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RESUMO

DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM CASCA,
POLPA E TUBERCULO DE BATATA EMPREGANDO
METODO QUEChERS E UHPLC-MS/MS

AUTOR: Leonardo Rabello Amaral
ORIENTADOR: Prof. Dr. Renato Zanella

Agrotéxicos tém sido empregados intensivamente para a controle de pragas, ervas
daninhas e de doencas associadas a diversos cultivo. Apesar desses compostos
protegerem as lavouras, quando as doses recomendadas para aplicagdo ndo sao
respeitadas, podem causar danos a saude e ao meio ambiente. Dessa forma, este
estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico
para a determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em batata, bem como avaliar as
concentracfes na casca e polpa do tubérculo 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 extracdo de fase sélida dispersiva (d-SPE) utilizando como sorvente o C18.
O método foi validado para 82 compostos e o0s resultados comprovaram que o método
tem resposta linear no intervalo de 0,5 a 20 pug kgt. A exatiddo e precisdo foram
avaliadas nos niveis de fortificacdo 10, 25 e 50 pg kg? (n= 7), em ensaios de
repetitividade e de precisdo intermediaria, apresentando recuperacdes entre 70 e
120%, com RSD < 20% para a maioria dos niveis e agrotéxicos. O método apresentou
limites de quantificacdo de 10 pg kg? para a maioria dos agrotéxicos. O método
proposto foi aplicado em amostras comerciais de batata e a ocorréncia de varios
agrotoxicos foi confirmada, inclusive alguns proibidos para a cultura da batata.
Posteriormente, avaliou-se a distribuicdo de agrotdxicos na casca e na polpa,
indicando que alguns agrotdxicos se concentram na casca € outros na polpa,
dependendo da propriedades fisico-quimicas dos pesticidas. O método foi aplicado
com sucesso em amostras comerciais e demonstrou ser eficaz para analises de rotina.

Palavras-chave: Batata. Agrotoxico. QUEChERS. C18. UHPLC-MS/MS



ABSTRACT

MULTIRESIDE DETERMINATION OF PESTICIDES IN POTATO PEEL, PULP AND
TUBER USING QUEChERS AND UHPLC-MS/MS METHOD

AUTHOR: Leonardo Rabello Amaral
ADVISOR: Prof. Dr. Renato Zanella

Pesticides have been intensively used to control pests, weeds and diseases
associated with various crops. Although these compounds protect crops, when the
recommended doses for application are not respected, they can cause damage to
health and the environment. Thus, this study aimed to develop and validate an
analytical method for the multi-residue determination of pesticides in potatoes, as well
as to evaluate the concentrations in the skin and pulp of the tuber using the original
QUEChERS method and ultra-high performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). To clean the extracts, the dispersive
solid phase extraction technique (d-SPE) was used using C18 as a sorbent. The
method was validated for 82 compounds and the results showed that the method has
a linear response in the range of 0.5 to 20 pg kg?. Accuracy and precision were
evaluated at fortification levels 10, 25 and 50 pg kg?* (n= 7), in repeatability and
intermediate precision tests, showing recoveries between 70 and 120%, with RSD <
20% for most levels and pesticides. The method presented quantification limits of 10
ug kg for most pesticides. The proposed method was applied to commercial samples
of potatoes and the occurrence of several pesticides was confirmed, including some
prohibited for the potato crop. Subsequently, the distribution of pesticides in the peel
and pulp was evaluated, indicating that some pesticides are concentrated in the peel
and others in the pulp, depending on the physicochemical properties of the pesticides.
The method was successfully applied to commercial samples and proved to be
effective for routine analyses.

Keywords: Potato. Pesticides. QUEChERS. C18. UHPLC-MS/MS



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Batatas de dIVEIrSAS COIES. ......cccviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiie s e e e e e e e e eeeaaan e e e e e e eeeeenes 21

Figura 2 - Configuracdes de um sistema de cromatografia liquida acoplada a um

espectrometro de massas em série tipo triplo quadrupolo. .................... 35
Figura 3 - Representacéo das etapas do método QUEChERS. ............ccccccceeeeennnns 39
Figura 4 - Estrutura quimica do PSA. ..o 41
Figura 5 - Estrutura quimica do GCB. ..........ccuuuiiiiiie e eeeeaaans 41
Figura 6 - Estrutura quimica do CL8. ........ooiiiiiiiiiiiieeeee et 41
Figura 7 - Fluxograma das principais versdes do método QUEChERS..................... 42

Figura 8 - Mapa do Rio Grande do Sul com a localidade das amostras de batata....60
Figura 9 - Ensaios de limpeza de preparo de amostra (T1 a T11l) empregando o
método QUEChERS original d-SPE com diferentes sorventes............... 65
Figura 10 - Cromatograma TIC obtido no UHPLC-MS/MS a partir de uma solugao
padréo de 10 pg L preparada no extrato da matriz (batata). ................ 69
Figura 11 - Comparacédo do efeito matriz (%), por faixa percentual e calculado nos
métodos QUEChERS (Qo: original, Qa: acetato e Qc: citrato), para os 102
COmMPOStOS avaliados. . .....coooeeeeieeeeee 73
Figura 12 - Comparacao do efeito matria (%) por faixa percentual e célculado nos
métodos QUEChERs (Q1: original, Q2: acetato e Q3: citrato), para 71
compostos registrados no Brasil para uso na cultura de batata. ............ 73
Figura 13 - Quantidade de compostos que apresentam resultados e exatiddo e
precisdo satisfatérias (70-120% e RSD< 20%), obtidos através da limpeza
de extratos por diVErS0S SOIVENTES. ......cccevvuiii e 75
Figura 14 - Extratos das amostras (T1 a T11) empregando o método QUEChERS

realizados para avaliacéo da etapa de limpeza com diferentes sorventes.

Figura 15 - Resultado de efeito matriz (%) para os 102 agrot6xicos avaliados na etapa

de limpeza, empregando diferentes tipos de sorventes. ..............cc........ 76



Figura 16 - Resultados de efeito matriz (%) para 71 agrotoxicos permitidos no Brasil
para a cultura da batata avaliados na etapa de limpeza, empregando

diferentes tipoS de SOINVENLES. .......cooe i 77

Figura 17 - Cromatogramas obtidos a partir de injecbes no sistema GC-MS/MS no
modo full sacan, do extrato “branco” de batata apds a etapa de limpeza

utilizando diferentes SONVENTES. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 78

Figura 18 - Método QUEChERS otimizado para determinacdo de residuos de
agrotoxicos em batata por LC-MS/MS. ........ccooiiiiiiiiiiiiieeeee e 79

Figura 19 - Cromatograma TIC composto boscalida, obtido para a) “branco” da
amostra de batata, b) solucdo analitica no extratoda matriz e na
concentracdo de 10 pg L, obtidos por UHPLC-MS/MS....................... 81

Figura 20 - Grafico representativo do efeito matriz ao comparar as curvas em solvente
(acetonitrila) e na matriz (batata), para os compostos buprofezina e
fIUXOPIFOXAUE. ... e e e e e e e e e e e eeeaees 82

Figura 21 — Cromatograma TIC comparativo entre a amostra A12 contaminada com
residuo de imidacloprido (0,0329 mg kg') e uma fortificacdo no seu LOQ

(0,01 MG KG ™). oo 90



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicao da batata branca crua para cada 100 g........cccccevvvvvveveennnnnn. 22

Tabela 2 - Evolucdo anual da area plantada e da quantidade produzida de batata no

Brasil (2010-2020). .....cccoiiiiiiiiiieee e e e e e e 24
Tabela 3 - Evolugdo anual na area plantada e da quantidade produzida de batata no
Rio Grande do Sul (2010-2020).........ccccurriiieeeeeeeeieiiireeee e e e 25
Tabela 4 - Classificacdo dos agrotoxicos quanto ao seu modo de acao................... 26

Tabela 5 - Ingredientes ativos de agrotéxicos mais comercializados no Brasil em 2020.

Tabela 6 - Compostos registrados no Brasil para uso na cultura de batata juntamente
com os (LMRs), estabelecidos de acordo com a ANVISA, EU e Codex
AlIMENTATIUS. ..o 30

Tabela 7 - Comparacgéo dos principais métodos modernos de preparo de amostras,

utilizados na extracéo de agrotdxicos em alimentos. ............cccccvvvvvnnnnns 38

Tabela 8 — Trabalhos reportados na literatura empregando o método QUEChERS para

extracdo de agrotoxicos em batatas e outras matrizes de origem vegetal.

Tabela 9 - Relagcdo dos compostos em estudo, com informacdes de classe, grupo
quimico, pureza do padréo sélido e propriedades fisico-quimicas......... 55

Tabela 10 — Identificacdo das amostras de batata analisadas no presente estudo e

[oTor=1 o [ST= T g 101y 1 =T (=] o VAP USSPPPIPPN 61
Tabela 11 - Gradiente de fase mdvel utilizado no sistema UHPLC..........c.cccceeeee.. 62
Tabela 12 - Condi¢cbes empregadas no sistema UHPL MS/MS. ...........coooiiieeneeennn. 62

Tabela 13 - Compostos determinados por UHPLS-MS/MS, com seus respectivos
tempos de retencdo (tr), voltagem do cone (VC), ions precursores e

produtos, e energia de colisdo (EC) utilizados. ............ccccvvvvviiiiniinnnnns 66

Tabela 14 - Resumo dos resultados dos ensaios de fortificacdo em cada versao do
método QUEChERS (Qo: original, Qa: acetato e Qc: citrato), para 102

agrotOXiCOS avaliadOosS. ........ccoovvviviiiiiee e eaaans 71

Tabela 15 - Resumos dos ensaios de fortificagdo em cada versdo do meétodo
QUEChERS Qo: original, Qa: acetato e Qc: citrato), para 71 agrotoxicos

registrados no Brasil para uso na cultura da batata. .......................... 71



Tabela 16 - Resultados de validagcédo para o método de determinacéo de agrotoxicos
em batata por QUEChERS e UHPLC-MS/MS desenvolvido neste trabalho.

Tabela 17 - Residuos de agrotdxicos encontrados nas amostras de batata branca
(tubérculo integral) , empregando o método validado neste trabalho. .88
Tabela 18 - Residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras de batata rosa
(tubérculo integral) empregando o método validado neste trabalho. ...89
Tabela 19 - Resultados da andlise das amostras reais de batata, em relacdo a
concentracdo encontrada e o limite maximo de residuos (LMR)
permitidos pela ANVISA, UE e Codex Alimentarius. ...........ccceeeeeeeeeenns 91
Tabela 20 - Residuos de agrotéxicos encontrados nas amostras de casca, polpa e
tubéculo, empregando o método validado neste trabalho.................... 93



ACN
ANVISA
BPA
C18
CEN

CcVv

d.p.
DOQ-
CGCRE
d-SPE

EC
ECD

EM
ESI

EUA
eV

FA
FAO
FTD
FURG
GC
GCB
GC-MS

GC-MS/MS

HBL

HPLC

IBAMA

IBGE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetonitrila

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Boas Préticas Agricolas

Octadecilsilano

Comite Europeu de Normalizacéo, do inglés European
Committee for Standardization

Coeficiente de variagcao

Diametro de particula

Documento orientativo da Coordenacéo Geral de Acreditacao
do Inmetro

Extracdo em fase solida dispersiva, do inglés dispersive solid
phase extraction

Energia de colisdo

Deteccdao por captura de elétrons, do inglés electron capture
detection

Efeito matriz

lonizacao por eletronebulizacéo, do inglés electrospray
ionization

Estados Unidos da América

Elétrons volt

Fortificacdo na amostra

Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacéo e
Agricultura, do inglés Food and Agriculture Organization
Detector termidnico de chama, do inglés flame thermionic
detector;

Universidade Federal do Rio Grande

Cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography
Carbono grafitizado, do inglés graphitized carbon black
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
do inglés Gas chromatography coupled to mass spectrometry
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
do inglés gas chromatography coupled to tandem mass
spectrometry

Sorvente polimérico de balanco hidrofilico-lipofilico, do inglés
hydrophilic-lipophilic-balance

Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high
performance liquid chromatography

Ingrediente ativo

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica



INMETRO
kDa
Koc

LARP
LC
LC-MS/MS

LMR
LOD

log Kow
LOQ
m/z
MAPA
MeOH
MS
MS/MS

N2
OMS
ONU

PA
PARA
PC
pH

Pl
pKa
Ppb
PSA
Q1
Q2
Q3
QqLIT

QUEChERS

r2
Rec
Rpm
RS
RJ
RSD

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Kilodalton

Constante de sorcéo normalizado para o teor de carbono
organico;

Laboratdrio de Analises de Residuos de Pesticidas
Cromatografia liquida, do inglés liquid chromatography
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, do
inglés liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry

Limite maximo de residuos

Limite de deteccao, do inglés limit of detection

Coeficiente de particdo octanol-agua

Limite de quantificagdo, do inglés limite of quantification
Razao massa carga

Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Metanol

Espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry
Espectrometria de massas em série, do inglés tandem mass
spectrometry

Nitrogénio

Organizacdo Mundial da Saude

Organizacao das Nacdes Unidas, do inglés United Nations
Organization

Padréo na amostra

Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
Padréo de controle

Potencial hidrogeniénico

Padréo interno

Constante de dissociacéo acida

Partes por bilhdo

Amina primaria secundaria, do inglés primary secondary amine
Primeiro quadrupolo

Segundo quadrupolo ou cela de coliséo

Terceiro quadrupolo

Triplo quadrupolo-linear ion trap, do inglés triple quadrupole-
linear ion trap

Répido, facil, econébmico, robusto e seguro, acrénimo do inglés
quick, easy, cheap, effective, rugged and safe

Coeficiente de determinacgéo

Recuperacéo

Rotagbes por minuto

Rio Grande do Sul

Rio de Janeiro

Desvio padrao relativo, do inglés relative standard deviation



SANTE

SC
SIM

SEM

TACO
TIC
TPP
TQ

tr

EU
UFSM
UHPLC

UHPLC-
MS/MS

viv
VC
WHO

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

Santa Catarina

Monitoramento de ion selecionado, do inglés selected ion
monitoring

Monitoramento de reagdes selecionadas, do inglés selected
reaction monitoring

Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos
Cromatograma de ions totais

Trifenilfosfato

Triplo quadrupolo

Tempo de retencao

Unido Europeia, do inglés European Union

Universidade Federal de Santa Maria

Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, do inglés ultra-
high performance liquid chromatography

Cromatografia liquida de ultra-alta performance com
espectrometria de massa em série, do inglés ultra-high
performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry

Volts

Razéao volume/volume

Voltagem do cone

Organizacdo Mundial da Saude, do inglés World Health
Organization



SUMARIO

(N REI0] 51U 07:X 0 TR 19
0= = 1/ @ 13O 20
1.1.1 Objetivos ESPECITICOS ....ovvvuriiiii e 20
2 REFERENCIAL TEORICO .....c.oiuiiiieeeeceeee ettt 21
p A =Y N NPT 21
2.2 PRODUCAO DA CULTURA DA BATATA ....ooiiiiececeeee e, 23
2.3 AGROTOXICOS E SEUS IMPACTOS ......oooiiiieeeee et 26

2.4 DETERMINAC}AO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS.... 33
2.4.1 Técnicas cromatograficas para determinacdo de residuos de agrotéxicos

......................................................................................................................... 33
2.4.2 Preparo de amostra para analise multirresiduo de agrotoxicos .............. 37
2.4.2.1 Método QUEChERS ..o 39
2.5 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS.......cooecveeeereeeieeece e, 47
2.5.1 Seletividade. ... 47
2.5 2 EXALIAAO ....eeeieeeeieiit ettt e e e 47
2.5.3 PrECISAD ....eiiiiiieiiii ettt a e e 47
2.5.4 Limite de deteccéo e limite de quantificagao...........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiicie 48
2.5.5 Curva analitica e linearidade.............coouuiiiiiiiiiiieiiiie e 49
2.5.6 Ef@ITO MALIZ oo 49
2.5.7 Padréo interno e padrao de CONtrole........ccccevviiiiiiiiiiiii 50
3 MATERIAIS E METODOS........couiiieieeiecieee e ee ettt 51
3.1 INSTRUMENTACAO ............................................................................................ 51
3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS. ..., 52
3.3 AGROTOXICOS SELECIONADOS ......cooeoeeiveeteeeeeeeete et eae e, 53
3.3.1 Preparo das solug8es analitiCas........ccevvvveeeeeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59

3.4 PREPARO E UTILIZACAO DO PADRAO INTERNO E DO PADRAO DE
CONTROLE ..ottt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e et e e seeeesiaeen 59

3.5 AMOSTRAGEM E PROCESSAMENTO ..ottt 60

3.6 FASE MOVEL UTILIZADA .......oooueeeeee ettt 61



3.7 CONDICOES UTILIZADAS NO SISTEMA UHPLC-MS/MS .......cccoveeriirerennnene, 62

3.8 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINAGCAO PARA

DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM BATATA ROSA. ....cooveveeeeeeeeeeeeenae 63
3.8.1 Avaliacao das diferentes versdes do método QUEChERS................ccc....... 63
3.8.2 Avaliacao dos diferentes sorventes na etapa de d-SPE...............ccovveeeennnn. 64

3.9 VALIDACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINAGCAO DE

RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS ....ooeiieieeiee e 65
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........ociiieeieeeee ettt 66
4.1 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS ....oveieeeeeeee et 66

4.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PARA A

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATA.......ccccveveuree. 70
4.2.1 Avaliacao dos sorventes utilizados na etapa de limpeza do extrato............ 74
4.3 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO.......ccooveeitiieieeteeveeeeeiee e 79
4.3.1 SEletiVIdAAC ....coiiiiiiiiiie e 80
4.3.2 LiN@AIAATE. .....coiiiiiiiie i 81
4.3 3 EFEITO MALIIZ ..oeeiiiiee e 81
4.3.4 Limite de deteccdo e de quUantifiCaGa0 .........cevvvvvivviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 82
4.3.5 EXQtIJA0 € PrECISAD ...ciivviiiiiiii i e eee ettt e e e et s e e e e e e e e e et a e e e 82
4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS COMERCIAIS..................... 87
5 CONCLUSOES ..ottt 95
6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS NO LABORATORIO............... 96

T REFERENCIAS ......ooooiiieeeeeee ettt ettt 97



19

1 INTRODUCAO

Com o crescimento populacional, a agricultura tem apresentado a necessidade
de melhorar a produtividade das safras, com isso produtores rurais tém recorrido cada
vez mais 0 uso de agrotoxicos, 0s quais se enquadram: inseticidas, fungicidas,
herbicidas, entre outros (MEIRA, 2015).

