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RESUMO

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM MANGA
EMPREGANDO METODO QUEChERS E UHPLC-MS/MS

AUTORA: Franciele Fatima Machado
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. Martha Bohrer Adaime

Os agrotoxicos sao aplicados desde o desenvolvimento da planta até a sua
producao, transporte e armazenamento. Quando ndo séo aplicados de maneira
correta essas substancias quimicas podem causar danos a saude humana e ao
meio ambiente. Dessa maneira, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento
e a validacdo de um método analitico para a determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em manga, empregando método QUEChERS original e cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série
(UHPLC-MS/MS). Para a limpeza dos extratos foi empregada a técnica de extracao
de fase solida dispersiva (d-SPE) utilizando como sorvente o Strata™-X. O método
foi validado para 60 compostos e os resultados indicaram que o método aplicado é
linear no intervalo de 0,5 a 20 ug L. A precisdo e a exatiddo foram avaliadas em
quatro niveis de fortificacdo, sendo eles: 5, 10, 25 e 50 ug kg* (n=5), apresentando
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD < 20%. Os limites de quantificagdo do
método variaram de 5 a 10 ug kg para a maioria dos agrotéxicos e os limites de
deteccdo 1,5 a 3 ug kg*. Para avaliar a validacéo e a precisdo intermediaria desse
método, este foi aplicado em dezesseis amostras comerciais de manga. A
aplicabilidade do método foi realizada pela andlise de dezesseis amostras
comerciais e os resultados mostraram a presenca de residuos de agrotdéxicos com
concentracdes abaixo do que é permitido pela legislacédo brasileira e agrotoxicos
proibidos para cultivo de manga, como o carbendazim.

Palavras-chave: Manga. Agrotoxico. QUEChERS. Strata™-X. UHPLC-MS/MS



ABSTRACT

DETERMINATION OF PESTICIDE RESIDUES IN MANGO USING QUEChERS
AND UHPLC-MS/MS METHOD

AUTHOR: Franciele Fatima Machado
ADVISOR: Prof 2 Dr2 Martha Bohrer Adaime

Pesticides are applied from the development of the plant to its production, transport
and storage. When not applied correctly, these chemicals can cause harm to human
health and the environment. Thus, this work aimed to develop and validate an
analytical method for the determination multiresidue of pesticides in mango, using
the original QUEChERS method and ultra-high performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). The dispersive solid
phase extraction (d-SPE) technigue was used to clean the extracts with Strata™-X
as sorbent. The method was validated for 60 compounds and the results indicated
that the applied method is linear in the range of 0.5 to 20 ug L. Precision and
accuracy were evaluated at four spike levels, namely: 5, 10, 25 and 50 pg kg (n=
5), showing recoveries between 70 and 120%, with RSD < 20%. The method limits
of quantification ranged from 5 to 10 ug kg for most of the pesticides and the limits
of detection from 1.5 to 3 pug kg?. To evaluate the validation and intermediate
precision of this method, it was applied to sixteen commercial samples of mango.
The applicability of the method was performed by analyzing sixteen commercial
samples and the results showed the presence of pesticide residues with
concentrations below what is allowed by Brazilian legislation and pesticides
prohibited for mango cultivation, such as carbendazim.

Keywords: Mango. pesticide. QUEChERS. Strata™-X. UHPLC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

A manga € uma fruta que pertence a familia Anacardiaceae, e segundo relatos
histéricos, originou-se no sul da Asia. O consumo dessa fruta tem se expandido de
forma gradativa, fazendo com que a sua producéo aumente significativamente. O
Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, perdendo apenas para a
China e a india (EMBRAPA, 2010).

O cultivo dessa cultura esta diretamente ligado ao emprego de agrotéxicos, uma
vez que, durante as etapas de producéo estes séo utilizados com a finalidade de
controlar os danos provocados por espeécies indesejadas. Entretanto, essas
substancias, quando usadas de maneira incorreta, podem causar danos a saude
humana e ao meio ambiente (MARUTESCU; CHIFIRUC, 2017).

Em virtude disso, a confianga do consumidor na hora de consumir os alimentos
estéd associada a seguranca alimentar. Dessa forma, Limites Maximos de Residuos
(LMRs) foram estabelecidos e regulamentados por diversos programas
governamentais. (FERMAM; ANTUNES, 2009). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) utiliza como referéncia os Estados Unidos e a Uniéo
Europeia para estabelecer esses limites (ANVISA, 2020a). Alinhado a isso, esta o
Programa de Andlises de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) que
funciona como um sistema nacional de vigilancia sanitaria, coordenado pela
ANVISA e demais 6rgaos, que realizam analises para a determinacdo de

multirresiduo de agrotoxicos em diversas matrizes alimentares (ANVISA, 2020b).

Dessa maneira, por isso € importante que se faca um acompanhamento regular
dos limites maximos de residuos presentes nas amostras alimentares, prezando o
bem-estar da vida humana e do meio ambiente. Dessa forma, o papel do Quimico
Analitico é desenvolver e validar métodos que sejam eficientes, de baixo custo,
satisfatorios e acima de tudo que prezem pelos principios baseados na Quimica
Verde.

O método QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
safe) tem se tornado muito eficiente para a determinacdo de multirresiduo em
matrizes alimentares. Para esse método existem trés versdes diferentes, o método
QUEChERS original, o acetato e o citrato (ANNASTASSIADES et al., 2003).



Aliado a um bom preparo de amostra esta a escolha do equipamento que vai
fazer a determinacdo dos compostos. O emprego da Cromatografia Liquida de
Ultra-Alta Eficiéncia (UHPLC) acoplada a espectrometria de massas em série
(MS/MS) possibilita andlises com um tempo de retencdo menor, sem perda da
resolucdo e deteccdo de multirresiduo em concentragcdes menores (MALDANER,;
JARDIM, 2012).

1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento e a
validacdo de um meétodo analitico para a determinacdo de multirresiduo de
agrotéxico em amostras comerciais de manga. As analises serdo realizadas por
UHPLC-MS/MS e o método de preparo de amostra ser4 baseado no método
QUECHhERS.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Avaliar qual o melhor método de extracdo para a determinacdo de
multirresiduo de agrotoxico em manga.
II.  Avaliar quais sorventes sdo eficazes na limpeza do extrato, sem interferir
na recuperacédo dos analitos
lll.  Validar o método desenvolvido, de maneira a atender os parametros da
legislacdo brasileira (ANVISA) para a determinacdo de agrotéxicos em
matrizes alimentares;
IV. Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras comerciais de

diferentes mercados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORIGEM DA MANGA NO BRASIL

A mangueira (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae e
originou-se no sul da Asia, mas com o passar do tempo foi sendo introduzida em
varios lugares, inclusive no Brasil. E conhecida por ser uma fruta de polpa firme,
com sabor e aroma muito agradaveis e faz parte do grupo de frutas tropicais com
maior importancia econémica, além de ser uma fruta rica em minerais, carboidratos
e carotenoides (BRANDAO et al., 2003). A sua comercializacdo é geralmente in
natura, mas pode ser feita de diversas maneiras, como sucos, geleias, compotas,

sorvetes e outros.

A fruticultura vem tendo um espaco cada vez mais importante na economia
brasileira, uma vez que, o0 consumo desses alimentos tem crescido
progressivamente e consequentemente houve o aumento das producdes.
Atualmente, o Brasil é o terceiro pais que mais produz frutas, equivalendo a cerca
de 45 milhdes de toneladas ao ano, sendo que 65% dessa producdo é destinada
ao mercado interno e 35% ao mercado externo. A mangicultura se expandiu no
Brasil inicialmente no Estado de Sao Paulo e depois se difundiu pelas demais
regides, predominando as regifes nordeste do pais, sobretudo o Vale do Séo
Francisco, localizado na Bahia. (EMBRAPA, 2010).

Figura 1 - Manga

Fonte: Pesquisa de imagens no www.google.com.br, assunto pesquisado: nome do fruto.

A composicdo da manga varia de acordo com as condi¢cdes a que a cultura foi

submetida e qual o estagio de maturacao. Entretanto, ela € basicamente constituida
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de agua, carboidratos, acidos organicos, sais minerais, proteinas, vitaminas, e etc.

A tabela 1 apresenta os principais macronutrientes da manga.

Tabela 1 - Composicdo da manga

Macronutrientes  Unidade %VD*
Energia kcal 72 3,6%
Carboidrato g 19,35 6,55%
Proteina g 0,41 0,5%
Gorduras totais g 0,17 0,3%
Fibra alimentar g 1,63 6,5%
Agua g 79,74 -

Fonte: Tabela nutricional TACO
* Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Os valores diarios podem

ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas.

2.2 PRODUCAO DE MANGA NO BRASIL

A producdo de manga no Brasil tem aumentado nos ultimos anos,
favorecendo a economia brasileira. Apesar da pandemia no inicio 2020 os recordes
de exportacdo dessa matriz superaram os anos anteriores. (EMBRAPA, 2021). A
regido do Vale do S&o Francisco, localizada em pleno semiérido do Nordeste é a
regido que mais produz esse alimento, chegando a 212,2 mil toneladas no ultimo
ano (EMBRAPA, 2021).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020)
no ano de 2019 o Brasil produziu cerca de 1.414.338 toneladas de manga,

ocupando uma area de 67.328 hectares.

A tabela 2 evidencia que os estados da regido Nordeste do Brasil foram os
gue mais produziram manga no ano de 2019, equivalendo a uma producdo de

1.414.338 toneladas, tendo um rendimento superior a 20 toneladas por hectare.
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Tabela 2 - Producéo brasileira de manga

ESTADOS AREA (%;LH'DA PRODUCAO (t) RE(';'ODn"\r"]E_'}')TO
Pernambuco 14.174 518231 36,56
Bahia 24.096 442233 18,35
Sao Paulo 10.763 206854 19,22
Minas Gerais 5.062 84638 16,72
Rio Grande do Norte 2.682 46922 17,50
Ceara 4.391 42701 9,72
Sergipe 901 19417 21,55
Espirito Santo 1.202 14282 11,88
Alagoas 1.309 11495 8,78
Paraiba 1.193 8811 7,39
Parana 408 6049 14,83
Piaui 389 3667 9,43
Rio de Janeiro 170 3101 18,24
Mato Grosso 73 1372 18,79
Goias 86 1208 14,05
Distrito Federal 72 960 13,33
Rio Grande do Sul 127 827 6,51
Tocantins 105 780 7,43
Maranhao 100 387 3,87
Para 15 203 13,53
Roraima 10 200 20,00
Acre - - -
Amapa - - -
Amazonas - - -
Mato Grosso do Sul - - -
Rondonia - - -
Santa Catarina - - -
Brasil 67.328 1414338 21,01

Fonte: IBGE - Produgéo Agricola, 2019.
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2.3 AGROTOXICOS

A legislagdo brasileira a partir da Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989,

estabelece que agrotoxicos sejam definidos como:

Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao 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 de crescimento (BRASIL, 1989).

Avaliar como os agrotoxicos sdo definidos ajuda a compreender melhor
quais as caracteristicas desses produtos comercializados e utilizados no pré-
tratamento, no tratamento intermediario e no pdés-tratamento das producdes. O
Codex Alimentarius (2018), férum internacional de normatizacdo do comércio de
alimentos, estabelecido pela Organizacdo das Nacfes Unidas (ONU) define
agrotoxico como sendo uma substancia utilizada com o intuito de prevenir, destruir,
atrair ou controlar qualquer peste, controlando assim plantas e/ou animais
(vertebrados e invertebrados) que possam afetar a producéo agricola. Portato, sdo
compostos que podem ser utilizados durante aetapa de producédo, armazenamento,

transporte, distribuicdo e processamento do alimento ou ragdo animal.

