca alimentar (ARIAS, 2017). No entanto, ainda nao existem estudos que
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utilizem esta técnica para avaliagdo rapida de amostras de beterraba, cenoura e

tomate.

2.4 OTIMIZACAO DE METODOS

Quando otimizamos um procedimento, buscamos o melhor resultado possivel
diante das possibilidades oferecidas pelo sistema a ser otimizado. Normalmente isso
é feito de duas formas: tentativa e erro, onde sdo testadas diferentes condi¢cdes
experimentais, sem necessariamente existir alguma légica ou critério, até que algum
experimento tenha éxito, ou univariada, quando cada variavel do sistema é
investigada separadamente enquanto os outros fatores sdo mantidos costantes. Ja a
otimizacdo multivariada envolve a realizacdo de experimentos com diferentes
combinacdes de niveis para mais de uma variavel. Essas combinacdes s&o
organizadas de forma especifica, por isso utiliza-se frequentemente o termo
“planejamento de experimentos” (OLIVEIRA et al. 2015).

O planejamento de experimentos utilizando principios estatisticos € uma
ferramenta extremamente (til para extrair do sistema em estudo 0 maximo de
informacdes realizando o minimo necessario de experimentos (NETO et al., 2010).

O método do planejamento composto central (PCC), é uma forma de
otimizacdo simultdnea das condicbes de andlise que consiste em avaliar pontos
fatoriais, axiais e centrais, obtendo as interacdes e efeitos principais entre as
variaveis. As repeticdes no ponto central tém por finalidade fornecer uma medida do
erro puro e estabilizar a variancia da resposta prevista. Metodologias de superficie
de resposta, cujo embasamento estd no ajuste de uma equacao polinomial a partir
dos dados experimentais, também podem ser utilizadas para auxiliar na identificagéo
das condi¢cdes ideais das variaveis em um unico conjunto de combinagcdo de
experimentos (NETO et al., 2010).

2.5 VALIDACAO DE METODOS

Segundo o guia para validacdo e controle de qualidade analitica do MAPA
(2011), a validagdo de um método analitico tem por objetivo demonstrar que o

mesmo € adequado aos objetivos propostos, isto €, que 0s parametros de

desempenho avaliados atendem aos critérios de aceitagcdo recomendados. A
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validacdo visa garantir a qualidade dos resultados analiticos, conferindo-lhes
rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade.

Outras definicbes e recomendacdes para validacdo de métodos analiticos sao
disponibilizadas, na forma de guias, por diversos 6rgaos nacionais e internacionais,
tais como ANVISA (2019), INMETRO (2020), Eurachem (2014), Codex Alimentarius
(2001), SANTE (2019), entre outros.

A seguir sdo descritos alguns parametros avaliados neste trabalho no

processo de validacdo do método analitico.

2.5.1 Seletividade

A seletividade de um método € a capacidade de avaliar, de forma inequivoca,
os analitos de interesse na presenca de outros componentes (outro ingrediente
ativo, excipientes, impurezas, produtos de degradagdo, outros compostos de
propriedades similares etc) que possam interferir na sua determinacdo em uma
mistura complexa. A seletividade garante que o0 pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade nao for assegurada, a
linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et
al., 2004).

2.5.2 Efeito matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo gerando, basicamente, fenébmenos de diminuicdo ou
ampliagdo do sinal instrumental ou resposta instrumental, comprometendo o
resultado (BRASIL, 2011; INMETRO, 2020).

2.5.3 Linearidade e curva analitica

Linearidade é a capacidade de o procedimento produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. A faixa de trabalho linear da curva de calibracdo deve,
necessariamente, contemplar a faixa de concentragdo esperada para a amostra de
ensaio (BRASIL, 2011; INMETRO, 2020).
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A linearidade é obtida por padronizagdo interna ou externa e formulada como
expressdo matemética para o célculo da concentracdo do analito a ser determinado
na amostra real. A relacdo matematica entre o sinal medido (area ou altura do pico)
e a concentracdo do analito de interesse pode ser expressa como uma equacao da
reta, chamada de curva analitica, cuja relacédo entre as duas variaveis € (INMETRO,
2020; RIBANI et al., 2004):

y=ax+bhb (1)
onde:
y = resposta medida (sinal instrumental);
X = concentragao;
a = coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade);

b = coeficiente linear (intersecdo com o eixo y, quando x = 0).

Além dos coeficientes de regressédo (a e b), também €& possivel calcular, a
partir dos pontos experimentais, o coeficiente de determinacéo (r?). Este parametro
permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de
1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressdo estimados. Um coeficiente de correlacdo maior que
0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao (RIBANI et al., 2004).

2.5.4 Precisao

Precisdo é a medida de qudo proximos os resultados estdo um do outro. E a
estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢cdes definidas.
As trés maneiras de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da precisédo
intermediaria (ou intralaboratorial) e da reprodutibilidade, sendo usualmente
expressas pelo desvio padrdo e coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacao
(CV, usualmente expresso em %), também conhecido como desvio padrao relativo
(DPR), é calculado da seguinte forma (BRASIL, 2011; EURACHEM, 2014,
INMETRO, 2020):

CV (%) = (desvio padréo) / (concentracdo média determinada) x 100 (2)
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A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigoes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicao
(mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas
condicbes, mesmo local, repeticbes em um curto intervalo de tempo). A precisao
intermediaria indica o efeito das variacées dentro do laboratério devido a eventos
como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma
combinacéo destes fatores. J&a a reprodutibilidade € o grau de concordancia entre 0s
resultados das medicbes de uma mesma amostra, efetuadas sob condicdes

variadas (mudanca de operador, local, equipamentos etc.) (RABANI et al., 2004).

2.5.5 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até +20% (SANTE, 2019).

2.5.6 Limites de deteccao e de quantificacao

Os termos limite de deteccdo e limite de quantificacdo sdo utilizados para
demonstrar a habilidade do método em detectar e quantificar baixas concentracées
de um analito, respectivamente (CASSIANO et al., 2009).

O Ilimite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) é a menor
concentracdo do analito que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, sob as condi¢cdes estabelecidas para o ensaio, com um certo nivel de
confianca (EURACHEM, 2014, INMETRO, 2020, RIBANI et al, 2004).

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) é a menor
concentracédo do analito que pode ser quantitativamente determinada com precisao
e exatiddo aceitaveis, utilizando um determinado procedimento experimental
(EURACHEM, 2014, INMETRO, 2020, RiBANI et al, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

Aqui serdo descritos apenas 0s materiais, reagentes, preparo de solucdes e

instrumentacao utilizada. Neste trabalho, optou-se por manter a descricdo dos testes

realizados nos resultados para uma melhor compreensao dos testes.

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estéo listados

abaixo:

Agitador Vortex AP56 (Phoenix Luferco, Brasil);

Balanca analitica de precisdo APX-200 (Shimadzu, Jap&o);

Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japéo);

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

Centrifuga (Centribio, Brasil);

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga refrigerada SL 703 (Solab Cientifica, Brasil);

Evaporador Turbovap LV® (Biotage, Alemanha);

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

Multiprocessador de alimentos (Philips Walita, Brasil);

Sistema de purificacdo de agua, Milli-Q Direct-Q® 3UV (Millipore, Franca);
Sistema UHPLC-MS/MS, modelo Xevo TQ (Waters, EUA), contendo
amostrador automatico sample manager (Acquity), e equipado com:

» Cromatografo liquido modelo Acquity, composto de sistema controlador
de solventes (sistema binario de bombas) para operagédo de gradientes a alta
pressdo e sistema de injecdo com agulha de Poliéter-éter-cetona (PEEK)
dentro da agulha de aco;

> Coluna analitica Acquity UPLC® BEH Ci1s (50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 pm)
Waters (EUA);

» Detector MS do tipo triplo quadrupolo, modelo Xevo TQ;

» Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White

Martins, Brasil);
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» Interface/Fonte de ionizag&o por eletronebulizacao;

» Nitrogénio com pureza = 99% a partir de gerador de nitrogénio Peak
Scientific (Escécia) modelo NM30L-MS;

» Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx 4.1
(Waters, EUA).

3.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

e Acetato de sédio anidro p.a. ACS (J.T. Baker, Japéo);

e Acetona grau HPLC (Tedia High Purity Solvent, China);

e Acetonitrila grau HPLC (Sigma Aldrich, Brasil);

e Acido acético glacial 100% (J.T. Baker, Jap&o);

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

e Atrazina-d5 (Padrédo de Controle) (CDN Isotopes, Canada);

e Carvdo Supelclean ENVI-Carb com didmetro de particula 120-400 pm
(SUPELCO, EUA);

e Extran® neutro (Merck, Brasil);

e Filtros de seringa PTFE (0,2 um) (Analitica, Brasil);

e Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL;

e Gas de colisdo: Argdnio 99,9992% de pureza (Air Products, Brasil);

e Hexano (Honeywell, Brasil);

e Microtubos tipo Eppendorf (2 mL) (Axygen Scientific, EUA);

e Padrdes solidos dos compostos em estudo (Tabela 5) (Dr. Ehrenstorfer,
Alemanha);

e Sorvente Bondesil Cis (octadecilsilano) com tamanho de particula de 40 pum
(Agilent, EUA);

e Sorvente Bondesil PSA com tamanho de particula de 40 um (Agilent, EUA);

e Sorvente carbono grafitizado (GCB) (Supelco, EUA);

e Sorvente Celite® (Sigma-Aldrich, Brasil);

e Sorvente Florisil® (Sigma-Aldrich, Brasil);

e Sorvente fase fluorada (UNICAMP, Brasil);

e Sorvente quitosana (FURG, Brasil);
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e Sorvente Strata-X (Phenomenex, EUA);

e Sulfato de magnésio anidro p.a. (Scharlau, Espanha);

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

e Vidrarias de laboratorio.

3.3 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

As amostras "branco" de beterraba, cenoura e tomate utilizadas para
otimizacao e validacdo do método de preparo de amostra proposto neste trabalho,
foram adquiridas no setor de produtos organicos de supermercados locais da cidade
de Santa Maria (beterraba e cenoura) e de um produtor organico de Santo Angelo
(tomate), ambas no Rio Grande do Sul.

Uma porcao de 1 kg de cada amostra (com semente e casca) foi cortada em
pedacos e, entdo, processada em um multiprocessador de alimentos. As amostras
processadas foram acondicionadas em potes de polipropileno de 200 mL sob
refrigeracdo, em temperatura abaixo de -10°C, até sua utilizacao.

3.4 PREPARO DA SOLUCAO DE CONTROLE

Para assegurar que o procedimento de extracdo esta sendo executado de
forma correta, utilizou-se como padrdo de controle a atrazina deuterada. Esta
substancia é adicionada a amostra antes da extracdo dos analitos, na mesma

concentracdo empregada para avaliacdo dos ensaios de recuperacéo (50 pg kg?).
3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS
Os compostos selecionados para este estudo sdo 0s mais comumente

utilizados para estas culturas, abrangem todas as matrizes em questdo e estdo

listados na Tabela 7, juntamente com informacdes sobre tais agrotoxicos.
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Tabela 7 — Relacdo dos compostos avaliados, com informacdes sobre a classe,

grupo quimico, formula molecular.

(continua)