Esses compostos podem pertencer a classe quimica dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides, triazinas e outros. Substancias que podem
trazer varios agravos a saude, como o cancer, além da contaminacdo ambiental
(SANTOS, 2017). Os agrotoxicos podem chegar a mesa dos consumidores atraves
dos alimentos contaminados (LEHOTAY et al., 2005). Para MACHADO et al., 2017,
0s agrotdoxicos podem permanecer nas culturas mesmo quando aplicadas em
concentracfes recomendadas. Essas concentracfes sao estipuladas através do limite
maximo de residuos (LMR), estabelicidos por regulamentos nacionais e internacionais
a fim de manter a seguranca do consumidor. No Brasil, a avaliacdo desses limites é
realizado pelo Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA). Esse monitoramento tem como parametro os limites maximos de residuos
estabelecidos pela Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em outros
paises, existem outros orgaos responsaveis por essa avaliacao, é o caso do Codex
Alimentarius e a Unido Europeia, entre outros, que também estabelecem limites
maximos de residuos. Caso a cultura exceda o LMR, existe uma irregularidade e o
produto ndo estara em conformidade para consumo.

Com a crescente demanda por fast foods e alimentos préticos, as batatas tem
ganhado espaco na agricultura (GARCIA, 2015; HAAN e RODRIGUEZ, 2016). Para
atender essa demanda alguns herbicidas podem ser utilizados para auxiliar na
secagem das ramas e antecipar a colheita (SANTOS, 2017). Outros compostos
também séo utilizados para combater pragas e aumentar a producéo das lavouras,
pratica que pode resultar em residuos indesejaveis no produto que servira de alimento
para muitas familias (IERNA, 2014). Dessa forma, Meira (2015), aborda a
necessidade de métodos de analises cada vez mais rapidos, de baixo custo, que
utilizem menor quantidade de solventes, com resultados precisos, capazes de

englobar o maior nUmero de compostos possiveis em uma Unica analise.
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O método proposto em 2003 por Anastassiades e colaboradores, denominado
QUEChERS (do inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), tem sido muito
utilizado no preparo de amostras de matrizes alimentares, devido aos altos
percentuais de recuperacdo dos compostos e facilidade de execucdo. O método
QUEChERS é compativel com a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS), que permite obter resultados de forma
rapida e segura, com alta seletividade e sensibilidade mesmo em baixas
concentracfes. Nessa perspectiva esse trabalho validou o método multirresiduo para
82 compostos em batata inglesa e asterix, como também realizou a analise
comparativa destes entre casca e polpa da batata, considerando que as
concentracbes nestas podem chegar a valores superiores (LMR) estibulados pela
ANVISA e desta forma causar algum risco a saide humana

1.1 OBJETIVOS

Desenvolver e validar método analitico para a determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em batata empregando QUEChERS e cromatografia liquida de ultra-alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série.

1.1.1 Objetivos Especificos

I. Avaliar qual o procedimento de extracdo e particdo com base nos métodos
QUEChERS original, acetato e citrato apresenta maior eficiéncia no preparo
de amostra, quanto ao maior numero de compostos recuperados e menor
extracao de interferentes (coextrativos);

II. Verificar a eficiéncia de diferentes sorventes no preparo da amostra;

lll. Validar o método desenvolvido para a matriz batata, considerando os (LMRS)
estabelecidos no Brasil e na Europa,

IV. Aplicar o método proposto em amostras reais;

V. Avaliar a quantidade de residuos de agrotoxicos na casca e na polpa da

batata.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BATATA

A batata, conhecida cientificamente como Solanum tuberosum L., pertence a
classe das hortalicas, dentro do grupo dos tubérculos, sendo uma espécie de caule
arredondado e subterraneo, com funcédo de armazenar nutrientes e energia para as
plantas. Esta planta é nativa da América do Sul, da cordilheira dos Andes, com
adaptacdo na Europa em meados de 1570. Em 1620 foi levada da Europa para a
América do Norte, espalhando-se para o mundo todo (EMBRAPA, 2022). Existem
aproximadamente 5.000 variedades de diversas cores: brancas, amarelas,
encarnadas, roxas, das mais diversas formas, arredondada, achatadas e compridas,
sendo considerada a cultura com maior diversidade, da qual a composi¢ao nutricional
pode variar (SAMPAIO et al, 2020; VAITKEVICIENE, 2019). A variedade mais
produzida no mundo € a batata branca e consecutivamente a batata de casca
avermelhada (HAAN e RODRIGUEZ, 2016). Como evidenciado na Figura 1, é
possivel encontrar uma grande variedade de tubérculo de diferentes coloracfes e

formatos.

Figura 1 - Batatas de diversas cores.

v A S

Fonte: Google.

A Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO), apresenta o perfil de
informacgdes sobre a composi¢cao centesimal da batata inglesa crua. Percebe-se que
em 100 g apresenta aproximadamente 83 g de agua e 14,7 g de carboidratos, além
de diversos minerais, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicéo da batata branca crua para cada 100 g.

Composicéo Batata Branca
Nutrientes

Agua (g) 82,9
Energia (kcal) 64,0
Proteinas (g) 1,8
Carboidratos (g) 14,7
Colesterol (mg) NA
Lipidios (mg) Tr
Fibras totais (g) 1,2
Minerais

Célcio (mg) 4,0
Magnésio (mg) 15,0
Manganés (mg) 0,1
Fosforo (mg) 39,0
Ferro (mQ) 0,4
Sadio (mg) Tr
Potéssio (mg) 302,0
Cobre (mg) 0,1
Zinco (mg) 0,2
Vitaminas

Retinol (ug) NA
Tiamina (mg) 0,2
Riboflavina (mg) Tr
Piridoxina (mg) 0,2
Niacina (mg) Tr
Vitamina C (mg) 31,1

Fonte: Adaptado de TACO, 2011. Legenda: N.A.: N&o Aplicavel; Tr.: Traco.

A batata asterix, de casca vermelha, possui maior teor de fibras e baixo
contetdo de acucares redutores, caracteristicas que a tornam mais adequada para
frituras. S&8o mais tolerantes ao escurecimento, sendo ideais para uso industriais
(FIGUEIREDO, 2011).

As batatas apoOs cortadas ou descascadas tendem a escurecer, um dos
principais responsaveis deste fendmeno € uma enzima chamada de polifenol oxidase
que catalisa a hidroxilacdo de monofenodis a o-difendis, € um processo oxidativo
destes na presenca de oxigénio (MISHRA, 2016).

Devido as suas propriedades, a batata € uma opc¢do indispensavel na
alimentacdo humana. Estas hortalicas sdo conhecidas como uma das principais fontes
de carboidratos, mas também s&o fontes de proteinas de boa qualidade (GALDON,

2010). As batatas séo ricas em vitaminas C e algumas do complexo B, contém
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fitonutrientes como caratenoides, compostos fendlicos e flavonoides. Tais compostos
apresentam propriedades benéficas a saude, contribuindo em atividades
antioxidativas, anticancerigenas, antitumorais e citotoxicas (GALDON, 2012).
Estudos apontam que a casca da batata pode ter até 10 vezes mais nutrientes
do que a polpa, sdo excelentes fontes de minerais e podem ser utilizadas na culinaria
para enriquecer a composicao alimentar de pessoas com deficiéncia de Fe, Zn, Cu,
Ca e Mg (VAITKEVICIENE, 2019). A composic¢éo nutricional da batata pode variar de
acordo com as praticas agricolas, fatores climaticos e tipos de solo. J& o

processamento das batatas pode levar a perca do valor nutricional (GARCIA, 2015).

2.2 PRODUGCAO DA CULTURA DA BATATA

A cultura da batata é a quarta mais importante do mundo, ficando atras das
culturas de trigo, arroz e milho. Este alimento pode ser consumido de diversas formas,
batatas fritas, cozidas, como ingrediente de uma receita ou até mesmo em produtos
industrializados (GAO, 2019; SAMPAIO, 2020).

As batatas sdo cultivadas durante o ano todo. A maioria dos paises tem suas
proprias praticas de plantio que evoluiram para melhor adaptar o cultivo das batatas
as condicdes climaticas (DEY, 2021).

A Asia é o continente com maior producéo de batatas, correspondente a 40%
da producdo mundial. A batata foi introduzida na Asia por comerciantes europeus
entre os séculos XVI e XVII. Com o avanc¢o da agricultura e o0 aumento da area onde
sao cultivadas, a producéo teve uma expansao expressiva nos ultimos anos. Em 2018,
a China foi o maior produtor mundial de batatas, seguido da india (DEY, 2021).

Atualmente a China é o maior produtor de batatas, tanto em area de producéo
quanto em gquantidades, producdo a qual ainda esta em expansao (WANG, 2018).
Segundo as estimativas da Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacéo (FAO), em 2018 foram produzidas mais de 368 milhdes de toneladas
métricas de batatas em todo o mundo. Em 2014 a China produziu cerca de 95,6
milhdes de toneladas de batatas, o equivalente a 25% da producao mundial (QUINAG,
2018).

Na China, batatas sdo consumidas principalmente na forma de tubérculos
frescos, com média per capita inferior a 40 kg, correspondente a 1/3 do consumo anual

de paises desenvolvidos. Os produtos industrializados, que utilizam a batata como
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principal componente, correspondem a menos de 10% da producdo total. Os
principais produtos derivados da batata sdo amido, amido modificado e batatas fritas
(HONG, 2017).

Em 2020 o Brasil foi responsavel pela producdo de 3,7 milhdes de toneladas
de batata, com area de plantacdo estimada em 117.263 ha, tendo o rendimento de
32.134 kg/ha (IBGE, 2022). A Tabela 2 ilustra a evolu¢do da producdo de batata
inglesa no Brasil entre 2010-2020.

Tabela 2 - Evolugao anual da area plantada e da quantidade produzida de batata no Brasil (2010-2020).

Brasil
Ano .
Area plantada/hectares bro dg;zgs‘,{%ide?a das

2010 145.682 3.547.510
2011 149.292 3.917.234
2012 136.019 3.731.798
2013 128.118 3.553.772
2014 132.077 3.689.836
2015 131.943 3.867.681
2016 129.953 3.851.396
2017 118.176 3.655.069
2018 120,43 3.728.953
2019 116,97 3.711.744
2020 117.263 3.767.769

Fonte: Adaptado de IBGE, 2022

O Rio Grande do Sul é um dos estados brasileiros com maior producao de
batatas, superado pelos estados de Minas Gerais, Parana e Sao Paulo. Entre os anos
de 2018 e 2020, o Rio Grande do Sul produziu em média 407.667 toneladas no triénio,
correspondente a 11% da producédo nacional (ATLASRS, 2022). A Tabela 3 apresenta

a evolugao da producéo de batata inglesa no Rio Grande do Sul entre 2010-2020.
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Tabela 3 - Evolucao anual na area plantada e da quantidade produzida de batata no Rio Grande do
Sul (2010-2020).

Rio Grande do Sul

Ano < Quantidade
Area plantada/hectares produzida/toneladas
2010 21.447 367.406
2011 21.888 388.967
2012 19.742 359.031
2013 19.015 357.138
2014 18.242 357.221
2015 19.006 399.472
2016 18.596 426.427
2017 19.325 484.541
2018 17.485 406.796
2019 18.664 452,332
2020 17.686 363.873

Fonte: Adaptado de IBGE, 2020

Entre os municipios do Rio Grande do Sul, Sdo Francisco de Paula se destaca
pela producéo de batatas, com média anual de 75 mil toneladas/ano. Em seguida Bom
Jesus, com uma producdo média de 67,8 mil toneladas/ano, e Sao José dos Ausentes
com 59,3 mil/toneladas por ano (ATLASRS, 2022).

O Brasil produz tubérculos suficientes para atender a demanda doméstica,
porém depende de boa parte da batata processada que o pais consome (GARCIA,
2015). O consumo de batatas processadas esta em crescimento, no Brasil e no
mundo. Um dos fatores que contribuem para o crescimento do consumo de batatas
processadas € a facilidade do preparo, além da disponibilidade e a crescente
demanda por fast food. Chips e palitos pré-fritos sdo os produtos com segundo maior
crescimento no setor industrial de alimentos no Brasil (GARCIA, 2015; HAAN e
RODRIGUEZ, 2016).

Existem diversas pragas que podem danificar as plantacbes de batata:
besouros da batata, virus, pulgdes e outros que podem surgir com o excesso de chuva
e umidade. Visando atender o consumo global e minimizar perdas no decorrer das
safras, agricultores tem optados pelo uso de agrotoxicos dos mais diversos tipos, tais
como herbicidas, fungicidas, nematicidas e inseticidas (PEREZ, 2006). Os herbicidas
também sao utilizados para auxiliar na secagem das ramas e antecipar a colheita

(SANTOS, 2017). Apesar dos agrotoxicos protegerem as lavouras contra pragas,
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guando as doses de aplicacao estabelecidas ndo sdo seguidas, e o tempo de colheita
antecipado, pode resultar em residuos indesejaveis no produto que servira de
alimento para muitas familias (IERNA, 2014). Estes residuos contém agentes tdxicos
que podem trazer varios agravos a saude, como o cancer, além da contaminagao
ambiental (SANTOS, 2017).

2.3 AGROTOXICOS E SEUS IMPACTOS

De acordo com o Codex Alimentarius (2018), qualquer substancia utilizada
durante a etapa de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e
processamento do alimento ou racado animal para prevenir, destruir, atrair, repelir ou
controlar qualquer peste, sdo denominados agrotéxicos. Esse termo também define
substéancias utilizadas no combate de espécies de plantas indesejaveis, controle de
parasitas que atuam como hospedeiros externos em animais, substancias reguladoras
do crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes ou inibidores de brotos, e
substancias aplicadas tanto antes quanto apos a colheita, para proteger a mesma da
deterioracdo durante o armazenamento e transporte.