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2019), define
que agrotoéxico é um produto ou/e um agente de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, que sdo utilizados para alterar a composicao da flora ou da fauna,de
modo a evitar a acdo de outros seres vivos nocivos. As principais classes de
agrotéxicos sao: inseticidas (insetos), herbicidas (ervas daninhas), fungicidas
(fungos), acaricidas (acaros), moluscicidas (moluscos) e rodenticidas (roedores)
Essa classificacdo é feita a partir das propriedades fisico-quimicas de cada

composto, da estrutura molecular, do modo de acao etc.

O uso dos agrotoxicos para a producéo agricola brasileira tem se mostrado
eficiente, uma vez que, estes contribuem para o controle de pragas (plantas ou
animais) que agridem a planta em alguma etapa da producdo. Porém, de acordo
com estudos cientificos o0 uso indiscriminado desses compostos pode afetar
severamente a salde humana e o meio ambiente, jA que a maioria dessas

substancias apresenta um alta toxicidade (PRESTES, 2012).
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Com o propoésito de promover a seguranca do alimento, o Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) funciona como um
sistema Nacional de vigilancia sanitaria, coordenado pela ANVISA e demais
orgaos, que realiza analises anuais em amostras in natura para a determinagéo

multirresiduo de agrotoxicos em diversas matrizes alimentares (ANVISA, 2020).

2.3.1 Classificacao e toxicidade

A classificacdo quanto a toxicidade dos agrotéxicos também € monitorada
pela ANVISA que antigamente definia que a toxicidade fosse dividida em quatro
classes. Atualmente, o grau toxicolégico dos agrotoxicos passou por uma

reclassificacdo, passando para cinco classes e produto nao classificado.

Ficou definido que as classes extremante e altamente tdxicas sejam
representadas pela cor vermelha. A classe medianamente téxica é representada
pela cor amarela e a cor azul representa as classes de pouca toxicidade e produto
improvavel de causar dano agudo. Ja a classe seis se refere a produtos que nao
sao classificados (ANVISA, 2019).
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Figura 2 - Classificacéo dos agrotoxicos
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Fonte: ANVISA, 2019

As informacgfes a respeito da toxicidade dos agrotéxicos sdo importantes
porqué podem permitir ao consumidor o controle do uso desses compostos bem
como garantir sua propria seguranca, utilizando o equipamento de protecao
individual adequado e fazendo o descarte correto das embalagens. Os
consumidores também sdo aparados pela Lei n°® 7.802 de 1989 que obriga os
comerciantes a exibirem no roétulo dessas substancias suas formulacdes e o risco

gue cada uma representa (BRASIL, 1989).

2.3.2 Controle e uso de agrotéxicos na manga

7z

No decorrer do plantio da mangueira esta € atacada por pragas que
provocam a diminuicdo da produtividade, e consequentemente gerando um valor
econdmico negativo. As pragas gque mais causam prejuizo a esta cultura sao as
moscas-das-frutas (Anastrepha sp., Ceratitis capitata. Diptera. Tephritidae), as
cochonilhas (Aulacaspis tubercularis) e os acaros (Eriophyes mangifare,

Eriphyidae). (ANVISA, 2009). Nessa perspectiva, o uso de agrotéxicos se torna
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necessario, ja que esses compostos ajudam a diminuir esses problemas (ANVISA,
2012).

O uso dos agrotéxicos na cultura da manga é inspecionado pela ANVISA,
que atualmente permite o uso de 47 agrotoxicos. Na tabela 3 é possivel
acompanhar a classificacdo desses compostos e o limite maximo de residuo (LMR)
permitido para cada um (ANVISA, 2012). A classe agronémica corresponde a
finalidade do agrotoxico, ou seja, qual praga, seja ela um animal ou uma planta, o
agrotoxico vai atacar. O LMR equivale a quantidade de residuo que pode ser

encontrada desse composto em matrizes alimentares.

Tabela 3 - Classificacdo dos agrotoxicos quanto a classe agrondmica e LMRs

(Continua)

Composto LMR (mg/kg) Classe agrondémica
Abamectina 0,01 Acaricida, inseticida
Acetamiprido 0,01 Fungicida
Alfa-cipermetrina 0,7 Inseticida
Azoxistrobina 6 Fungicida
Beta-cipermetrina 0,7 Inseticida
Bifentrina 0,1 Inseticida, formicida
Boscalida 1 Fungicida
Brometo de metila 20 Inseticida, formicida
Bromuconazol 0,05 Fungicida
Buprofenzina 0,3 Inseticida, acaricida
Cresoxim-métilico 0,3 Fungicida
Deltrametrina 0,1 Inseticida e formicida
Difenoconazol 0,2 Fungicida
Espinetoram 0,07 Inseticida
Espinosade 0,01 Inseticida
Espiromesifeno 0,7 Inseticida e acaricida
Etefom 0,1 RC*
Etofenproxi 0,3 Inseticida
Fenpiroximato 0,1 Inseticida
Fludioxonil 6 Fungicida
Flupiradifurona 0,5 Inseticida
Flutriafol 0,5 Fungicida

Fluxapiroxade 0,7 Fungicida
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(Concluséo)

Compostos LMR (mg/kg) Classe agronémica
Formetanato 0,02 Inseticida e acaricida
Glifosato 0,1 Herbicida
Hexitiazoxi 0,1 Acaricida
Imazalil 1 Fungicida
Imidacloprido 0,7 Inseticida
Indaziflam 0,01 Herbicida
Indoxacarbe 0,07 Fungicida e cupinicida
Lambda-cialotrina 0,1 Inseticida
Mancozebe 1 Fungicida e acaricida
Mandipropamida 2 Fungicida sistémico
Metomil 0,01 Inseticida e acaricida
Paclobutrazol 0,02 RC*
Picoxistrobina 0,7 Fungicida
Piriproxifem 0,05 Inseticida
Saflufenacil 0,03 Herbicida
Tebuconazol 0,1 Fungicida
Teflubenzurom 0,7 Inseticida
Tetraconazol 0,1 Fungicida
Tiabendazol 2 Fungicida
Tiametoxam 0,05 Inseticida
Tiofanato-metilico 2 Fungicida
Trifloxistrobina 0,05 Fungicida
Triflumizol 0,1 Fungicida

*Regulador de crescimento
Fonte: ANVISA

No ciclo do Plano Plurianual de 2017 a 2020 o Programa de Analise de
Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) realizou a analise de diversas
culturas, dentre elas, amostras de manga. O resultado dessas andlises comprovou
gue 318 amostras de manga estavam dentro dos limites maximos de residuos de
agrotoxicos estabelecidos pela ANVISA, 216 ndo apresentaram residuos dos
agrotoxicos estudados e 102 apresentaram concentracbfes superiores a

estabelecida pelo programa (PARA, 2020).

Ainda, segundo o PARA (2020), cerca de 31 amostras continham
agrotoxicos que ndo sdo permitidos para essa cultura. Dentre os agrotoxicos nao

autorizados para manga, o glifosato, o0 ometoato e o acefato foram os mais
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detectados. Em 32 amostras o LMR estava acima do permitido, sendo o

formetanato o mais detectado.
2.4 DETERMINAC}AO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

2.4.1 Técnicas cromatograficas para determinacdo multirresiduo de

agrotoxicos

Atualmente, a principal técnica para a separacdo de multirresiduo de
agrotoxicos € a cromatografia. De maneira simples a cromatografia consiste em
uma técnica de duas fases que estdo em contato. Uma das fases permanece
estacionaria (FE), enquanto a outra se desloca através dela, sendo estd a fase
movel (FM). As principais técnicas cromatograficas sdo a cromatografia gasosa
(GC, do inglés gas chromatography) e a cromatografia liquida (LC, do inglés liquid
chromatography). A cromatografia em fase gasosa se baseia na andlise de
compostos que sejam volateis ou semivolateis (COLLINS et al., 2006).

Como a maioria dos compostos ndo sao volateis ou semivolateis, a
cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography) se tornou a principal
técnica para a analise de multirresiduo, ja que o principal critério para ser analisado
nessas condi¢des € que 0os compostos interajam com a fase mével. A LC também
€ conhecida por ser uma técnica de alta eficiéncia e seletividade. De acordo com
HIGSON e colaboradores (2009) “a alta eficiéncia diz respeito a capacidade da LC
de oferecer separacoes seletivas e, portanto, de alta qualidade, em um tempo
minimo”.

Esta técnica pode ser de fase reversa, quando a fase estacionéaria é apolar
ou fracamente polar em relacdo ao solvente da fase movel ou de fase normal,
guando a fase estacionéaria € polar em relacdo ao solvente da fase movelque é
menos polar (COLLINS et al., 2006). A fase mével (FM) desempenha um papel
importante na cromatografia liquida porque a sua composi¢ao auxilia no processo

de separacao dos analitos.

A espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) € uma
técnica analitica que permite a identificacdo e quantificacdo de uma variedade de
compostos quimicos, como nas analises de multirresiduo de agrotdxicos, por

exemplo. De maneira simplificada, o principio basico de um espectrometro de
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massas se divide em trés partes principais: fonte de ions, analisador de massas e
detector.Em suma é uma técnica que vai gerar os ions dos compostos organicos e
inorganicos em fase gasosa, de maneira que se realize a separacdo dos ions a
partir da sua razdo massa/carga (m/z) e haja a deteccdo desses ions de forma

quantitativa e/ou qualitativa.

No acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés
high performance liquid chromatography), com a espectrometria de massas (MS,
do inglés mass spectrometry), a fonte de ions geralmente utilizadaé uma fonte de
eletronebulizacéo (ESI, do inglés electrospray ionization) ou umafonte de ionizagéo
quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés atmospheric pressure
photoionization) (LANCAS, 2009).

A ionizagdo por eletronebulizagdo tem sido a fonte de ionizagdo mais
utilizada quando ha o acoplamento dessas técnicas. De maneira geral, o analito
passa por um tubo capilar metalico que esta dentro da fonte de ionizacéo e ao sair
vai produzir um fino spray com as goticulas da amostra. Um potencial é aplicado
entre a ponta do tubo capilar e um contra-eletrodo que esta posicionado a
milimetros de distancia. Dessa maneira, as goticulas vao atravessar um campo
elétrico e finalmente serdo ionizadas (HIGSON; SILVA; SILVA, 2009).

A técnica de HPLC é muito empregada para a determinacédo de multirresiduo
de agrotoxicos em matrizes alimentares, havendo uma maior adequabilidade para
analitos que sejam polares e nao volateis ou termicamente instaveis (MALDANER;
JARDIM, 2012).Quando se tem o0 acoplamento desta técnica com o espectrometro
de massas em série a seletividade do equipamento é melhorada, a separacdo dos
compostos é mais eficiente e a detectabilidade € aumentada (OSHITA; JARDIM,
2015).

O espectrometro de massas do tipo quadrupolo é formado pela unido de trés
quadrupolos em sequéncia, entretanto, o segundo quadrupolo ndo faz a separacao
dos ions, mas atua como cela de colisdo, de maneira que o ion sofranova
fragmentacao por colisdo com os ions do Nz e Ar. Os quadrupolos sé&o controlados
para que haja a transmissao de ions de uma Unica razao m/z ou deum intervalo de
razbes m/z afim de gerar informacdo analitica mais precisa (CHIARADIA et al.,
2008).
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Para que se tenha o espectro de massas em MS/MS, algumas técnicas de
varredura sao utilizadas, como a técnica de varredura completa (FS, do inglés full
scan), a técnica de monitoramento dos ions selecionados (SIM, do inglés selected
ion monitoring), a varredura de ion produto (do inglés product ion scan), a varredura
de ion precursor e 0 monitoramento de reagfes selecionadas (SRM, do inglés
selected reaction monitoring). Se na amostra ha a presenca de componentes que
nao sao conhecidos, o tipo de varredura full scan € comumente utilizada, pois pode
se realizar um screening em uma ampla faixa de m/z. Dessa maneira, 0
cromatograma nessas condi¢des é conhecido como um cromatograma de ion total
(TIC, do inglés total ion chromatogram) (STASHENKO; MARTINEZ, 2010;
STACHNIUK; FORNAL, 2016).