Composto Classe(s) Grupo Quimico Formula Molecular
Acetamiprido I Neonicotindide C10H11CINg
Aldicarbe A ILN Metilcarbamato de oxima C7H14N202S
Ametrina H Triazina CoH17NsS
Atrazina H Triazina CsH14CINs
Azaconazol F Triazol C12H11CI2N302
Azametifds I Organofosforado C19H10CIN20sPS
Azinfos etil I Organofosforado C12H16N303PS:2
Azinfés metil I Organofosforado C10H12N303PS2
Azoxistrobina F Estrobilurina C22H17N30s
Boscalida F Anilida CisH12CI2N20
Bromofds metil I Organofosforado CsHsBrCl203PS
Buprofezina Al Tiadiazinona C16H23N30S
Carbaril I, RC Metilcarbamato de naftila C12H11NOz2
Carbendazim F Benzimidazol CoHgoN302
Carbofurano A C Metilcarbamato de benzofuranila C12H15NOs
Carbofurano-3-OH A C Carbamato C12H15NO4
Carboxina F Carboxanilida C12H13NO2S
Cialofope Butilico H Acido ariloxifenoxipropidnico C20H20FNO4
Cianazina H Triazina CoH13CINe
Ciazofamida F Imidazol Ci13H13CIN4O2S
Cimoxanil F Acetamida C7H10N4O3
Ciproconazol F Triazol Ci5H1sCIN3O
Clomazona H Isoxazolidinona C12H14CINO2
Clorantraniliprole I Antranilamida Ci18H14NsO2BrClz2
Clorfenvinfos Al Organofosforado C12H14ClI304P
Clorimurom etilico H Sulfoniluréia C15H15CIN4O6S
Clorpirifés A, Fo Organofosforado CoH11CIsNOsPS
Clorpirifés-metilico I Organofosforado C7H7CIsNOsPS
Clorprofam H, RC Carbamato C10H12CINO2
Clotianidina I Neonicotindide CeHsCINs02S
Cresoxim-metilico F Estrobilurina Ci8H19NO4
Deltametrina Fo, | Piretroide C22H19Br2NOs
Ej][gﬁ;on-S—metll— Al Organofosforado CesH1505PS2
Diazinona Al Organofosforado C12H21N203PS
Diclosulam H Sulfonanilida triazolopirimidina Ci13H10Cl2FNsO3S
Dicrotofés I Organofosforado CsH1sNOsP
Difenoconazol F Triazol C19H17CI2N303
Diflubenzurom Al Benzoiluréia C14HoCIF2N202
Dimetoate Al Organofosforado CsH12NO3PS:2
Dimoxistrobina F Estrobilurina C19H22N203
Diniconazol F Triazol C15H17CI2N3O
Diuron H Uréia CoH10CI2N20
EPN Al Organofosforado C14H1aNO4PS
Epoxiconazol F Triazol C17H13CIFN3O
Espinosad A I Espinosinas C41HesNO1o
Espinosad D I Espinosinas C42He7NO10
Etiofencarbe I Carbamato C11H1sNO2S
Etoprofés I, N Organofosforado CsH1902P Sz
Etoxissulfurom H Sulfoniluréia C15H18N4O7S
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Composto Classe(s) Grupo Quimico Formula Molecular
Famoxadona F Oxazolidinadiona C22H18N204
Fenpiroximato A Pirazol C24H27N304
Fenpropimorfe F Morfolina C20HasNO
Fenamidona F Imidazolinona C17H17N3OS
Fenamifés N Organofosforado C13H22NO3PS
Fenarimol F Pirimidinil carbinol C17H12CI2N20
Fenazaquim A Quinazolina C20H22N20
Fenhexamida F Amida aromértica C14H17CI2NO2
Fenoxicarbe RC Carbamato C17H19NO4
Fentiona A C Organofosforado C10H1503P S2
Fipronil C,F Pirazol C12H4Cl2FsN4OS
Fluazifope-P-butilico H Acido ariloxifenoxipropidnico Ci9H20F3NO4
Fluquiconazol F Triazol C16HsCIl2FNsO
Fluroxipir H Acido pirimidiniloxibenxoico C7Hs5CI2FN203
Flutolanil F Carboxamida C17H16F3NO2
Fosalona Al Organofosforado C12H15CINO4PS2
Fosmete Al Organofosforado C11H12NO4PS2
Furatiocarbe I Metilcarbamato de benzofuranila C18H26N20sS
Hexitiazoxi A Tiazolidinacarboxamida C17H21CIN202S
3-Hidroxicarbofurano Al Carbamato C12H15NO4
Imazalil F Imidazol C14H14CI2N20
Imazamoxi H Imidazolinona C15H19N304
Imazapique H Imidazolinona C14H17N30s3
Imazapir H Imidazolinona C13H1sN30s3
Imazaquim H Imidazolinona C17H17N3O3
Imazetapir H Imidazolinona Ci5H19N303
Imidacloprido I Neonicotindide CoH10CIN5O2
Iprovalicarbe F Carbamato CisH2sN203
Linurom H Uréia CoH10CI2N202
Malationa Al Organofosforado C10H1906P S2
Mecarbam Al Organofosforado C10H20NOsPS2
Mefosfolan Al Organofosforado CsH16NO3PS2
Mepronil F Benzamida C17H19NO2
Metalaxil F Acilalaninato C15H21NO4
Metconazol F Triazol Ci17H22CIN3O
Metidationa Al Organofosforado Ce6H11N204PS3
Metiocarbe Al Metilcarbamato de fenila C11H15NO2S
Metiocarbe sulfona I Carbamato C11H15NO4S
Metiocarbe sulféxido I Carbamato C11H15NO3sS
Metomil Al Metilcarbamato de oxima CsH10N202S
Metoxifenozida I Diacilhidrazina C22H28N203
Metribuzim H Triazinona CsH14N4OS
Metsulfurom-metilico H Sulfoniluréia C14H15Ns06S
Mevinfos Al Organofosforado C7H1306P
Miclobutanil F Triazol Ci5H17CINg
Molinato H Tiocarbamato CoH17NOS
Monocrotofos Al Organofosforado C7H14NOsP
Monolinuron H Uréia CoH11CIN202
Nicossulfurom H Sulfoniluréia C15H18NsOsS
Nuarimol F Pirimidina C17H12CIFN20
Oxadixil F Oxazolidinadiona C14H18N204
Paraoxom I Organofosforado C10H14NO6P
Paration Al Organofosoforado C10H1aNOsPS
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Composto Classe(s) Grupo Quimico Formula Molecular
Pencicurom F Feniluréia Ci19H21CIN20
Penconazol F Triazol Ci3H15CI2N3
Penoxsulam H Sulfonanilida triazolopirimidina C16H14F5NsOsS
Picoxistrobina F Estrobilurina CisH16F3NOa4
Butédxido de piperonila Sinérgico Piretrina, piretroide C19H3005
Piraclostrobina F Estrobilurina C19H18CIN3O4
Pirazofds F, I Fosforotioato de heterociclo C14H20N30sPS
Piridabem Al Piridazinona C19H25CIN20S
Piridafentiona Al Organofosforado C14H17N204PS
Piridate H Fenilpiridazina C19H23CIN202S
Pirimetanil F Anilinopirimidina Ci2H13Ns
Pirimicarbe I Dimetilcarbamato C11H18N4O2
Pirimifés-etilico Al Organofosforado C13H24N303PS
Pirimifés-metilico Al Organofosforado C11H20N303PS
Piriproxifem I Eter piridiloxipropilico C20H19NOs3
Profenofoés Al Organofosforado C11H1sBrCIOsPS
Prometrina H Triazina C10H19NsS
Propanil H Anilida CoHoCI2NO
Propargito A Sulfito de alquila C19H2604S
Propiconazol F Triazol Ci15H17CI2N3O2
Propoxur I Metilcarbamato de fenila C11H1sNOs
Protiofés Al Organofosforado C11H15Cl202PS2
Quinalfos Al Organofosforao C12H15N203PS
Quincloraque H Acido quinolinocarboxilico C10HsCI2NO2
Quinoxifen F Quinolina CisHsCI2FNO
Quizalofope-p-etilico H Acido ariloxifenoxipropidnico C19H17CIN204
Saflufenacil H Pirimidinadiona C17H17CIF4N40OsS
Simazina H Triazina C7H12CINs
Tebuconazol F Triazol Ci16H22CINsO
Tebufenozida I Diacilhidrazina C22H2sN202
Tebufenpirade Al Triazol Ci18H24CINsO
Terbufés I, N Organofosforado CoH2102PS3
Tetraconazol F Triazol Ci3H11Cl2F4N3O
Tiabendazol F Benzimidazol C10H7N3S
Tiacloprido I Neonicotindide C10H9CIN4S
Tiametoxam I Neonicotindide CsH10CINsO3S
Tiobencarbe H Tiocarbamato C12H16CINOS
Tiodicarbe I Metilcarbamato de oxima C10H18N40O4S3
Tolcofos metil F Organofosforado CoH11Cl203PS
Tolilfluanida F Fenilsulfamida C10H13Cl2FN202S2
Triadimefom F Triazol C14H16CIN3O2
Triadimenol F Triazol C14H18CIN3O2
Triazofés Al Organofosforado C12H16N303PS
Triciclazol F Benzotiazol CoH7NsS
Trifloxissulfurom H Sulfoniluréia C14H13F3NaNsOsS
Trifloxistrobina F Estrobilurina C20H19F3N204
Triflumurom I Benzoiluréia Ci15H10CIF3N203
Vamidotion I Organofosforado CsHi1sNO4PS2

A: acaricida; C: cupinicida; F: fungicida; Fo: formicida; H: herbicida; I: inseticida; N: nematicida; RC:

regulador de crescimento.

Fonte: (Autora).
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Preparou-se, inicialmente, 10 mL das solugbes estoque individuais de cada
composto na concentragdo de 1000 mg L, através do célculo de massa a ser
pesada, que leva em consideracdo a pureza de cada padrdo, e posteriormente
diluida em acetonitrila. A solugcéo estoque individual do composto carbendazim deve
ser preparada em acetonitrila 8% HCI (v/v). As solugbes estoque foram
armazenadas em frascos ambar a temperatura inferior a -4 °C.

A partir destas solucbes estoque, foram preparadas duas misturas na
concentracdo 5,0 mg L contendo os padrdes desses compostos. Destas duas
misturas, entdo, foram preparadas as solugcdes de trabalho nas concentragbes de
2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 250,0 pug L' em solvente (acetonitrila) e no extrato
das matrizes (beterraba, cenoura e tomate). Para injecdo no sistema, UHPLC-
MS/MS, as solucbes foram diluidas cinco vezes em fase mével de modo que as

concentragdes finais das solugées foram: 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 50,0 pg L.

3.6 SISTEMA CROMATOGRAFICO UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM TOMATE, BETERRABA, CENOURA

A combinacdo entre a aplicabilidade da cromatografia liquida (LC, do inglés
liquid chromatography) aliada a grade capacidade de deteccdo dos analisadores de
massas (MS, do inglés mass spectrometry) tornou-se uma importante ferramenta
analitica na determinacdo de residuos e contaminantes. Esse acoplamento
possibilitou o desenvolvimento de métodos que possuem maior seletividade,
sensibilidade e especificidade (CALDAS et al., 2011).

Atualmente, o acoplamento do sistema de cromatografia liquida com um
analisador do tipo triplo quadrupolo tem sido o mais utilizado para analises de
residuos de agrotdoxicos e outros contaminantes quimicos em alimentos. Estes
analisadores operam através de interfaces do tipo APl (do inglés atmospheric
pressure ionization) e permitem o uso do modo SRM (do inglés selected reaction
monitoring) para o monitoramento de uma determinada reacdo (CALDAS et al.,
2011; RIZZETTI et al., 2016).

Nos instrumentos do tipo triplo quadrupolo, o ion de interesse € pré-
selecionado no primeiro quadrupolo (Q1), depois, o ion é ativado na camara de
colisao (Q2) e os fragmentos desta colisdo sdo analisados no terceiro quadrupolo
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(Q3). Esse processo tem como vantagem a certeza sobre a origem dos fragmentos,
uma vez que o ion precursor é selecionado antes da colisdo (CALDAS et al., 2011).
Nos ultimos anos, a cromatografia liquida de ultra-alta performance (UHPLC,
do inglés ultra-high performance liquid chromatography) tem apresentado varias
vantagens quando comparada com a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) tradicional, como
aumento da resolucéo e detectabilidade, bem como diminui¢cdo do tempo de analise.
A combinacdo da UHPLC com o acoplamento da espectrometria de massas em
série (MS/MS) permite uma alta seletividade e sensibilidade com menor tempo de
corrida cromatografica (RIZZETTI et al., 2016; MALDANER & JARDIM, 2012).

3.6.1 Fase movel

A fase movel empregada neste trabalho foi composta de: (A) solugcdo aquosa
2% metanol e (B) metanol, ambas contendo acido formico 0,1% (v/v) e formiato de
amonio 5 mmol L, conforme gradiente descrito na Tabela 8 a sequir. A vazéao foi de

0,225 mL min! e o tempo de corrida foi de 10 minutos.

Tabela 8 — Gradiente da fase mdvel utilizada para determinacdo de agrotéxicos em
beterraba, cenoura e tomate no sistema UHPLC-MS/MS.

TemPo  on B
(min)

0 950 5,0
0,25 950 5,0
7,75 0,0 100,0
8,50 0,0 100,0

8,51 95,0 5,0
10,00 950 50

Fonte: (Autora).

3.6.2 Condig¢des utilizadas no sistema UHPLC-MS/MS

Os parametros utilizados no UHPLC-MS/MS foram previamente otimizados no
LARP-UFSM. As condi¢des utilizadas para a otimizagdo do método e andlise de

agrotoxicos em amostras de beterraba, cenoura e tomate foram as seguintes:
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e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Pressao: 15000 psi;

e Voltagem capilar: 2,0 kV,

e Temperatura de dessolvatacao: 500 °C;

e Vazdo do gas de dessolvatagdo (N2): 600 L h;
e Vazdo do gas do cone (N2): 80 L h'?;

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

e Temperatura da fonte: 150 °C;

¢ Volume de injecéo: 10 pL;

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

O espectrometro de massas operou com ionizagao por eletronebulizagéo no
modo positivo e negativo (ESI+ e ESI-), empregando monitoramento de reacdes
selecionadas (SRM, do inglés selected reaction monitoring) com duas transicdes
para cada composto. O ion mais abundante (primeira transi¢céo) foi selecionado para
a quantificacdo e a segunda transicdo foi usada para identificacdo (ion qualitativo)
dos compostos em estudo.

O software MassLynx 4.1 foi utilizado para aquisicdo de dados e controle do

sistema.

3.7 PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM
TOMATE, BETERRABA E CENOURA

As amostras branco de tomate foram adquiridas de um produtor organico de
Santo Angelo-RS. As amostras branco se beterraba e cenoura foram adquiridas no
setor de produtos organicos em um supermercado de Santa Maria-RS.

Uma porcéo de 1 kg de cada amostra foi processada de acordo com o Codex
Alimentarius (CODEX, 1999), com casca e semente. As amostras foram
acondicionadas em frascos de polipropileno devidamente identificados e
armazenadas em freezer a -10 °C até o uso.

Trés variagcbes do método QUEChERS (original, acetato e citrato) foram
avaliadas para a extracdo dos analitos em tomate, beterraba e cenoura. Estes testes

foram realizados em amostras brancas fortificadas a 50 ug kg?. Os métodos de
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extracdo foram avaliados segundo critérios de recuperacdo (%) e desvio padrédo
relativo (RSD%). Posteriormente, a etapa de limpeza foi avaliada.

3.8 PLANEJAMENTO FATORIAL

Os testes prévios permitiram a escolha do melhor procedimento de extracao e
a selecdo de dois sorventes para a etapa de d-SPE. A otimizacdo da proporcao e
guantidade de sorventes foi realizada através de um planejamento estatistico,
mantendo-se 0 mesmo procedimento de preparo de amostra para as trés matrizes.

Para melhorar a eficiéncia da etapa de limpeza, as quantidades de sorventes
que apresentaram melhores resultados foram otimizadas através de planejamento
composto central, do tipo estrela, com configuragdo randdmica, utilizando o software
Statistica 7.0, como pode ser visto na Tabela 7. O mesmo planejamento foi feito para
as amostras de cenoura e tomate, as quais apresentavam 0s extratos com mais
pigmentacdo, quando comparadas a beterraba. Tal procedimento néo foi realizado
para a matriz beterraba, pois esta apresentou extrato sem coloracéao.

Cada planejamento gerou 10 ensaios distintos (com duplicata do ponto
central), realizados em duplicata (Tabela 9). O procedimento de preparo das
amostras esta demonstrado na Figura 11.

Tabela 9 — Planejamento composto central para verificacdo do efeito dos sorventes
na etapa de limpeza do extrato.

Variaveis Ensaios
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PSA (mg) 20 100 20 100 60 60 0 60 117 60
GCB (mg) 10 10 50 50 30 30 30 58 30 0

Fonte: (Autora).
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Figura 11 — Fluxograma do preparo de amostra utilizado para os ensaios do
planejamento composto central (Tabela 9).

i ™
10 g amostra
10 mL acetonitrila (1% HAC)

d

Agitagcdo manual por 1 min
p. "y

4 gMgS0, + 1.7 g CH,COONa

J

Agitagcdo manual por 1 min
Centrifugacdo 3500 rpm / 8 min
M Iy

4 h
1 mL de sobrenadante + 0,150 g MgS0O,

Tubos eppendorf contendo as diferentes quantidades de PSA e GCB

|

Agitagdo em vortex 1 min
Centrifugagdo 10000 rpm / 8 min

[ Filtracao |

Fonte: (Autora).

Apos realizagdo do planejamento fatorial, foram ainda realizados testes de
evaporacao do solvente para auxiliar na avaliagdo da etapa de limpeza do extrato e
testes com diferentes diluicbes do extrato sem limpeza para avaliar a resposta do
sistema UHPLC-MS/MS.

3.9 VALIDACAO DO METODO

O método desenvolvido neste trabalho foi validado de acordo com o guia da
SANTE (2019), avaliando-se a seletividade, linearidade, efeito matriz, limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatidado e precisao (repetibilidade e
precisao intermediaria) para a matriz tomate. O escopo do método foi extendido para
as matrizes beterraba e cenoura, de acordo com o documento orientativo sobre

validacdo de métodos analiticos do Inmetro (2020). Segundo este documento, a
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extensdo da validagcdo devera ser estabelecida avaliando-se, no minimo, 0s
parametros de recuperacéo, precisdo e limites de deteccdo e de quantificagéo
(INMETRO, 2020).

A seletividade foi avaliada comparando-se os cromatogramas obtidos da
amostras branco e fortificadas. A linearidade foi verificada com seis niveis de
concentragdo com critério de residuo <20%. O efeito matriz foi estimado
comparando-se a inclinacdo das curvas preparadas na matriz branco de extrato e de
solvente (acetonitrila). Os resultados do efeito matriz foram expressos em percentual
e foi considerado significativo para valores maiores que * 20%. Além disso, para os
critérios de identificagdo para MS/MS foram considerados: um minimo de dois ions-
produtos por composto, sinal-ruido (S/N) <3 e variagao da razdo dos ions entre
+30%. A exatiddo com valores entre 70-120% e valores de repetibilidade associada
(RSDr) e precisdo intermediaria (RSDpi) <20% foram adotados como critério de
aceitacao.