A classificacdo dos agrotoxicos pode ser correlacionada com sua acao, praga-
alvo, estrutura quimica e suas substancias ativas, bem como segundo 0s riscos a
salude humana e ao meio ambiente (YAMASHITA, 2008; LARINI, 1999). Segundo
Tsipi e colaboradores (2015), os agrotéxicos podem ser classificados conforme
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Classificacdo dos agrotéxicos quanto ao seu modo de acao.
Classificacao Modo de agéo

Acaricida Combate de acaros

Algicida Combate ou inibicdo de algas

Inseticida Controle de insetos ou o seu desenvolvimento

Avicida Combate a aves
Bactericida Combate ou inibicdo de bactérias em plantas ou solo
Fungicida Combate ou controle de fungos

Herbicida Combate ou inibicdo de plantas invasoras
Nematicida Combate a nematoides

Raticida Combate ou controle de roedores

Regulador de
crescimento

Altera o desenvolvimento, florescimento ou taxa de reproducéo de uma
cultura/planta

Fonte: Tsipi et al., 2015
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O processo de regulamentacdo do uso de agrotoxicos no Brasil passa pela
avaliacao de trés orgdos do Governo Federal: Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

O IBAMA é responsavel pela realizacdo detalhada de informacdes sobre o
potencial poluidor do produto no meio ambiente. O MAPA tem por competéncia avaliar
a eficiéncia do produto e seu uso na agricultura através de informacgfes agrondmicas.
Por fim, a ANVISA coordena as ac¢des na area toxicoldgica e em quais condi¢des seu
uso é seguro, estabelecendo os (LMRs) permitidos no Brasil (BRASIL, 2019).

O LMR, conforme a ANVISA é definido como a quantidade maxima de residuo
de agrotoxico que é legalmente permitido no alimento, por meio da aplicacdo
adequada numa determinada fase da cultura até seu consumo, expresso em pug kg
ou mg kg*. Conforme o decreto n° 10.833, de 2021 cabe ao MAPA e ao Ministério da
Saude a competéncia de monitorar os residuos de agrotoxicos em produtos de origem
vegetal e animal. Este decreto também atribui ao Mistério da Salde a
responsabilidade de avaliar o risco a saude do uso de agrotoxicos, como também
conceder o registro de agrotoxicos e afins destinado a ambientes urbanos e
industriais.

Na Unido Europeia (EU, do inglés European Union), os LMRs séo deliberados
apos uma extensa avaliacdo das propriedades do ingrediente ativo e seus
metabdlitos, além da utilizacéo pretendida do agrotoxico, com base nas boas praticas
agricolas e na exposicdo mais baixa necessaria para proteger os consumidores. Os
LMRs foram estabelecidos para mais de 500 agrotoxicos em mais de 370 alimentos.
Os alimentos importados também devem atender esses limites legais, definidos como
“tolerancia de importagdo” para atender as necessidades do mercado internacional.
Os alimentos ou rac6es devem estar em concordancia com as normas estabelecidas
pela EU para serem comercializados. Os Estados membros da UE sao obrigados a
realizar testes em alimentos para garantir que os limites legais estdo sendo
respeitados. Os programas de monitoramento europeus sao os mais abrangentes do
mundo, determinando mais de 500 agrotoxicos em mais de 75.000 amostras de
alimentos todos os anos. Os dados coletados em 2019, relatam que 96,1% do total de
96.302 amostras analisadas ficou abaixo do nivel maximo de residuos LMR, 3,9%
acima do nivel, cuja 2,3% excederam o LMR ap0s levar em consideracéo a incerteza
da medicdo (EFSA,2018).
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No Brasil, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA), criado no ano de 2001 pela ANVISA, tem monitorado os niveis de residuos
de agrotdxicos nos alimentos que chegam na mesa do consumidor. No ultimo relatério
apresentado pelo PARA (ANVISA, 2019a), realizado no periodo 2017-2018, apresenta
os dados da determinacdo de 270 agrotoxicos em 4.616 amostras de 14 diferentes
alimentos mais consumidos pela populacéo brasileira. Foram analisados os seguintes
alimentos: abacaxi, alface, alho, arroz, batata-doce, beterraba, cenoura, chuchu,
goiaba, laranja, manga, pimentdo, tomate e uva. Entre as amostras analisadas nesse
periodo, 3.544 amostras (77%)foram consideradas satisfatorias, onde 2.254 (49%)
nao foram detectados residuos, e 1.290 (28%) tiveram residuos com concentracfes
iguais ou inferiores ao LMR, estabelecido pela ANVISA. J&, 1.072 amostras (23%)
foram consideradas insatisfatorias.

Os agrotoéxicos tém sido aplicados majoritariamente em varias culturas para
inibir a acdo de pragas e pestes, mas a utilizacdo de forma inadequada, nao
obedecendo as instrugcbes prescritas na bula de cada produto, pode ocasionar em
problemas ambientais e a saude humana (MARTINS et al., 2017; VIERA et al., 2017).
Portanto, € de extrema importancia regular tais contaminantes em alimentos e
averiguar a periculosidade para a saude e meio ambiente. Conforme o IBAMA (2022),
o mercado brasileiro apresentou no ano de 2020, um aumento de 10,51 % nas vendas
internas de agrotoxicos em relacdo a 2019. A venda total de ingredientes ativos foi de
685.745,68 toneladas, dos quais 0os mais comercializados estao representados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Ingredientes ativos de agrotdxicos mais comercializados no Brasil em 2020.

Ranking Ingrediente ativo Toneladas
1° Glifosato 246.017,51
20 2,4-D 57.597,57
3° Mancozebe 50526,87
40 Atrazina 33.321,11
50 Acefato 29.982,50
6° Dicloreto de paraquate 24.191,03
7° Malationa 15.702,11
8° Enxofre 11.390,90
90 Imidacloprido 9.401,65
100 Clorpirifés 8.864,88

Fonte: Adaptado de IBAMA (2020).
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De acordo com os dados do IBAMA, referentes ao ano de 2020, o Brasil
produziu cerca de 83.619,48 toneladas de matéria prima destinada a producdo de
produtos formulados e 502.848,47 toneladas de produto ativo, responsavel pela
eficacia do agrotoxico. A importacdo brasileira atingiu 278.214,69 toneladas de
matéria prima e 185.721,01 toneladas de produto ativo. Foram exportadas cerca de
3.414,12 toneladas de matéria prima e 6.131,63 toneladas de produtos ativo (IBAMA,
2020).

Atualmente, no Brasil a ANVISA estabelece LMR para 128 compostos em
batata, sendo que esta pesquisa visa determinar 102 compostos, dos quais 71 destes
apresentam LMR autorizados pela ANVISA. A Tabela 6 apresenta os LMR dos
compostos em estudo, estabelecidos para a cultura da batata pela ANVISA, pela
Unido Europeia e pelo Codex Alimentarius, bem como o grupo quimico e a classe

funcional de cada composto.
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Tabela 6 - Compostos registrados no Brasil para uso na cultura de batata juntamente com os (LMRs), estabelecidos de acordo com a ANVISA, EU e Codex

Alimentarius.
(continua)
. ANVISA UE Codex Alimentarius
Nome Comum Grupo Quimico Classe(S) (mg kg) (mg kg) (mg kg)
1 Acefato Organofosforado Acaricida/Inseticida 0,2 0,01 -
2 Acetamiprido Neonicotindide Inseticida 0,5 0,01 -
3 Acibenzolar-S-metilico Benzotiadizol Ativador de Planta 1,00 0,01 -
4 Azoxistrobina Estrobilurina Fungicida 0,10 7,0 7,0
5 Benalaxil Acilalaninato Fungicida 0,10 0,02 0,02
6 Boscalida Anilida Fungicida 0,05 2,0 -
7 Bromuconazol Triazol Fungicida 0,10 0,01 -
8 Carbaril Metil Carbamato de Naftila Inseticida 0,10 0,01 -
9 Carboxina Carboxanilida Fungicida 0,20 0,03 -
10 Cimoxanil Acetamida Fungicida 0,10 0,01 -
11 Ciprodinil Anilinopirimidina Fungicida 0,10 0,02 -
12 Ciromazina Triazinamina Inseticida 0,10 0,05 -
13 Cletodim Oxima ciclohexanodiona Herbicida 0,50 0,05 -
14 Clomazona Isoxazolidinona Herbicida 0,05 0,01 -
15 Clorfluazurom Benzoiluréia Inseticida 0,01 - -
16 Clorpirifés Organofosforado Inseticida/Formicida/Acaricida 1,00 0,01 2,0
17 Cresoxim-metilico Estrobilurina Fungicida 0,10 - -
18 Difenoconazol Triazol Fungicida 0,10 0,1 -
19 Dimetomorfe Morfolina Fungicida 0,03 0,05 0,05
21 Dinotefuran Neonicotinoide Inseticida 0,01 - -
22 Espinetoram Espinosinas Inseticida 0,01 - 0,7
23 Espinosade Espinosinas Inseticida 0,01 - -
24 Espiromesifeno Cetoenol Inseticida/Acaricida 0,03 - -
25 Etefon Etileno Regulador de Crescimento 0,10 0,05 -
26 Etofenproxi Eter Difenilico Inseticida 0,03 0,01 -
27 Famoxadona Oxazolidinadiona Fungicida 0,01 0,02 0,02



http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=2
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=4
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=4
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=4
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=20
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=20
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=20
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=34
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=155
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(continuacao)

i ANVISA UE Codex Alimentarius
Nome Comum Grupo Quimico Classe(S) (mg kg™ (mg kg™Y) (mg kg
28 Fenamidona Imidazolinona Fungicida 0,02 0,01 0,02
29 Fenoxaprope-P-Etilico  Acido Ariloxifenoxipropidnico Herbicida 0,05 0,1 -
30 Fipronil Pirazol Inseticida/Formicida/Cupinizida 0,05 0,005 0,02
31 Flubendiamida Diamida do Acido Ftalico Inseticida 0,01 0,01 -
32 Fludioxonil Fenilpirrol Fungicida 0,02 50 50
33 Flufenoxurom Benzoluréia Acaricida/Inceticida 0,01 0,01 -
34 Flumioxazina Ciclohexenodicarboximida Herbicida 0,05 0,02 0,02
35 Fluopicolida Benzamida Piridina Fungicida 0,07 0,03 -
36 Fluopiram Piriletilamida Fungicida 0,10 0,08 0,15
37 Flutolanil Carboxamida Fungicida 0,03 0,1 -
38 Flutriafol Triazol Fungicida 0,10 0,01 -
39 Fostiazato Organofosforado Inseticida/Nematicida 0,5 0,02 -
40 Imidacloprido Neonicotinoide Inseticida 0,05 0,01 -
41 Indoxacarbe Oxadiazina Inseticida/Cupinicida/Formicida 0,05 0,02 0,02
42 Iprodiona Dicarboximida Fungicida 0,02 0,01 -
43 Isoxaflutol Isoxazol Herbicida 0,01 0,02 -
44 Linurom Uréia Herbicida 1,00 0,01 -
45 Lufenurom Benzoiluréia Inseticida/Acaricida 0,02 0,01 0,01
46 Mandipropamida Eter Mandelamida Fungicida Sistémico 0,01 0,1 0,1
a7 Metalaxil-Metilico Acilalaninato Fungicida 0,05 0,02 0,05
48 Metconazol Triazol Fungicida 0,05 0,04 -
49 Metomil Metilcarbamato de Oxima Inseticida/Acaricida 0,10 0,01 0,02
50 Metribuzim Triazinona Herbicida 0,10 0,1 -
51 Miclobutanil Triazol Fungicida 0,50 0,06 -
52 Pencicurom Feniluréia Fungicida 0,10 - -
53 Picoxistrobina Estrobilurina Fungicida 0,01 0,01 -
54 Pimetrozina Pirimidina Azometina Inseticida 0,01 - -
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(concluséo)

T ANVISA UE Codex Alimentarius
Nome Comum Grupo Quimico Classe(S) (mg kg™ (mg kg™ (mg kg
55 Piraclostrobina Estrobilurina Fungicida 0,02 - -
56 Pirimetanil Anilinopirimidina Fungicida 0,50 - 0,05
57 Procimidona Dicarboximida Fungicida 0,50 0,01 -
58 Profendéfos Organofosforado Inseticida/Acaricida 0,05 0,01 -
59 Propamocarbe Carbamato Fungicida 0,50 0,3 0,3
60 Quizalofope-P-Etilico Acido Ariloxifenoxipropidnico Herbicida 0,03 0,1 -
61 Saflufenazil Uracila Herbicida 0,03 - -
62 Tebuconazol Triazol Fungicida 0,10 0,02 -
63 Teflubenzurom Benzoiluréia Inseticida 0,10 0,05 -
64 Tetraconazol Triazol Fungicida 0,01 0,02 -
65 Tiabendazol Benzimidazol Fungicida 5,00 0,04 15
66 Tiacloprido Neonicotindide Inseticida 0,10 0,02 0,02
67 Tiametoxam Neonicotinbide Inseticida 0,02 0,07 -
68 Tiofanato-Metilico Benzimidazol Fungicida 0,10 0,1 -
69 Trifloxistrobina Estrubilurina Fungicida 0,02 0,02 0,02
70 Trifumurom Benzoiluréia Inseticida 0,10 0,01 -
71 Zoxamida Benzamida Fungicida 0,10 0,02 0,02

Fonte: Adaptado de ANVISA (2022a); EU (2022); Codex Alimentarius (2018).


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=293
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=293
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=293
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2.4 DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS

2.4.1 Técnicas cromatograficas para determinacédo de residuos de agrotéxicos

A grande variedade de agrotoxicos e seus metabdlitos tém se tornado um
desafio na determinacdo de seus residuos em alimentos. Diante disto, os cientistas
buscam expandir a gama de agrotoxicos que podem ser determinados em uma Unica
analise, bem como quantificar analitos em niveis mais baixos, com maior precisao,
menor uso de solventes toxicos e baixo custo (LEANDRO et al., 2007). O escopo, 0s
limites de detecc¢do e quantificacdo, a eficiéncia e a velocidade dos métodos analiticos
multirresiduo sdo parametros que devem ser otimizados para atingir esses requisitos
(REIS, 2020).

As técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida acopladas a
espectrometria de massas tem sido mundialmente aplicada na determinagéo destes
compostos (TSIPI et al., 2015). Na cromatografia gasosa, a amostra € vaporizada e
carreada pela fase movel, a separacdo dos seus componentes ocorre de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas e as da fase estacionaria contida na coluna, a qual
pode ser liquida ou solida.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € capaz de separar misturas que
contém muitos compostos com propriedades fisico-quimicas semelhantes, na qual o
principal critério para a analise € que 0s compostos interajam com a fase movel. Esta
técnica emprega colunas recheadas com materiais especiais e uma fase mével, eluida
sob altas pressdes. Nesta técnica os compostos podem ser separados em uma unica
analise, em uma pequena escala de tempo, com alta resolucdo, eficiéncia e
detectabilidade (COLLINS et al., 2006). Dentro deste contexto, por apresentar maior
resolucao e rapidez, a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés
ultra-high performance liquid chromatography) tem ganhado destaque. Esta técnica
utiliza colunas menores, com menor diametro e empacotadas com particulas de
didametro < 1,7 um, diminuindo o tempo de andlise, com melhor resolucéo e picos
relativamente mais estreitos quando comparados a LC convencional (CHIARADIA et
al., 2008). A UHPLC permite o acoplamento a espectrometria de massas. A

espectrometria de massas (MS) atua na identificagdo dos analitos, capaz de obter
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informacdes estruturais e massa molar do analito, caracteristicas que permitem uma
seletividade adicional (SANTE, 2020; CALDAS, 2011).

Os sistemas de espectrometria de massas podem ser encontrados nas
configuracdes single ou triplo quadrupolo, trapeamento de ions (do inglés ion trap), e
tempo de voo (do inglés time of flight). A técnica esta fundamentada na formacéao de
ions de compostos organicos através de fontes de ionizacdo, para que sejam
separados pela razdo massa/carga (m/z) e encaminhados para o detector (GROSS,
2004; CHIARADIA et al., 2008; SANTE, 2020).

Na cromatografia liquida, as fontes de ionizacdo que apresentam maior
eficiéncia acopladas com a espectrometria de massas sao as que produzem ions a
pressdo atmosférica. A ionizagéo por eletronebulizacéo (ESI), do inglés electrospray
ionization; ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), do inglés atmospheric
pressure chemical ionization; e ionizacao por fétons a pressao atmosférica (APPI), do
inglés atmospheric pressure photoionization, sdo as mais empregadas (LANCAS,
2009).

O modo de ionizagdo por eletronebulizagdo € o mais aplicado no sistema de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Esta técnica
baseia-se na formacao de ions na pressado atmosférica. A amostra dissolvida em um
solvente, ndo polar, pressurizada em um tubo capilar, sob uma voltagem entre 3000
e 5000 volts. Desta forma o eluente contendo os analitos emerge da coluna a pressao
atmosférica, na forma de aerossol. As goticulas formadas séo dessolvatadas e os ions
sdo induzidos pelos efeitos da atracdo eletrostatica e pelo vacuo até o espectrébmetro
de massas. Um dos mecanismos mais utilizados para explicar esse fenédmeno
consiste na “explosédo” couldbmbica, onde a carga do analito permanece intacta com o
processo de evaporacdo da goticula de solvente. As particulas sdo removidas da
superficie pela forca do campo elétrico aplicado nas mesmas, transferindo-as para a
fase gasosa que é energeticamente mais favoravel para ions solvatados. O processo
de dessolvatacéo por meio de um fluxo de gas seco, no qual o gas nitrogénio é o mais
utilizado (LANCAS, 2009).