O modo SIM é utilizado normalmente quando se tem apenas um quadrupolo,
entretanto, pode ser utilizado também no sistema triplo quadrupolo. Se operado no
modo SIM, a sensibilidade pode ser aumentada, uma vez que, pode-se escolher
um unico ion a ser monitorado ou varios ions caracteristicos do analitoalvo de
interesse (STACHNIUK; FORNAL, 2016).

2.4.2 Preparo de amostra para a determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos

Métodos para a determinacdo de multirresiduo de agrotéxicos tem sido
analisado e explorado afim de que se tenha um método cada vez mais preciso e
eficaz. Um método satisfatorio precisa determinar o maior nimero de compostos
organicos de maneira simultinea e o método de Mills foi o primeiro a ser
desenvolvido com este objetivo. A extracdo era feita com acetonitrila e éter de
petréleo, sendo um método mais eficiente para a determinacéo de organoclorados
em amostras ndo gordurosas (ZANELLA et al. 2015). O método de Storherr surgiu
como uma adaptacao do método de Mills e a acetonitrila se manteve como solvente

de extracao, porém, o éter de petroleo foi substituido pelo diclorometano.

Com o aumento de novas classes de agrotdxicos, principalmente os mais
polares, em 1975 o método de Luke foi desenvolvido. Consistia em uma extracao
de 100 g de amostra com 200 mL de acetona, seguido de uma adicéo de éter de

petréleo e diclorometano afim de promover a particdo dos solventes.
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Contudo estes métodos ainda apresentavam algumas desvantagens, como
a elevada quantidade de amostra, varias etapas analiticas, aumento do tempo de
execucao, alto consumo de reagentes etc. Em virtude disso e da presséo por mais
sustentaveis, Anastassiades e colaboradores, em 2003, otimizou um novo meétodo
de preparo de amostra, no qual denominou-se QUEChERS (do inglés quick, easy,

cheap, effective, rugged, safe).

Figura 3 - Linha do tempo dos métodos multirresiduo

Método de
Storherr

Método de

toco Método de QUEChERS

Luke

Fonte: autoria propria

O método se mostrou tao eficiente que com o passar dos anos foi ganhando
melhorias que variam conforme a matriz, obtendo assim resultados cada vez mais
satisfatorios. Na literatura é possivel encontrar técnicas utilizadas para o preparo
de amostra referente a extracdo de residuo de agrotéxicos em manga, conforme a
tabela 4.



Tabela 4 - Preparo de amostras empregando o método QUEChERS para extracdo de agrotoxicos em diferentes matrizes
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MATRIZ ANALITOS EQUIPAMENTO METODO DE EXTRACAO LOQ Referéncia
Cromatografia liquida de ultra alta dgnggsg (e dq]sfgée): jggﬂgo
Sucos deuvae eficiéncia acoplada a espectrometria b 0,1-0,5 PRAGNEY et al.
5 ~ nano tubos de carbono A
manga de massa de alta resolucao q il Mg L (2014)
(UPLC-HRMS) com paredes multiplas
(MWCNTS).
ii?;?ar’nrgr?]%%aé 5 Cromatografia a gas com deteccao Dispersao em fase sélida 50 uq kot SILVIA et al.
. por captura de elétrons (GC-ECD) da matriz (MSPD) Hg K9 (2018)
abacaxi.
Cromatografia gasosa com deteccao
Manga e Goiaba 8 por captura de elétrons (ECD) e QUEChERS original 0,01 mg kg MOHAMMAD et
~ e al. (2020)
detecgéo termidnica (FTD)
Mangas verdes e GC-MS/MS e . i 1 PINGPING et al.
maduras 113 UHPLC-MS/MS QUEChERS modificado  1-10 pg kg (2018)
UHPLC acoplada com quadrupolo-
Manga 68 tempo de voo espectrometria de Extracao liquido-liquido 2 ak21:31 SZ@TE(ESE?L
massa (UHPLC-Q-TOF/MS). Hg X9 '
Cromatografia gasosa acoplada a . 0,008-0,03 MARTINS et al.
Manga ! espectrometria de massas (GC-MS) QUECHERS citrato mg kg™ (2018)
Maca, manga,
tomate, pepino e 41 GC/MS-MS QUEChERS modificado LAgH(;ngS et

morango

Fonte: autoria prépria
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A Tabela 4 apresenta a utilizacdo do método QUEChERS para a
determinacao de diferentes tipos de frutas, sucos e etc. Por exemplo, Martins e
colaboradores (2018) utilizaram o método QUEChERS citrato para a extracao de 7
agrotoxicos na matriz manga. Ja LACHTERA (2020) utilizou o método QUEChERS
modificado para a determinacdo de 41 agrotdéxicos em matrizes diferentes (mac4,

manga, tomate, pepino e morango).

Sem duvidas as inimeras aplicacdes do método QUEChERS devem estar
atribuidas ao fato deste método apresentar vantagens se comparado com demais
métodos tradicionais de extracdo. Uma das vantagens é o elevado percentual de
recuperacao, resultados mais precisos, método mais rapido, etc (BARBIERI et al.,
2019). De acordo com BUAH-KWOFIE e HUMPHRIES (2019), a combinacao deste
meétodo de preparo de amostra com outras técnicas cromatograficas pode gerar

resultados ainda mais satisfatorios.
2.4.2.1 QUEChERS

O desenvolvimento de meétodos analiticos que sejam mais eficientes,
precisos e baratos é um desafio para os quimicos analiticos e alinhado a isso
aumentou-se também a preocupacdo com questdes ambientais, uma vez que,
existem métodos que fazem o uso de materiais e solventes que sao agressivosa
esse meio. Nessa perspectiva, muitos métodos foram elaborados e se tornaram

promissores, como 0 método QUEChERS.

O método QUEChERS original sugerido por Anastassiades e colaboradores
(2003), baseia-se em trés principais etapas: extracdo, utilizandocomo solvente
extrator a acetonitrila, particdo gerada pela adicdo de sais (salting out) e limpeza
do extrato que ocorre através de uma técnica conhecidacomo Fase Soélida
Dispersiva (d-SPE, do inglés dispersive solid phase extraction). A figura 4

representa de maneira simplificada as principais etapas deste processo.
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Figura 4 - Principais etapas do método QUEChERS

Solvente + amostra
Extracao

Adicio dos sais de particdo que
Particao ) )
promovem o efeito salting-out.

Limpeza

xtrato AdicAo dos sais de limpeza

Analise

Fonte: autoria propria

O uso da acetonitrila como solvente extrator promoveu uma extragdo com
menos inferentes da matriz, como as ceras, as gorduras ou 0s pigmentos. Além
disso, a chance de ter uma extragdo com uma grande faixa de analitos de diferentes
polaridades € maior.

O salting out promovido pela adicdo de sais, pode ser utilizado em uma
variedade de métodos para multirresiduo. Na etapa de extracdo o salting out ocorre
guando um solvente miscivel em agua, como a acetonitrila, e a adicdo de um sal
sdo adicionados a matriz. A concentracdo salina comeca a aumentar e
consequentemente a solubilidade das moléculas presentes no solvente aquoso vao
diminuir, levando a formacdo de um sistema bifasico, conhecido como separacao
de fases induzidas por sal. A partir desse sistema, 0s analitos vdo comecar a migar

da fase aquosa em direcdo a fase organica.

A adicdo de sais secantes ao processo ocorreu porque estes conseguem
melhorar a recuperacao dos analitos. O sulfato de magnésio (MgSOa) foi escolhido
durante o desenvolvimento do método QUEChERS porque ele conseguia remover
a agua com mais facilidade. O primeiro método QUEChERS ficou conhecido como
original, e apesar de apresentar resultados satisfatérios alguns estudos mostraram
que ele ndo era capaz de recuperar alguns compostos na condicdo proposta
(BORGES et al., 2015).
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Em 2005, Lehotay e colaboradores otimizou o método, adicionando a ele
uma etapa de tamponamento. O método ficou conhecido como QUEChERS
acetato, utilizando a acetonitrila acidificada com 1% (v/v) de acido acético como
solvente de extragcdo e o0 acetato de sodio na etapa de particdo, capaz de promover
o tamponamento. O método foi tdo promissor, que em 2007 ficou reconhecido como
meétodo oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a

determinacao de multirresiduo de agrotoxicos em alimentos (BORGES et al, 2015).

Somando a isso, Anastassiades e colaboradores (2007) propds outro
método, que ficou conhecido como QUEChERS citrato. Diferente dos outros
métodos, que tinham somente dois sais na etapa de particdo, este possui quatro
sais: citrato de sodio di-hidratado (CeHsNaszO7.2H20), hidrogenocitrato sesqui-
hidratado (CeHesNa207.1,5H20), sulfato de magnésio (MgSOa4) e cloreto de sodio
(NaCl). Os sais citrato de sodio di-hidratado e hidrogenocitrato sesqui-hidratado séo
os responsaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5).

Seguindo as etapas do processo, a limpeza do extrato se mostrou eficiente,
uma vez que, promove a robustez e confiabilidade dos resultados, visto que,
componentes da matriz que sejam volateis ndo vao ficar aderidos ao sistema de
injecdo e também na coluna. A técnica d-SPE proposta por Anastassiades e
colaboradores (2003) utiliza sorventes capazes de remover interferentes que vao
afetar o resultado analitico. Os principais sorventes utilizados sdo: o PSA, capaz de
remover acucares, acidos graxos, acidos organicos e pigmento; o C18 remove
lipidios e coextrativos apolares e o GCB remove pigmentos, esterois e coextrativos
apolares. A figura 5 demonstra de maneira comparativa os métodos QUEChERS

encontrados na literatura.
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Figura 5 - Representacédo das principais versées do método QUEChERS (a) original, (b) acetato e

(c) citrato
(@) QUECKhERS original (b) QUECHERS acetato {e) QUECKERS citrato
10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
+ + +
10 mL acetonitrila 15 mL acetonitrila (1% HAC) 10 mL acetonitrila
4 g MgS0O,
+
4 g Mgs0, 6 g Mg30, 1 g NaCl|
+ + +
1 g NaCl 1.5 g CH,COONa 1 g CgH:NayO; 2H.0
4
0,5 g CH:Na,0,.1,5H.,0
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
+ + +
150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgS0O,
+ + +
25 mg PSA 20 mg PSA 25 mg PSA

Analise Cromatografica

Fonte: adaptado de ZANELLA et al. (2015).

2.5 VALIDACAO
Segundo LANCAS (2004) validacéo é

O ato ou efeito de validar, de dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou
legal. Visa diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisédo ou
inexatiddo de um dado gerado.

O INMETRO (2016) defini validacdo como um meétodo que precisa atender
as necessidades de uma determinada aplicagéo ou area de aplicacdo. Dessa forma
€ dever do laboratério informar quais foram os resultados obtidos a partir do
procedimento utilizado para a validacéo e emitir uma declaracéo se o método € ou

nao pertinente.

Para que a validacao seja eficiente e confirme que o método € apropriado
para o uso pretendido, alguns parametros precisam ser atendidos, conforme

podemos observar na tabela 5.
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Tabela 5 - Pardmetros para Validacao do Método

Parametros? Definicao

o Indica o grau de concordancia entre os resultados
Exatidao individuais encontrados em um determinado ensaio e
um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Precisdo E a concordancia entre varios resultados que foram
obtidos da mesma forma.

O limite de deteccdo corresponde a menor

Limite de guantidade de um analito que pode ser detectada,

deteccao porém, ndo necessariamente quantificada com um
valor exato.