Neste estudo, para avaliacdo da exatiddo e precisdo, foram realizados
ensaios de recuperacdo nos niveis 10, 20, 40 e 50 pg kg* (n=7). A precisdo
intermediaria foi avaliada em dias diferentes, através de ensaios de recuperacdo no
nivel de fortificagdo de 40 pg kg (n=7). O limite de quantificacdo (LOQ) do método
foi estabelecido como sendo a menor concentracdo de analito com exatidao de 70-
120% e precisao associada (RSDr) de <20%, em termos de repetibilidade. O limite
de deteccédo (LOD) foi calculado dividindo-se o LOQ por 3,3.

3.10 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido e validado neste trabalho foi aplicado para
determinacao de residuos de agrotoxicos em seis amostras de tomate, trés amostras
de beterraba e trés amostras de cenoura obtidas de produtores e mercados locais
do estado do Rio Grande do Sul (Brasil).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SISTEMA CROMATOGRAFICO UHPLC-MS/MS PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM TOMATE, BETERRABA E CENOURA

A determinacdo de agrotoxicos em beterraba, cenoura e tomate utilizando o
método QUEChERS sem a etapa de limpeza foi possivel gracas a boa seletividade e
sensibilidade do sistema UHPLC-MS/MS. O gradiente de fase mével proporcionou
uma separacdo adequada dos compostos. Estas condicbes sdo usadas com
frequéncia no Laboratério de Andlises de Residuos de Pesticidas — LARP
(MARTINS et al.,, 2017; de MATOS et al.,, 2019) e fornecem sinais analiticos
adequados para os compostos selecionados. As condi¢cdes cromatogréficas
proporcionaram alta resolucdo e bom formato de pico para todos os compostos
avaliados. Os tempos de retencao (tr), transicbes (SRM), voltagens capilares (CV) e
energias de colisdo (EC) foram otimizadas para cada analito e sdo apresentadas na
Tabela 13. A transicdo com maior intensidade foi selecionada para quantificacdo e a
transicdo com a segunda intensidade mais alta foi usada para identificacdo. A Figura
12 apresenta o cromatograma de ions totais dos padrdes na matriz branco de

tomate na concentracdo correspondente a 20 ug kg™.
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Figura 12 — Cromatograma de ions totais do mix de padrbes na matriz branco de
tomate na concentragdo de 20 ug kg™.
100
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Fonte: (Autora).

42 OTIMIZACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM TOMATE, BETERRABA E CENOURA

Inicialmente, foram avaliadas as trés variacbes do método QUEChERS:
original (ANASTASSIADES et al, 2003), citrato (ANASTASSIADES et al., 2007) e
acetato (LEHOTAY et al., 2005), como método de preparo de amostra para todas as
matrizes, para avaliar qual apresentava melhores resultados em termos ce

recuperagdo. Um esquema de cada método pode ser visto nas Figura 13.
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Figura 13 — Fluxograma das trés variagcdes do método QUEChERS: original, citrato
e acetato, respectivamente.

10 g amostra / 10 g amostra
10 g amostra / o o
10 mL acetonitria 10mL aﬁetomtna 10 mlL ac:emnﬂltrlla (1% HAc)
Agitacdo manual por 1 min Agitacdo manual por 1 min

Agitacdo manual por 1 min

4 g MgS0, + 1,0 g NaCl

4 g Mg504+ 1,0 g NaCl + 1,0 g CgHsNaz07.2H:0 4 g MgS0,+ 1,7 g CH,COONa
+05 q CsHgNaz07.1, 5H.0 ﬂ
Agitacio manual por 1 min o J:l" . Agitagdo manual por 1 min
Centrifugacgio 3500 rpm / & min Agitacdo manual por 1 min Centrifugagdo 3500 rpm / 8 min

Centrifugacéo 3500 rpm / & min

1 mL de sobrenadante 2 mL de sobrenadante 2 mL de sobrenadante
150 mg MgSOy + 25 mg PSA 300 mg MgS04 + 100 mg PSA 0.3 g MgSO, +0.1gP3A
Agitacdo em vortex 1 min Agitacio em vortex 1 min Agitacdo em vdrtex por 1 min
Centrifugacéo 3500 rpm / & min Centrifugacio 3500 rpm / & min Centrifugagdo 3500 rpm [ 8 min
[ Filtracio ] [ Filtracdo ] [ Filtrac&o ]

Fonte: (ANASTASSIADES et al., 2003; ANASTASSIADES et al., 2007; LEHOTAY et al., 2005).

Para todas as matrizes (beterraba, cenoura e tomate), foram analisados todos
0s compostos da Tabela 6. Na Tabela 10 estdo demonstrados os resultados de
recuperacao para os compostos validados para cada uma das matrizes em estudo.
Cabe salientar que a recuperacao foi avaliada de forma pontual através de uma

fortificacdo e um padrédo na matriz na concentragdo de 50 pg kg.
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Tabela 10 — Recuperagdo dos compostos analisados pelos métodos QUEChERS Acetato, Original e Citrato para as matrizes
tomate, beterraba e cenoura.

(continua)
Tomate Beterraba Cenoura
Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato
Composto

Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD

%) () () W (% (% (W (% (% () (N (%) () (W (%) (%) () (%)
Acetamiprido 112 2 91 10 86 8 95 4 92 5 92 5 103 5 48 0 92 3
Aldicarbe 125 23 94 7 73 9 90 7 82 2 91 11 109 5 54 14 82 16
Ametrina 106 3 97 3 82 11 98 8 85 6 96 3 110 10 48 1 92 4
Azaconazol 105 5 96 2 86 8 91 2 88 5 106 3 99 7 51 4 93 5
Azametifos 116 3 109 20 81 7 95 12 88 5 100 9 107 9 49 2 94 7
Azinfés-etilico 100 9 87 9 188 66 94 43 145 38 109 33 144 4 55 26 157 53
Azinfés-metilico 82 16 83 22 102 11 118 5 97 26 108 7 123 26 53 20 89 12
Azoxistrobina 105 11 89 6 86 13 97 22 87 4 94 4 110 18 49 6 87 5
Boscalida 114 5 95 4 80 8 100 0 85 7 101 12 105 13 47 5 108 9
Buprofezina 107 12 86 4 86 9 104 9 83 2 87 3 102 13 51 3 91 8
Carbendazim 99 2 84 4 80 4 89 4 86 1 84 4 101 4 52 1 90 1
Carbofurano 107 8 105 7 98 8 122 1 91 1 127 10 109 3 50 2 99 5
Carbofurano-3-OH 103 6 92 9 77 5 88 4 84 14 100 10 99 4 48 2 90 9
Carboxina 117 5 91 7 66 14 94 8 76 12 142 12 99 3 44 2 90 27
Clorprofam 114 28 79 11 57 36 88 27 76 71 95 5 51 19 45 18 115 47
Clorpirifés 108 25 97 4 71 4 106 26 100 47 98 16 92 34 48 15 76 18
Clorpirifés-metilico 102 25 403 67 56 20 89 37 62 0 88 8 101 32 a7 15 65 6
Cimoxanil 114 5 83 12 99 17 100 2 65 29 486 96 113 8 38 3 90 25
Clomazona 120 9 110 3 81 6 97 4 84 2 115 4 89 1 48 8 89 3
Clorantranilipore 113 7 94 3 63 8 119 30 111 20 71 5 115 7 53 9 76 10
Clorfenvinfés 108 25 97 4 71 4 161 17 115 11 122 34 122 26 50 7 90 13
Clotianidina 97 14 113 6 92 15 89 10 83 2 105 4 102 2 52 7 99 10
Cresoxim-metilico 109 40 90 3 184 19 125 1 83 6 127 47 72 16 64 29 108 34
Cianazina 120 12 105 3 84 17 95 9 88 1 105 2 118 7 49 1 80 2

Ciproconazol 119 1 79 11 63 1 88 28 100 19 91 10 97 18 50 9 112 9




Tomate Beterraba Cenoura

Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato

Composto
Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD
%) (% %) %) () (W (W (% (%) () (W) (W (% (%) (%) (%) (%)

Deltametrina 86 4 98 4 71 4 123 5 106 18 126 5 106 19 54 3 81 12
Demeton-S-metil-

sulfona 101 8 89 5 80 10 96 6 80 8 107 6 105 5 48 1 91 9
Diclosulam 96 14 111 11 67 24 102 3 99 23 78 3 112 15 52 2 97 2
Dicrotofés 101 4 89 7 79 7 87 11 79 1 94 1 93 4 49 4 98 5
Difenoconazol 115 10 94 1 86 14 111 12 90 14 165 4 104 19 47 2 96 6
Diflubenzurom 116 14 98 4 101 11 102 24 103 6 93 1 86 19 53 7 86 9
Dimetoato 99 5 98 5 77 5 102 8 86 3 104 2 96 2 51 2 91 5
Dimoxistrobina 148 17 142 12 96 12 106 35 89 2 136 16 86 16 50 3 116 8
Diniconazole 120 26 84 16 128 4 127 10 103 29 74 37 78 0 39 8 98 19
Diuron 112 5 106 7 90 7 92 8 83 6 100 10 107 12 53 2 103 2
EPN 111 14 82 19 86 4 103 16 84 14 111 11 91 9 38 11 102 15
Epoxiconazole 110 18 89 5 83 6 109 13 105 11 92 6 104 15 46 3 110 14
Espinosade A 113 28 104 17 79 11 120 13 101 8 104 7 131 24 42 6 82 9
Espinosade D 105 26 102 17 82 12 118 5 89 9 96 14 111 18 52 11 82 18
Etoxissulfurom 119 21 83 21 87 6 101 24 72 4 95 18 76 11 75 17 92 21
Etoprofés 97 6 86 2 93 4 92 11 81 2 80 4 97 19 48 7 96 6
Famoxadona 73 21 60 14 123 54 104 50 56 27 103 24 79 20 52 15 73 20
Fenamidona 99 11 116 6 89 6 82 3 83 2 101 1 109 18 54 12 85 9
Fenamifds 118 10 93 2 91 6 111 15 87 4 104 7 95 20 51 6 91 15
Fenarimol 102 11 87 22 84 9 87 12 79 19 111 28 148 14 38 6 96 3
Fenazaquim 85 26 89 0 71 5 111 5 98 4 90 10 81 33 51 3 86 5
Fenoxicarbe 97 12 88 12 110 12 104 15 70 12 96 6 84 26 45 13 91 4
Fenpropimorfe 85 11 126 21 75 6 88 10 100 14 107 13 86 9 55 5 78 13
Fenpiroximato 116 2 93 2 97 2 111 1 92 14 96 10 109 14 51 7 101 13
Fentiona 116 36 108 15 82 34 111 8 84 3 175 42 98 23 38 7 82 16
Fipronil 1112 30 93 6 94 36 124 2 52 17 111 8 85 26 59 15 82 8

Fluazafope-p-butilico 103 6 92 3 77 5 107 12 96 3 101 5 96 17 50 3 99 14




Tomate Beterraba Cenoura

c Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato
omposto Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD
% ) %) (% % () (% (W W (%) (% (W (W (% (% (W () (%)
Fluguiconazol 118 4 114 19 81 3 118 34 88 11 107 8 116 8 52 1 101 9
Fluroxipir 60 8 55 19 50 5 49 13 43 21 32 14 46 18 45 7 24 11
Flusilazol 113 8 93 5 96 11 101 13 80 9 108 6 92 11 50 8 93 3
Flutolanil 103 21 104 6 9 9 153 18 89 6 96 9 88 4 47 6 152 18
Furatiocarbe 104 12 100 5 87 6 67 5 90 4 86 3 89 11 49 4 100 3
Hexitiazoxi 115 16 88 5 74 3 113 9 91 1 90 6 102 12 48 3 93 4
Imazamoxi 67 5 55 18 36 2 35 4 24 6 29 6 32 8 33 10 34 8
Imazapique 63 4 52 16 34 5 41 1 29 7 30 7 39 2 37 3 31 7
Imazapir 32 2 38 15 23 4 17 1 16 3 24 9 15 2 21 2 25 7
Imazaquim 84 8 53 21 38 2 57 4 37 14 34 11 57 4 44 6 34 11
Imazetapir 85 5 67 16 41 5 64 2 39 12 41 10 56 4 41 2 36
Imidacloprido 106 8 92 7 77 15 92 8 86 3 96 4 106 6 52 3 83 8
Iprovalicarbe 105 17 104 1 78 9 129 7 97 13 75 10 103 24 56 15 87 8
Linuron 113 17 95 6 83 8 75 7 82 4 96 6 95 14 48 10 91 2
Mecarbam 118 4 73 14 94 24 88 14 63 6 122 30 103 9 56 13 144 28
Mefosfolam 119 7 105 9 81 8 90 7 78 3 106 6 104 10 52 3 85 4
Mepronil 105 18 97 5 79 11 119 15 91 6 122 7 89 17 47 3 96 5
Metalaxil 106 9 108 2 83 13 98 9 88 4 101 5 102 7 50 2 95 5
Metconazol 111 8 92 10 112 10 96 6 101 10 115 22 118 19 55 10 73 14
Metidationa 114 15 108 6 76 15 101 14 88 2 82 4 114 14 51 3 99 2
Metiocarbe sulfona 155 21 82 8 81 6 93 4 50 - - - 97 2 15 20 165 152
Metiocarbe sulféxido 105 3 71 14 123 73 94 6 57 29 395 117 98 5 38 7 85 29
Metomil 104 5 89 8 81 16 136 14 91 1 78 7 135 9 49 2 97 9
Metoxifenozida 97 13 89 12 73 8 136 27 63 18 100 22 110 6 40 11 92 13
Metribuzim 192 6 150 3 119 1 90 7 66 5 85 5 154 14 63 10 87 5
Metsulfurom-metilicol 75 12 82 12 98 7 107 4 75 1 79 6 87 5 47 4 85 3
Mevinfés 105 15 98 7 69 14 95 3 90 4 100 9 93 6 48 3 93 7




Tomate Beterraba Cenoura
Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato
Composto

Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD

% () () W (% (% (W (% (% () (W (%) () (W (%) (%) () (%)
Molinato 109 4 86 6 89 9 77 8 87 11 70 19 123 33 39 12 91 27
Monocrotofos 115 14 79 18 99 13 91 6 84 7 99 1 97 7 48 1 84 6
Monolinuron 105 4 94 5 76 7 98 5 90 1 115 10 106 5 a7 4 83 7
Nicosulfurom 120 12 90 12 82 7 77 4 59 11 57 9 80 1 46 2 60 8
Nuarimol 98 1 76 12 59 3 88 26 91 9 108 31 134 5 44 5 99 11
Parationa-etilica 141 27 121 9 122 5 143 21 69 7 63 9 98 10 37 6 116 25
Pencicurom 99 16 88 4 91 3 104 14 89 7 90 8 94 5 45 5 85 10
Penconazol 115 5 86 5 89 11 93 6 91 4 95 4 87 6 52 2 90 6
Penoxsulam 93 5 93 4 98 6 109 12 81 1 81 8 98 11 54 4 88 7
Fosalone 115 15 89 13 73 12 79 7 110 1 158 24 77 16 87 32 58 31
Fosmete 81 25 120 47 112 10 98 5 73 15 288 66 119 22 46 2 90 16
Picoxistrobina 117 12 85 14 96 21 74 7 89 2 91 1 112 3 56 8 96 14
Piperonil-butéxido 109 6 83 17 103 12 95 7 87 0 99 5 102 8 48 3 95 3
Pirimicarbe 119 11 89 6 88 4 93 3 88 1 94 5 96 4 49 2 88 3
Pirimifés-etilico 118 4 91 13 80 5 107 8 90 0 96 5 93 14 48 4 98 9
Pirimifés-metilico 105 7 88 4 81 6 115 24 95 1 93 4 96 18 - - 112 4
Piriproxifeno 101 18 94 15 79 10 97 9 102 18 100 18 112 14 49 8 94 16
Profenofos 104 8 105 7 68 7 107 12 86 2 99 3 87 12 46 4 107 9
Propargito 112 7 93 6 74 7 105 7 96 16 100 13 99 15 47 5 81 8
Propiconazol 106 8 90 1 74 4 90 6 92 2 110 12 99 20 47 3 89 5
Propoxur 117 12 108 2 85 5 105 6 82 4 94 4 99 1 51 2 86 5
Piraclostrobina 112 4 96 9 79 6 119 3 81 13 95 6 83 5 39 10 83 2
Pirazofos 119 11 120 20 73 18 81 8 67 17 102 8 102 13 46 4 85 9
Piridafentiona 109 4 110 6 75 3 81 11 85 2 97 5 105 11 57 6 107 12
Piridato 112 13 93 10 84 15 109 13 76 68 15 19 102 22 57 4 21 7
Pirimetanil 118 9 80 15 21 2 93 3 83 2 99 5 112 2 45 5 110 9
Quinalfos 121 4 76 3 78 12 92 18 94 7 85 14 88 9 42 8 91 5