O analisador de massas do tipo triplo quadrupolo é formado por dois
quadrupolos ligados a um octapolo, em série. A funcdo do octapolo é atuar como uma
cela de colisdo. Os ions selecionados no primeiro quadrupolo passam para o octapolo,
o qual vai fragmentar esses ions por meio da dissociagdo induzida promovida pela

colisdo com um gas inerte. Em seguida, esses ions, também chamados de ions
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percursores, sao direcionados por este mesmo gas para o segundo quadrupolo. Tem-
se o controle do sistema para transmitir ions de uma Unica razdo massa/carga para
gerar informacdes analiticas mais exatas (CHIARADIA et al., 2008). Na Figura 2 tem
se a ilustracdo da configuracdo de um sistema de cromatografia liquida acoplada a

um espectrometro de massas em série do tipo triplo quadrupolo.

Figura 2 - ConfiguracGes de um sistema de cromatografia liquida acoplada a um espectrdmetro de
massas em série tipo triplo quadrupolo.

Analisador de massas de configuracio triplo quadrupolo

Quadrupolo 1 Quadrupolo 2 Quadrupolo 3
Fonte d
ion M+
Cela de Colisdo
Gas
Analito M ! "
Sistema de
. Sinal
croratqgrafla Amostra g analitico
iquida M ’

Fonte: BARCI, 2019.

Os modos de aquisicdo, ou seja, formas as quais o0 espectrdmetro de massas
pode ser programado para a aquisi¢cao dos dados:

a) varredura completa (do inglés full scan): Neste modo é programado para
analisar todas as massas do seu espectro de operagao, empregada quando néo se
sabe 0s componentes que a amostra possui (STASHENKO e MARTINEZ, 2010;
VEKEY, 2001). Este modo também opera dentro de uma faixa determinada,
empregando apenas um quadrupolo. Nessas condi¢cdes o cromatograma € conhecido
como cromatograma do ion total (TIC, do inglés total ion chromatogram)
(STASHENKO e MARTINS, 2010; GROSS, 2004).

b) monitoramento do ion selecionado (SIM, do inglés selected ion monitoring): O
monitoramento de ions selecionados, SIM, permite a escolha de um unico ion a ser
monitorado ou varios ions caracteristicos dos analitos de interesse (STACHNIUK;
FORNAL, 2016). Neste modo de operacéo, o Q2 e o Q3 apenas transmitem 0s ions
filtrados no Q1 (STASHENKO e MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).
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c) monitoramento seletivo de reacbes (SRM, do inglés selected reaction
monitoring): Esta técnica também conhecida como modo de varredura do ion produto
ou ion percursor, é uma técnica muito sensivel e seletiva, focada na fragmentacao de
um ion percursor selecionado no primeiro quadrupolo e ions produtos resultantes
desta fragmentacéo. Essa fragmentacao ocorre no quadrupolo Q2, chamado de cela
de colisdo e consecutivamente, os ions produtos resultantes dessa fragmentacéo sao
filtrados no terceiro quadrupolo (STASHENKO e MARTINEZ, 2010). Basicamente, o
ion precursor é isolado, fragmentado e apenas os ions produtos selecionados sao
monitorados.

d) monitoramento de reacdo mudultipla (MRM, do inglés multiple reaction
monitoring): Este modo é programado para separar dois ou mais ions (SIM) para que
sejam novamente fragmentados (MS/MS). E muito eficiente quando a separacgéo
cromatografica ndo é completa (VEKEY, 2001).

O espectrometro de massas seleciona as moléculas pela razdo massa/carga,
para que posteriormente seja detectado pelo detector. Existe uma grande variedade
de detectores para MS, os mais empregados sao Chapas fotograficas, Detector de
Faraday e os detectores baseados na multiplicacdo de elétrons (do inglés electron
multiplier). Os detectores baseados na multiplicacdo de elétrons apresentam boa
razao entre custo e beneficios, qualidades o tornam o detector mais empregado
(LANCAS, 2009).

As multiplicadoras de elétrons utilizam como catodo um metal, oxido metalico,
gue quando é atingido por um ion, tem seus elétrons removidos e direcionados para
outro eletrodo. Devido a diferenca de potencial ocorrera a remocao de outros elétrons,
cada elétron gera 1 a 3 novos elétrons, e assim sucessivamente. No final do processo
é coletado de cada ion um elevado numero de elétrons, com um fator de ampliacdo
bastante eficiente (LANCAS, 2009).



37

2.4.2 Preparo de amostra para analise multirresiduo de agrotéxicos

O preparo de amostra é uma das etapas mais importantes e cruciais na
determinacdo de compostos em baixa concentracdo e em matrizes complexas como
alimentos. Desta forma, torna-se necessario o emprego de métodos multirresiduo de
facil aplicacédo e que seja eficiente para superar os limites impostos pela legislacdo. A
escolha do método deve garantir: baixos limites de deteccéo e fornecer exatidao e
precisdo para um amplo numero de analitos. Diversos estudos, em concordancia com
a sustentabilidade, vém sendo desenvolvidos de forma a melhorar a eficiéncia da
determinacdo de compostos diferentes, desenvolvendo varios métodos de extracao
(BARCHANSKA et al., 2018). A Tabela 7 apresenta alguns dos métodos modernos de
preparo de amostras para determinacdo de agrotoxicos em matrizes de alimentos.

O QUEChERS é um dos métodos mais promissores, sendo de facil execucéo e
de alto rendimento na etapa de extracdo, além de requer pequena quantidade de
amostra e solvente organico. Assim pode-se dizer que este método segue 0S
principios da quimica verde. J& outros métodos apresentam algumas desvantagens
ou limitacdes que incluem procedimentos complicados, demorados, caros e que
requerem o emprego de grande quantidade de solventes organicos que em alguns
casos sao toxicos. A eficiéncia e simplicidade do QUEChERS o tornam um dos
métodos de preparo de amostras mais empregados para o monitoramento de LMRs
(PERESTRELO et. al., 2019).
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Tabela 7 - Comparacao dos principais métodos modernos de preparo de amostras, utilizados na
extracao de agrotoxicos em alimentos.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Extrac&o assistida
por Microondas

(MAE- do inglés
MicrowaveAssisted

v Facil;

v’ Extracdo simultanea de vérias
amostras;

v' Pequenas quantidades de solventes;
v" Tempo curto de extragao.

v Baixa seletividade;

v Etapa de limpeza necesséria;
v' Néaoaplicavel para compostos
termolébeis;

v' Tempo de espera para

Extraction) resfriamento
Extrac&o por
solvente v' Pode ser automatizado, diminuindo .
o ) v' Elevados custos;
Acelerado possiveis erros;

(ASE- do inglés
Accelerated
solvent Extraction)

v' Tempo curto de extracao;
v' Consumo moderado de solventes;
v Simplicidade.

v’ Baixa seletividade;
v Limpeza de extrato e de
equipamento apds cada uso.

Dispersédo da matriz
em fase sélida

(MSPD- do inglés
Matrix solidphase
Dispersion)

v’ Custo rativamente baixo;

v' Equipamento simples;

v Realizagdo simultinea de varias
analises;

v Pode ser utilizada in situ;

v/ Pouca quantidade de solventes.

v Na maioria das vezes obtem-se
LODs ndo muito baixos;

v' Algumas vezes baixa recuperagdo
dos analitos;

v" N&o recomendavel para amostras
secas ou ricas em lipidios.

Micro extracdo em
fase solida

(SPME- do inglés
Solid-phase
Microextraction)

v N&o requer solventes;

v Capacidade de adsorvente limitada;
v Possibilidade de reexecutar
repetidamente a analise de uma
amostra;

v Possibilidade de utilizar fibra sem
perda de fase;

v Cromatégrafos com injetores comuns
podem ser usados

v Néo garante uma gama
suficientemente ampla de analise em
um unico procedimento;

v’ Baixa reprodutibilidade;
v' Problemas frequentes
otimizacdo de método;

v’ Baixa recuperagédo dos analitos.

com a

Extracdo por fluido
supercritico

(SFE- do inglés
Supercritical fluid
extraction)

v Pouca quantidade de solventes;

v Nao resulta na degradagéo dos
compostos analisados;

v Realizagdo de extragdo fracionada;

v/ Tempo curto de extragao;

v' Dispositivo que permite a extragdo no
modo semiautomético.

v' Elevado custo;
v’ Baixa seletividade;

v' Elevado tempo de limpeza de
quipamento apés cada uso;
v' Complicado quando comparado

aoutras técnicas de extracéo.

Microextragéo
liquido-liquido
dispersiva

(DLLME- ddo inglés
dispersive liquid-liquid
microextration)

v Simplicidade de operacéo;
v/ Tempo de extragao;

v’ Baixo custo;

v’ Alta recuperacgéo do analito.

v Uso de solventes téxicos;

v' N&o permite automagao;

v Preferencialmente para amostras
liguidas.

QUEChERS

(QUEChERS- do
inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective,
Rugged, Safe)

v Rapido;

v Facil;

v' Econdmico;
v' Robusto;
v’ Seguro.

v' a matriz ndo é uma fonte de ruidos
na etapa de analise isto podeconduzir
a valores de LQ mais elevados para o
mesmo volume de injec¢éo.

Fonte: adaptado de WILKOWSKA e BIZIUK, 2011; MOREIRA et al., 2014; PRESTES et al. 2011
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2.4.2.1 Método QUEChERS

Desenvolvido por ANASTASSIADES e colaboradores em 2003, o método
QUEChERS, baseia-se em trés etapas principais: extracao, utilizando como solvente
extrator a acetonitrila, particdo, promovida pela adicdo de sais, como sulfato de
magnésio e cloreto de sodio e limpeza do extrato que ocorre através de uma técnica
conhecida como Fase Sdélida Dispersiva (d-SPE, do inglés dispersive solid phase
extraction). Este método foi realizado com sucesso para a extracao de residuo de
agrotoxicos em cereais, frutas, vegetais entre outros e modificacdes ao método foram
surgindo (PAVKOVICH e BELL, 2018; LEHOTAY et al., 2010; RASCHE et al., 2015;
WANG et al., 2017). A Figura 3 apresenta um fluxograma simplificado do

procedimento normalmente utilizado para o método QUEChERS.
Figura 3 - Representacédo das etapas do método QUEChERS.

1) Cominuigao e pesagem

« P, =
v 8,058
! » & B |
Amostra Trituragdao da amostra Pesage'm (10g amostra)
2) Extracao e Partigao —

E
g A > [ » Gl

Adigdo do solvente Adicdo dos sais Agitacdo por 1 min Centrifugacao
+

Agitacdo por 1 min

3) d-SPE

> » » . » "

1 mL de extrato Agitacdo por 1 min Centrifugacao Vial

4) Analise

Fonte: O autor, 2023.
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O emprego da acetonitrila como solvente possibilita a extracdo de uma faixa
maior de agrotoxicos de diferentes polaridades, com menor quantidade de
coextrativos como ceras, agucares, lipidios e pigmentos. Outra vantagem da
acetonitrila € ser adequada para o sistema LC-MS/MS e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS) (KIM et al., 2020).

Os sais utilizados na etapa de particdo promovem o efeito salting out,
diminuindo a solubilidade das moléculas de agua presentes no solvente aquoso, este
processo da inicio a um sistema bifasico, ou seja, essa separacao de fases € induzida
pelo sal. O efeito salting out também auxilia na migracéo dos analitos da fase aquosa
em direcdo a fase liquida. A adicdo de sais secantes, na etapa de particdo, também
pode promover o aumento na recuperacéo dos analitos (BORGES et al., 2015).

Com o passar dos anos, devido a eficiéncia deste método, ele passou a ser
aplicado para outras matrizes e, consecutivamente, modificacdes foram realizadas
para atender as necessidades dos diversos tipos de compostos a serem
determinados. Para evitar a ioniza¢do ou degradacao de alguns analitos sensiveis a
alteracbes no pH, duas modificagbes do método QUEChERS original foram
desenvolvidas: o método QUEChERS acetato e citrato.

No QUEChERS acetato desenvolvido por Lehotay e colaboradores (2005)
emprega-se um tampao de acetato de sodio, utilizando a acetonitrila acidificada com
1% (v/v) de acido acético para promover o tamponamento, produzindo um solvente
de extracdo adequado para compostos que necessitam de pH acido (pH 4,5-5) para
serem extraidos (BORGES et al, 2015).No QuEChERS citrato proposto por
Anastassiades e colaboradores (2007) também se emprega o efeito tamponante (pH
5,0-5,5), utilizando-se quatro sais: citrato diidratado (CeHsNaz07.2H20),
hidrogenocitrato sesquiidratado (CsHeNa207.1,5H20), sulfato de magnésio (MgSOa) e
cloreto de sédio (NaCl). O efeito tamponante é causado pela adicéo citrato de sédio
diidratado e hidrogenocitrato sesqui-hidratado.

Seguindo a etapa do processo, a limpeza, na qual € utilizada a técnica d-SPE,
onde o extrato da amostra € misturado ao sorvente, tendo apos etapas de agitacao e
centrifugacéo (SENES et al., 2020), utilizada para remover compostos interferentes,
consiste num mecanismo de particdo onde os analitos sdo distribuidos seletivamente
entre o sorvente e a fase liquida (BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012). Os sorventes mais
relatados na literatura s&o: a amina secundaria primaria (PSA), octadecilsilano (C18)

e carbono grafitizado (GCB).
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O PSA (Figura 4) possui uma estrutura bidentada com alto poder quelante que
auxilia na remocao de acidos graxos, agucares, acidos organicos, lipidios e alguns
pigmentos e outros compostos polares da matriz. O PSA também atua como um
trocador anionico e pode interagir por ligacdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo com
outros compostos (ARIAS et al., 2014; PRESTES et al., 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica do PSA.
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Fonte: Adaptado de CABRERA et al., 2012.

O GCB (Figura 5), possui uma grande éarea superficial e contém grupos
altamente polares em sua superficie. E empregado na remocido de pigmentos
coextraidos, porém o emprego deste deve ser de forma cautelosa, pois pode remover
pesticidas de estruturas planares (PERESTRELO et al., 2019).

Figura 5 - Estrutura quimica do GCB.

O

Fonte: ZANELLA et al., 2015.

O C18 (Figura 6) também promove a limpeza efetiva de algumas matrizes, é
eficaz para amostras gordurosas, sendo eficiente na remocdo de lipidios
(PERESTRELO et al., 2019).

Figura 6 - Estrutura quimica do C18.
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Fonte: ZANELLA et al., 2015.
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A Figura 7 exemplifica as trés versdes do método QUEChERS e ainda detalha

as massas e volumes de amostra, solventes, sais e sorventes utilizados.

Figura 7 - Fluxograma das principais versées do método QUEChERS.

QuEChERs QuEChERs QuEChERs
Original (a) Acetato (b) Citrato (c)
Extragao
10 g amostra 15 g amosira 10 g amostra
10 mL ACN 15 mL ACN 1% CH;COOH 10 mL ACN
Partigdo
4 gMg50,
4 g Mgs0, 6 g MgSO, 1 g NaCl
1 g NaCl 1,5 g NaAc 1 g C;H:Na;0:.2H,0
0,5 g CHzMa;0,.1,5H,0
Limpeza
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg Mg S0, 150 mg Mg S0, 150 mg Mg 50,
25 mg PSA 25 mg PSA 25 mg PSA

Analise Cromatografica

Fonte: Adaptado de PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011.

A alumina é um sorvente com caracteristicas alcalinas, mas também pode ser

preparada com caracteristicas neutra ou 4cida, isso a torna util na separacdo de

compostos com variagdo destas caracteristicas (CABRERA et al., 2012)

Na etapa d-SPE, sorventes poliméricos com caracteristicas hidrofilicas e

lipofilicas também podem ser empregados, favorecendo a extracdo de compostos
acidos, basicos e neutros, entre eles podemos destacar, Oasis® HLB, Strata® X,
Strata® SDB-L, Supel™ QuE Z-Sep+ e Bond Elut Nexus (BROUSMICHE et al., 2008;
CANAS et al., 2012).
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Outra opcao de sorvente, sdo 0s biopolimeros renovaveis como a quitosana,
este sorvente € obtido através do processo de desacetilacdo da quitina sob altas
temperaturas, esse processo influencia diretamente na pureza do produto e
consecutivamente nas propriedades fisico-quimicas do sorvente (CANELLA,
GARCIA, 2001).