Limite de O limite de quantificacdo corresponde a menor

guantidade de um analito que pode ser quantificada

quantificagéo com exatiddo e uma fidelidade determinada.

A seletividade corresponde a capacidade de um
Seletividade método em determinar o analito de maneira

inequivoca na presenca de outras substancias

susceptiveis ne interferirem na determinacéo.

. ' Aumento ou diminui¢cdo na resposta do detector na
Efeito matriz  presenca do analito do extrato da matriz em relagdo
ao solvente.

Capacidade de uma técnica analitica de demonstrar
_ _ gque os resultados obtidos s&o diretamente
Faixa Linear  proporcionais a concentragdo do analito na amostra
dentro de um intervalo especificado como curva

analitica.

Como citado anteriormente a validagdo de um método analitico € importante
porque garante que outros analistas possam repetir este mesmo método sem sofrer
nenhuma ou parcialmente alguma alteracdo. Os parametros avaliados vao garantir

essa resposta e tornar o método mais confiavel.

1 INMETRO (2017), SANTE (2015)
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho abordou o desenvolvimento o e a validagcdo de um

meétodo de preparo de amostra empregando o método QUEChERS para a extracao

multirresiduo de agrotéxicos em amostras de manga e quantificacdo por UHPLC-

MS/MS. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Residuos de

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

3.1 INSTRUMENTACAO

Agitador multiturbo vortex, modelo Fisher Scientific;

Agitador vortex, modelo VX 38;

Centrifuga refrigerada, modelo NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga modelo 80-2B (Centribio, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha)
Sistema de purificacdo de 4gua, Mili-Q Direct UV3R (Millipore, Bedford, MA,
EUA);

Processador de alimentos;

Sistema UHPLC-MS/MS Waters, modelo XEVO TQ (EUA) contendo
espectrometro de massas triplo quadrupolo e amostrador automatico sample
manager (Acquity), coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 (50x2,1 mm;
1,7 um) -e sistema de aquisicdo de dados Mass Lynx v 4.1 (Waters, EUA);
Compressor de ar Atlas Copco, modelo SF2FF (Bélgica);

Sistema gerador de nitrogénio Peak, modelo NM30L-MS (Reino Unido);
Gas argbnio 6.0 (White Martins, Brasil) usado como gas de colisdo no
sistema UHPLC-MS/MS;

3.2 REAGENTES, SOLVETENTES E DEMAIS MATERIAIS UTILIZADOS

Acetonitrila grau UHPLC;

Acetona grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

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

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

Agua ultrapura, purificada em sistema Mili-Q Direct UV3R (resistividade de
18,2 MQ cm);
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» Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japao);

= Cloreto de sodio p.a. (Sigma Aldrich, EUA);

= Acetato de Sédio (J.T, Barker, EUA);

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

» Hidrogenocitrato de sddio sesquiidratado (Sigma Aldrich, EUA);

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

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

=  Amino com d.p 45 pm (Sigma Aldrich, EUA);

= Alumina neutra 100-125 mesh (Sigma Aldrich, EUA);

= Silica com d.p 50 um (Sigma Aldrich, EUA);

» Quitosana (obtida e caracterizada no Laboratorio de operagcfes Unitarias da
Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de camardo rosa
Farfantepenaeus brasillliensis) com d.p de 62-76 un(Rio Grande, Brasil);

* Florisil 60-120 mesh (J.T Baker, EUA);

» Qasis HLB 60mg/3mL, d.p 30 um (Waters, EUA);

=  Strata™-X 500 mg/6mL, d.p 33 um (Phenomenex, EUA);

» Fase fluorada, d.p 35-70 um, didmetro de poro 60 nm, 9% de carbono
(Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas /SP — Brasil);

» Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Agilent, EUA);

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

= Microtubo, tipo Eppendorff, capacidade de 2 mL (Axygen Scientific, EUA);

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

= Extran neutro e alcalino (Merck, Brasil);

» Padrdes solidos dos compostos em estudo (LGC standards, Alemanha);

= Vidraria comum de laboratério.

3.3 AMOSTRAS

A amostra “branco”, utilizada para o desenvolvimento do método e para as
curvas analiticas em matriz branco, foi produzida sem a utilizacdo dos agrotéxicos
em estudo. As mangas foram processadas e armazenadas no freezer a uma

temperatura de aproximadamente -20 °C. Na etapa do processamento as amostras
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foram homogeneizadas em mixer e acondicionadas em frascos de plastico. Para a
realizacdo dos ensaios as amostras foram deixadas na bancada até atingir a

temperatura ambiente.

O método desenvolvido foi aplicado em 16 amostras de manga adquiridas

no comércio de diferentes municipios e regides do Estado do Rio Grande do Sul.

3.4 SELECAO DO PADRAO INTERNO E DO PADRAO DE CONTROLE

O padréao interno (Pl) e o padrao de controle (PC) sao adicionados na
amostra em etapas diferentes e também sdo avaliados de maneira diferente e
individual. A adicdo desses padrdes garante uma analise com mais seguranca e

resultados mais confiaveis, verificando possiveis fontes de erro.

O padrao de controle é adicionado em cada amostra no inicio da extracao,
avaliando a propria extragcdo e a limpeza do extrato. O volume a ser adicionado
pode variar conforme a concentragdo desejada. Ja o padréo interno € adicionado
somente no final do procedimento para avaliar a analise. Ambos os padrdes emitem

um sinal analitico que pode ser acompanhado no sistema cromatogréfico.

O trifenilfosfato (TPP, do inglés triphenylphosphate) foi o padrédo interno
adicionado. A solucéo foi preparada em acetonitrila, em uma concentracdo de 10
mg L. A atrazina deuterada d-5 foi o padrdo de controle adicionado. A solucédo

deste também foi preparada em acetonitrila, em uma concentracéo de 10 mg L.

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS DOS ANALITOS SELECIONADOS

Alguns agrotoxicos avaliados sdo de uso autorizado pela ANVISA para a
cultura da manga, outros foram selecionados a partir do resultado das analises do
ciclo Plurianual de 2017-2020 do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA) da ANVISA e compostos permitidos pela Unido Europeia

para a cultura da manga. Estes podem ser consultados na tabela 6.
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Tabela 6 - Relacdo dos compostos em estudo, com informacdes de classe agronémica, grupo

guimico e massa molar

(Continua)

Compostos Grupo Quimico Classe agrondmica
Acefato Organofosforado Insticida
Acetaprimido Neonicotindide Insticida

Ametrina Triazina Herbicida

Atrazina Triazina Herbicida

Azinfés metilico Organofosforado Inseticida
Azoxistrobia Estrobilurina Fugicida

Biteranol Triazol Fungicida
Bromuconazol Triazol Fungicida

Carbaril Met!lcarbamato de Inseticida

naftila

Carbendazim Benzimidazol Fungicida
Carbofurano-3-CH Carbamato Inseticida

Carbofurano

Carboxim
Cianazina
Clomaozona
Clorprofam
Dimetoato
Diazinona
Diuron
Epoxiconazol
Fempropimorfe
Fenarimol
Fluguinconazol
Flutolanil
Flutriafol
Fenamifés
Fostiazato
Fluxapiroxade
Imazalil
Imidacloprido
Iprovalicarbe
Linurom
Melationa
Mecarbam
Mepronil
Metalaxil
Metconazol
Metsulfurommetilico
Monocrotofés
Monolinurom
Oxamil

Metilcarbamato de

benzofuranila

Oxatina

Triazina

Isoxazolidinona

Carbamato

Organofosforado

Organofosforado

Uréia

Triazol

Morfolina

Pirimidinil carbinol
Triazol
Carboxamida
Triazol
Organofosforado
Organofosforado
Carboxamida
Imidazol
Neotinotindide
Carbamato
Uréia
Organofosforado
Organofosforado
Carboxamida
Acilalaninato
Itraconazol
Sulolinuréia
Organofosforado
Uréia
Carbamato

Inseticida, cupinicida, acaricidae
nematicida

Fungicida

Herbicida

Herbicida

Herbicida

Inseticida eacaricida

Herbicida, inseticida

Herbicida, inseticidae acaricida
Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Fungicida

Nematicida

Inseticida enematicida
fungicida

Fungicida

Inseticida

Fungicida

Herbicida

Acaricida elnseticida

Acaricida elnseticida
Fungicida

Acaricida, fungicida e inseticida
Acaricida elnseticida

herbicida

Inseticida

Herbicida

Acaricida, inseticida e nematicida
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Compostos Grupo Quimico Classe agrondmica
Ometoato Organofosforado Inseticida
Piridafentiona Organofosforado Acaricida elnseticida
Pirimetanil Anilinopirimidina Fungicida
Pirimicarbe Dimetilcarbamato Inseticida
Piroproxifeno Eter piridiloxipropilico  Inseticida
Propiconazol Triazol Fungicida
Propizamida Amidas Herbicida
Propoxur Carbamato Inseticida
Simazina Triazina Herbicida
Tebuconazol Triazol Fungicida
Terbutilazina Triazina Herbicida
Tetraconazol Triazol Fungicida
Tiacloprido Neonicotindide Inseticida
Tiametoxam Neonicotindide Inseticida
Tiodicarbe Me_tllcarbamato de Inseticida
oxima
Tiofanato metilico Benzimidazol Fungicida

Triadimienol

Triazol

Fungicida, inseticida, acaricidae

nematicida
Triazofés Organofosforado Fungicida
Vamitidiona Organofosforado Inseticida

Fonte: arquivo pessoal

Foram preparadas 10 mL de solucao estoque individual em acetonitrila para
cada composto, com uma concentragdo de 1000 mg L. Para cada solucdo é
realizado um um célculo que leva em consideracdo a pureza do composto,
identificando em gramas a quantidade de padrdo sélido comercial que sera
necessario. Por fim,a solucéo estoque individual de cada composto é armazenada
em frascos ambara uma temperatura de -10 °C. A partir das solucdes estoque
preparou-se duas misturas na concentracéo de 10 mg L't contendo um total de 60

analitos.

3.6 SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE
AGROTOXICOS EM MANGA

3.6.1 Escolha da fase movel

A escolha da fase mével é importante porque sua composicao influéncia de
maneira direta a separacdo dos compostos. Dessa maneira, afim de melhorar a

otimizacdo dos compostos analisados neste trabalho, através dos sistemas
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UHPLC-MS/MS, utilizou-se duas substancias para o preparo da fase movel, tanto
aguosa gquanto organica, sendo eles acido formico e o formiato de aménio. O
resultado entdo consistiu em: A) solucdo aquosa 2% metanol (v/v), com acido
formico (v/v) e formiato de amonio 5 mmol Lt e B) metanol com &cido férmico 0,1%
(v/v) e formiato de amdnio 5 mmol L1, conforme gradiente descrito na tabela 7. O
tempo total de corrida foi de 10 min.

Tabela 7 - Gradiente da fase mével utilizado para a determinacédo de agrotéxicos em manga no
sistema UHPLC-MS/MS

Tempo (min) %A %B

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

8,5 0 100
8,51 95 5
10 95 5

Vazdao constante de 0,225 mL min!

3.6.2 Condigdes utilizadas no sistema UHPLC-MS/MS

As condigdes do sistema MS/MS sao essenciais para um bom resultado na
analise das massas dos ions precursores. Em uma analise de multirresiduo, por
exemplo, diferentes condi¢cdes sdo necessarias de acordo com a classe quimica
dos compostos. A seguir sdo descritas as condicbes gerais utilizadas para o
desenvolvimento do método e analise de agrotéxicos em amostras de manga,

otimizadas previamente no LARP-UFSM.