67



Tomate Beterraba Cenoura

Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato Acetato Original Citrato

Composto
Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD Recup. RSD

) ) W % % W ) (% W ) (B (W () (B (W) (%) (N (%)

Quinclorac 111 16 122 13 89 6 33 6 23 7 29 10 31 1 28 2 39 8

Quinoxyfen 53 3 59 22 39 3 126 9 79 2 96 4 99 15 43 4 76 10
Quizalofope-p-etilico 111 7 84 9 65 6 119 14 91 3 91 5 94 12 42 4 96 5
Saflufenacil 105 3 103 5 79 6 86 4 81 6 84 4 102 7 48 1 94 9
Simazina 104 1 94 9 83 2 96 1 87 1 108 4 103 3 52 5 91 11
Tebuconazol 101 4 94 14 77 6 86 20 64 10 91 14 54 21 57 7 147 31
Tebufenozida 105 17 91 4 89 12 117 28 88 6 108 23 120 12 38 6 94 32
Tebufenpirada 89 2 70 16 86 13 104 11 84 6 98 10 100 6 46 6 115 12
Terbufés 105 15 87 11 89 8 96 34 106 16 91 19 122 25 50 48 87 20
Tetraconazol 107 4 121 44 41 7 78 22 98 13 112 11 118 10 41 6 129 9
Tiabendazol 118 31 112 6 91 11 89 8 78 1 96 3 98 4 49 1 92 3
Tiacloprido 101 3 77 8 75 4 95 3 88 0 97 3 98 3 51 2 90 3
Tiametoxam 109 2 94 8 82 5 92 7 83 1 96 2 101 7 56 0 90 5
Tiodicarbe 114 3 80 4 73 11 53 13 61 1 108 8 35 1 47 6 75 9
Tiobencarbe 108 7 102 10 83 8 115 10 92 5 88 6 96 15 42 7 79 2
Tiofanato-metilico 97 6 87 3 83 10 119 5 67 24 - - 75 7 46 6 104 30
Tolcofés-metilico 121 8 99 12 77 21 125 23 129 16 83 10 86 5 32 18 50 17
Tolifluanida 78 14 127 17 75 5 18 2 75 52 180 84 40 11 78 15 67 18
Triadimenol 113 6 123 46 72 17 116 39 75 29 161 22 87 33 53 17 84 8
Triazofés 177 26 58 11 90 30 120 36 105 0 112 6 100 22 48 6 96 6
Triciclazol 110 135 4 81 5 90 3 86 2 94 3 99 7 48 1 87 2

2
Trifloxissulfurom 111 1 91 13 79 6 109 15 66 21 59 16 97 13 49 2 83 11
Trifloxistrobina 113 6 92 12 72 12 119 23 84 1 101 5 72 5 48 4 88 2
6 84 5 81 9 83 18 86 3 91 14 85 8 47 13 82 15
6 75 14 78 11 100 10 83 4 102 7 97 8 52 1 84 6

Triflumurom 93
Vamidotiona 111

Fonte: (Autora).
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Figura 14 — Grafico do numero de compostos por faixa de recuperacao para a matriz
beterraba pelo método QUEChERS acetato, original e citrato.
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Fonte: (Autora).

Figura 15 — Grafico do numero de compostos por faixa de recuperacao para a matriz
cenoura pelo método QUEChERS acetato, original e citrato.

120 - 110 112

100 A

O Acetato
B Original
601 O Citrato

40 +

80 -

N° de compostos

20 A 1 13 10 6
3

0 T T 1
<70 70=x<120 >120

Faixa de recuperacéo (%

Fonte: (Autora).

Figura 16 — Grafico do numero de compostos por faixa de recuperacao para a matriz
tomate pelo método QUEChERS acetato, original e citrato.

140 ~

119

120 A 112
105

100

O Acetato
@ Original
60 O Citrato

80 A

N° de compostos

40 A

20 7 5 9 7 10 ¢
J e —
0 .

<70 70=x<120 >120

Faixa de recuperacao (%)

Fonte: (Autora).
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Os resultados de recuperacdo evidenciaram que o0s meétodos tamponados
obtiveram maior numero de compostos com recuperagdes na faixa aceitavel de 70-
120% (SANTE, 2019) quando comparado ao método original, como fica evidenciado
nas Figuras 14 a 16. Entre os compostos analisados, uma grande parte deles
depende do pH do meio e assim o uso de um meio tamponado permite a extracao,
bem como a reprodutibilidade do método para os compostos em estudo. Neste
trabalho, o método QUEChERS acetato foi escolhido, uma vez que apresentou um
maior nimero de compostos com recuperacao entre 70-120%.

Além disso, para avaliagdo inicial da limpeza dos extratos foram realizados
testes gravimétricos em triplicata com e sem a etapa de limpeza. Para isso, 5 mL de
cada extrato passou por um processo de secagem utilizando concentrador
TurboVap®, sob fluxo de nitrogénio e a 70 °C. Os tubos de vidro contendo os
residuos foram entdo pesados para avaliagdo da remocdo de coextrativos. Os
resultados estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Teste gravimétrico sem a etapa de limpeza e com a etapa de limpeza,
respectivamente.

Média Tubos +

Média Tubos (g) Residuo (g) Diferenca (g)
1TS 13,22902 13,24272 0,01370
2TS 13,22940 13,24078 0,01138
3TS 13,19252 13,20437 0,01184
1BS 13,06494 13,07113 0,00619
2BS 13,15299 13,16075 0,00776
3BS 13,11843 13,12701 0,00858
1CS 13,08231 13,08955 0,00723
2CS 13,13720 13,14413 0,00693
3CS 13,19107 13,19896 0,00790
1TC 13,15364 13,15932 0,00568
2TC 13,28500 13,28946 0,00446
3TC 13,20393 13,20832 0,00439
1BC 13,01027 13,01278 0,00251
2BC 13,18546 13,18838 0,00292
3BC 13,26630 13,26926 0,00296
1CC 12,66408 12,66685 0,00277
2CC 13,14190 13,14469 0,00279
3CC 13,16301 13,16616 0,00315

1TS, 2TS e 3TS= amostras de tomate sem limpeza; 1BS, 2BS e 3 BS=
amostras de beterraba sem limpeza; 1CS, 2CS e 3CS= amostras de
cenoura sem limpeza; 1TC, 2TC e 3TC= amostras de tomate com limpeza;
1BC, 2BC e 3BC= amostras de beterraba com limpeza; 1CC, 2CC e 3CC=
amostras de cenoura com limpeza.

Fonte: (Autora).
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A remocéo de coextrativos foi calculada de acordo com a diferenga em massa
de coextrativos antes e depois do processo de limpeza com sorvente, de acordo
com a equacdo 3 (SAPOZHNIKOVA & LEHOTAY, 2013). Os resultados sé&o

apresentados na Tabela 12.

Cao €
Y%Coextrativos = = 2 x 100 (3)

-
=y

Em que:
Ca: massa dos coextrativos antes da etapa de limpeza

Cd: massa dos coextrativos depois da etapa de limpeza

Tabela 12 — Resultados dos calculos de % de coextrativos.

%
Coextrativos

1T 58,52591
2T 60,81991
3T 62,93273
1B 59,47255
2B 62,41409
3B 65,54002
1C 61,75115
2C 59,74026
3C 60,10975

Fonte: (Autora).

O teste gravimétrico demonstrou que nao ha diferenca entre os percentuais
removidos, uma vez que o principal problema das matrizes sdo 0s pigmentos, 0s
qguais nao interferem na massa em testes gravimétricos. Isso ocorre, possivelmente,
devido ao carater hidrofilico de alguns destes compostos, que acabam sendo
eliminados junto com a fase aquosa.

Na sequéncia, foram realizados testes com o método QUEChERS acetato,
utilizando diferentes sorventes e diferentes combinac¢des de sorventes para as trés
matrizes. Os sorventes testados e suas respectivas quantidades, para 1 mL de
extrato, foram: quitosana, 125 mg (1) (Francesquett et al., 2019); Strata-X, 125 mg
(2); PSA, 125 mg (3); PSA + C18, 125 mg + 250 mg (4); PSA + florisil ndo ativado,
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125 mg + 250 mg (5); PSA + florisil ativado, 125 mg + 250 mg (6); PSA + GCB, 125
mg + 50 mg (7); PSA + C18 + GCB, 125 mg + 250 mg + 50 mg (8). Estes testes
prévios foram realizados para verificar se houve ou nao alteracdo visual na
pigmentacdo dos extratos, como pode ser visto nas Figuras 17 a 20. Nesta etapa

nao foi feita fortificacdo das amostras nem injecéo dos extratos no equipamento.

Figura 17 — Extratos das amostras de tomate (T), beterraba (B) e cenoura (C), sem
etapa de limpeza.

Fonte: (Autora).

Figura 18 — Extratos de beterraba apds etapa de limpeza com o0s sorventes:
quitosana (1); Strata-X (2); PSA (3); PSA + C18 (4); PSA + florisil ndo ativado (5);
PSA + florisil ativado (6); PSA + GCB (7) e PSA + C18 + GCB (8).

Fonte: (Autora).
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Figura 19 — Extratos de cenoura apoés etapa de limpeza com 0s sorventes: quitosana
(1); Strata-X (2); PSA (3); PSA + C18 (4); PSA + florisil ndo ativado (5); PSA + florisil
ativado (6); PSA + GCB (7); PSA + C18 + GCB (8).

Fonte: (Autora).

Figura 20 — Extratos de tomate apGs etapa de limpeza com o0s sorventes: quitosana
(2); Strata-X (2); PSA (3); PSA + C18 (4); PSA + florisil ndo ativado (5); PSA + florisil
ativado (6); PSA + GCB (7); PSA + C18 + GCB (8).

Fonte: (Autora).

Como pode ser visto nas Figuras 18, 19 e 20, as combinac¢des de sorventes
que apresentaram melhor remoc¢éo dos pigmentos dos extratos foram: PSA + C18,
PSA + GCB e PSA + C18 + GCB. A partir destas combinac¢des de sorventes para d-
SPE, ensaios de fortificacdo foram realizados e avaliados de forma pontual com a
concentracédo final de 50 pg Lt Os resultados foram divididos em faixas de
recuperacdo, para verificar quantos compostos estavam dentro de um intervalo
aceitavel de recuperacdo, como pode ser visto nos graficos das Figuras 21 e 22.
Uma tabela com as médias de recuperacdo também € apresentada a seguir (Tabela
13). Estes testes ndao foram realizados para a matriz beterraba, pois todos os
extratos obtidos apresentaram-se limpidos apds a etapa de limpeza, possivelmente
devido a hidrossolubilidade das betaleinas na fase aquosa e sua instabilidade com
variacfes de pH (SCHIOZER & BARATA, 2007; VOLP et al., 2009).
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Figura 21 — Grafico do nimero de compostos por faixa de recuperacéo (%) para a
matriz cenoura.
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Fonte: (Autora).
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Figura 22 — Gréafico do numero de compostos por faixa de recuperacdo (%) para a
matriz tomate.
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Tabela 13 — Médias de recuperacdo dos compostos para as matrizes cenoura e

tomate

utiizando as

PSA+C18+GCB.

combinagcdes de sorventes PSA+C18, PSA+GCB e

Recuperacédo média (RSD) (%)

PSA+C18 PSA+GCB PSA+C18+GCB

Cenoura

Tomate

118 (7) 92 (2) 81 (13)
134 (9) 112 (8) 92 (14)

Fonte: (Autora).
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Como se pode observar na Tabela 13, os sorventes PSA+C18 e PSA+GCB
foram os que apresentaram as melhores médias de recupera¢cdo, com um maior
namero de compostos na faixa de 70 a 120% de recuperacao.

Os resultados de recuperagcdo e a avaliacdo visual dos extratos permitiram
concluir que a combinagdo dos sorventes PSA e GCB ¢é a ideal quando comparada
as demais combinacdes empregadas, uma vez que foi possivel a extracdo da
maioria dos compostos e a maior remoc¢ao de pigmentos.

ApOs selecionada a combinacgéo de sorventes a ser utilizada, foi realizado um
planejamento fatorial em que os resultados foram avaliados em funcdo das areas
obtidas dos picos cromatograficos, bem como considerando a pigmentacdo dos
extratos finais visualmente, como pode ser observado nas Figuras 23 a 26. O extrato
namero 10 ndo continha GCB e foi 0 Unico que nao ficou limpo. Portanto, um minimo
de GCB deve ser utilizado na etapa de limpeza para uma melhor remocdo dos
pigmentos.

Figura 23 — Extratos de tomate apds etapa de limpeza e centrifugacdo para os
ensaios da Tabela 7.

Fonte: (Autora).

Figura 24 — Extratos de tomate apés etapa de filtracdo para os ensaios da Tabela 7.

Fonte: (Autora).
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Figura 25 — Extratos de cenoura apos etapa de limpeza e centrifugacdo para os
ensaios da Tabela 7.

Fonte: (Autora).

Figura 26 — Extratos de cenoura apoés etapa de filtracdo dos ensaios da Tabela 7.

Fonte: (Autora).

A fim de verificar a influéncia das variaveis PSA e GCB, foram gerados
gréficos de Pareto e, apods, geradas superficies de resposta para indicar as melhores
condicoes. Os resultados, de forma geral, apresentaram as mesmas caracteristicas,
gue podem ser divididas em dois grupos: 0os compostos nos quais ndo ha diferenca
nas respostas empregando GCB e aqueles que sao afetados por este sorvente. Os
compostos azinfés-etil, carbendazim, clorpirifés, deltametrina, fosalona, fosmete,
terbufos, tebuconazol, tiabendazol, entre outros, apresentaram diminuicdo de areas
guando utilizado GCB, enquanto que para os demais compostos ndo ha diferenca
em termos de resposta. Isto ocorre, pois 0s compostos citados séo planares e sao
conhecidos por ficarem retidos no GCB.

Na Figura 27 pode ser visto o diagrama de Pareto (A) e o grafico de superficie
de resposta (B), gerado pelo software Statistica, para 0 composto carbendazim.
Neste gréafico (Figura 27B), pode se observar que o GCB exerce efeito negativo
sendo estatisticamente significantes com nivel de confianca de 95% (p = 0,05). A
influéncia do GCB sobre a resposta € confirmada quando avaliadas as superficies
de respostas (Figura 27A) que indicam que melhores areas sao obtidas no
instrumento quando séo utilizadas baixas quantidades de GCB. Por outro lado, a
superficie indica que a quantidade de PSA ndao influencia nas areas obtidas. Dessa
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forma, optamos por utilizar 5 mg de GCB e 50 mg de PSA para 1 mL de extrato

visando obter extratos limpos e com a maior resposta (area) possivel.