Na etapa de limpeza, além do sorvente, normalmente é utilizado uma
quantidade de sulfato de magnésio anidro (MgSOa) para realizar a remocao da agua
residual (PRESTES et al., 2011).

Para analise multirresiduo de agrotoxicos os métodos de extracdo vao
depender muito do tipo de agrotoxico alvo, sendo necessario considerar a
complexidade da matriz.

Como podemos observar na Tabela 8, o método QUEChERS se destaca entre
0S mais usados para a matriz vegetal, além de possibilitar a extracdo de maior nimero

de agrotoxicos de forma adequada.
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Tabela 8 — Trabalhos reportados na literatura empregando o método QUEChERS para extracéo de agrotdxicos em batatas e outras matrizes de origem

vegetal.

(continua)

Numero e classe

dos agrotéxicos

Matriz

Preparo de amostra

Extracdo

Limpeza

Técnica

Referéncia

11 compostos:
multirresiduo

Uva,
Batata,
Arroz,
Trigo,
Milho e

Soja

QUEChERS: 10 g de amostra + 5 mL de
agua (somente para trigo, milho, arroz e
soja) -> agitacdo (1min) ->+ 10 mL de
ACN-> agitacdo (1min) -> 4 g de MgSOa4 +
1 g de NaCl -> agitacao (vortex/1 min) ->
centrifugacéo (5 min)

d-SPE: 2 mL sobrenadante + (50 mg C18
para amostras de soja, arroz, trigo e
milho; 25 mg PSA e 7,5 mg GCB para
amostras de batata e uva) e 150 mg
MgSO4 anidro -> agitacdo (vortex/1 min) -
> centrifugacgédo (5 min)->1 mL extrato ->
filtracdo (0,22 um)

UHPLC-
MS/MS

TIAN et al.,
2020

2_
cloroetiltrimetila
moénio, 1,1
-dimetil-
Ipiperidinio

Peras e
batatas

QUECHhERS: 5 g de amostra + 3,5 mL de
ACN->agitacao (30 s)->3 g de MgSOu-
>agitacdo (vortex/1 min)->centrifugagéo

(6.000 rpm/10 min)

d-SPE: 1 mL sobrenadante + 125 mg

MgSO4 + 25 mg PSA + 50 mg GCB->

agitacao (vortex/1 min)->centrifugacéo

(10 min)->1 mL extrato->filtracéo (0,22
pHm)

UHPLC-
MS/MS

GAO et al.,
2015

1
organofosforado
s e 3 piretroides

Batata

QUEChERS: 1 g de amostra + 5 mL de
ACN 1% &c. Formico->agitacdo (vortex/2
min)->1 g de MgSO4 + 1 g de NaCIl+ 0,5 ¢

CeHsNa207.1,5H20 + 1 g CsHsNasz07.2H20-
>agitacao ->centrifugacdo(4.000 rpm/5
min)

d-SPE: 1 mL sobrenadante + 150 mg
MgSOs + 25 mg PSA -> agitacao

(vortex/1min) -> centrifugacéo (4000
rpm/5 min) ->filtracéo (0,22 pm)

UHPLC-
MS/MS-
FDA

REIS e
PERESTRELO,
2020

1 Piretréide
(Bifentrina)

Banana:
Casca, polpa

QUEChERS: 10 g de amostra + 10 mL de
ACN 1% ac. Acético (v/v) ->agitacdo
(vortex/1 min)-> 1 g de MgSQOa4 + 1 g de
acetato de sodio ->agitacédo (1 min)-
>centrifugacdo(4.000 rpm/9 min)

d-SPE: 2 mL sobrenadante + 1,5 g
MgSOs -> agitacéo (vortex/1min) ->
centrifugacédo (4000 rpm/9 min)

GC-MS

CASTRICINI et
al., 2019

12 compostos

Tomate
cereja:
Casca,

polpa, fruto
inteiro

QUEChERS: 10 g de amostra + 10 mL de
ACN-> 4 g de MgSO4 + 1 g de NaCl -
>agitacéo (1 min) ->centrifugagdo(5.000
rpm/5min)

d-SPE: 5 mL sobrenadante + 750 mg
MgSOa4 + 250 mg PSA -> agitagdo (1min)
-> centrifugacéo (5000 rpm/5 min) ->2 mL
foram tranferidos para um tubo de ensaio-
>evaporacao (N2) 40°C ->reconstituicdo
com 200 yL ACN->centrifugacéo (13.000
rpm/5 min) ->100 pL transferidos para um
frasco de injecéo

GC-MS
LC-MS

SHIMSHONI et
al., 2019
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Tabela 8 — Trabalhos reportados na literatura empregando o método QUEChERS para extragcdo de agrotoxicos em batatas e outras matrizes de origem
vegetal.
(continuacao)
Namero e classe . Preparo de amostra . )
. Matriz i Técnica Referéncia
dos agrotéxicos Extracdo Limpeza
Roma: fruto QUEChERS: 10 g de amostra + 20 mL de
intei.ro ACN ->homogenizado (homogenizador de d-SPE: 1,5 mL sobrenadante + 1000 mg
. : baixo volume) -> 1,5 g de NaCl -> agitacdo MgSO4 anidro + 50 mg PSA -> agitacao
73 co_mpo_stos. casca, arilos -> centrifugacéo (13.416g/10 min)->separar (vortex/1 min) -> centrifugacao (13.416 LC-MS/MS NAIK et al.,
multirresiduo (cobertura . ; : 2022
d 10 mL camada orgéanica -> 5 g de rpm/5 min) -> 1 mL extrato -> filtrado
as . " . )
Na>SO4 anidro para remover o teor de através de filtro de seringa de 0,2 pm
sementes) umidade

d-SPE: 7 mL sobrenadante + 1,05 g
MgSO4 + 4, 175 g PSA -> agitagéo
(vortex/30 s) -> centrifugacéo (6000 rpm/6
min) -> 1 mL extrato -> 5 mL do
sobrenadante foram transferidos para um LC-MS/MS MORAIS et
frasco contendo 50 pL de acido férmico a

QUEChERS: 10 g de amostra + 10 mL de
13 compostos: ' ACN -> agitacao/vortex -> 4 g de MgSOg4 +
multirresiduo. Pimentdes 1 gde NaCl + 0,5 g CeHeNa207.1,5H20 + 1
g CeHsNasO7.2H20 -> agitagdo ->
centrifugacado (5.000 rpm/5 min)

al., 2018
5% (v/v) em acetonitrila ->fluxo de
nitrogénio gasoso até a secura,
redissolucdo em 1,0 mL de metanol
QUECHhERS: 10 g de amostra + 3 mL de
agua+ 7 mL de ACN-> agitacéo (vortex/5 d-SPE: 1,5 mL sobrenadante + 150 mg
Tamarindo: min) ->4 g de MgSO4 + 1 gde NaCl+ 0,59 MgS_O4 anidro+ 50 mg_PSA + 50 mg C18-
14 casca frutaI CsHeNa207.1,5H20 + 1 g CeHsNasO7.2H.O > agitagdo (vortex/1 min) -> centrifugacéo GC-ECD PAZ et
organoclorados poipa ' -> agitagdo (vortex/10 min) ->banho (4200/10 min) -> 1 mL extrato-> al.,2015
ultrassoénico (30 min) trabalhando a 50/60 evaporN2->300 pL de n-hexano foram
Hz e 100 W->centrifuga¢éo (3500 rpm/10 adicionados para redissolver o extrato
min)
QUEChERS: 10 g de amostra + 10 mL de
1 Piretroide Banana: ACN 1% é_lc. Acético (v/v) ->agitacdo d-SPE: 2 mL sobrenadante + 1,5 g
(Bifentrina) Casca, polpa (vortex/1 min)-> 1 g de MgSO4 + 1 g de

acetato de sodio ->agitacéo (1 min)-

MgSOs -> agitacao (vortex/1min) ->
>centrifugacdo(4.000 rpm/9 min)

cous  ChSTRIOM
centrifugacao (4000 rpm/9 min) "
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Tabela 8 — Trabalhos reportados na literatura empregando o método QUEChERS para extragdo de agrotoxicos em batatas e outras matrizes de origem

vegetal.
(continuacao)
Namero e classe . Preparo de amostra . )
. Matriz Técnica Referéncia
dos agrotéxicos Extracdo Limpeza
QUEChERS: 10 g de amostra + 10 mL i . onrd
de ACN->agiacao (ortex 1 mi) >45 o, SOPE 2T Seerdaniesere |
30 compostos Frutas e de MgSOa4 + 100mg de NaCl + 50 mg ¢ 2 ' TANKIEWICZ
. ) -> 150 mg MgSOs4 + 25 mg PSA -> GC-MS/MS
multiclasse hortalicas CsHsNa207.1,5H20 + 100 mg e . ~ & BERG, 2022
N agitacdo (30 s) -> centrifugacéo (1800 '
CesHsNaszO7.2H.0->agitagéo (vortex/1 G/5 min)
min) -> centrifugacdo (1800g/5 min)
QUEChERS: 2 g de amostra + 2 mL de ACN -> agitacdo (vortex/1min) -> 1,2 g de
MgSOs + 0,3 g de NaCl + 10 mgFes04-PSA + 10 mg GCB -> agitagéo (1 min) ->
separacdo sob campo magnético externo/30s (ima fora do tubo)
127 compostos Hortalicas, 0,6 mL sobrenadante + 0,6 mL agua -> filtracdo (0,2 um)
. vegetais e . d-SPE: 1 mL sobrenadante + 150 mg LC-MS/MS Qletal., 2021
multiclasse leguminosas QuEChERS..log de amostra_+ 10 mL MgSOs + 50 mg PSA + 50 mg C18 ->
de ACN->agitacéo (vortex/1min)->4 g O . . ~
d s agitacao (1min) -> centrifugacao (5000
e MgSOs4 + 1 g de NaCl-> agitagao (1 /3 min 0 L sob d 0 L
min)->centrifugacao (5.000 rpm/3 min) ~ 'PM/3 min) 0,5 mL sobrenadante + 0,5 m
' agua -> filtracéo (0,2 pm)
QUECHhERS: 10g de amostra + 10mL de
ACN->agitacdo (vortex/1min)->4g de d-SPE: 2 mL sobrenadante -> nano tubo
28 compostos Frutas e MgSOq + 1g de NaCl + 0,59 de carbono fucionalizado + agitacédo GC-MS/MS WANG et al.,
multiclasse hortalicas CeHsNa207.1,5H20 + (vortex/30s + repouso/30s) ->filtragdo (0,2 2020
1gCesHsNaz07.2H20->agitagdo (vortex/5 pm)
min) ->centrifugacdo (3.000 rpm/10 min)
QUEChERS: 15 g de amostra + 15 mL d-SPE: 1 mL sobrenadante + 150 mg
Frutas de ACN 1% &cido acético viv -> MgSOs + 50 mg PSA + 7,5 mg GCB ->
30 compostos citricas e agitacdo (vortex/2-3min) ->6 g de agitacdo (manual/20s) -> centrifugacao LC-MS/MS AL-NASIR et al.,
P vegetais MgSOas + 1,5 g de NaCl -> agitacao (3.000 rpm/5 min) ->evaporacédo (Nz) 2022
9 (vortex/3 min) -> centrifugacéo (3.000 40°C ->reconstituicao com 500 uL ACN +
rpm/5 min) 500 pL agua ultrapura Milli-Q

Fonte: A autor (2023). Legenda= ACN: acetonitrila; PSA: amina priméaria-secundaria; C18: octadecilsilano; GCB: carbono grafitizado; d-SPE: extracéo em fase
sélida dispersiva; SPE; ECD: Deteccdo por captura de elétrons (do inglés electron capture detection); FDA: detector de arranjo de fotodiodo (do

inglésphotodiode array detector).
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2.5 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

2.5.1 Seletividade

E um parametro de grande importancia na analise de amostras complexas,
corresponde a eficiéncia de um método em determinar o analito de interesse, com
exatidao, na presenca de interferentes presentes na amostra (SANTE, 2020).

Nas técnicas cromatograficas, é seletividade € avaliada para garantir que o pico
de resposta seja proveniente do analito e ndo de outros compostos que constituem a
amostra (PASCHOAL et al., 2008).

2.5.2 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade da concordancia dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor real, usando um
procedimento experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes
(THOMPSOM et al., 2002; KRUVE et al., 2015a).

A exatiddo pode ser obtida mediante uso de materiais de referéncia certificado,
comparacao de métodos ou por ensaio de recuperacao. A recuperacado dos analitos
pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas
destas (ANVISA, 2017). Os valores de recuperacdo aceitos para andlise de
substancias a nivel de tracos é entre a faixa de 70 a 120%, com precisao de até *
20% (SANTE, 2020).

2.5.3 Precisao

Este parametro, corresponde ao grau de concordéancia de resultados e testes
independentes obtidos sob condi¢des estabelecidas e € expressa pela estimativa do
desvio de padrdao (DP) ou estimativa do desvio padrdo relativo (RSD, do inglés
Relative Standard Deviation) (THOMPSOM et al., 2002). As circunstancias especificas
de medicdo mais comuns sao: por meio da repetibilidade, preciséo intermediaria e a
reprodutibilidade, usualmente expressas pelo desvio padrdo relativo, RSD
(INMETRO, 2020).

A repetitividade é a concordancia entre os resultados sucessivos de um mesmo

mensurado, sob as mesmas condicdbes de medicdo, ou seja, condi¢cdes de
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repetibilidade, as quais sdo: mesmo procedimento de medi¢cdo, mesmo analista,
mesmo equipamento utilizado sob as mesmas condi¢cdes de analise, mesmo local e
condi¢cbes de ensaio em curto espaco de tempo.

No Brasil existem duas agéncias credenciadoras responsaveis pela
competéncia de laboratorios de ensaio, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial). O termo repetitividade é utilizado pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia, adotado pelo INMETRO, enquanto a ANVISA utiliza o termo repetibilidade
para 0 mesmo conceito.

Para a repetitividade, o INMETRO (2020) recomenda seis ou mais repeticoes
para o célculo de desvio padrao. A ANVISA (2017) sugere que a repetitividade seja
efetuada a partir de nove determinacgfes cobrindo o limite especifico do procedimento,
ou seja, trés repeticdes de trés niveis diferentes ou um minimo de seis determinacfes
a uma concentracao similar ao valor esperado. Na precisao intermediaria € avaliada
a variabilidade dos resultados devido a fatores como: diferentes dias, diferentes
analistas, diferentes equipamentos ou a combinacgéo desses fatores (BRASIL, 2011).

2.5.4 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

Quando é realizada a medida de baixos niveis de analito em amostras, ou seja,
analise de tracos, € importante saber qual a menor concentracao do analito pode ser
detectado pelo método (INMETRO, 2020).

O limite de deteccao (LOD, do inglés limit of detection) representa a menor
concentracdo do analito que pode ser detectado, mas nao necessariamente
quantificado, utilizando um determinado método experimental (SANTE, 2020).
Quando se trata da deteccdo do analito, dois resultados falsos sdo possiveis —
resultado falso positivo e resultado falso negativo que estao esclarecidos pela propria
definicdo (KRUVE et al., 2015a).

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) representa a
menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com precisédo e exatidao
confiaveis, utilizando um determinado procedimento experimental (GONZALEZ et al.,
2014). Pode ser relatada a presenca do analito detectada ha amostra caso o resultado
de uma medicéo esteja entre o LOD e 0 LOQ, mas esta abaixo do limite quantificavel
(KRUVE et al., 2015b).
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2.5.5 Curva analitica e linearidade

A curva analitica representa a relacéo entre quantidades conhecidas do analito
na amostra e a resposta do equipamento, essa relacdo deve ser continua e
reprodutivel, ou seja, a curva analitica € uma equacdo matematica (1) que relaciona
a resposta do equipamento aos padrdoes de calibracdo para uma faixa definida,
expressa muitas vezes como uma equacéo de reta (FACHI et al., 2017; GONZALEZ
et al., 2014).

y=ax+b (2)

Onde: y = resposta medida (area do pico);

X = concentracgao;

a = coeficiente angular - inclinagdo da curva analitica = sensibilidade;

b = coeficiente linear - intersec¢do com o eixo y, quando x =0

Normalmente, a relacdo matemética entre o sinal e a concentracdo ou massa
do analito de interesse deve ser determinada de forma empirica, a partir de sinais
medidos para massas e concentragdes conhecidas do analito. A partir de um conjunto
de medicBes experimentais pode ser efetuada a estimativa dos coeficientes da curva
analitica empregando o método matematico chamado de regresséo linear (INMETRO,
2020; LANCAS, 2004).