= Temperatura da coluna: 40 °C

= Voltagem capilar: 2,0 kV,

= Temperatura de dessolvatacdo: 500 °C

* Vazdao do gas de dessolvatagdo (N2): 600 L h 1
* Vazao do spray: 80 L h't

* Vazdo do gas de colisdo: 0,15 mL min 1

= Temperatura da fonte: 150 °C

= Volume de injecéo: 10 pyL

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

= Tempo de aquisi¢cao: 30 s
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Os ions caracteristicos dos compostos estudados foram monitorados no
quadrupolo 1 (Q1) e no quadrupolo 3 (Q3) houve a varredura do ion produto,
variando as energias de colisdo, de maneira a melhorar as condi¢des de deteccéo.
As transi¢des foram avaliadas no modo SRM, sendo a transi¢ao de quantificacao a

de maior intensidade e a de confirmagéo.

3.7 AVALIACAO DO METODO QUECHERS PARA O PREPARO DE AMOSTRA
VISANDO A DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM
MANGA

3.7.1 Etapa de extracao/particao

O método QUEChERS foi o método escolhido como preparo de amostra para
a determinagdo de multirresiduo de agrotoxicos em manga. Na literatura € possivel
encontrar 3 métodos QUEChERS, o0 método QUEChERS original
(ANASTASSIADES et al., 2003), o método QUEChERS acetato (LEHOTAY et al.,
2005) e o método QUEChERS citrato (ANASTASSIADES et al., 2007).

Na tabela 8 é possivel acompanhar o primeiro ensaio realizado, que tinha
como objetivo avaliar qual das trés variacbes do método QUEChERS seria mais
eficiente. E possivel observar que neste primeiro momento é avaliado de maneira
geral o solvente de extracdo, mas principalmente os sais de particdo utilizado em
cada QUEChERS. Os trés métodos QUEChERS foram avaliados com o sorvente

PSA e MgSOg4, que é utilizado para a remocéao de agua residual.
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Tabela 8 - Método QUEChERS (a) original, (b) acetato e (c) citrato

Etapa (a) QUEChERS (b) QUEChERS (c) QUEChERS
b original acetato citrato
Quantidade de 10 15 10

amostra (g)
15 mL acetonitrila

Extracao 10 mL acetonitrila oy " 10 mL acetonitrila
1% acido acético
Homogeneizacio Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min
(vortex) (vortex) (vortex)
4gMgSO4,1¢g
NaCl

6gMgSOs4+150¢g

Sais de Particdo 4 g MgSOa4 + 1 g NaCl CHsCOONa 1g CeHsNaszO7.H20
0,59
CesHsNa207.1,5H20
Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min
(vortex) + (vortex) + (vortex) +

Centrifugagdo 1 centrifugacdo 3400  centrifugacdo 3400 centrifugacdo 3400

rpm/ 8 min/ 20 °C rpm/ 8 min/ 20°C  rpm/ 8 min/ 20 °C

1 mL sobrenadante 1 ml sobrenadante 1 mL sobrenadante

;Trgtega do +150 mg MgSOs  + 150 mg MgSO4  + 150 mg MgSOs4
+ 25 mg PSA + 50 mg PSA + 25 mg PSA
Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min Agitacdo 1 min
(vortex) + (vortex) + (vortex) +

Centrifugagao 2 centrifugacdo 3500  centrifugacdo 3500 centrifugacédo 3500

rpm/ 8 min/ 20 °C rpm/ 8 min/ 20°C  rpm/ 8 min/ 20 °C

Fonte: adaptado do livro BORGES, FIGUEIREDO; QUEIROZ (Org).

3.7.2 Modificacbes na etapa de limpeza do método QUEChERS

Apbs a etapa de particdo € realizado uma etapa de limpeza do extrato (do
inglés, clean-up). Os sorventes mais utilizados hoje em dia € a amina priméria
secundaria (PSA, do inglés primary secondary amine), comumente utilizado na
remocdo de acucares, acidos graxos, acidos organicos e pigmentos; o0
octadecilsilano, mais conhecido como C18, que se mostrou eficiente para a
remocao de lipidios e coextrativos apolares, e o carvao grafitizado (GCB, do inglés
grafitized carbono black), usado principalmente para a remocgéo de pigmentos,

esterois e coextrativos apolares (BORGES et al., 2015).
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A escolha do sorvente ideal influéncia de maneira significativa nos resultados
dos testes, pois sua principal caracteristica € a remocéo de interferentes que
possam afetar o sinal analitico.

Portanto, o segundo ensaio foi uma avaliagao visual da limpeza realizada
pelos sorventes, a partir da mudanca de coloracdo dos extratos quando em
contanto com esses compostos. Foram avaliados 17 sorventes, sendo eles: carvao
ativado, Strata™-X, Oasis HLB, GCB, PSA, C18, PSA+C18, Z-Sep+, Terra
diatomacea, Florisil, Quitosana, Silica, Alumina, Alumina desativada com 12% de
H20, amino, Fase fluorada e Terra diatomacea 521.

3.7.3 Planejamento fatorial 32

Apos a escolha do método QUEChERS e do sorvente, foi realizado um
planejamento fatorial de duas variaveis e trés niveis. A tabela 9 demonstra quanto
foi pesado de sulfato de magnésio e sorvente em cada ensaio. O planejamento
fatorial ajuda a identificar as variaveis que vao apresentar melhor influéncia nos

efeitos da resposta.

Tabela 9 - Planejamento fatorial entre o sulfato de magnésio e o sorvente

Ensaio Sulfato de Magnésio (mg) Sorvente (mg)

1 50 25
2 50 50
3 50 100
4 150 25
5 150 50
6 150 100
7 250 25
8 250 50
9 250 100

Fonte: autoria propria

De acordo com CUNICO e colaboradores (2008), o planejamento fatorial
nada mais é do que uma maneira de avaliar simultaneamente o efeito de um grande

namero de variaveis, a partir de um nimero menor de ensaios experimentais.
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3.8 VALIDACAO DO METODO QUECHERS PARA A DETERMINACAO
MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM MANGA

Depois de definir quais condi¢cdes cromatograficas sdo mais favoraveis para
a determinacdo, quantificacdo dos compostos e a otimizagdo do meétodo
QUEChERS original, realizou-se a validagdo deste método, a partir dos seguintes
parametros: seletividade, curva analitica e faixa de trabalho, limite de deteccao,
limite de quantificacédo, exatiddo (recuperacao), precisao (repetitividade e precisédo

intermediaria) e efeito matriz.

3.8.1 Seletividade

De acordo com SANTE (2015) a seletividade é importante porque € a partir
dela que se tem a confirmacédo de que nenhum dos analitos de interesse foram
eluidos juntos com algum componente ou interferente da matriz. A seletividade
também pode ser definida como um método capaz de quantificar o analito na
presenca de outros analitos ou interferentes (AOAC, 2002).

A seletividade foi avaliada a partir da comparacéo de injecdo de um extrato
de matriz branco com um extrato de matriz branco fortificado com a solucdo e
injetados no sistema UHPLC-MS/MS.

3.8.2 Curva analitica e faixa de trabalho

Para a realizacdo da curva analitica € recomendado que se faca niveis de
concentracdo, distribuidos na faixa de trabalho e o nimero de replicatas € no
minimo trés (Thompson, 2002).

A curva analitica foi avaliada a partir da injecao de solucdes preparadas com
concentracodes finais para injecdo no sistema UHPLC-MS/MS: 0,5; 1; 2; 5; 10 e 20
ug L1, que correspondem as concentracdes na matriz: 2,5; 5; 10; 25; 50 e 100 pg
kg? (diluicdo de cinco vezes antes da injecdo). A curva analitica foi preparada
incialmente em solvente (acetonitrila) e posteriormente na matriz (branco de
manga). Ambas as curvas foram feitas em triplicatas e injetadas, conforme

exigéncia do INMETRO (2017), a partir da seguinte equacao.
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y =ax + b (Equacio 1)
Onde,

b
I

concentracao.

a= coeficiente angular-inclinacéo da curva analitica = sensibilidade.

b

coeficiente linear-interse¢cdo com o eixo y, quando x= 0.

Depois das injecOes as areas das curvas foram tabeladas e assim obtida a

curva analitica, o coeficiente de determinacéo (r?) e a faixa de linearidade.

3.8.3LOD e LOQ do instrumento e do método

De acordo com RIBANI e colaboradores (2004), o limite de quantificacao
(LOQ) esta atrelado a concentracao do analito que produz uma relacdo sinal ruido
maior que 10, isto é, LOQ = 10S/R.

Tanto os valores de LOQm quanto de LODm foram expressos em ug kg*. O
LOQm foi adotado como o menor nivel de fortificagdo que apresentou recuperacdes
entre 70 e 120%, com RSD < 20%. O LODm foi determinado através do LOQm
dividido por 3,33 (INMETRO, 2017; SANTE, 2015).

3.8.4 Ensaios de recuperacao para avaliacdo da exatidao

O INMETRO (2017) determina que a recuperacdo dos analitos possa ser
avaliada através de amostras fortificadas com quantidades conhecidas em trés
niveis de fortificacdo, sendo um nivel baixo, outro intermediario e outro alto.
Normalmente, a recuperacgao € expressa em porcentagem da quantidade obtida do
analito em relacao a quantidade do mix que foi adicionado a matriz (RIBANI et al.,
2004).

O procedimento realizado para a determinacao da exatiddo ocorreu por meio
de ensaios de fortificagdo no qual foi utilizado uma amostra branco da matriz
manga. Os niveis avaliados foram: 5, 10, 25 e 50 ug kg, com cinco replicatas para
cada nivel de fortificacdo. SANTE (2015) e INMETRO (2017) destacam que para o

calculo de recuperacao é necessario fazer o uso da seguinte equacao:
Recuperacio (%) = (C1 —C2 + C3) x 100 (Equacio 2)
Onde:
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C1= Concentragéo determinada na amostra fortificada,
C2= Concentragéo determinada na amostra néo fortificada;

C3= Concentracao usada para fortificagéo.

3.8.5 Preciséo (repetitividade e preciséo intermediéria)

De acordo com o INMETRO (2017) e SANTE (2015) a precisdo deve ser

calculada a partir da seguinte equacao:

RSD (%) = (s +x) x 100 (Equacio 3)
Onde:
s= estimativa de desvio padrao absoluto;
s= {5 (vi-me)?/n-1}2
xi= valores individuais;
X= média das medidas em replicatas;
N= numero de medidas.

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade (RSDr) a partir
da extrac@o de amostras fortificadas, realizadas em replicatas (n=5) para cada nivel
de concentracdo. Ja a precisao intermediaria (RSDpi) foi avaliada a partir do
procedimento analitico realizado em dias diferentes, com a inje¢cdo da curva

analitica e das amostras fortificadas nos niveis 5, 10, 25 e 50 ug kg

3.8.6 Efeito matriz

Segundo GONZALEZ e colaboradores (2017) o efeito matriz € atribuido a
muitas causas, entretanto, em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas pode normalmente ser observado a partir do enriquecimento/supressao do
sinal do ion (SANTE, 2015), determina que essa variante pode ser calculada a partir

da seguinte equacao:

Efeito matriz = (x1 — x2 + x2) x 100  (Equacio 4)
Onde:
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x1 = inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada

agrotoxico, preparadas na matriz;

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

agrotoxico, preparadas em solvente (acetonitrila).
3.9 APLICAQAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

Foram adquiridas 16 amostras de manga em supermercados de Santa Maria
e de outros municipios da regido conforme a tabela 10. O método validado foi
aplicado para a determinacdo de multirresiduo de agrotoxicos em amostras
comerciais de manga.