Figura 27 — Gréfico de Pareto (A) e superficie de resposta (B) resultantes do
planejamento composto central para o composto carbendazim.
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Fonte: (Autora).

Para se certificar de que a escolha do sorvente (PSA+GCB) estava adequada,
foram realizados mais alguns testes utilizando o método QUEChERS acetato, com

outros sorventes, para as trés matrizes. Os sorventes utilizados e suas respectivas
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quantidades, para 1 mL de extrato, foram: celite, 100 mg (9); GCB, 5 mg (10); C18,
150 mg (11) e fase fluorada, 75 mg (12) (Martins et al., 2017). Nestes testes também
foi verificado se houve ou néo alteracéo visual na pigmentacédo dos extratos, como
pode ser visto nas Figuras 28 a 30. Foram realizados ensaios de fortificacdo das
amostras. Os extratos foram injetados no equipamento e avaliados de forma pontual
com a concentracdo final de 50 ug L. Os resultados foram divididos em grupos,
para verificar quantos compostos estavam dentro de uma faixa aceitavel de

recuperagdo, como pode ser visto na Tabela 14.

Figura 28 — Extratos de beterraba ap6s etapa de limpeza com o0s sorventes: celite
(9); GCB (10); C18 (11); fase fluorada (12).

Fonte: (Autora).

Figura 29 — Extratos de cenoura apds etapa de limpeza com os sorventes: celite (9);
GCB (10); C18 (11); fase fluorada (12).

Fonte: (Autora).

Figura 30 — Extratos de tomate apos etapa de limpeza com os sorventes: celite (9);
GCB (10); C18 (11); fase fluorada (12).

Fonte: (Autora).
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Tabela 14 — Numero de compostos por faixa de recuperacdo de cada sorvente para
as matrizes beterraba, cenoura e tomate.

N° de compostos por faixa de recuperagao

Celite GCB C18 Fase fluorada

e X e X o X e X
88 . 88, 88 . 88,
SV SEERSEsRSEsR S

m x Y ¥ B x Y N pH» x V N 5 x V A

Vv V % H vV VX P VOV R VYA
- S oA S ¥ oA S & oA

o < v K v w

Beterraba 9 66 85 30 26 64 73 28 14 59 84 34 9 67 80 34

Cenoura 10 47 93 39 11 45 94 41 12 45 91 43 9 42 96 44
Tomate 4 38 104 43 21 54 88 27 18 59 86 28 6 57 89 38

Fonte: (Autora).

Como pode ser observado visualmente (Figuras 28 a 30), a pigmentacédo da
beterraba foi completamente removida em todos os testes. Ja para cenoura e
tomate, o teste com GCB foi o mais eficiente. Com relacdo a recuperacdo (Tabela
14), um maior numero de compostos foi recuperado na faixa de 70 a 120% e pode-
se observar um mesmo perfil de comportamento em todos os testes e para todas as

matrizes, como ilustrado graficamente nas Figuras 31 a 34.

Figura 31 — Gréfico do numero de compostos por faixa de recuperacao (%) para as
trés matrizes, utilizando celite como sorvente.
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Fonte: (Autora).
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Figura 32 — Grafico do niumero de compostos por faixa de recuperacao (%) para as
trés matrizes, utilizando GCB como sorvente.
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Fonte: (Autora).

Figura 33 — Grafico do niumero de compostos por faixa de recuperacao (%) para as
trés matrizes, utilizando C18 como sorvente.
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Figura 34 — Grafico do niumero de compostos por faixa de recuperacao (%) para as
trés matrizes, utilizando fase fluorada como sorvente.
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Dessa forma, os resultados de recuperagéo e a avaliacao visual dos extratos
permitiram concluir que apenas o uso de GCB na etapa de limpeza seria suficiente,
uma vez que foi possivel a extragcdo de um numero significativo de compostos dentro
da faixa de concentracdo considerada ideal (70-120%) e uma boa remocdo de
pigmentos, simultaneamente.

Para auxiliar na avaliacdo da necessidade de uma etapa de limpeza, foram
realizados testes de evaporacdo do solvente dos extratos obtidos apds etapa de
limpeza com GCB, apo0s a etapa de limpeza com PSA+GCB e sem a etapa de
limpeza. Os residuos obtidos das matrizes beterraba, cenoura e tomate foram
analisados visualmente, conforme Figuras 35 a 37 a sequir.

Figura 35 — Residuo do teste de evaporacao utilizando apenas GCB na etapa de
limpeza para as matrizes tomate (T), beterraba (B) e cenoura (C).

Fonte: (Autora).

Figura 36 — Residuo do teste de evaporacgéo utilizando mistura de PSA e GCB na
etapa de limpeza para as matrizes tomate (T), beterraba (B) e cenoura (C).

Fonte: (Autora).
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Figura 37 — Residuo do teste de evaporacdo sem realizar a etapa de limpeza para
as matrizes tomate (T), beterraba (B) e cenoura (C).
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Fonte: (Autora).

Tendo em vista que o tomate foi a matriz que apresentou maior quantidade de
residuos, optou-se por fazer um teste de diluicido apenas para esta matriz. Visando
uma etapa simples de preparo de amostra para comparagao, 0s extratos sem a
etapa de limpeza foram testados apos diferentes diluigdes de: 10x (1+9); 5x (1+4);
3,33x (1+2,3); 2,5x (1+1,5) e 2x (1+1) em fase movel. Estes extratos foram injetados
no equipamento, além de um padrdo adicionado na matriz (na concentracdo de 10
ug L'1) e um no solvente, para avaliacéo do efeito matriz.

Realizou-se a avaliagcdo do efeito matriz do extrato de tomate através da
comparacao entre as areas obtidas das solucdes analiticas no solvente (acetonitrila)
e das solucbes preparadas no extrato da matriz. Utilizou-se a equacdo 4 para a

realizacdo dos célculos (PUCCI et al., 2009).

Efeito Matriz (%) = X1 — X2 x 100 (4)
X2
Onde:

X1: média das areas da solucéo analitica de casa composto avaliado, preparado no
extrato da matriz, numa dada concentracao;
X2: média das areas da solucéo analitica de cada composto avaliado preparada no

solvente, numa dada concentragao.

Cabe ressaltar que um percentual entre -20 e +20% néo é considerado efeito
matriz, uma vez que essa variagdo € proxima dos valores de repetibilidade. Valores
entre -50 e -20% ou +20 e +50% representam um efeito matriz médio e valores
abaixo de -50% e acima de +50% indicam um forte efeito matriz (FERRER et al.,
2011).
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Figura 38 — Gréfico do efeito matriz para a diluicdo de 10x (concentragdo final: 1 pug L); 5x (concentracdo final: 2 ug L?); 3,3x

(concentracéo final: 3 ug L) e 2x (concentracdo final: 5 ug L.
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Como pode ser observado na Figura 38, um maior nimero de compostos
ficou distribuido na faixa de -20 a +20% para os extratos diluidos 10 vezes, ou seja,
numa concentracao final de 1 pug L, observando-se também o formato dos picos e o
sinal analitico. Dessa forma, a diluicdo de 10x foi definida como a mais apropriada
para a etapa de praparo de amostra.

Sendo assim, devido a eficiéncia e a facilidade da diluicdo de 10x quando
comparada ao uso de sorventes para limpeza do extrato, aliada ao bom
desempenho da instrumentacdo analitica, optou-se por eliminar a etapa de limpeza
no preparo da amostra e manter apenas a etapa de extracdo com diluicdo. A Figura
39 apresenta um fluxograma do método QUEChERS modificado otimizado.

Figura 39 — Fluxograma do preparo de amostra utilizando o método QUEChERS
modificado otimizado.
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Fonte: (Autora).

4.3 VALIDACAO DO METODO QUEChERS MODIFICADO SEM ETAPA DE
LIMPEZA

A validacdo do método foi relizada para a matriz tomate e extendeu-se o
escopo do método para as matrizes beterraba e cenoura. Os dados de validacéo
para a matriz tomate pelo método de diluicdo sdo apresentados na Tabela 15 e para
as demais hortalicas na Tabela 16.
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4.3.1 Seletividade

Pbde-se garantir a seletividade do método pela auséncia de compostos
interferentes no mesmo tempo de retencéo, e com 0s mesmos ions de quantificacao
e de identificagdo dos compostos em estudo, para as trés matrizes, como pode ser
visto no exemplo da Figura 40.

Figura 40 — Comparacédo dos cromatogramas obtidos do branco de amostra, do
reagente branco, e da amostra de tomate fortificada com 10 pg kg para o composto
flutolanil.
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Fonte: (Autora).
Uma vez que ndo foi identificada a presenca de nenhum residuo de

agrotoxico com valores acima do LOD do método, a amostra de tomate avaliada foi

utilizada para a confeccéo da curva analitica na matriz e nos ensaios de fortificacéo.



86

4.3.2 Linearidade

A linearidade foi obtida através de curvas preparadas no extrato da matriz de
0,5 a 50 ug L1, apresentando coeficiente de determinacgéo (r?) entre 0,9904 e 0,9999
para todas as matrizes, exceto para acetamiprido em tomate, que apresentou 0,9892
(Tabela 15).

4.3.3 Efeito matriz

Para a matriz tomate, o efeito matriz se manteve entre £20% para a maioria
dos compostos. No entanto, os compostos aldicarbe, clomazona, cianazina,
cialofope-butilico, duflubenzurom, etoxissulfurom, fenazaquina, fentiona, imazalil,
metiocarbe, metoxifenozida, molinato, piperonil butéxido, piriproxifeno, prometrina,
piraclostrobina, quinclorac, saflufenacila, terbufds, tiodicarbe e tiofanato-metilico
apresentaram valores entre -85 e 50%, indicando a necessidade de realizar a
calibracdo no extrato em branco de tomate, conforme Tabela 15. Assim, a calibracéo
foi realizada utilizando extratos branco da matriz, para compensar o efeito matriz na
etapa de determinagéo.

Para beterraba, o efeito matriz apresentou maiores variagdes. No entanto, a
utilizacdo de padrbes no extrato branco da matriz compensou esse efeito. No caso
da cenoura, o efeito matriz se manteve entre £20% para a maioria dos compostos.
Porém, os compostos diclosulam, fenazaquim, fenoxicarbe, fluazafope-p-butilico,
flutolanil, malationa, paraoxom etilico, parationa-etilica, piriproxifeno, profenofos,
tiametoxam e tiofanato metilico apresentaram valores entre -31 e 34%. Tal efeito
também foi compensado pela utilizacdo de padrbes no extrato branco na matriz para

a curva analitica.

4.3.4 Exatidao e preciséo

A exatidao e a precisao (repetitividade) do método foram avaliadas nos niveis
de fortificacdo de 10, 20 40 e 50 pg kg?, para a matriz tomate. A maioria dos
compostos apresentaram recupercdes satisfatérias, na faixa de 70 a 120%, e com
RSD <20%, exceto para acetamiprido e imazapir, que apresentaram recuperacdes

entre 48 e 64% nos niveis mais altos. Alguns compostos apresentaram baixos
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valores de recuperag¢do nos niveis mais baixos de fortificagdo, mas isto ndo afetou
0s resultados.

A exatiddo para as matrizes beterraba e cenoura foi avaliada em termos de
recuperacao no nivel de fortificacédo de 40 pg kg?. A maioria dos compostos também
apresentou recuperacfes satisfatorias, na faixa de 70 a 120%, com RSD =<20%,
exceto para diclorvés, para cenoura, e para imazamoxi, imazapique, imazapir e
quinclorac, para ambas as matrizes, que apresentaram faixas entre 31 e 158%.

A preciséo intermediaria foi avaliada em dias diferentes, através de ensaios
de recuperagdo no nivel de fortificacdo de 40 pg kg* (n= 7), apresentando
resultados satisfatérios na faixa de 70 a 120%, com RSD =<20%, para todos o0s

compostos.

4.3.5 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo foi de 0,01 mg kg para a maioria dos compostos,
exceto para famoxadona, paraoxom-etilico, terbufos e triadimenol com valor de LOQ
de 0,02 mg kg, e para fluroxipir e triadimefom com LOQ de 0,04 mg kg* (Tabela
15). Para o LOQ, foi considerado o nivel mais baixo com exatiddo e precisdo
aceitaveis. O limite de deteccdo foi calculado dividindo-se o LOQ por 3,3. Portanto, o
LOD foi de 0,003 mg kg?! para para a maioria dos compostos, exceto para
famoxadona, paraoxom-etilico, terbufés e triadimenol com valor de LOD de 0,006
mg kg, e para fluroxipir e triadimefom com LOD de 0,012 mg kg (Tabela 15).

Assim, os resultados de validacdo do método QUEChERS modificado sem a
etapa de limpeza mostraram-se satisfatérios para a analise multiresiduo de

agrotoxicos em beterraba, cenoura e tomate por UHPLC-MS/MS.
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Tabela 15 — Resultados de validacdo do método QUEChERS modificado sem etapa de limpeza com tempo de retencéo (tr), ions
precursores e fons produto, energia de colisdo, linearidade (coeficiente de determinacdo, r?), efeito matriz (%), limite de
guantificacdo (LOQ), limite de determinacéo (LOD), exatidao (recuperacao, %) e precisdo (RSD, %) para matriz tomate.