A partir desta equacgédo € possivel calcular o coeficiente de determinacgéo (r?),
gue permite estimar a qualidade da curva analitica, a qual deve apresentar valores a
partir de 0,99 para se considerado satisfatério (INMMETRO, 2020).

2.5.6 Efeito matriz

O efeito matriz é observado a partir da comparacao entre a inclinacdo da curva
analitica obtida com os analitos em solvente organico e a inclinagdo da curva do
analito no extrato do branco (PINHO et al., 2009). Para SANTE (2020), valores do
efeito matriz entre +20 e -20% s&o os mais adequados. O calculo do efeito matriz pode

ser realizado através da Equacéo 3.

EM(%) = (35— 1) x 100 3)
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Onde:
X1 = média das areas do composto no extrato da amostra

X2=média das areas do composto na solucao preparada em solvente (acetonitrila).

O efeito matriz € uma preocupacéao para quimicos analiticos e deve ser sempre
avaliado e corrigido em um método analitico (FUREY et al., 2013). O espectrémetro
de massas pode apresentar como efeito de interferéncia os fendmenos de supressao
de ions, pela presenca de compostos presentes na matriz capazes de mudar a
eficiéncia de formacéo de particulas e alterar a quantidade de ions formados na fase
gasosa que atingem o detector (GOSETTI et al., 2010; FUREY et al., 2013). Outro
fator sdo os reagentes adicionados na etapa de purificacdo como espécies idnicas e
compostos polares e moléculas apolares também séo capazes de provocar supressao
ibnica (GOSETTI et al., 2010).

Esses efeitos gerados na interface do sistema LC-MS podem ser minimizados
com a otimizagdo do pré-tratamento da amostra e processamento da amostra, assim
como modificacdes nas condi¢cdes cromatograficas. A calibracdo é uma estratégia
interessante, utilizando-se padrdo interno isotopico, pode-se compensar o efeito
matriz, assim como o preparo das soluc¢des analiticas no extrato da matriz (GOSETTI
et al., 2010).

2.5.7 Padréao interno e padrao de controle

O padréo interno (PI1) e o padréao de controle (PC) sédo adicionados na amostra
em diferentes etapas para garantir maior seguranca na analise, resultados mais
confiaveis, verificando possiveis erros. A avaliagdo desses padrdes é feita de forma
individual e distinta, podendo ter diferentes finalidades e definicbes, dependendo da
etapa a qual é adicionado (SANTE, 2020).

O padrao interno (PI) deve ser uma substancia similar a substancia a ser
quantificada, ndo faz parte da amostra, ndo deve reagir com oS compostos presentes
na matriz. Este método é extremamente util, ndo depende de pequenas mudancgas em
variaveis experimentais, como a temperatura da coluna (RIBANI et al., 2004).

O padrdo de controle (PC), é definido como um composto, no qual as
propriedades fisico-quimicas sdo semelhantes aos das substancias de interesse na

forma nativa. Ele também pode ser chamado de padrdo de substituicdo porque ele



51

pode ser transferido para a amostra e pode ndo estar no mesmo equilibrio que esta
na forma nativa. Para a determinacdo da recuperacdo do padréo de substituicdo é
necessario fazer uma “correcdo de recuperagao” para as substancias de interesse
(THOMPSON et al., 2002). Normalmente, utiliza-se compostos isotopicamente
modificados (deuterados), pois ndo sdo encontrados na natureza e possuem as
mesmas propriedades quimicas dos analitos dos ndo deuterados, porém,
empregando espectrometria de massas podem ser identificados pela diferenca de
massa entre o padrao isotdpico e o analito (AHMADKHANIHA et al., 2010).

3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho consiste no desenvolvimento e validacdo de um método
de preparo de amostra utilizando o método QUEChERS para a extracao multirresiduo
de agrotoxicos em 1-casca, 2-polpa e 3-tubérulo de batata, com posterior
determinacao por UHPLC-MS/MS. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de
Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP), do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos empregados durante o desenvolvimento deste trabalho estao

listados abaixo:

e Agitador do tipo vortex multi tubos (Fisher Scientific, Reino Unido);

e Agitador vortex - Biomixer QL-901 (Microtécnica, Brasil) e Phoenix, modelo AP56
(Brasil);

e Balanca analitica, modelo APX-200 (Denver Instruments, EUA), modelo AUW 220D
(Shimadzu, Japéao) e modelo UX-420H (Shimadzu, Japéo);

e Banho ultrassénico, linha Sonorex modelo RK510 (Bandelin, Alemanha);

¢ Centrifuga (Centribio, Brasil) e centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand — Alemanha e
Eppendorf - Canada);

e Mixer vertical — Black+Decker modelo Sb55 (Black & Decker, EUA);

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);
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Sistema GC-MS/MS Agilent Intuvo 9000 GC equipado com autosampler 7693 B e

Triplo Quadrupolo 7010 B Series;

Sistema UHPLC-MS/MS Waters (EUA) equipado com:

o Cromatografo liquido ACQUITY com sistema binario de bomba para operagéo
de gradientes de alta presséo;

o Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm d.i., 1,7 um) Waters
(EUA);

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

o Interface/fonte de ionizag&o por eletronebulizagao (ESI);

o Compressor de ar Atlas Copco (Bélgica);

o Gerador de nitrogénio PEAK NM30L-MS (Peak Scientific, Escoécia);

o Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx 4.2 (Waters,
EUA).

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS

Os reagentes, solventes e demais materiais utilizados no desenvolvimento

deste estudo estao listados abaixo:

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

Acetonitrila, grau HPLC (Supelco, Alemanha);

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

Acido férmico = 98% (Sigma Aldrich, EUA);

Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® resistividade de 18,2 MQ cm
(Millipore, Franca);

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

Amina primaria e secundaria (PSA), particula de 50 um (Supelco, Alemanha);
Argbnio grau de pureza 5.0 (Air Liquide, Brasil);

Bondesil C18 (octadecilsilano) com tamanho de particula de 40 um (Supelco, EUA)
Bondesil PSA com tamanho de particula de 40 um (Supelco, EUA);

Citrato de sodio diidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA);

Cloreto de sodio (Sigma-Aldrich, EUA);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Fase fluorada, d.p 35-70 um, diametro de poro 60 nm, 9% de carbono (Instituto de
Quimica da UNICAMP, Campinas-SP, Brasil);

Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,22 um (Nova Analitica, Brasil);
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e Florisil® (Sigma-Aldrich, Brasil).

e Formiato de amoénio (Sigma Aldrich, EUA);

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

e Frascos de vidro, capacidade de 4 mL (Agilent, EUA)

e Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA);

e Metanol, grau HPLC (Merck, Alemanha);

e Microtubos tipo Eppendorf, capacidade de 2 mL (Labcon, EUA);

e Bond Elut Nexus (Agilent Technologies, EUA);

¢ Nitrogénio grau de pureza 5.0 (analitico) (Air Liquide, Brasil);

e QOasis HLB (Waters, Irlanda);

e Padrfes solidos dos compostos em estudo;

e Propilamino (NH2) (Agilent Technologies, EUA):

¢ Quitosana (obtida e caracterizada no laboratério de Operacdes unitérias da Escola
de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de residuos de camardo rosa
Farfantepenaeus brasiliensis) com d.p. de 62-76 um (Rio Grande, Brasil);

¢ Quitosana de casca de camarao (Sigma-Aldrich, Islandia);

¢ Quitosana de casca de caranguejo (Sigma-Aldrich, Japao);

e Strata-X (Phenomenex, EUA);

¢ Sulfato de magnésio anidro p.a. (J. T. Baker, EUA);

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

e Vidraria comum de laboratério.

3.3 AGROTOXICOS SELECIONADOS

Para serem determinados neste trabalho, foram selecionados 102 agrotéxicos
de diferentes classes: inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, entre outros. A
escolha desses agrotoxicos foi estabelecida a partir dos seguintes critérios:
» agrotoxicos autorizados na cultura de batata no Brasil,
» agrotoxicos mais utilizados no Brasil;
» disponibilidade dos padrdes no LARP.
Os padrbes analiticos utilizados possuem pureza maior que 92,6% e foram
adquiridos das empresas Agilent (EUA), Sigma-Aldrich (EUA), LGC Standards
(Alemanha), ChemService (EUA) e SPEX CertiPrep (EUA), e estéo listados na Tabela
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9, assim como outras informac¢des importantes destes padrdes, tais como: classe

agrondmica, grupo quimico, pureza e suas caracteristicas fisico-quimicas.



Tabela 9 - Relacdo dos compostos em estudo, com informacdes de classe, grupo quimico, pureza do padrao soélido e propriedades fisico-quimicas.
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(continua)
N° Compostos Classe (s) Grupo Quimico Plzg/i)za rrfglrer?:ﬂ::r pKa log Kow (nggol(_:'l) Soé;lgl;_que
1 Acefato Inseticida Organofosforado 99,0 C4H10NOsPS 8,3 -0,8 302 790000
2 Acetamiprido Insecticida Nicotenoide 99,0 C10H11CIN4 0,7 0,8 20 29,50
3 Acibenzolar-S-metil Fungicida Benzotiadiazol 98,0 CsHsN20S:2 - 31 1200 7,7
4 Ametrina Herbicida Triazina 98,2 CoH17NsS 4,1 2,6 96 1,8 103
5 Atrazina Herbicida Triazina 98,1 CsH14CINs 1,7 2,6 122 30
6 Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,2 C22H17N30s 0,9 2,5 740,2 11,61
7 Benalaxil Fungicida Acilalaninato 99,5 C20H23NOs3 - 3.4 - 28,6
8 Boscalida Fungicida Anilida 99,0 C20H23N302 - 4,1 - 3,8
9 Bromuconazol Fungicida Triazol 99,5 CisH12CI12N20 10,7 4,0 3,74 107 2,61
10 Buprofezina Inseticida e acaricida Tiadiazinona 99,3 Ci6H23N30S 0,4 4,3 5741 2,43
11 Carbaril Inseticida Metilcarbamato de naftila 100,0 C12H11NO2 10,4 2,3 2417 416,2
12 Carbendazim Fungicida Benzimidazol 98,5 CoHoN302 4,2 15 175,8 2441
13 Carboxina Fungicidas Carboxinilida 99,0 C12H13NO2S 0,5 2,3 - 134
14 Ciantraniliprole Insecticida Carboxamida 97,5 C19H14BrCINeO2 - 3,1 - -
15 Ciazofamida Fungicida Imidazol 99,0 C13H13CIN4O2S - 2,8 978,5 17,01
16 Cimoxanil Fungicida Cianoacetamida oxima 97,0 C7H10N4Os3 9,3 4,2 38 10,62
17 Ciprodinil Fungicida Anilinopirimidina 99,9 C14H1sN3 4.4 4,0 - 13
18 Ciromazina Inseticida Triazinamina 99,9 CeHioNs - - - -
19 Cletodim Herbicida Oxima ciclohexanodiona 96,1 C17H26CINO3sS 4,5 4,1 - 5450
20 Clomazone Herbicida Isoxazolidinona 98,5 C12H14CINO2 - 25 4770 197,5
21 Clorantranilipole Inseticida Antranilamida 97,8 C18H14BrCI2NsO2 10,8 3,9 2724 0,37
22 Clorfluazurom Inseticida Benzoiluréia 99,8 C20HoCl3FsN303 - - - -
23 Clorpirifés-Etilico Inseticida Organofosforado 99,9 CoH11CIsNO3PS 4,5 4,9 6829 0,36
24 Clorpirifés-Metilico Acaricida e inseticida Organofosforado 99,9 CoH11CIsNOsPS - 4,3 2008 1,89
25 Clotianidina Inseticida Neonicotindide 99,3 CsNsHsSO-ClI 11,1 0,6 25 6,6 108
26 Cresoxim-Metilico Fungicida Estrobilurina 98,0 C18H19NO4 - 3,4 3,8 2
27 Difenoconazol Fungicida Triazol 99,0 C19H17CI2N303 11 4.3 2,4 0,6
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Ne Compostos Classe (s) Grupo Quimico Plzg/i)za rrfglrer?:ﬂ::r pKa log Kow (nggol(_:'l) Soé;lgl;_que
28 Dimetomorfe Fungicida Morfolina 99,0 C21H22CINO4 1.3 2,6 1,3 41,80
29 Dimoxistrobina Fungicida Estrubilurina 99,0 C19H22N20s3 - 53 486 4,30
30 Dinotefuran Inseticida Neonicotinbide 99,5 C7H14N4Os3 - - - -
31 Diuron Herbicida Uréia 97,5 CoH10CI2N20 7,8 - - 0,42
32 Espinetoram Inseticida Espinosinas 97,9 Ca2HssNO10 9,2 - - -
33 Espinosade A Inseticida Espinosinas 94,8 Ca1HesNO10 8,1 3,9 - 235
34 Espinosade D Inseticida Espinosinas 94,0 C42Hs7NO10 7,9 4,3 - 0,332
35 Espiromesifeno Inseticida Cetoenol 99,9 C23H3004 - 4,5 - 0,13
36 Etefon Regulador de Gerador de etileno 96,0 C2HsCIOsP 2,5 Wy 608 1106
crescimento
37 Etofemproxi Inseticida Piretroide 98,0 Ca2s5H2803 - 6,9 - 0,0225
38 Etoprofos Nematicida/Inseticida Organofosforado 93,0 CsH1902PS2 - 29 - 1300
39 Famoxadona Fungicida Oxazolidinonas 99,0 C22H18N204 10,0 4,6 3890 0,052
40 Fembuconazol Fungicida Acilalaninas 99,2 C19H17CIN4 3,8
41 Fenpiroximato Acaricida Pirazol 99,4 C24H27N304 - 50 12000 0,02
42 Fenamidona Fungicida Imidazol 99,6 C17H17N3OS - 2,8 2352 7.8
43 Fenamifés Inseticida Organofosforado 98,8 C13H22NO3PS 10,5 3,2 1686 400
44 Fenoé‘i‘iﬁ’i[:%pe'p Herbicida Acido Ariloxifenoxipropionico 99,9 C1sH16CINOs - - - -
45 Fipronil Inseticida, formicida e pirazol 96,7  CiHiClLFsNOS : 40 i 3,78
cupinicida
46 Flubendiamida Inseticida Diamida do Acido Ftalico 99,9 Ca3H22F7IN204S - - - -
a7 Fludioxonil Fungicida Fenipirrol 98,7 C12H6F2N202 - - - -
48 Flufenoxurom Acaricida/Incedicida Benzoiluréia 99,8 C21H11CIFsN203 - - - -
49 Flumioxazina Herbicida Ciclohexenodicaboximida 99,9 C19H15FN204 - - - -
50 Fluopicolida Fungicida Benzamida piridina 98,5 C14HgCl3F3N20 - 3,2 373 2,80
51 Fluopiram Fungicida Piretilamida 99,9 Ci6H11CIFsN20 - - - -
52 Fluguinconazol Fungicida Triazol 98,5 C16HsCIl2FNsO 0,9 3,2 870 1,15
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N° Compostos Classe (s) Grupo Quimico Plzg/i)za rrfglrer?:ﬂ::r pKa log Kow (nggol(_:'l) Soé;lgl;_que
53 Flutolanil Fungicida Carboxamida 99,5 Ci17H16F3NO2 - 3,70 680 6,53
54 Flutriafol Fungicida Triazol 99,5 Ci6H13F2NsO 2,3 23,00 292 95,00
55 Fluxapiroxade Fungicida Carboxamida 99,9 CisH12FsNsO 12,6 3,06 1240 2,44
56 Formetanato Inseticida e acaricida Metilcarbamato de fenila 93,6 C11H15N302 8,1 - 616 822000
57 Fostiazato Inseticida e nematicida Organofosforado 99,2 CoH1sNO3PS2 - 1,68 71 9850
58 Imidacloprido Inseticida Neonicotindide 98,5 CoH10CINsO2 11,1 0,76 300 580
59 Indoxacarbe Insecticida e formicida Oxadiazina 97,4 C22H17CIF3N3O7 - 4,65 8100 0,20
60 Iprodiona Fungicida Dicarboximida 99,8 Ci13H13CI2N303 - 3,00 - 6,80
61 Iprovalicarbe Fungicida Carbamato 98,0 CisH2sN203 - 3,18 106 17,80
62 Isoxaflutol Herbicida Isoxazol 99,9 C1sH12F3NO4S - - - -