Tabela 10 - Identificacdo das amostras adquiridas em diferentes municipios do Estado do Rio
Grande do Sul (RS)

Amostras Municipios do RS
Al Santa Maria
A2 Santa Maria
A3 Santa Maria
A4 Santa Maria
A5 Santa Maria
A6 Santa Maria
A7 Santa Maria
A8 Cruz Alta
A9 Cruz Alta
A10 Santo Angelo
All Cruz Alta
Al2 Panambi
Al3 Cruz Alta
Al4 Séo Borja
A15 Alegrete
A16 Pejucara

Fonte: autoria prépria
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO
MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM MANGA

O sistema UHPLC-MS/MS proporcionou uma boa seletividade, bem como
uma boa separacdo dos compostos. Dessa forma, os agrotoxicos foram analisados
em um tempo total de aquisicdo de 10 min. A tabela 11 apresenta os compostos

analisados.

A figura 6 representa o cromatograma obtido por UHPLC-MS/MS no modo
de aquisicdo SRM. O cromatograma € representado pelos ions totais de uma
solucdo analitica, com concentracdo de 10 pg kg! preparada no solvente
(acetonitrila). A tabela 11 apresenta todos os analitos que foram avaliados por
UHPLC/MS/MS, no modo de aquisicdo SRM e no modo de ionizacao ESI*, o tempo
de retencdo de cada composto, 0s ions precursores, 0s ions selecionados para as
etapas de quantificacdo e identificacdo dos analitos em estudo, bem como suas
respectivas energias de colisdo (EC).

Figura 6 - Cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS a partir de uma solucao
analitica de concentragdo 10 ug kg -1, preparada no solvente de extracao

100+

Intensidade
%

800 900  10.00
Tempo (min)

Fonte: autoria propria
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Tabela 11 - Agrotéxicos analisados por UHPLC-MS/MS utilizando o modo de ionizagdo ESI+, no

modo de aquisicdo SRM com seus respectivos tempos de retengéo (tR), ions precursores e

produtos
(continua)
lons lon lon

Agrotéxicos tR Ve precursor produto Produto EC

(min) (V) (m/2) 1* (m/z) V) o (m/z) (eV)
Acefato 9,2 8 184,1 143 11 125 8
Acetamiprido 3,51 23 223 126 20 56 15
Ametrina 5,43 32 228 186 18 68 36
Atrazina 5,39 30 216 174 18 96 23
Azinfés metilico 5,7 12 318 160 8 261 8
Azoxistrobina 5,87 17 404 329 30 372 15
Bitertanol 6,98 15 440 166 42 181 20
Bromuconazol 6,29 32 376 159 35 70 25
Carbaril 5,03 19 202 145 22 117 28
Carbendazim 2,68 24 192 160 18 132 28
Carbofurano 4,81 25 222 165 16 123 16
Carbofurano-3-OH 3,56 24 192 160 18 132 28
Carboxin 4,96 25 236 143 16 87 22
Cianazina 4,54 28 241 214 17 96 25
Clomazona 5,78 23 240 125 18 89 46
Clorprofame 6,22 9 214 154 18 172 8
Diazinona 6,85 20 305 97 35 169 22
Dimetoato 3,52 12 230 125 20 199 10
Diuron 5,46 27 233 72 18 46 14
Epoxiconazol 6,33 25 330 101 50 121 22
Fenproprimorfe 587 41 285 97 46 199 10
Fenamifés 6,46 27 304 202 36 217 24
Fenarimol 6,44 37 331 81 34 268 22
Fluquiconazol 6,35 37 376 307 30 349 18
Flutalonil 6,16 23 324 65 40 262 18
Flutriafol 532 23 302 123 29 70 18
Fluxapiroxade 575 44 380 131 24 248 21
Fostiazato 539 19 284 104 22 228 10
Imazalil 533 31 297 159 22 69 22
Imidacloprido 324 23 256 175 20 209 15
Iprovalicarbe 6,34 19 321 119 16 203 10
Linurom 595 25 249 160 18 181 16
Melationa 6,15 12 331 99 24 127 12
Mecarbam 6,41 12 330 227 8 97 35
Mepronil 6,17 27 270 91 44 119 28
Metalaxil 551 15 270 91 44 119 28
Metconazol 6,97 29 320 70 22 125 36
Metsulfuron metilico 4,77 22 382 199 22 167 16
Monocrotofés 2,89 15 224 127 16 98 12
Monolinuron 511 23 215 99 34 126 22
Ometoato 1,88 16 214 125 22 183 11
Oxamil 6,25 31 341 189 22 92 34
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(concluséo)

fons

fon

fon

Agrotoxicos tR ve precursor produto EC Produto EC
min M T mzy rmz @) 2xmizy @)
Piridafentiona 5,68 42 200 107 24 82 24
Pirimicarbe 7,36 23 322 227 14 116 14
Propiconazol 6,87 37 342 159 34 69 22
Propizamida 6,19 23 295 93 14 96 14
Propoxur 4,76 12 210 111 16 168 10
Simazina 4,74 34 202 96 22 124 16
Tebuconazol 6,79 31 308 70 22 125 40
Terbutilazina 6,04 28 230 174 16 96 28
Tetraconazol 6,48 32 372 159 30 70 20
Tiabendazol 3,04 202 42 175 25 131 30
Tiacloprido 391 32 253 126 20 90 40
Tiametoxam 2,75 19 292 132 22 211 12
Tiodicarbe 533 17 308 70 22 125 40
Tiofanato metilico 10,66 23 343 151 16 311 10
Triadimenol 6,37 12 296 70 10 99 15
Triazofos 6,3 22 314 162 35 119 18
Vamidationa 3,54 17 288 118 28 146 10

VC: voltagem do cone; EC: energia de colisdo; * ion de quantificagdo; ** ion de identificacéo

4.2 PREPARO DE AMOSTRA

4.2.1 Avaliacdo dos ensaios de extracado realizados para a determinacao

de multirresiduo de agrotéxicos em manga

Ultimamente a demanda por métodos de extra¢do que tornem o preparo de

amostra mais facil, mais barato, em menos tempo de analise e menos prejudicial

ao meio ambiente, tem aumentando. Dessa forma, o método escolhido buscou

atingir esses objetivos. Os primeiros testes foram efetuados em triplicata e o

objetivo foi avaliar qual das trés variacbes do método QUEChERS seria mais

eficiente para a extracdo dos multirresiduo de agrotéxicos em manga. Os

resultados (figura 7) foram avaliados em termos de quantidade de compostos

recuperados apds a fortificacdo da amostra branco na concentracdo 50 pg kg™.
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Figura 7 - Avaliacdo das variagdes do método QUEChERS em termos de quantidade de

compostos recuperados ap6s a fortificacdo da amostra branco na concentragéo de 50 pg kg-1
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Fonte: autoria propria

O método QUEChERS original foi mais eficiente na recuperacao dos analitos
do que os outros métodos. Nao houve uma diferenca significativa entre os demais

métodos, visto que estes conseguiram recuperar 58 e 56 compostos.

O método QUECHhERS original utiliza 10 g de amostra com 10 mL de
acetonitrila como solvente de extracdo. Esse solvente extrator é amplamente
utilizado porque consegue abranger uma ampla faixa de polaridade se comparado
com outros solventes, como o acetato de etila ou aacetona. Outro fator positivo € que
ele consegue extrair menos coextrativos, como os compostos lipofilicos, as gorduras
e outros interferentes (GONZALEZ et al. (2017); BORGES et al., 2015).

4.2.2 Avaliacao de sorventes utilizados na etapa de limpeza do extrato

Inicialmente 17 sorventes foram avaliados comparativamente de forma
visual em relacdo a remocao de cor do extrato conforme a figura 8. Os extratos
mais limpos estdo organizados da esquerda para a direita, sendo que 0s seis

primeiro extratos foram os mais limpos.
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Figura 8 - Pigmento dos extratos com o uso de diferentes sorventes

Fonte: autoria propria
ApOs a visualizacdo dos extratos com os sorventes, foram selecionados seis
sorventes que apresentaram visualmente uma melhor limpeza, sendo eles:carvao
ativado (CA), Strata™-X, Oasis HLB, GCB, C18 e PSA+C18, conforme a figura 9.

Figura 9 - Resultado da andlise comparativa dos sorventes

Fonte: autoria prépria

A figura 10 apresenta o procedimento realizado para a avalicdo dos seis
sorventes. Com excecdo do carvao ativado e do GCB (onde utilizou-se 10 mg de
cada sorvente), para os demais sorventes foram utilizadas 100 mg de cada para 2

mL de extrato. Em todos os casos utilizou-se 300 mg de MgSOQOa.



Figura 10 - Fluxograma do método de extragdo multirresiduo de agrotéxicos em manga
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Fonte: autoria propria
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ApOs a realizagdo do método de extracdo, os extratos foram injetados no sistema UHPLC-MS/MS
visando analisar o resultado dos sorventes. A figura 11 demonstra que o sorvente Strata™-X foi o
sorvente que menos interferiu na recuperacao dos analitos, apresentando melhores recuperagées

se comparado com os demais.

Figura 11 - Resultado dos compostos recuperados com 300 mg de MgSO4 e 100 mg de sorvente
(com excecdo do carvao ativado e GCB que foram 10 mg)

CARVAO PSA+C18 GCB STRATA-X OASIS

ATIVADO HLB
Fonte:

autoria propria
. Esse sorvente, com formula estrutural representado na figura 12, é utilizado
em extracdes em fase solida (SPE) pois tem propriedades fisico-quimicas que

beneficiam a retencao tanto de compostos apolares quanto compostos polares.

Figura 12 - Strata™-X
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Fonte: https://www.phenomenex.com/Products/SPDetail/Strata™-X


http://www.phenomenex.com/Products/SPDetail/Strata-X
http://www.phenomenex.com/Products/SPDetail/Strata-X
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4.2.3 Avaliacao do planejamento fatorial

A partir do planejamento fatorial podemos relacionar as quantidades do
secante sulfato de magnésio e do sorvente Strata™-X mais adequadas para a
obtencdo de um método satisfatério. A figura 13 representa os resultados de
recuperacéo dos analitos a partir de uma amostra branco fortificada de manga na

concentracdo 10 ug kg™

Figura 13 - Resultado dos compostos recuperados a partir de um planejamento fatorial entre o sal

secante (MgSO4) e o sorvente (Strata™-X)
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Fonte: autoria propria

De acordo com os resultados podemos observar que o ensaio 5 (que
corresponde a 150 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de Strata™-X) foi o que
obteve uma melhor resposta. O ensaio 1, com quantidades muito inferiores de sal
e sorvente se comparado com o0 ensaio 5, foi o0 que apresentou resultados
adequados para um numero consideravel de compostos, porém as condi¢cées do
ensaio 5 permitiu a recuperacdo do maior numero de analitos e foi selecionado para

as proximas etapas.
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4.3 VALIDACAO DO METODO OTIMIZADO

A partir dos resultados obtidos o0 método foi validado para a determinacéo
multirresiduo de 60 agrotoxicos em manga. A figura 14 apresenta o passo a passo
do procedimento. Inicialmente foram pesados 10 g de amostra e em seguida
adicionado o padrdo de controle, seguindo-se agitagcdo em voértex por 1 min e
adicao do solvente de extracdo. Entre a adigcao do padrao de controle e o solvente
houve a agitacdo manual dos frascos durante 1 min. Os sais utilizados na etapa de
particdo foram: 4 g de sulfato de magnésio anidro mais 1 g de cloreto de sodio, e
apos a adicdo dos sais ocorre a agitacao dos frascos. Em seguida, os tubos séo
centrifugados a fim de haver uma separacao eficiente das fases.

A partir da separagéo das fases, 2 mL do extrato sdo transferidos para os
tubos de Falcon de 15 mL contendo os sorventes de clean-up, que correspondem
a 150 mg do sulfato de magnésio mais 50 mg do Strata™-X. Neste processo
também ocorre a agitacdo de 1 min e o processo de centrifugacdo. Depois dessa
etapa de limpeza do extrato, o sobrenadante é recolhido e filtrado com filtros de
nylon de 0,22 pm e depois diluidos 5 vezes em &gua ultrapura para melhorar o

comportamento cromatografico.