(continua)

Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagdo (ug kg™?) para testes de exatidao e

Lineari- Efeito precisdo intermediéria
Compostos (rr:?n) (energia de colis&o, eV) da‘:e m;?([;-l ngong-l mitriz 10 20 40 50 40 !
Quantificagdo Identificagao ' (%) Rec £ RSD (%), repetibilidade i)ergiRli?egrﬁ)
Acetamiprido 3,69 223>126 (20) 223>56 (15) 0,9892 0,003 - -6 77(20) 97(3) 48(1) 62(1) 38(4)
Aldicarbe 4,35 208 >89 (7) 208 >116 (7) 0,9973 0,003 0,01 23 97(18)  99(12) 96(11) 104(6) 105(7)
Ametrina 5,65 228>186 (18) 228>68 (36) 0,9992 0,003 0,01 8 96(11) 93(3) 90(2) 93(9) 93(4)
Atrazina 5,54 216>174 (18) 216>96 (23) 0,9966 0,003 0,01 -9 76(5) 87(2) 83(3) 86(8) 84(2)
Azaconazol 5,71 300>152 (28) 300>131 (18) 0,9985 0,003 0,01 6 74(12) 84(6) 96(5) 97(5) 91(6)
Azametifés 4,72 325>112 (35) 325>139 (24) 0,9997 0,003 0,01 8 104(20) 102(13) 95(6) 95(9) 91(4)
Azinfés-etilico 6,98 346>132 (16) 346>77 (36) 0,9916 0,003 0,01 -12 109(8) 86(12) 103(17) 119(19) 118(15)
Azinfés-metilico 5,83 318>160 (8) 318>261 (8) 0,9971 0,003 0,01 8 76(12)  70(18)  91(17)  93(12) 99(10)
Azoxistrobina 5,99 404>329 (30) 404>372 (15) 0,9999 0,003 0,01 17 81(14) 92(6) 79(8) 88(7) 89(4)
Boscalida 6,21 343>307 (20) 343>140 (20) 0,9982 0,003 0,01 5 118(19) 109(15) 87(14) 92(6) 94(6)
Bromofés-metilico 8,07 365>147 (26) 365>309 (12) 0,9970 0,003 0,01 7 99(14) 99(6) 88(4) 92(5) 85(3)
Buprofezina 7,53 306>201 (12) 306>57.4 (20)  0,9950 0,003 0,01 9 71(8) 76(14) 93(5) 93(10) 101(4)
Carbaril 5,16 202>145 (22 202>117 (28) 0,9999 0,003 0,01 11 71(7) 85(7) 89(1) 93(6) 94(4)
Carbendazim 2,80 192>160 (18) 192>132 (28) 0,9997 0,003 0,01 -1 81(11)  83(15) 79(2) 84(7) 85(4)
Carbofurano 4,95 222>165 (16) 222>123 (16) 0,9970 0,003 0,01 5 73(7) 85(3) 89(2) 92(4) 95(6)
Carbofurano-3-OH 3,68 238>163 (16) 238>181 (10) 0,9995 0,003 0,01 5 71(15) 81(6) 89(4) 89(7) 93(4)
Carboxina 5,10 236>143 (16) 236>87 (22) 0,9978 0,003 0,01 -17 76(10) 85(2) 87(2) 90(6) 93(5)
Clorantraniliprole 5,81 482>451 (22) 482>284 (14) 0,9997 0,003 0,01 -7 95(7) 87(16) 70(20)  100(19) 95(18)
Clorfenvinfés 6,99 359>99 (30) 359>155 (12) 0,9983 0,003 0,01 0 74(15) 96(8) 97(11) 104(5) 104(15)
Clorprofam 6,37 214>154(20) 214>171(18) 0,9939 0,003 0,01 17 112(15) 85(13) 89(15) 95(20) 112(19)
Clorpirifés 7,73 350>97 (32) 350>198 (20)  0,9997 0,003 0,01 10 81(16)  81(10) 88(9) 85(7) 93(7)
Clorpirifés-metilico 7,24  322>125 (20)  322>289 (16)  0,9996 0,003 0,01 14 80(19) 89(19)  91(18)  104(19) 98(20)
Clomazona 592  240>125 (18) 240>89 (46) 0,9996 0,003 0,01 -85 81(8) 86(6) 81(3) 89(7) 87(1)
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Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagcdo (ug kg™?) para testes de exatidédo e

Lineari- Efeito precisdo intermediéaria
Compostos (n:?n) (energia de colis&o, eV) da<21|e mzolfé-l ngong-l m*’;‘t”z 10 20 40 50 40
Quantificacdo Identificacao ' (%) Rec + RSD (%), repetibilidade T)?ZiRIi?EE:::)
Clotianidina 3,38  250>132 (18) 250>169 (12) 0,9961 0,003 0,01 13 71(16)  89(8) 75(5) 84(7) 70(5)
Cianazina 4,66  241>214 (17)  241>96 (25)  0,9996 0,003 0,01 30 81(7)  88(9) 92(4) 93(7) 99(7)
Ciazofamida 6,62 3255108 (20) 3255261 (10) 0,9951 0,003 0,01 -4 70(18) 88(14)  96(11)  108(8) 97(8)
Cialofope-butilico 7,25  358>256 (20)  358>158 (57)  0,9993 0,003 0,01 21 107(13)  86(4) 72(7)  94(10) 105(12)
Cimoxanil 3,92 199>111 (18) 119>128 (8) 0,9949 0,003 0,01 3 90(8) 93(3) 94(3) 97(6) 94(4)
Ciproconazol 6,49 292>125 (24) 292>70 (18) 0,9992 0,003 0,01 0 88(20) 79(14) 77(12) 77(21) 78(16)
Deltametrina 8,02  523>281(18) 523>506 (11) 0,9982 0,003 0,01 15  117(18) 106(13) 117(7)  108(15) 120(4)
Ej:‘;g’“'s'me"" 281 263>169 (17)  263>121(17) 0,9991 0,003 0,01 8  78(13) 87(2)  92(3)  95(@8) 93(4)
Diazinon 6,98 305597 (35)  305>169 (22)  0,9994 0,003 0,01 4 72(11)  89(11)  92(7)  94(10) 98(4)
Diclosulam 525  406>161(30)  406>378 (15)  0,9999 0,003 0,01 3 77(14) 102(16) 91(17)  87(15) 81(14)
Dicrotofés 3,22  238>193 (10)  238>112(10) 0,9991 0,003 0,01 12 104(14) 95(4) 91(4) 93(9) 94(6)
Difenoconazol 7,22 406>251 (25) 406>111 (60) 0,9998 0,003 0,01 8 90(8) 92(16) 71(2) 83(8) 76(6)
Diflubenzurom 6,73 311> 158 (12) 311> 141 (28) 0,9903 0,003 0,01 -27 115(18) 98(14) 99(13) 96(15) 99(17)
Dimetoato 3,66 230>125 (20) 230>199 (10) 0,9977 0,003 0,01 2 78(7) 87(5) 92(5) 93(4) 96(3)
Dimoxistrobina 6,81 327>116 (21) 327>205 (10) 0,9986 0,003 0,01 16 86(15) 93(10) 96(6) 97(8) 104(9)
Diniconazol 7,22 326>70 (25) 326>159 (34) 0,9990 0,003 0,01 2 119(13) 105(2) 88(18) 93(14) 113(18)
Diuron 566  233>72 (18) 233>46 (14)  0,9917 0,003 0,01 2 79(10) 83(13)  88(4)  90(12) 84(8)
EPN 7,23 324 >296 (15) 324> 157 (20) 0,9905 0,003 0,01 -11 89(12) 88(18) 100(5) 97(10) 87(12)
Epoxiconazole 6,58  330>101 (50) 330>121(22) 0,9955 0,003 0,01 3 72(15)  85(16)  93(6)  94(10) 98(11)
Espinosade A 7,05  732>142 (31)  732>98 (59)  0,9995 0,003 0,01 6 104(4)  99(4) 93(5) 93(9) 96(5)
Espinosade D 7,28 746>142.0(55) 746>98(31)  0,9988 0,003 0,01 10 100(17) 93(17)  96(5)  100(9) 98(6)
Etiofencarbe 526  226>107 (20) 226>164 (20) 0,9990 0,003 0,01 7 76(12)  94(6) 84(7) 83(8) 89(5)
Etoprofés 6,58  243>97 (31)  243>131(20) 0,9932 0,003 0,01 -4 79(11)  92(7) 91(4)  96(12) 98(6)
Etoxissulfurom 6,32  399>261 (16)  399>218 (24)  0,9944 0,003 0,01 70 72(11)  92(18)  82(15)  77(14) 79(11)
Famoxadona 6,98 392>331(18) 392>238(10) 0,9971 0,006 0,02 0 85(19)  74(16)  82(17)  70(13) 88(19)
Fenamidona 6,13 312>92(25) 312>236(14) 0,9991 0,003 0,01 10  83(13) 88(14) 102(10)  102(9) 95(12)
Fenamifés 6,71  304>202 (36)  304>217 (24)  0,9904 0,003 0,01 13 72(18)  92(4) 95(3) 98(6) 94(6)
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Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagcdo (ug kg™?) para testes de exatidédo e

Lineari- Efeito precisdo intermediéaria
Compostos (n:?n) (energia de colis&o, eV) da<21|e mzolfé-l ngong-l m*’;‘t”z 10 20 40 50 40
Quantificacdo Identificacao ' (%) Rec + RSD (%), repetibilidade T)?ZiRIi?EE:::)
Fenarimol 6,57 331>268 (22) 331>81 (34) 0,9999 0,003 0,01 13 70(12) 91(21) 103(20) 103(15) 90(12)
Fenazaquim 8,08 307>57 (25) 307>161 (19)  0,9993 0,003 0,01 23 104(14)  95(7) 85(6) 87(7) 91(6)
Fenhexamida 6,52 302>97 (22) 302>55 (38) 0,9995 0,003 0,01 -2 114(20) 112(16) 78(10)  79(16) 76(5)
Fenoxicarbe 6,76 302>88 (20) 302>116 (11) 0,9981 0,003 0,01 8 90(13) 83(3) 104(14) 88(18) 116(5)
Fenpropimorfe 6,06 304>147 (28) 304>57 (30) 0,9992 0,003 0,01 -5 104(11) 93(7) 85(2) 88(6) 90(5)
Fenpiroximato 7,88 422>366 (15) 422>138 (32) 0,9988 0,003 0,01 0 96(18) 97(4) 100(5) 99(8) 105(6)
Fentiona 6,91  279>169 (16)  279>247 (13)  0,9944 0,003 0,01 32 71(11)  74(18)  92(11)  96(11) 89(13)
Fipronil 6,77  435>250 (26) 435> 330 (16) 0,9939 0,003 0,01 8 84(16) 91(17) 77(18) 89(14) 100(14)
E:J“tfl‘izc'zc’pe'p' 745  384>282(22)  384>328(16)  0,9987 0,003 0,01 7 74(15)  94(7)  102(2)  105(7) 94(9)
Fluquinconazol 6,49 376>307 (30) 376>349 (18) 0,9993 0,003 0,01 -4 88(15) 112(17) 82(6) 86(10) 82(16)
Fluroxipir 4,66 255>2009 (16) 255>181 (22) 0,9966 0,012 0,04 -18  106(67) 106(82)  70(14) 79(20) 81(16)
Flusilazol 6,73 316>165 (28) 316>247 (18) 0,9907 0,003 0,01 -5 70(7) 85(18) 99(6) 95(15) 84(11)
Flutolanil 6,30 324>65 (40) 324>262 (18) 0,9936 0,003 0,01 6 92(14) 95(12) 89(12) 92(10) 83(13)
Furatiocarbe 7,47 383>195 (18) 383>252 (12) 0,9986 0,003 0,01 7 71(8) 82(8) 91(5) 96(4) 91(7)
Hexitiazoxi 7,72 353>168 (26) 353>228 (14) 0,9992 0,003 0,01 15 90(5) 93(7) 91(4) 91(10) 92(5)
Imazalil 5,50 297>159 (22) 297>69 (22) 0,9965 0,003 0,01 -22 71(10) 81(12) 78(4) 86(6) 84(7)
Imazamoxi 3,93 306>218 (30) 306>278(25) 0,9971 0,003 0,01 -2 71(10) 78(8) 80(4) 82(9) 84(6)
Imazapique 3,99 276>231(20) 276> 248 (35) 0,9957 0,003 0,01 2 77(7) 81(3) 80(3) 84(8) 78(4)
Imazapir 3,28 262> 69 (26) 262> 86 (27)  0,9998 - - 5 78(1) 70(3) 64(4) 71(4) 61(4)
Imazaquim 4,90 312>267(20) 312> 86(29) 0,9920 0,003 0,01 -7 76(11)  83(4) 90(4) 92(7) 84(5)
Imazetapir 457  290<169 (38) 290<245(35)  0,9963 0,003 0,01 13 85(12)  89(3) 85(4) 90(5) 87(4)
Imidacloprido 3,34  256>175(20)  256>209 (15)  0,9984 0,003 0,01 -3 81(18)  90(5) 85(4) 87(11) 89(6)
Iprovalicarbe 6,49  321>119(16)  321>203 (10)  0,9959 0,003 0,01 9 84(13)  88(5) 84(7) 89(9) 92(7)
Cresoxim-metilico 6,83 314>206 (7) 314>116 (12)  0,9991 0,003 0,01 13 78(16) 104(17) 87(21)  114(20) 76(19)
Linuron 6,10  249>160 (18)  249>181 (16)  0,9997 0,003 0,01 -11 73(18)  93(5) 87(6) 89(6) 94(4)
Malationa 6,30 331>99 (24) 331>127 (12)  0,9996 0,003 0,01 4 111(15) 117(12)  94(19)  99(19) 99(19)
Mecarbam 6,55 330>227 (8) 330>97 (35) 0,9999 0,003 0,01 0 80(19)  86(16) 70(9) 74(19) 80(15)
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Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagcdo (ug kg™?) para testes de exatidédo e

Lineari- Efeito precisdo intermediéaria
Compostos (n:?n) (energia de colis&o, eV) da<21|e mzolfé-l ngong-l m*’;‘t”z 10 20 40 50 40
Quantificacdo Identificacao ' (%) Rec + RSD (%), repetibilidade T)?ZiRIi?EE:::)
Mefosfolam 483  270>140 (24)  270>75(22)  0,9996 0,003 0,01 9 92(10) 92(4)  93(3)  98(8) 94(5)
Mepronil 6,31 270591 (44)  270>119(28) 0,9939 0,003 0,01 0 77200 88(5)  90(5)  94(8) 85(7)
Metalaxil 565 280192 (17)  280>220 (13) 0,9949 0,003 0,01 8 72(5) 87(6)  89(5)  94(10) 89(5)
Metconazol 709 320570 (22)  320-125(36) 0,9979 0,003 0,01 20  117(14) 88(10)  102(8)  93(12) 94(13)
Metidationa 574  303>145(10)  303>85(20)  0,9999 0,003 0,01 7 82(16) 99(6) 9709  101(5) 94(9)
Metiocarbe 6,13 226>169(10) 226>121(22) 09994 0,003 001 26 108(17) 93(13) 103(10) 113(13) 110(5)
zﬂu?;(')‘)r]‘:;rbe 383 258>107(38)  258>122 (19) 0,9997 0,003 0,01 9 80(8)  93(16)  90(2)  91(6) 95(4)
zﬂj%fgjgbe 352  242>122(28)  242>185(14) 09996 0,003 0,01 10 86(9)  89(5)  91(2)  91(5) 97(4)
Metomil 2,68  163>106 (10)  163>88 (10)  0,9993 0,003 0,01 6  84(14) 88(4)  93(5)  94(8) 94(8)
Metoxifenozida 629 369149 (19)  369>313(8)  0,9993 0,003 0,01 23 110(15) 96(16)  88(7)  93(16) 94(20)
Metribuzim 483 215>131(18)  215>89 (20)  0,9988 0,006 0,02 4 70(15) 94(19) 105(20) 112(17) 92(20)
mziiuclgumm' 489 382>199 (22) 382>167(16) 09978 0,003 0,01 10 79(17) 87(11)  94(10)  96(13) 102(7)
Mevinfés 3,68 225127 (15)  225>193(8)  0,9996 0,003 0,01 -8 100(15) 88(13)  88(4)  94(6) 92(4)
Molinato 6,36 188>126(13) 188>55(24) 09970 0,003 0,01 21 99(19) 99(16)  93(15)  111(21) 88(20)
Monocrotofés 301  224>127 (16)  224>98 (12)  0,9996 0,003 0,01 1 90(11) 99(10)  89(3)  91(5) 92(6)
Monolinuron 526 215599 (34)  215>126 (22) 0,9959 0,003 0,01 15 73(15)  85(3)  91(8)  93(10) 96(7)
Miclobutanil 6,40 289>70(18) 289>125(32) 09930 0,003 0,01 4  101(7) 105(14) 90(13)  97(19) 101(12)
Nicosulfurom 482  411>106 (32) 411>182(22) 09945 0,003 0,01 10 819  86(2)  89(1)  93(8) 87(3)
Nuarimol 6,06 3155252 (22)  315>81(28)  0,9990 0,003 0,01 1 733)  995)  91(8)  88(12) 95(15)
Oxadixil 456  279>132 (34)  279>219 (10)  0,9964 0,003 0,01 11 116(20) 108(7)  97(7)  100(11) 96(5)
Paraoxom-etilico 549 2765220 (17) 276248 (16)  0,9923 0,006 0,02 1 4712)  71(7)  80(2)  86(7) 86(4)
Parationa-etilica 6,79 2925236 (14) 292110 (33)  0,9975 0,003 0,01 4 104(20) 97(19) 109(18) 120(19) 92(13)
Pencicurom 717  329>125(22)  329>125(40) 0,9996 0,003 0,01 12 116(13) 96(13)  100(7)  105(11) 106(4)
Penconazol 6,90 284>150(34)  284>70(16)  0,9991 0,003 0,01 11 74(19) 79(19) 91(12)  92(4) 99(4)
Penoxsulam 520  482>100 (40)  482>179 (25) 0,9947 0,003 0,01 27 90(8) 102(8)  102(6)  111(15) 94(7)
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Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagcdo (ug kg™?) para testes de exatidédo e