63 Linuron Herbicida Uréia 99,4 CoH10CI2N202 12,1 3,20 860 75,00
64 Lufenuron Inseticida e acaricida Benzoiluréia 99,0 C17HsCl2FsN203 6,0 8,30 0,06 -

65 Mandipropamida Fungicida Eter mandelamida 99,3 C23H22CINO4 - 3,20 1294 4,20
66 Mefosfolam Inseticida Fosforamidato 97,0 CsH1sNO3PS: - 1,05 - -

67 Metalaxil Fungicida Acilalaninato 99,5 C15H21NO4 - 1,71 163 8,41
68 Metconazol Acaricida e inseticida Itraconazol 99,5 Ci17H22CIN3O 11,3 3,85 1,71 30,40
69 Metidationa Acaricida e inseticida Organofosforado 98,0 C11H100sS - 2,57 341 221
70 Metomil Acaricida e inseticida Metilcarbamato de oxima 99,0 CsH10N202S - 0,09 43 55104
71 Metribuzim Herbicida Triazinona 99,5 CsH14N4OS 1,3 1,60 106 10700
72 Metsulfurom metilico Herbicida Sulfolinuréia 99,0 C14H15Ns06S 3,3 0,02 57 172
73 Miclobutanil Fungicida Triazol 99,0 C15H17NsCINg 2,3 2,89 - 132
74 Monocrotofés Inseticida Organofosforado 98,0 CasHe2011 6,6 5,43 - 3,0x103
75 Monolinuron Herbicida Uréia 99,5 C7H14NOsP - 0,22 19 8,1x10°
76 Paradiona-Metilica Inseticida Organofosforado 98,3 CsH10NOsPS 7,1 2,90 1610 55
77 Pencicurom Fungicida Feniluréia 99,9 C19H21CIN20 - - - -

78 Penoxsulam Herbicida Sulfonamida 99,0 C16H14FsNsOsS 51 -0,60 - 408



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C36H62O11
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N° Compostos Classe (s) Grupo Quimico Plzg/i)za rrfglrer?:ﬂ::r pKa log Kow (nggol(_:'l) Soé;lgl;_que
79 Picoxistrobina Fungicida Estrobilurina 98,5 CisH16F3sNO4 - 3,60 898 3,1
80 Pimetrozina Inseticida Piridina Azometina 99,9 C10H11Ns0 - - - -
81 Piraclostrobina Fungicida Estrobilurina 97,5 C19H18CIN3O4 - 3,99 9300 20
82 Pirimetanil Fungicida Anilinopirimidina 99,8 Ci12H13N3 3,5 2,84 301 121
83 Pirimicarbe Inseticida Dimetilcarbamato 99,3 C11H18N4O2 4,4 1,70 388 31000
84 Piriproxifem Inseticida Eter piridiloxipropilico 99,9 C20H19NOs3 6,9 5,37 - 0,37
85 Profenofos Inseticida e acaricida Organofosforado 98,0 C11H1sBrCIOsPS - 4,44 2010 28
86 Propamocarbe Fungicida Carbamato 98,0 CoH20N202 9,5 1,12 100 910°
87 Propiconazol Fungicida Triazol 97,5 Ci15H17CI2N302 11 3,72 656 100
88 Propoxur Inseticida Carbamato 99,9 C11H1sNOs3 - 1,56 30 18000
89  Quizalofope-P-Etilico Herbicida Acido Ariloxifenoxipropidnico 99,0 C19H17CIN204 - 4,61 - 0,61
90 Saflufenacil Herbicida Uracila 94,2 C17H17CIF4N4OsS 4,4 2,57 368,2 2100
91 Simazina Herbicida Triazina 98,0 C7H12CINs 1,6 2,10 340 6
92 Tebuconazol Fungicida Triazol 98,5 C16H22CIN3O 50 3,70 1000 -
93 Teflubezurom Inseticida Benzoiluréia 98,5 C14HsCIl2F4N202 8,2 - 26062 0,02
94 Tetraconazol Fungicida Triazol 97,0 C13H11Cl2F4N3O - 3,56 4680 187
95 Tiabendazol Fungicida Benzimidazol 99,0 C10H7N3S - 2,39 2500 30
96 Tiacloprido Inseticida Neonicotinbide 98,0 C10H9CIN4S - - 615 184
97 Tiametoxam Insecticida Tiocarbamato 99,8 CsH10CINsO3S - -0,10 - -
98 Tiofanato-Metilico Fungicida Benzimidazol (precursor de) 99,0 C12H14N404S2 7.4 1,50 225 25
99 Triazofos Inseﬂﬁgjr?];\igiag:iclda € Organofosforado 98,5 C12H16N303PS - 3,34 358 35
100 Trifloxistrobina Fungicida Estrobilurina 98,8 C20H19F3N204 - 4,50 2377 0,61
101 Triflumurom Inseticida Benzoiluréia 99,0 Ci15H10CIF3N203 - 4,91 11891 0,04
102 Zoxamida Inseticida Organofosforado 99,0 C14H16CI30ON2 3,8 5,06 1240 18

Fonte: adaptado (2023). Legenda: pKa - logaritmo negativo da constante de acidez do composto (Ka); log Kow - coeficiente de particdo octanol/agua; Koc -
constante de sorcao - teor de carbono organico; Solubilidade: em agua a 25 °C.
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3.3.1 Preparo das solucdes analiticas

A partir dos padrdes analiticos foram preparados 10 mL de solucdes estoque
individuais de cada composto, na concentracdo aproximada de 1000 mg L. Essas
solugbes foram preparadas em solvente adequado (acetonitrila, metanol ou outro).
Das solucdes estoque, preparou-se uma solucdo mistura (mix), contendo todos os
compostos do estudo (Tabela 9), na concentracdo de 5 mg L%, diluida em acetonitrila,
armazenada em frascos ambar a temperatura de < -10 °C.

Essa mistura de compostos foi utilizada para realizar os ensaios de fortificagao
e avaliar a linearidade do método, sendo adicionada na fortificacdo das amostras
“branco” e também para o preparo das curvas analiticas no extrato da matriz € no
solvente. As concentracdes finais das curvas avaliadas para a injecdo no sistema
UHPLC-MS/MS foram 0,5; 1; 2, 5, 10 e 20 ug L.

3.4 PREPARO E UTILIZACAO DO PADRAO INTERNO E DO PADRAO DE
CONTROLE

As solucdes de atrazina-d5 (PC) e de trifenilfosfato (Pl) foram preparadas
individualmente em acetonitrila, na concentracdo de 10 mg L, armazenadas em
frascos ambar sob refrigeracao (< -10 °C).

A atrazina deuterada (atrazina-d5) foi utilizada como padrao de controle, com o
objetivo de avaliar a eficiéncia do procedimento de extracdo na forma de resultados
de recuperacdo (70-120% e RSD=< 20%). Esta solucao foi adicionada nas amostras
“branco” fortificadas e nas amostras analisadas antes da etapa de extracdo. Para a
fortificacdo e amostras reais utilizou-se a concentracgao final de 10 ug kg

Para verificar a eficiéncia da analise cromatografica empregou-se o
trifenilfosfato (TPP) como padrdo de controle. Esta solucdo foi adicionada aos
brancos fortificados, amostras e solugbes de trabalho no solvente e na matriz
fortificada, antes da analise cromatogréafica, na concentracdo 20 pg L. O trifenilfosfato
€ empregado apenas para avaliar a estabilidade da resposta do equipamento através

do sinal analitico, ndo sendo aplicado para fins de quantificacéo.
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3.5 AMOSTRAGEM E PROCESSAMENTO

Os ensaios foram realizados com “branco” de batata rosa (asterix), adquiridas
da producédo organica local, cultivadas sem aplicacdo dos compostos avaliados. As
amostras foram submetidas a analise em UHPLC-MS/MS para averiguar a possivel
presenca de algum residuo dos agrotdxicos em estudo. Como um dos objetivos deste
estudo era avaliar a quantidade de residuos de agrotoxicos no tubérculo, casca e na
polpa da batata, o processamento foi realizado de trés maneiras distinta para a mesma
amostra. Para a analise do tubérculo, o mesmo foi picado de forma integral e
posteriormente homogenizagéo e processado em mixer, conforme descrito no Codex
Alimentarius (2001). Ja para a analise das cascas e da polpa, estes foram separados
com uma faca, picados e processados separadamente. Apds processadas, as
amostras foram armazenadas em potes de polipropileno e acondicionadas no freezer
a temperatura de aproximadamente (< - 10 °C) até a sua utilizacao.

O método foi aplicado em 17 amostras comerciais de batata branca e 17 de
batata rosa, oriundas de diferentes pontos comerciais do estado do Rio Grande do
Sul, como também de Florianopolis-SC e de Volta Redonda-RJ conforme a Figura 8.
O processamento e armazenamento das amostras procederam da mesma maneira
que a amostra “branco”. Para a realizagdo dos ensaios, aguardou-se até que as

amostras atingissem temperatura ambiente.

Figura 8 - Mapa do Rio Grande do Sul com a localidade das amostras de batata.

Qlrai
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Uruguaiana Santa Maria

Q Alegrete O Porto Alegre O

Pelotas

Fonte: O autor (2023).
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Na Tabela 10 sao identificadas as amostras de batata avaliadas no estudo e

seus diversos locais de origem.

Tabela 10 — Identificacdo das amostras de batata analisadas no presente estudo e local de

amostragem.
Identificacao/Batata Branca Identificacdo/Batata Rosa )

Tubérculo Polpa Casca Tubérculo Polpa Casca Localidade
AT1 AP1 AC1 BT1 BP1 BC1 Porto Alegre — RS
AT 2 AP2 AC 2 BT2 BP2 BC2 Santa Maria — RS
AT 3 AP3 AC3 BT3 BP3 BC3 Santa Rosa — RS
AT 4 AP4 AC 4 BT4 BP4 BC4 Frederico Westphalen - RS
AT5 AP5 ACS5 BTS5 BP5 BC5 Bento Gongalves - RS
AT 6 AP6 AC 6 BT6 BP6 BC6 Alegrete — RS
AT 7 AP7 AC7 BT7 BP7 BC7 Cruz Alta— RS
AT 8 AP8 AC 8 BT8 BP8 BC8 Uruguaiana — RS
AT 9 AP9 AC9 BT9 BP9 BC9 Pelotas — RS
AT 10 AP10 AC10 BT10 BP10 BC10 Panambi — RS
AT 11 AP11 AC 11 BT11 BP11 BC1l1 Irai- RS
AT12 AP12 AC12 BT12 BP12 BC12 Seberi — RS
AT 13 AP13 AC 13 BT13 BP13 BC13 S&o Borja— RS
AT 14 AP14 AC 14 BT14 BP14 BC14 Frederico Westphalen — RS
AT 15 AP15 AC 15 BT15 BP15 BC15 Santo Angelo — RS
AT 16 AP16 AC 16 BT16 BP16 BC16 Florian6polis — SC
AT 17 AP17 AC 17 BT17 BP17 BC17 Volta Redonda — RJ

Fonte: O autor (2023). Legenda= AT: Amostra Tubérculo; AP: Amostra Polpa; AC: Amostra Casca;
BT: Amostra Tubérculo; BP: Amostra Polpa; BC: Amostra Casca.

3.6 FASE MOVEL UTILIZADA

A escolha da fase movel tem influéncia significativa no sinal analitico e na
separacao do analitos, e por isso, pode ser considerada uma etapa muito importante
no processo cromatografico. Desta maneira, a fase movel em gradiente foi composta
por: A) metanol:agua (98:2, v/v) e B) metanol:agua (98:2, v/v), ambas com &cido
férmico 0,1% (v/v) e formiato de amonio 5 mmol L1, conforme Tabela 11. A fase mével
ja era utilizada no LARP para analise de outros agrotoxicos. O tempo total de analise

foi de 10 min.



Tabela 11 - Gradiente de fase mével utilizado no sistema UHPLC.

Tempo (min)

Fase mével A (%) Fase movel B (%)

Inicial
0,25
7,75
8,50
8,51

10,00

95 5
95 5
100
100
95 5
95 5

Fonte: O autor (2023).

3.7 CONDICOES UTILIZADAS NO SISTEMA UHPLC-MS/MS
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As condicbes de um sistema para as analises cromatograficas devem ser

otimizadas para maximizar a sensibilidade e desempenho na anélise das massas dos

ions percursores e produtos, utilizando condi¢des necessarias de acordo com a classe

guimica dos compostos, contribuindo assim para aumentar o nimero de compostos

gue podem ser detectados com boa repetibilidade na analise da amostra. As

condicdes gerais utilizadas foram estabelecidas através de métodos realizados no

LARP-UFSM e sdo amplamente utilizadas em analises de rotina para diferentes

compostos e matrizes. A Tabela 12 apresenta as condi¢des do sistema de analise.

Tabela 12 - Condi¢cbes empregadas no sistema UHPL MS/MS.

Parametro Condicéo
Temperatura da coluna 40 °C
Voltagem do capilar (ESI+) 05kV
Voltagem do capilar (ESI-) 25kV
Temperatura de dessolvatacdo (N2) 500 °C
Temperatura da fonte 150 °C
Fluxo de gas — Dessolvatagéo 600 mL min-!
Fluxo de géas - Cone 80 mL min-t
Vazao do géas de colisao 0,15 mL min-?
Volume de injecao 10 pL
Tempo de residéncia (dwell time) 0,01s
Tempo de aquisi¢cao 30s

Fonte: O autor (2023).
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3.8 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM BATATA ROSA.

3.8.1 Avaliacéao das diferentes versdes do método QUEChERS

Para a realizacdo dos testes propostos neste trabalho foram considerados
trabalhos da literatura sobre a determinacdo multirresiduo de agrotdxicos em frutas,
hortalicas e vegetais. Inicialmente foram realizados testes empregando as trés
versdes do método QUEChERS: Original (ANASTASSIADES et al., 2003); acetato
(LEHOTAY et al., 2005) e citrato (ANASTASSIADES et al., 2007). Nestes testes, foi
avaliada a eficiéncia que cada método apresenta a partir da recuperacdo do nimero
de compostos, com resultados de recuperacdo na faixa de 70-120% e com RSD<
20%.

Os testes foram realizados em triplicata (n=3) com ensaios de fortificagdo no
nivel de 10 pg L, equivalentes a 50 pug kg na amostra (diluicdo 5x). Tendo como
finalidade avaliar as interferéncias da matriz, os testes foram realizados com etapas
de adicao de padrdo nas amostras antes (FA, fortificacdo na amostra) e apés a etapa
de extracao (PA, padrdo na amostra). Ressalta-se que os extratos de FA e PA foram
diluidas 5 vezes em agua ultra pura e consecutivamente filtradas utilizando filtros de
nylon de 13 mm e porosidade de 0,22 ym e injetadas no sistema cromatografico. O

calculo de recuperacéo foi realizado de acordo com a Equacéo 3.

Recuperacio (%) = (%) x 100 (3)

Onde:
X1 = média da areas do composto na fortificacdo da amostra;

X2 = média das areas do composto no extrato da amostra.

A presenga de coextrativos no extrato “branco” também foi avaliada,
considerando significativos os valores maiores que = 20% (SANTE, 2020). O efeito
matriz foi estimado comparando as areas (resposta cromatografica) obtidas com

solugdes analiticas preparadas na matriz branco do extrato e de solvente (acetonitrila).
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3.8.2 Avaliacédo dos diferentes sorventes na etapa de d-SPE

Apbs definir o melhor QUEChERS, realizou-se testes para avaliar a eficiéncia
de limpeza de diferentes sorventes, sendo eles: PSA, C18, strata X, Oasis HLB,
Quitosana — FURG, Alumina, Quitosana casca de camardo, Quitosana casaca de
caranquejo, Florisil, Poliamino (NH2), também testou-se a combinac¢do dos sorventes
PSA+C18 que sdo os mais empregados conforme literatura. Para a escolha dos
sorventes foram adotados os seguintes critérios:

» Mais utilizados na literatua;

» Mais empregados na rotina do LARP;

> Disponibilidade no LARP;

» Composicédo da amostra.