Figura 14 - Método de extracdo para a determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em manga

10+g dg aimcéstra 2 mL de extrato Sobrenadante
c%itrrc?lg +e tubo falconcom fitrado em filtro
clean-up de nylon 0,22 um

10 mL solvente

Agitagdo em clean-up: 150 mg —_—
MgSO,eSomg  Dlcde Sxem
minuto Strata-X g P

Sais denparti'géo Agitacdo em
+ agitacao vortex vortex por 1 min

por 1 minuto

Centrifugagéo Centrifugacéo
(3500 rpm, & min (3500 rpm, 8 min

e 20 °C) e20°C)

Fonte: autoria propria
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4.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada e confirmada a partir da comparacdo dos
cromatogramas de uma amostra branco de manga, um branco reagente e uma
amostra branco fortificada em 2 pg kg? (figura 15). O analito utilizado para fazer
essa comparacao entre os cromatogramas foi a atrazina e, conforme pode ser
visualizado na figura 15, ndo houve a presenca de interferentes no mesmo tempo
de retencdo e também nado ha a presenca de sinais cromatograficos nas transicdes
monitoradas para o composto de interesse. Portanto, pode-se concluir que o

método é seletivo para os analitos em estudo.
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Figura 15 - Cromatogramas representativos obtidos no modo SRM por UHPLC-MS/MS para o composto (a) atrazina (2 ug kg-1), (b) extrato branco da matriz e
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Fonte: autoria propria
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4.3.2 Curva analitica, faixa linear e efeito matriz

A tabela 12 apresenta os resultados dos coeficientes de determinacéo (r?)
para a curva analitica extraida da matriz manga, a equacao da reta e o efeito matriz

de cada composto.

Tabela 12 - Equacéo da reta e coeficientes de determinacéo (r2) e efeito matriz para cada

agrotoxico
(continua)

Compostos Equacéo dareta r? EM (%)
Acefato y=14819426,61x + (-5210184,182) 0,998 -53,7
Acetamiprido y=123828280,6x+ (-10824646,73) 0,999 -27,3
Ametrina y=252548834,7 x + (-53565924,31) 0,999 -1,4
Atrazina y=125432320,3x + (-8872251,972) 0,998 -11,6
Azinfés metilico y=13161168,92 x + (-1803335,31) 0,997 4,8
Azoxistrobina y= 187527739 x + (-22416874,64) 0,986 4,6
Bitertanol y=4173829,289 x + (-1376931,105) 0,996 -3,2
Bromuconazol y=37853012,85 x + (-5948254,799) 0,993 -18,6
Carbaril y=57639797,3x + (-14679783,04) 0,997 -6,6
Carbendazim y=156361912,8x +35786775,72 0,998 -34
Carbofurano y=85387762,62x + (-60885675,27) 0,997 -43,6
Carbofurano-3-hidroxi y= 33541879,11x + 4456493,272 0,998 -21,8
Carboxin y=200751802,1x + (-83680677,01) 0,998 -13,2
Cianazina y=39463849,65x + (-11886243,99) 0,998 25,6
Clomazona y=188008513,9x + (-31969807,93) 0,996 -1,7
Clorprofame y=2364715,023x + (6298822,606) 0,961 -23
Diazinona y=93582802,54x + (-22908622,79) 0,991 -12,7
Dimetoato y=50998695,47 x + (-7872632,309) 0,999 -28,2
Diuron y=99716473,1 x + (-13737551,89) 0,998 -18,4
Epoxiconazol y=60691926,94 x + (-5799839,718) 0,993 -9
Fenproprimorfe y= 185750653,2 x + (-22947854,8) 0,996 9,2
Fenamifos y=205708046,6 x + (-8714907,102) 0,995 -4,9
Fenarimol y=10444071,39 x + (-2088379,41) 0,997 -3,8
Fluguiconazol y=12106063,03 x + (-1961641,342) 0,997 -12,4
Flutalonil y=33491189,41 x + (-2093517,552) 0,988 -17,3
Flutriafol y= 26565660,69 x + 6989445,348 0,997 0
Fluxapiroxade y=1258482,048 x + 448306,6941 0,989 -12,2
Fostiazato y=256001010,1 x + (-70049382,17) 0,999 -16,9
Imazalil y=55838168,55 x + (-7205744,577) 0,997 -12,6
Imidacloprido y=20681945,64 x + (-4053785,678) 0,999 53,1
Iprovalicarbe y= 251752487,2 x + (-55924076,44) 0,997 -10,3
Linurom y=52036139,86 x + (9299772,763) 0,998 -10,1
Melationa y=40172731,38 x + (-1346542,254) 0,993 3,4
Mecarbam y=35003167,92 x + (3019946,74) 0,986 0,5
Mepronil y=142815820,9x + (2046406,743) 0,992 -16,3
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(concluséo)

Compostos Equacao dareta r? EM (%)
Metalaxil y=121029066,6 x + 8115446,452 0,999 -7,3
Metconazol y=35801421,65x + (-4053956,731) 0,989 -16,2
Metsulfuron metilico y=30327619,85x + (-16967082,09) 0,997 -24,6
Monocrotofés y=91937921,59x + (-32472364,45) 0,998 -10,7
Monolinuron y=55562674,78x + 2564530,08 0,997 -3,4
Ometoato y=29541577,22x + 930461,7068 0,999 -13,5
Oxamil y=35516863,56x+ (-12199116,68) 0,998 3
Piridafentiona y=20681945,64 x + (-20605855,2) 0,898 -1,6
Pirimetanil y=48584852,6 x + (-13685630,29) 0,992 -12,8
Pirimicarbe y=94187520,73x + (-50360609,79) 0,995 -70,1
Propiconazol y=40443574,23x + (-4212768,605) 0,998 -82
Propizamida y=30879174,11x + (-1523856,728) 0,993 -12,3
Propoxur y=93490740,7x + (-56053003,75) 0,996 -11,3
Simazina y=24026415,8x + (-9498072,692) 0,998 -24
Tebuconazol y=6811103,286x + (-2222202,082) 0,998 -31,4
Terbutilazina y=199468179x + 1633820,589 0,997 -16
Tetraconazol y=45525099,29x + (-10911564,72) 0,997 -9
Tiabendazol y=121424357,4x + (-61452578,89) 0,992 -13
Tiacloprido y=143229262,9x + (-39636314,73) 0,998 -44
Tiametoxam y=33681364,03x + (-12345173,03) 0,998 -9,7
Tiodicarbe y=23697119,86 x + 2218101,55 0,998 10,3
Tiofanato metilico y=97722453,28x + (-15192966,31) 0,999 -1,5
Triadimenol y=10158524,89x + 1243651,762 0,998 -6,4
Triazofos y=74034340,61x + (-265197,4337) 0,997 29,3
Vamidationa y=51765142,37x + (-15855377,47) 0,992 -16,2

Fonte: autoria propria

Os resultados dos testes sinalizam que o método analitico é adequado para

o estudo, uma vez que, a maioria dos agrotoxicos apresentou um coeficiente de

determinacéo (r?) maior que 0,994. Os resultados do efeito matriz variaram entre -
53,7 e -1,7% (FERRER et al., 2011) determinam que valores entre + 20% n&o vao

ter um efeito matriz significativo, ja que esses valores seriam proximos dos valores

de repetibilidade. Entretanto, valores entre £20% e +50% demonstram um efeito

matriz médio. Os valores que sdo maiores que +50% séo considerados elevados.

Segundo SANTE (2015) o efeito matriz aceitavel deve variar entre +20% e

geralmente é calculado levando em consideragéo a curva no solvente e na matriz.

Os resultados de efeito matriz evidenciam a necessidade do uso da curva

analitica na matriz branco para compensar esse efeito (FERRER et al., 2011).
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4.3.3 Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificagcdo (LOD) do método

O limite de quantificacdo deste método (LOQm) foi validado como sendo o
menor nivel de fortificacdo, com um sinal ruido maior que 10, e a precisdo e a
exatiddo ficaram dentro dos limites aceitaveis (recuperagdo 70 a 120%; RSD <
20%) (SANTE, 2015). O LOQ do método variou entre 5 e 50 ug kg e levou em
consideracéao o fator de diluicdo de 5 vezes. O limite de deteccéo (LOD) do método
foi calculado a partir do valor do LOQ dividido por 3,33. Sendo assim, os resultados

do LOD do método variaram entre 1,5 e 15,0 pug kg .

4.3.4 Exatiddo (ensaios de recuperacdo), precisado (repetitividade e

precisdo intermediaria).

Com o intuito de avaliar a precisdo do método, foram realizados ensaios de
recuperacdo em 4 niveis de fortificacdo (5, 10, 25 e 50 ug kg 1), sendo que cada
nivel foi replicado 5 vezes. Os resultados, conforme apresentado na tabela 13,
mostraram que 9 compostos apresentaram recuperacoes entre 70 e 120% nos 4
niveis de fortificacdo, 31 compostos recuperaram em trés niveis, 14 compostos em

dois niveis e seis compostos somente em um nivel.

Os parametros para a aceitacao desses resultados se basearam na faixa de
recuperacido que fica entre 70 e 120% e no RSD < 20% (SANTE, 2015). Dessa
maneira, os resultados da validacdo do método QUEChERS original se mostraram

eficientes para a analise de multirresiduo de agrotéxicos em manga.
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Tabela 13 - Resultados de validacédo do método QUEChERS original: efeito matriz (EM %), LOQ, LOD, linearidade (coeficiente de determinagéo, r2), exatidao

(continua)

LOQ LOD Nivel (ug kg™) Repetitividade, n=5 Nivel (ug kg™?) Preciséo Intermed., n=5

Agrotéxicos Recuperacgao (RSD) Recuperacéo (RSD)
(ug kg™) (ng kg™?) 5 10 25 50 5 10 25 50

Acefato 5 15 103,2 (4) 85(13) 70(7) 76(5) - - 102(3) 97(6)
Acetamiprido 5 15 118,1(5) 114(6) 100(5) 101(2) - 88(2) 79(3) 80(7)
Ametrina 10 3 - 115(5) 101(5) 97(8) - 99(4) 87(7) 89(7)
Atrazina 10 3 - 117(4) 104(5) 102(5) - 94(3) 87(4) 91(7)
Azinfés metilico 10 3 - 117(16)  106(17) 106(19) - 89(12) 82(18) 85(14)
Azoxistrobina 10 3 - 118(18)  102(18) 112(14) - 81(17)  77(19)  15(19)
Bitertanol 10 3 - - 111(19) 120(18) - 89(17) 79(16)
Bromuconazol 5 1,5 119,1(9)  120(9) 90(11)  95(17)  79(15)  72(18)  79(12)  79(14)
Carbaril 10 3 - 115(5) 103(5) 100(8) - 98(4) 89(7) 93(8)
Carbendazim 5 15 109,1(6) 101(5) 99(4) 98(4) 90(14) 84(5) 83(6) 98(7)
Carbofurano 25 7,5 - - 108(9) 106(5) - - 94(6) 93(5)
Carbofurano-3-OH 5 15 101,2(6) 104(6) 103(5) 107(2) - - 88(3) 98(7)
Carboxin 10 3 - 118(7) 95(6) 94(10) - 94(84) 81(8) 85(8)
Cianazina 10 3 - 118(7) 95(6) 94(5) - 99(4) 81(8) 96(6)
Clomazona 10 3 - 114(4) 98(5) 97(9) 95(5) 95(5) 83(8) 89(9)
Clorprofame 50 15 - - -- 104(20) - - -- 82(17)
Diazinona 50 15 - - 114(19) - - 71(18)
Dimetoato 10 3 - 118(3) 110(3) 107(2) - 94(2) 96(3) 100(8)
Diuron 10 3 - 117(2) 99(7) 114(19) - 88(6) 72(9) 73(8)
Epoxiconazol 25 7,5 - - 100(20) 110(20)  75(18) 78(19) 78(18) 81(16)
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Nivel (ug kg™) Repetitividade, n=5