Lineari- Efeito precisdo intermediéaria
Compostos (n:?n) (energia de colis&o, eV) da<21|e mzolfé-l ngong-l m*’;‘t”z 10 20 40 50 40
Quantificacdo Identificacao ' (%) Rec + RSD (%), repetibilidade T)?ZiRIi?EE:::)
Fosalone 708 368>182 (12)  368>322(6) 00961 0,003 001 3 118(20) 84(21)  92(18)  96(10) 100(15)
Fosmet 585 318160 (22)  318>77 (46) 09959 0,003 0,01 2 87(15) 86(7)  93(4)  94(10) 90(4)
Picoxistrobina 676  368>145(22)  368>205(10) 09933 0,003 0,01 7 78(19) 93(17)  97(5)  98(7) 83(9)
Piperonil butéxido 7,59 356> 119 (37) 356> 176 (11)  0,9992 0,003 0,01 27 120(10) 104(7)  96(4)  100(7) 100(5)
Pirimicarbe 451  239-182 (15)  239>72(18)  0,9997 0,003 0,01 13 808) 87(3)  89(2)  91(6) 97(4)
Pirimifés-etilico 7,56 334>198 (23) 334>182 (25) 0,9994 0,003 0,01 18 107(10) 98(4) 104(3) 108(12) 105(4)
Pirimifés-metilico 7,07 306>108 (32) 306>164 (22) 0,9996 0,003 0,01 -11 69(13) 83(14) 92(5) 92(7) 96(5)
Piriproxifeno 7.65  322>227 (14) 322116 (14) 09982 0,003 001 50 112(15) 107(5)  81(5)  90(8) 92(16)
Profenofés 7,47 373>128 (40( 373>303 (20) 0,9928 0,003 0,01 13 74(6) 90(7) 99(3) 102(8) 100(4)
Prometrina 621  242>158 (25) 2425200 (17)  0,9947 0,003 0,01 33 103(13) 96(5)  71(4)  81(11) 85(6)
Propanil 611  218>162 (16  218>127 (22) 09933 0,003 001 6  79(19) 89(8)  94(11)  100(11) 99(6)
Propargito 782 368>231(9.5) 368>175(12) 0,996 0003 001  -10  73(7) 77(16)  88(2)  91(7) 96(3)
Propiconazol 700  342>159(34)  342>69 (22) 0,973 0,003 0,01 12 71(12) 88(5)  96(5)  99(6) 92(2)
Propoxur 490 210-111 (160 210>168 (10) 0,9947 0,003 0,01 2 7409) 80(19) 93(2)  95(8) 96(4)
Piraclostrobina 703  388>163(25) 288>194(12) 09958 0,003 0,01 24  70(14) 88(11)  88(8)  91(6) 91(7)
Pirazof6s 7,07 374194 (32)  374>222(22) 09979 0,003 0,01 2 7409)  95(4)  94(5)  99(7) 93(8)
Piridabem 8,07 3655147 (24)  365>309 (12) 0,9988 0,003 0,01 4 80(5) 90(10)  89(3)  93(7) 89(4)
Piridafentiona 6,39  341>189 (22) 34192 (34) 09986 0,003 0,01 13 78(7) 87(10)  91(4)  90(7) 92(8)
Piridato 826 3795207 (18) 379>351(10) 0,9996 0,003 0,01 10 73(8) 89(20) 92(8)  87(13) 98(7)
Pirimetanil 585 200107 (24) 20082 (24)  0,9997 0,003 0,01 5 97(16) 92(4)  88(6)  96(9) 101(6)
Quinalfos 6,80 299597 (30) 2995163 (24) 0,9941 0,003 0,01 7 96(9)  92(18)  88(11)  93(19) 103(13)
Quinclorac 427 242>161(37) 242>224(13) 09999 0,003 0,01 22 76(4)  72(6)  72(5)  75(7) 77(6)
Quinoxifen 771  308>162 (44) 308597 (32)  0,9995 0,003 0,01 5  86(10) 89(5)  85(4)  89(5) 96(6)
th‘:I:zz'ompe'p' 743  373>91(18) 373>299 (18) 0,9987 0,003 0,01 6  88(12) 91(15) 95(3)  102(8) 95(3)
Saflufenacil 589 501>198 (49) 501>349(30) 09937 0,003 0,01 25  86(9) 86(17) 101(3)  104(7) 99(5)
Simazina 488 202596 (22)  202>124(16) 0,9989 0,003 0,01 7 7217)  90(7)  89(10)  95(5) 100(6)
Tebuconazol 6,93  308>70(22)  308>125(40) 09918 0,003 0,01 13 111(9) 102(17) 76(20)  88(14) 94(16)
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Transi¢cdes MRS, m/z

Nivel de fortificagcdo (ug kg™?) para testes de exatidédo e

Lineari- Efeito precisdo intermediéaria
Compostos (n:?n) (energia de colis&o, eV) da<21|e mzolfé-l ngong-l m*’;‘t”z 10 20 40 50 40
Quantificacdo Identificacao ' (%) Rec + RSD (%), repetibilidade T)?ZiRIi?EE:::)
Tebufenozida 6,73 353>133 (20) 353>297 (8) 0,9909 0,003 0,01 -11 71(13) 88(17) 99(6) 100(8) 93(5)
Tebufenpirada 7,51 334>117 (34) 334>145 (28) 0,9989 0,003 0,01 11 97(13) 81(18) 105(5) 117(14) 97(6)
Terbufés 7,54 289> 103 (10) 289> 57(10) 0,9997 0,006 0,02 36 84(18) 75(15) 90(19) 107(19) 104(18)
Tetraconazol 6,62 372>159 (30) 372>70 (20) 0,9987 0,003 0,01 3 83(18) 74(15) 93(11) 101(14) 90(12)
Tiabendazol 3,16 202>175 (25) 202>131 (30) 0,9965 0,003 0,01 18 96(9) 88(20) 84(3) 87(8) 91(3)
Tiacloprido 4,03 253>126 (20) 253>90 (40) 0,9957 0,003 0,01 -13 71(7) 87(3) 89(2) 93(6) 93(4)
Tiametoxam 2,84 292>132 (22) 292>211 (12) 0,9994 0,003 0,01 0 94(5) 99(7) 70(2) 82(12) 70(2)
Tiodicarbe 5,25 255>88 (16) 255>108 (16) 0,9998 0,003 0,01 21 95(17) 102(19)  94(17) 92(11) 96(11)
Tiofanato-metilico 4,84 343>151 (21) 343>311 (11) 0,9913 0,003 0,01 -25 90(18) 91(7) 97(3) 101(5) 95(6)
Tiobencarbe 7,16 258>125 (17) 258>100 (12) 0,9994 0,003 0,01 18 96(14) 92(7) 103(6) 110(8) 108(5)
Tolclofés-metilico 7,10 301>174.5(20) 301> 125 (20) 0,9991 0,003 0,01 0 72(18) 86(15) 86(15) 99(19) 99(13)
Tolilfluanida 6,86  347>137 (28) 347> 238 (10) 0,9974 0,003 0,01 20 97(12) 82(14) 88(7) 86(14) 81(14)
Triadimefom 6,37 294>69 (20) 294>197 (15) 0,9991 0,012 0,04 -6 38(33) 53(40) 80(15) 95(9) 93(17)
Triadimenol 6,48  296>70.2 (10) 296>99 (15) 0,9996 0,006 0,02 -2 87(17) 89(13) 110(13) 106(18) 108(16)
Triazofos 6,44 314>162 (35) 314>119 (18) 0,9982 0,003 0,01 -4 75(18) 92(10) 93(11) 93(8) 102(12)
Triciclazol 4,18 190> 137 (27) 190> 163 (60) 0,9992 0,003 0,01 13 106(11) 95(3) 93(4) 95(8) 95(2)
Trifloxistrobina 7,27 409>145 (40) 409>186 (16) 0,9998 0,003 0,01 14 71(10) 93(6) 95(4) 96(7) 109(3)
Trifloxissulfurom 5,52  438>139 (45) 438> 182 (20) 0,9990 0,003 0,01 -2 80(17) 87(11) 101(11) 111(4) 98(5)
Triflumurom 7,06 259>139 (35) 259>156 (16) 0,9966 0,003 0,01 -13  100(14) 92(18) 92(8) 104(11) 85(12)
Vamidotiona 3,66 288>118 (28) 288>146 (10) 0,9995 0,003 0,01 14 70(20) 75(8) 82(7) 87(13) 92(11)

Fonte: (Autora).
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Tabela 16 — Resultados de validacdo para o método QUEChERS modificado sem
etapa de limpeza para as matrizes beterraba e cenoura: linearidade (r?), efeito matriz
(%), exatiddo (em termos de recuperacgao).

(continua)
Beterraba Cenoura
Compostos 2 Ef;[':ig Rec RSD 2 rifaetl:i()z Rec RSD
o ) o ) %)
Acetamiprido 0,9964 -83 83 3 0,9963 -4 76 3
Aldicarbe 0,9956 -83 75 10 0,9995 0 81 7
Ametrina 0,9989 -78 80 4 0,9998 0 78 4
Atrazine 0,9934 -8042 71 4 0,9972 11 78 3
Azaconazol 0,9986 -79 75 4 0,9994 -6 77 5
Azametifds 0,9987 -79 75 8 0,9996 -4 81 6
Azinfds etilico 0,9964 -74 87 19 0,9957 -17 86 14
Azinfds metilico 0,9973 -170 71 11 0,9945 2 76 17
Azoxistrobina 0,9984 5009 77 3 0,9998 1 84 3
Boscalida 0,9998 558 71 3 0,9993 12 88 10
Bromofds metilico 0,9967 -62 74 7 0,9990 -1 83 6
Buprofezina 0,9986 1351 73 4 0,9990 6 82 3
Carbaril 0,9988 899 82 4 0,9992 6 85 4
Carbendazim 0,9991 1208 82 2 0,9987 2 80 2
Carbofurano 0,9962 1597 73 1 0,9959 4 80 3
Carbofurano-3-OH 0,9967 3030 76 3 0,9961 1 75 5
Carboxina 0,9991 630 73 3 0,9997 5 77 2
Clorprofam 0,9938 382 53 9 0,9989 -2 76 12
Clorpirifds 0,9990 592 83 10 0,9998 8 85 7
Clorpiripfés-metilico 0,9970 -355 77 19 0,9957 17 110 18
Cialofope butilico 0,9996 -141 119 12 0,9964 1 82 9
Cimoxanil 0,9959 -65 71 2 0,9987 2 79 2
Clomazona 0,9997 -42 83 4 1,0000 5 86 3
Clorantranilipore 0,9952 -82 77 19 0,9991 8 83 19
Clorfenvinfds 0,9983 -33 75 13 0,9921 13 79 10
Clotianidina 0,9909 -94 75 9 0,9987 -14 85 8
Cresoxim-metilico 0,9963 -67 73 11 0,9931 -16 94 11
Cianazina 0,9998 -148 86 4 0,9997 -1 86 4
Ciazofamida 0,9985 -31 88 13 0,9922 9 83 14
Ciproconazol 0,9925 -58 70 10 0,9997 -20 77 11
Deltametrina 0,9996 752 85 4 1,0000 2 a0 5
szizon's’met"' 09971  -70 74 3 0998 -3 76 3
Diazinom 0,9995 1039 81 6 0,9986 9 83 5
Diclorvds 0,9956 -135 82 5 0,9913 2 158 15
Diclosulam 0,9975 -168 70 9 0,9986  -28 94 21
Dicrotofds 0,9990 -80 79 3 1,0000 -3 81 4
Difenoconazol 0,9994 660 75 4 0,9990 -4 83 6
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Beterraba Cenoura
Compostos 2 Efaftlrtic; Rec RSD r2 Efaetlrtic; Rec RSD
o ) ) o ) )
Diflubenzurom 0,9929 -156 78 14 0,9927 5 82 19
Dimetoato 0,9960 815 73 2 0,9958 2 81 4
Dimoxistrobin 0,9971 -54 73 6 0,9999 6 80 9
Diniconazol 0,9943 -158 78 6 0,9998 -17 70 14
Diuron 0,9961 -53 72 6 0,9924 5 70 9
EPN 0,9906 -55 70 4 0,9972 -20 82 14
Epoxiconazol 0,9950 -148 76 7 0,9990 -11 90 6
Espinosade A 0,9981 -79 74 4 0,9997 1 79 7
Espinosade D 0,9993 -150 87 6 0,9999 -6 82 5
Etoxissulfurom 0,9941 -160 78 9 0,9991 -18 106 14
Etiofencarbe 0,9993 -73 75 4 0,9999 -2 77 6
Etoprofds 0,9936 -59 71 6 0,9962 1 84 4
Famoxadona 0,9983 -128 89 19 0,9956 0 100 21
Fenamidona 0,9933 -85 71 3 0,9974 -8 76 6
Fenamifds 0,9939 -58 70 3 0,9931 2 71 6
Fenarimol 0,9955 -274 78 8 0,9970 2 75 18
Fenazaquim 0,9997 -43 74 5 0,9996 26 74 5
Fenhexamida 0,9945 -82 90 5 0,9956 6 74 14
Fenoxicarbe 0,9946 -32 70 8 0,9996 29 75 19
Fenpropimorfe 0,9991 1394 77 4 1,0000 1 86 2
Fenpiroximato 0,9982 -146 87 5 0,9995 -3 86 6
Fentiona 0,9998 1225 70 20 0,9945 9 79 11
Fipronil 0,9975 -267 101 19 0,9942 -15 90 21
Fluazafope-p-butilico 0,9925 -48 70 3 0,9998 24 78 3
Fluquiconazol 0,9942 -973 70 17 0,9901 -12 85 12
Fluroxipir 0,9984 -282 74 10 0,9988 3 71 6
Flusilazol 0,9971 -60 78 5 0,9971 1 87 12
Flutolanil 0,9947 568 90 6 0,9983 -25 100 8
Flutriafol 0,9973 -138 79 15 0,9991 -3 81 16
Furatiocarbe 0,9953 -72 71 7 0,9996 12 81 7
Hexitiazoxi 0,9986 -72 74 4 0,9997 3 80 4
Imazalil 0,9980 470 74 6 0,9985 4 73 8
Imazamoxi 0,9999 -84 61 3 0,9998 -14 66 3
Imazapique 0,9983 -91 63 3 0,9971 -1 50 3
Imazapir 0,9987 -80 31 4 0,9993 -4 35 5
Imazaquim 0,9979 -82 74 5 0,9970 -19 75 3
Imazetapir 0,9987 -92 74 4 0,9996 -9 70 3
Imidacloprido 0,9995 302 78 3 0,9971 -1 78 5
Iprovalicarbe 0,9956 -63 77 6 0,9989 -2 79 5
Linuron 0,9988 -1202 80 4 0,9988 8 92 6
Malationa 0,9942 -51 72 4 0,9986 -24 80 11
Mecarbam 0,9976 -94 70 10 0,9947 -2 101 9
Mefosfolam 0,9986 -75 76 5 0,9987 -2 78 4
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Beterraba Cenoura
Compostos 2 Efaftlrtic; Rec RSD r2 Efaetlrtic; Rec RSD
o O ) o ) )
Mepronil 0,9905 -1064 78 6 0,9928 -3 83 3
Metalaxil 0,9978 4467 83 5 0,9973 3 78 7
Metconazol 0,9956 414 70 7 0,9998 -2 97 8
Metidationa 0,9976 -47 72 15 0,9969 3 76 6
Metiocarbe 0,9998 -66 71 14 0,9963 12 99 16
Metiocarbe sulfona 0,9987 1018 77 1 0,9995 0 81 1
Metiocarbe sulféxido 0,9987 785 78 2 0,9978 4 78 3
Metomil 0,9991 -81 80 4 0,9990 -1 83 4
Metoxifenozida 0,9938 -140 70 4 0,9999 -1 84 11
Metribuzim 0,9949 -120 81 19 0,9950 3 90 7
Metssulfurom metilico  0,9991 343 78 11 0,9981 -1 80 9
Mevinfds 0,9989 579 76 5 0,9989 2 80 4
Molinato 0,9955 -70 93 8 0,9928 1 93 21
Monocrotofés 0,9994 482 80 2 0,9993 1 80 2
Monolinuron 0,9972 2708 79 4 0,9953 5 76 3
Miclobutanil 0,9943 -3713 86 19 0,9945 -11 117 15
Nicosulfurom 0,9979 -72 73 3 0,9980 -13 74 2
Nuarimol 0,9958 -124 86 8 0,9994 -5 82 14
Oxadixil 0,9936 -74 76 6 0,9997 -8 80 11
Paraoxom etilico 0,9921 -958 73 3 0,9995 -26 84 2
Parationa-etilica 0,9947 -86 72 17 0,9979 26 88 10
Pencicurom 0,9950 -81 71 7 0,9990 4 76 5
Penconazol 0,9966 -127 70 9 0,9999 -2 88 10
Penoxsulam 0,9900 -78 70 4 0,9996 -11 84 6
Forato 0,9994 -141 85 12 0,9984 1 76 17
Fosalona 0,9931 -53 78 15 0,9973 15 74 7
Fosmet 0,9976 -70 76 3 0,9987 -3 78 8
Picoxistrobina 0,9978 -67 76 9 0,9988 8 74 14
Piperonil butéxido 0,9996 -97 77 2 0,9998 12 85 5
Pirimicarbe 0,9991 856 80 2 0,9997 -2 85 1
Pirimifés-etilico 0,9985 -58 70 4 0,9993 7 78 6
Pirimifés-metilico 0,9982 589 73 5 0,9993 9 85 4
Piriproxifeno 0,9997 -50 73 5 0,9988 21 89 6
Profenofds 0,9938 -37 80 3 0,9998 34 85 8
Prometrina 0,9985 -85 83 4 0,9997 17 82 4
Propanil 0,9930 -73 87 4 0,9966 -1 89 16
Propargito 0,9990 937 79 1 0,9999 8 87 1
Propiconazol 0,9984 178934 81 7 0,9979 0 87 5
Propoxur 0,9956 -1173 75 3 0,9950 2 81 3
Piraclostrobina 0,9945 2157 71 5 0,9953 8 86 5
Pirazofds 0,9962 799 70 14 0,9962 1 81 6
Piridabem 0,9960 1759 75 2 0,9987 -2 83 4
Piridafentiona 0,9970 1005 71 3 0,9968 6 82 5
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Beterraba Cenoura
Compostos 2 Efaftlrtic; Rec RSD r2 Efaetlrtic; Rec RSD
RS OB () o (%)

Piridato 0,9979 315 70 4 0,9992 20 77 3
Pirimetanil 0,9997 618 83 7 0,9988 -2 91 7
Quinalfos 0,9995 -47 73 15 0,9997 20 89 10
Quinclorac 0,9996 -74 42 5 0,9997 -7 58 5
Quinoxifem 0,9992 1113 80 2 0,9999 11 84 4
Quizalofope-p-etilico 0,9950 -119 73 3 0,9997 11 71 4
Saflufenacil 0,9988 -203 80 3 0,9986 -19 77 4
Simazina 0,9969 840 89 5 0,9994  -22 90 7
Tebuconazol 0,9985 598 87 18 0,9992 1 90 15
Tebufenozida 0,9906 -37 79 10 0,9951 5 80 15
Tebufenpirada 0,9933 -65 71 9 0,9988 0 72 9
Terbufds 0,9962 -154 83 8 0,9946 9 82 12
Tetraconazol 0,9985 845 80 15 0,9934 0 73 16
Tiabendazol 0,9995 -83 75 3 1,0000 -1 79
Tiacloprido 0,9966 4003 76 2 0,9966 2 82 1
Tiametoxam 0,9949 517 70 4 0,9969 -25 81
Tiodicarbe 0,9992 -241 81 7 0,9971 -2 73 12
Tiobencarbe 0,9974 -67 70 8 0,9969 7 74 5
Tiofanato metilico 0,9980 -35 77 4 0,9970 -31 74 7
Tolcofds metilico 0,9995 6292 78 8 0,9921 11 92 17
Tolifluanida 0,9921 -52 83 10 0,9980 10 79 18
Triadimefom 0,9934 -251 81 8 0,9932 2 83 14
Triadimenol 0,9919 360 83 11 0,9958 -11 73 17
Triazofds 0,9957 1346 74 3 0,9964 4 76 12
Triciclazol 0,9989 -65 78 3 0,9997 -1 79 3
Trifloxissulfurom 0,9996 -161 90 10 0,9991 -5 72 5
Trifloxistrobina 0,9973 610 73 3 0,9996 2 91 6
Triflumurom 0,9931 -73 71 9 0,9990 -13 82 13
Vamidotiona 0,9997 483 79 6 0,9985 -1 75 6

Fonte: (Autora).

4.4 APLICACAO EM AMOSTRAS COMERCIAIS

O método validado foi aplicado em 12 amostras comerciais, sendo 6 de
tomate, 3 de beterraba e 3 de cenoura do Rio Grande do Sul. A Tabela 17 apresenta
0os resultados da aplicacdo do método para estas amostras para avaliar a
performance do método em analises de rotina. Oito compostos foram encontrados
nas amostras e apenas duas delas ndo apresentaram residuos dos compostos

avaliados.



Tabela 17 — Resultados das analises em amostras reais de tomate, beterraba e cenoura.
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LOQ MRL Concentracéo dos agrotéxicos (mg kg™)
Compostos  (mg kg™?) (mg kg?) Tomate Cenoura Beterraba
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ANVISA EU CODEX

Azoxistrobina 0,01 0,5 3 - <0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. <001 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Clorantraniliprole 0,01 NA 0,02 0,06 0,011 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Clotianidina 0,01 0,1 - - <0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Diflubenzurom 0,01 NA 0,01 NA 0,063 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. <0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Famoxadona 0,02 NA 0,01 NA n.d. nd. 0,023 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Imidacloprido 0,01 0,5 0,5 0,5 0,098 n.d. nd. 0016 nd. 0012 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Piraclostrobina 0,01 NA 0,01 NA 0,238 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 0,012 n.d. n.d.
Tiametoxam 0,01 1 0,2 NA 0,011 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

* n.d. — Nao detectado

Fonte: (Autora).
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As amostras de tomate analisadas apresentaram residuos de 8 agrotoxicos
com concentragées entre <0,01 (LOQ) e 0,238 mg kg*. Os compostos encontrados
foram: clorantraniliprole (0,011 mg kg™), diflubenzurom (0,063 mg kg?), famoxadona
(0,023 mg kgt), imidacloprido (0,098; 0,016 e 0,012 mg kg™!), piraclostrobina (0,238
mg kg?) e tiametoxam (0,011 mg kg'). Sendo assim, os fungicidas piraclostrobina e
famoxadona, e o inseticida diflubenzurom estédo presentes nas amostras acima do
LMR estabelecido pela Unido Europeia e ndo sao autorizados no Brasil. No entanto,
0S compostos azoxistrobina e clotianidina permaneceram com concentracdes
abaixo do LOQ (0,010 mg kg™?). O composto clorantraniliprole também foi detectado
na amostra, mas ndo € autorizado no Brasil para tomate. Os compostos
azoxistrobina, clorianidina, imidacloprido, piraclostrobina e tiametoxam também
foram detectados no Ultimo monitoramento realizado pelo PARA, mas em
concentracdes regulares, ou seja, abaixo do LMR estabelecido pela Anvisa.

Ainda, em uma amostra de beterraba foi quantificado residuo de
piraclostrobina, agrotoxico ndo autorizado no Brasil para beterraba, na concentracao
de 0,012 mg kg?. Tal composto também foi detectado em 5 das 357 amostras de
beterraba analisadas no ultimo PARA, porém em concentragfes abaixo do LMR
estabelecido pela Anvisa. Além deste, azoxistrobina, diflubenzurom e imidacloprido
também foram detectados em concentracdes abaixo do LMR para beterraba no
altimo PARA.

Uma amostra de cenoura também apresentou residuos de azoxistrobina e de
diflubenzurom, mas em concentragdo <0,01 mg kg? (LOQ). Tais compostos nédo
foram detectados nas amostras de cenoura analisadas no ultimo PARA. Porém,
foram detectados azoxistrobina, imidacloprido e piraclostrobina de forma regular
(abaixo do LMR) e tiametoxam de forma irregular (em apenas uma amostra das 353
analisadas).

A Figura 41 apresenta o cromatograma comparativo do sinal analitico do
branco de solvente e reagentes, da amostra branco de tomate fortificada com

piraclostrobina e da amostra de tomate contendo este agrotoxico.
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Figura 41 — Cromatograma comparando o sinal do branco de solvente e reagentes
(linha preta), da amostra branco de tomate fortificada com piraclostrobina a 0,01 mg
kg (linha roxa) e de uma amostra de tomate (linha verde) contendo 0,238 mg kg
de piraclostrobina.
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Amostra 238 ug kg

%]

LOQ 10 kg1
Branco |\ Hg %9
6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00

Fonte: (Autora).

Time

A Figura 42 apresenta o cromatograma comparativo do sinal analitico do
branco de solvente e reagentes, da amostra branco de beterraba fortificada com
piraclostrobina e da amostra de beterraba contendo este agrotoxico. A Figura 43
apresenta o cromatograma do sinal analitico do branco de solvente e reagentes, da
amostra branco de cenoura fortificada com difenoconazol e da amostra de cenoura

contendo este agrotdéxico em concentracao <LOQ.
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Figura 42 — Cromatograma comparando o sinal do branco de solvente e reagentes
(linha preta), da amostra branco de beterraba fortificada com piraclostrobina a 0,04
mg kg? (linha vermelha) e de uma amostra de beterraba (linha roxa) contendo 0,012

mg kg de piraclostrostrobina.
| Fortificagdo 0,04 mg kg™

Intensidade
%

|
. Amostra 0,012 mg kg

1
il
1

Branco

T780 | 800 | B20 | B840 860 880 | 900

L i B LA h e A e A A L A A A o AN L A o tA A A g LA M A b nARd M A Lt wad L s A aaad s
400 420 440 460 480 5.00 520 540 560 580 6.00 6.20 6.40 660 680 7.00 720 740 760

Fonte: (Autora).
Figura 43 — Cromatograma comparando o sinal do branco de solvente e reagentes

(linha roxa), da amostra branco de cenoura fortificada com difenoconazol a 0,04 mg
kg! (linha vermelha) e de uma amostra de cenoura (linha preta) contendo

difenoconazol em concentragdo <0,01 mg kg™.

Fortificagcdo 0,04 mg kg™

Intensidade

Amostra
<LOQ

Branco

Fonte: (Autora).
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5 CONCLUSOES

7

Considerando os resultados obtidos, € possivel concluir que o método
QUEChERS acetato modificado sem a etapa de limpeza do extrato, seguido de
analise por UHPLC-MS/MS, mostrou-se eficiente para a determinacdo dos
agrotoxicos estudados em beterraba, cenoura e tomate.

Neste estudo, a etapa de limpeza foi substituida por uma maior diluicdo do
extrato em fase movel, mostrando-se extremamente importante durante o
desenvolimento do trabalho, uma vez que um extrato com menor quantidade de
interferentes € imprecindivel para a manutencdo do sistema de UHPLC-MS/MS,
além de ter influéncia na recuperacdo dos analitos. Dessa forma, o uso do maior
fator de diluicdo (10x) aumentou a detectabilidade e também agilizou o procedimento
de extracao.

Resultados de validagdo satisfatorios foram obtidos para o método proposto,
o qual apresentou sensibilidade suficiente para ser aplicado em amostras de anélise
de rotina e programas de monitoramento, com base no baixo LOQ do método (10 ug
kg?) obtido para a maioria dos compostos. O método foi validado de acordo com a
SANTE (2019). Parametros de seletividade, linearidade, efeito matriz, exatidao e
precisao foram avaliados. Dos 131 compostos avaliados, apenas dois (acetamiprido
e imazapir) ndo apresentaram resultados satisfatérios de recuperacdo e/ou RSD.
Por isso, estes compostos nao foram considerados na validacao.

A andlise de amostras reais de beterraba, cenoura e tomate pelo método
proposto demonstra uma grande preocupagdo com a contaminacao dos alimentos,
uma vez que 8 compostos foram quantificados em concentracdo de até 238 ug kg
para o composto piraclostrobina em uma amostra de tomate. Das 6 amostras de
tomate analisadas, 4 estavam contaminadas com pelo menos um agrotéxico. Uma
das amostras de beterraba também apresentou contaminagao por um agrotoxico e
uma das amostras de cenoura apresentou residuo de dois compostos em
concentragdes <LOQ.

Dessa forma, conclui-se que o método proposto mostrou ser adequado para a
analise de 129 compostos e pode ser facilmente aplicado nas analises de rotina de

laboratorios.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Em atividades laboratorias, residuos sdlidos e liquidos sdo gerados em uma
quantidade significativa durante a realizacdo dos ensaios e, portanto, devem ser
tratados ou descartados de forma adequada.

Dessa forma, os residuos liquidos gerados durante o desenvolvimento deste
trabalho foram armazenados em recipientes adequados e devidamente identificados,
separados de acordo com sua classificacdo (halogenados e ndo halogenados). Os
residuos sélidos foram descartados em saco plastico devidamente identificado.

Ambos os tipos de residuos foram encaminhados ao almoxarifado do
Departamento de Quimica da UFSM, que é responsavel pela destinacéo final dos
residuos gerados, para posteriormente serem tratados e descartados por uma

empresa terceirizada e capacitada nesta area.
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7 PROPOSTAS FUTURAS DA TESE

- Desenvolver um outro método de preparo de amostra e validar;

- Comparar os resultados obtidos com o método ja validado;

- Aplicagdo dos métodos em amostras comerciais obtidas de diferentes regifes do
estado do Rio Grande do Sul,

- Analisar amostras com e sem casca, com e sem lavagem com agua ou outros
meétodos de limpeza;

- Avaliar a influéncia do pH de cada extrato para verificar se tem alguma influéncia.
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