Nivel (ug kg™?) Preciséo Intermed., n=5

Agrotoxicos LoQ LoD Recuperacao (xRSD) Recuperacao (+ RSD)
(ug kg?) (ng kg™) 5 10 25 50 5 10 25 50

Fenproprimorfe 5 15 115,5(7) 119(8) 94(10) 104(13) 95-14 99-14- 70-20 85-12
Fenamifés 10 3 - 118(1) 107(8)  104(17) 90(8) 92(11) 91(15) 96(15)
Fenarimol 10 3 - 110(20) 91(16) 98(19) -- 77(18) 71(14) 74(18)
Fluquiconazol 25 7,5 - - 103(19) 113(16) - - 77(19) 81(18)
Flutalonil 25 7,5 - - 109(18) 120(17) - - 87(17) )85(20)
Flutriafol 50 15 - - - 108(9) - - - 99(9)
Fluxapiroxade 50 15 - - - 120(17) - - - 107(8)
Fostiazato 25 7,5 - - 107(3) 105(4) - - 96(6) 93(6)
Imazalil 25 7,5 - - 100(6) 105(6) - - 94(4) 90(8)
Imidacloprido 10 3 - 120(1) 109(6) 108(3) - 90(4) 94(4) 96(9)
Iprovalicarbe 10 3 - 120(9) 99(9) 99(12) - 92(6) 89(12) 89(12)
Linurom 5 15 101,3(16) 103(11) 90(10) 99(15) - 87(11) 75(19) 84(18)
Melationa 25 7,5 - - 99(20)  116(14) - - 91(17) 89(18)
Mecarbam 50 15 - - - 118(18) - - - 81(19)
Mepronil 50 15 - - - 115(16) - - - 85(19)
Metalaxil 10 3 - 116(4) 107(3)  110(15) - 89(4) 96(5) 98(7)
Metconazol 10 3 - 115(18) 93(19) 107(14) - 72(19) 75(15)) 70(17)
Metsulfuron 25 7.5 i : 102(14)  105(6) - 107(4)  116(6)  111(7)
Monocrotofés 10 3 - 117(3) 103(4) 105(3) - 100(2) 102(4) 108(5)
Monolinuron 10 3 - 109(7) 104(5) 102(8) - 95(4) 88(7) 91(8)
Ometoato 10 3 - 116(6) 102(6) 102(8) - 95(5) 88(8) 89(8)
Oxamil 10 3 - 116(4) 101(3) 103(3) - 101(3) 107(2) 113(5)



(concluséo)

LOQ LOD Nivel (ug kg™) Repetitividade, n=5 Nivel (ug kg™?) Preciséo Intermed, n=5

Agrotéxicos Recuperacao (xRSD) Recuperacao (+ RSD)
(Mg kg™)  (ug kg™?) 5 10 25 50 5 10 25 50

Piridafentiona 25 7,5 - - 101(18) 118(15) - - 87(20) 86(19)
Pirimetanil 10 3 - 109(9) 87(9) 87(16) - 82(6) 76(16) 76(12)
Pirimicarbe 25 7,5 - - 103(12) 105(3) - - 91(5)  96(6)
Propiconazol 10 3 - 119(18)  103(18) 105(20) - 78(19) 82(17) 78(17)
Propizamida 10 3 - 120(15) 99(12) 97(20) - 76(17) 80(21) 83(19)
Propoxur 25 7,5 - - 107(8) 106(4) - - 94(4)  95(7)
Simazina 25 7,5 - - 103(8) 100(4) - - 90(7)  91(5)
Tebuconazol 10 3 - 119(20) 94(20) 113(11) - 81(18) 87(20) 83(16)
Terbutilazina 5 15 116,9(6) 113(5) 100(6) 99(10) 93(10) 92(4) 85(9) 88(10)
Tetraconazol 25 7,5 - - 103(15) 117(12) - -- 72(18) 73(16)
Tiabendazol 10 3 - 97(9) 82(20) 88(4) - 80(7) 82(2) 90(6)
Tiacloprido 10 3 - 117(2) 107(3) 105(3) - 99(2) 94(2) 103(6)
Tiametoxam 10 3 - 115(3) 105(3) 103(4) - 100(4) 93(3) 108(6)
Tiodicarbe 5 15 110(5) 107(8) 97(6) 105(5) - 101(5) 93(3)  95(6)
Tiofanato metilico 5 15 107(8) 96(7) 97(6) 84(11) 72(6) 83(4) 73(5)  86(8)
Triadimenol 10 3 - 103(10) 81(7) 98(15) - 106(16) 94(13) 94(11)
Triazofos 25 7,5 - - 99(16) 119(20) - - - 89(10)
Vamidationa 10 3 - 117(2) 108(3) 107(2) - 93(4) 93(4) 102(5)

Fonte: autoria propria
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4.3 APLICACAO DAS AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido neste trabalho foi aplicado em dezesseis amostras
de manga de diferentes cidades. Conforme a tabela 14, podemos observar que 8
compostos foram quantificados, sendo eles: acetamiprido, azoxistrobina,

carbendazim, imidacloprido e tebuconazol.

Tabela 14 - Resultados, em pg kg-1, das amostras de manga que apresentaram residuos de

agrotdxicos sendo analisadas utilizando o método QUEChERS original e UHPLC-MS/MS

Amostras Acetaprimido Azoxistrobina Carbendazim Imidacloprido Tebuconazol

Al nd. nd. <LOQ nd. nd.
A2 nd. nd. nd. nd. nd.
A3 nd. nd. nd. nd. nd.
A5 nd. <LOQ nd. nd. nd.
A6 nd. 17,55 nd. nd. nd.
A7 nd. nd. nd. nd. 71,65
A8 nd. nd. nd. nd. nd.
A9 nd. nd. <LOQ nd. nd.
Al10 nd. nd. 48,30 nd. 3,55
All nd. nd. nd. nd. nd.
Al2 nd. nd. nd. nd. nd.
Al3 nd. nd. nd. nd. nd.
Al4d nd. nd. <LOQ nd. nd.
Al5 11,45 nd. 10,40 3,15 nd.
Al6 nd. nd. nd. nd. nd.

Fonte: autoria propria

A partir da tabela 14 podemos observar que a amostra A1l5 apresentou
residuos de 3 agrotéxicos e a amostra A10 de dois agrotoxicos, indicando o uso
frequente de agrotoxicos, possivelmente na etapa de producdo e no pés-colheita.
A amostra A15, contendo residuos do composto acetamiprido esta com uma
concentracdo acima do que é permitido pela ANVISA para este composto. J& as
amostras A5 e A6 contendo azoxistrobina apresentam uma concentracao inferior

ao LMR permitido.
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Tabela 15 - Comparacédo das concentracdes encontradas nas amostras com os LMRs

Amostras Analitos Concentragdo (mg kg') LMRs (mg kg™?)

Al15 Acetaprimido 0,011 0,01

A5 Azoxistrobina <LOQ 6

A6 Azoxistrobina 0,017 6

Al Carbendazim <LOQ nao é permitido
A9 Carbendazim <LOQ nao é permitido
Al10 Carbendazim 0,048 nao é permitido
Al4 Carbendazim <LOQ nao é permitido
Al5 Carbendazim 0,010 nao é permitido
Al5 Imidacloprido 0,003 0,7

A7 Tebuconazol 0,071 0,1

Al10 Tebuconazol 0,003 0,1

Fonte: autoria propria

As amostras Al, A9, A10, Al4 e Al5, apresentaram carbendazim, um
agrotoxico que ndo € permitido para o cultivo de manga. O carbendazim é um
fungicida de translocacdo sistémica, com acgado protetora e curativa, de amplo
espectro. E um pesticida de facil absorcédo através das raizes e tecidos verdes e o
seu mecanismo de acdo se caracteriza na inibicdo de tubos germinativos na
formacdo de apressorios e crescimento de micélios. Na figura 16 é possivel fazer
uma avaliacdo comparativa do LOQ (5 pg kg?') para carbendazim com a
concentracdo que foi encontrada na A 10 (48,3 pg kg?).

Figura 16 - Cromatograma para o composto carbendazim na amostra A10 sobreposto ao

cromatograma de fortificag@o no nivel do LOQ (5 pg kg-1)

100+ 277 2: MRM of 2 Channels ES+
TIC (Carbendazim)
1.68e7

) A10

Intensidade
%

O —————— S
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
Time (min)

Fonte: autoria propria
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De acordo com a ANVISA (2019), a maior comercializagdo de carbendazim
no Brasil acontece na regido centro-oeste com 36% e no Sul com 25%, sendo os
principais estados, Mato Grosso do Sul com 15,8%, Goias com 13,7%, Parana com
14,5% e o Rio Grande do Sul com 8,5%.

O carbendazim é um fungicida de classe toxicolégica Ill, o que representa
uma toxicidade média, sendo um composto capaz de provocar cancer nos seres
humanos (AVISA, 2021). A sua toxicidade estd associada a alguns casos de

mutagenicidade e atividade tumoral em células ovarianas (SILVA et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

Esse trabalho possibilitou o desenvolvimento e a validacdo de um método
de preparo de amostra para a determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em
manga, empregando método QUEChERS original e UHPLC-MS/MS. Durante o
procedimento, foram realizados diferentes testes, afim de determinar qual condi¢céo
do método QUEChERS apresentaria melhores resultados e posterior testes para a

modificacdo dos sais de limpeza, na qual foi validada com o sorvente Strata™-X.

Para a escolha do sorvente utilizado na etapa de limpeza foram realizados
trés ensaios, o primeiro ensaio tinha como objetivo avaliar visualmente a mudancga
de coloracao do extrato com o uso de diferentes sais de limpeza. Em seguida, 0os
sorventes selecionados passaram pelo processo de extracdo e injetados afim de
identificar se a recuperacao dos analitos ndo era afetada. E no final, com o sorvente

ja selecionado foi realizado um planejamento fatorial.

O método foi validado seguindo os parametros estabelecidos pela ANVISA
e pelo INMETRO, e se mostraram satisfatérios para a determinacdo de 60
agrotoxicos. O método foi aplicado em dezesseis amostras comerciais de manga,
de diferentes municipios, e os resultados mostraram a presenca de residuos de
agrotoxicos com concentracdes acima do que € permitido pela ANVISA, como o
tebuconazol (0,10 mg kg 1), e analitos proibidos para o cultivo da manga, como o

carbendazim.

Podemos concluir que os objetivos iniciais foram alcangados, uma vez que,
0s niveis de recuperacao ficaram entre 70 e 120% e o RSD < 20%, conforme indica

a legislacéao brasileira.
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6 DESTINO DO MULTIRRESIDUO GERADO

Tanto os residuos solidos quanto os residuos liquidos que foram gerados
durante a realizacdo deste trabalho foram separados e identificados e
posteriormente encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria. Os residuos sdo encaminhados para uma

empresa terceirizada, a qual realiza o tratamento e descarte adequado.

Os residuos sdlidos sdo descartados em sacos plasticos devidamente
identificados e os residuos sé6lidos sdo armazenados em frascos, identificados

como halogenados ou nédo halogenados.



73
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

I.  Avaliar a aplicabilidade do método, testando em mangas verdes, sucos de
manga e polpas de manga.
II.  Ampliar o escopo de agrotoxicos para realizar analises mais amplas.
lll.  Verificar a viabilidade do método para analises empregando a técnica de
GC-MS/MS.
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