Nesta etapa, avaliou-se o comportamento dos sorventes na efetividade de
limpeza do extrato final. Para que ndo ocorre-se perdas do analito na etapa de
extracdo, optou-se em realizar a fortificagdo diretamento no extrato (amostra de
“branco”). A fortificacéo foi realizada no nivel de 50 ug kg, equivalente a 10 pug L*do
extrato diluido (diluicdo 5 vezes do extrato final). Os sorventes foram testados em
triplicata, avaliando o numero de compostos que apresentaram resultados aceitaveis
de recuperacao (70-120%) de acordo com a Equacéo 1. O efeito matriz foi calculado
através da Equacdao 2. A Figura 9 ilustra o fluxograma do procedimento do preparo da
amostra empregando o método QUEChERS realizados para a avaliacdo da etapa de
limpeza dos extratos d-SPE com diferentes sorventes. Para eliminar a agua residual
na etapa de limpeza, utilizou-se 150 mg de MgSO4 anidro juntamente com 0s
sorventes. A Figura 9 exemplifica os testes (T1 a T11) realizados para avaliar a etapa
de limpeza empregando diferentes sorventes.
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Figura 9 - Ensaios de limpeza de preparo de amostra (T1 a T11) empregando o método QUEChERS

original d-SPE com diferentes sorventes.

Extragdo
10 g de amostra + 10 mL de Acetonitrila

Agitacio em vortex por 1 min

Particdo 150 mg MgSQ, + 25 mg Alumina T1
19 Mgs0 1 g NaCl
gMgeb. * 10T 150 mg MgS0, + 25 mg C18 T2
150 mg Mg3S0,+ 25 mg PSA T3
Agitacio em vortex {1 min) +
Centrifugagdo a 3500 rpm / & min (20 °C) 150 mg MgS0. + 25 mg PSA + 10 mg C18 T4
Limpeza 150 mg MgS0, + 25 mqg Florisil T5
1 mL de sobrenadante transferido para .
150 g Mgs0, + 25 O HLE
tubos eppendorf contendao: ) Lol e A T6
150 g Mg50, + 25 mg Poliamino (MHz) T7
Agitagdo com vortex (1 min) + 150 mg MgS0, + 25 mg Quitosana (FURG) T8

Centrifugagdo a 3500 rpm / & min (20 °C)
150 mg MgS0, + 25 mg Quitosana (Casca Camardo) T9

Diluigdo (5x) em dgua ultrapura. 150 mg MgSO, + 25 mg Quitosana (Casca Caranguejo) T 10
Filtrag3o (filtro PTFE 0,22 pm). e - ( guejo)
Injecio no sistema LC-MSIMS. 150 mg MgSO. + 25 mg Strata X T11

S

Fonte: O autor (2023).

3.9 VALIDACAO DO METODO QUECHERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS

A validacdo foi baseada nos guias disponibilizados pela SANTE (2020),
INMETRO (2020) e ANVISA (2017), cujos parametros estabelecidos sao: seletividade,
linearidade, curva analitica, limite de deteccédo, limite de quantificacdo, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo avaliada através de ensaios de
recuperacéo e avaliacdo do efeito matriz.

O limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado a partir dos ensaios de
fortificacdo, considerado como LOQ, o nivel fortificado mais baixo com precisao e
exatidao aceitaveis, que tenha sinal/ruido >10, no qual a precisdo e a exatiddo dos
compostos em estudo encontraram-se dentro dos niveis aceitaveis de recuperagao e
desvio padrdo relativo (SANTE, 2020). Obteve-se o limite de deteccdo (LOD)
dividindo-se o valor de LOQ por 3,33.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS PARA A DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATAS

Nesta etapa, foram avaliadas as condi¢cdes analiticas utilizadas com maior
frequéncia no Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas — LARP, pois
oferecem sinais analiticos apropriados, alta resolu¢éo e bom formato de picos para o0s
compostos em estudo. Para a quantificacdo e identificacdo dos analitos, o modo de
ionizacdo e as transi¢cdes foram determinadas no modo SEM. As transicGes foram
utilizadas para quantificagéo e identificagdo dos analitos, onde a de maior intensidade
foi escolhida para quantificar e a segunda mais intensa foi utilizada para confirmacéo
dos compostos. Os parametros tempo de retencao, voltagem do cone e energia de
colisdo para as transicbes SRM para os compsotos do método ja validado estdo
descritos na Tabela 13. Utilizou-se o modo de ionizagdo ESI positivo, exceto para o
fipronil, que foi determinado no modo de ionizagéo ESI negativo.

Tabela 13 - Compostos determinados por UHPLS-MS/MS, com seus respectivos tempos de retengéo

(tr), voltagem do cone (VC), ions precursores e produtos, e energia de colisdo (EC) utilizados.

(continua)

12 Transicéo 22 Transicao

ion Quantificagéo Identificagéo

N© Analito (nfn?n) VC (V) Pr?rc;%)sor ion o ion o

produto (eV) produto eV)

(m/z) (m/z)

1 Acefato 1.78 8 184,1 125,1 18 143 8
2 Acetamiprido 3.73 23 223 56,1 15 126 20
3 Acibenzolar-S-metil .12 41 210,9 69 52 135,9 30
4 Ametrina 5.74 32 228,1 68,1 36 186,1 18
5 Atrazina 557 30 216,1 96,1 23 174,1 18
6 Azoxistrobina 6.03 17 404 329 30 372 15
7 Benalaxil 6.98 17 326 148 21 91 34
8 Boscalida 6.25 32 342,9 139,9 20 307 20
9 Bromoconazol 6.47 32 376 70,1 25 158,9 35
10 Buprofezina 7.58 22 306,1 57,4 20 201 12
11 Carbaril 5.19 19 202 117 28 145 22
12 Carbendazim 2.82 24 192,1 132,1 28 160,1 18
13 Carboxina 513 25 236 87 22 143 16
14 Ciantraniliprole 5.30 20 475 444 17 286 13
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Tabela 13 - Compostos determinados por UHPLC-MS/MS, com seus respectivos tempos de retencéo

(tr), voltagem do cone (VC), ions precursores e produto, e energias de colisdo (EC) utilizados.

(continuacao)

12 Transicéao
Quantificacéo

22 Transicao
Identificacdo

lon
Ne Analito IR VE  precursor i i
(min) (V) (m/z) prc|>%rlljto V) pI’(IJ%TJtO (E\%
(m/z) (m/z)

15 Clotianidina 3.42 95 250 169 8 131,9 8
16 Cletodim 7.41 25 360 164 20 268,1 10
17 Clomazone 5.96 23 240 89 46 125 18
18 Clorantraniliprole 5.87 20 481,6 451,1 22 283,9 14
19 Clorpirifés 7.78 27 349,9 198 20 97 32
20 Clorpirifés-metil 7.27 23 321,8 125 20 289,9 16
21 Ciprodinil 6.74 11,0 226,1 79,6 50 166,1 56
22 Ciazofamida 6.65 50 325,0 65,1 52 343,2 24
23 Difenoconazol 7.26 37 406 1111 60 251,1 25
24 Dimoxistrobina 6.86 10,5 327,2 116,0 20 205,1 12
25 Dimetomorfe 6.34 30 388,1 300,9 20 165 30
26 Dinotefuram 2.19 15 203 113 15 129 10
27 Diurom 5.72 27 233 46,3 14 72,1 18
28 Espiromesifen 7.33 24 371,1 2551 7 273,1 10
29 Etefon 7.33 25 409 145 40 186 16
30 Etoprofos 6.65 18 243 97 31 131 20
31 Fenbuconazol 7.04 10,02 337,1 70 33 125,1 40
32 Fenamidona 6.20 22 312,21 236,1 14 92 25
33 Fenamifds 6.76 27 304,1 202,1 36 2171 24
34 Fenpiroximato 7.94 23 4222 138,1 32 336,1 15
35 Fipronil 6.84 25 435,3 250,1 26 330,2 16
36 Fluopiram 6.55 30 397 173 41 208 36
37 Fluopicolida 6.34 40 383 365 15 172,9 20
38 Fluquiconazol 6.51 37 376 348,8 18 306,9 30
39 Flutolanil 6.32 23 324,1 65 40 262,1 18
40 Flutriafol 5.61 23 302,1 123,1 29 70,2 18
41 Fluxapiroxade 6.38 44 380 248 21 131 24
42 Formetanato 1.97 21 222 165 15 42 26
43 Fostiazato 5.33 19 284 228 10 104 22
44 Imidacloprido 3.33 23 256,1 175,1 20 209,1 15
45 Indoxacarbe 7.24 25 528 150 22 203 40
46 Iprovalecarbe 6.46 19 321,1 203,1 10 119,1 16
47 Isoxaflutole 5.69 22 360 219 40 250 14
48 Kresoxim-metil 6.90 15 314,1 206,0 7 116,0 12
49 Linuron 6.07 25 249,1 181,1 16 160,1 18
50 Mandipropamida 6.20 16 412 328 16 125 34
51 Metalaxil 5.62 15 280,1 192,1 17 220,1 13
52 Metribuzin 6,94 25 215,1 187,2 25 187,1 15
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Tabela 13 - Compostos determinados por UHPLC-MS/MS, com seus respectivos tempos de retencéo

(tr), voltagem do cone (VC), ions precursores e produto, e energias de colisdo (EC) utilizados.

(continuacao)

12 Transicédo
Quantificagcéo

22 Transicao
Identificacdo

lon
Ne Analito IR ve Precursor i i
(min) (V) (m/z) pré%ITJto @) P I’(IJ%THO (IZ\C/Z)
(m/z) (m/z)

53 Metconazol 7.08 29 320,1 125 36 70 22
54 Metidationa 5.63 10 303 145 10 85 20
55 Metomil 2.65 17 163 106 10 88 10
56 Mefosfolam 6.48 25 270 140 25 168 15
57  Metsulfuron metil  4.88 22 382 198,9 22 167 16
58 Monocrotofés 2.97 15 2241 98,1 12 127,1 16
59 Miclobutanil 6.46 25 289,1 70,1 18 125,1 32
60 Monolinuron 5.24 23 215 99 34 126 22
61 Pencicurom 7.22 20 329,1 125,1 24 89,1 60
62 Penoxsulam 7,67 35 484,1 195,1 40 194,1 40
63 Picoxistrobina 6.75 10 368 205,1 10 145,1 22
64 Piraclostrobina 7.02 20 388,1 193,9 12 163 25
65 Pirimetanil 5.83 42 200 107 24 82 24
66 Piriproxifeno 7.66 23 322,1 227,1 14 96 14
67 Profenofos 7.35 25 373 128 40 303 20
68 Propamocarbe 212 22 189.1 144 12 102 17
69 Propiconazol 6.98 37 342 69 22 159 34
70 Propoxur 4.88 12 210 168 10 111 16
71  Quizalofope-p-etil  7.47 25 373,1 271,2 24 255,1 36
72 Saflufenacil 5.89 30 501,1 349 30 198 49
73 Simazina 4.87 34 202 96 22 124 16
74 Tebuconazol 6.79 31 308 70 22 125 40
75 Tetraconazol 6.48 32 372 159 30 70 20
76 Tiabendazol 3.14 42 202 131 30 175 25
77 Tiacloprido 4.02 32 253 90,1 40 126 20
78 Tiamethoxam 2.81 19 292 132 22 211,2 12
79 Triazofos 6.41 22 314,1 118,9 18 161,9 35
80 Trifloxistrobina 7.27 25 409 145 40 186 16
81 Triflumurom 7.07 23 359 139,1 35 156,1 16
82 Zoxamide 7.00 15 336 159 35 187,1 20

Fonte: O autor (2023). PC: padrdo de controle; PI: padréo interno

Na Figura 10 € apresentado o cromatograma TIC, obtido a partir de uma

solugcéao padréo (preparada em acetonitrila), utilizando o extrato da matriz de batata,

na concentracdo de 10 ug L, contendo todos os agrotoéxicos avaliados neste estudo.



Figura 10 - Cromatograma TIC obtido no UHPLC-MS/MS a partir de uma solucéo padrdo de 10 ug L preparada no extrato da matriz (batata).
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A separacdo dos compostos foi realizada pelo sistema cromatografico
(UHPLC), ja a identificacdo e quantificacdo dos compostos foi efetuada pela

espectrometria de massas em série (MS/MS), no total de andlise de 10 minutos.

4.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PARA A
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM BATATA

Devido a baixa concentracdo dos analitos, suas distintas propriedades
quimicas e complexidade das amostras, tornou necessario o desenvolvimento de
etapa prévia de preparo de amostra, que seja simples e capaz de extrair maior nimero
de classes de agrotdxicos. Sendo assim, avaliou-se a capacidade de recuperar 0S
compostos de interesse apresentada pelas trés variacbes do método QUEChERS,
original (Qo), acetato (Qa) e citrato (Qc).

Inicialmente, tentou-se avaliar as trés versées do QUEChERS sem a etapa de
limpeza, na qual os extratos foram filtrados e diluidos em &gua, porém observou-se a
turvagéo dos extratos obtidos nas trés versoes do QUEChERS. Em seguida, avaliou-
se a diluicdo do extrato em agua e logo apos, os extratos diluidos foram filtrados,
mesmo assim os QUEChERS Citrato e acetato apresentaram turvacdo, ja o
QUEChERS original apresentou coloracdo rosa transparente, ou seja, ficou limpido.
As diluicdes também foram realizadas em fase mével, porém ndo houve mudanca
visual no comportamento dos extratos obtidos nas trés versdes do QUEChERS. Como
os extratos dos QUEChERS Citrato e Acetato apresentaram turvacado, para nao correr
o risco de danificar a coluna cromatografica, optou-se em realizar a etapa de limpeza
por d-SPE, no qual 1 mL do sobrenadante do extrato foi transferido para um outro tubo
contendo 150 mg de MgSOa4 e 25 mg de PSA. A Tabela 14 apresenta os resultados
obtidos nos ensaios de fortificacdo para os 102 compostos avaliados em cada versao
do QUEChERS. Os resultados que apresentaram recuperacao de 70 a 120%, com

RSD < 20% foram considerados satisfatoérios.
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Tabela 14 - Resumo dos resultados dos ensaios de fortificacdo em cada versdo do método

QUEChERS (Qo: original, Qa: acetato e Qc: citrato), para 102 agrotéxicos avaliados.

Numero de compostos

Recuperacao (%) Qo: Qa: Qc:
QUEChERS Original  QUEChERS Acetato  QUEChERS Citrato
70-120% 83 (74) 69 (63) 82 (73)
60-70 / 120-130% 9 4 7
50-60 / 130-140% 5 4 1
50< / <140% 5 25 12
RSD > 20 19 33 20

Fonte: O autor (2023).

Dos valores apresentados na Tabela 14, apenas o0s representados entre
parentéses denotam resultados de recuperacao 70 - 120%, com RSD < 20%, sendo
considerados satisfatorios.

Tabela 15 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de fortificagéo para 71
agrotoxicos registrados no Brasil para uso na cultura da batata avaliados em cada
versao do QUEChERS.

Tabela 15 - Resumos dos ensaios de fortificacdo em cada versdo do método QUEChERS Qo:
original, Qa: acetato e Qc: citrato), para 71 agrotdxicos registrados no Brasil para uso na cultura da

batata.

Nimero de compostos

Recuperacao (%) Qo: Qa: Qc:
QUEChERS Original  QUEChERS Acetato  QUEChERS Citrato
70-120% 48 (43) 44 (42) 55 (43)
60-70 / 120-130% 8 4 3
50-60 / 130-140% 5 4 1
50< / <140% 10 19 12
RSD > 20 8 16 18

Fonte: O autor (2023).

Dos valores apresentados na Tabela 15, apenas 0s representados entre
parentéses denotam resultados de recuperacao 70 - 120%, com RSD < 20%, sendo
considerados satisfatoérios.

A recuperacédo dos compostos testados em cada um dos métodos pode estar
relacionada com as influéncias do pH sobre o equilibrio quimico que cada composto
apresenta na solucdo de extracdo, visto que muitos compostos sao sensiveis ao pH

do meio e requerem condigBes analiticas para evitar perdas. A maioria dos
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agrotoxicos sado estaveis em pH acido, no entanto, alguns apresentam baixa
recuperacado, por estarem protonados e solubilizados na fase aquosa e ndo serem
recuperados na etapa de particdo (PRESTES et al., 2009).

Dentre os métodos testados, o QUEChERS acetato mostrou-se menos
adequado para a recuperacdo dos agrotoxicos no extrato da matriz batata. O efeito
matriz para as trés versdes do QUEChERS (Qo, Qa, Qc) foi avaliado. Os resultados
apresentados pelos 102 agrotoxicos, nas diferentes versdes do QUEChERS, podem
ser comparados na Figura 11. J& a Figura 12 apresenta os resultados para 71
agrotoxicos registrados no Brasil para o uso na cultura da batata. Nota-se que para o
método QUEChERS original (Qo), 50 agrotoxicos dos 102 compostos avaliados
apresentaram resultados de efeito matriz de +20%, segundo a literatura, esse valor
apresenta um efeito matriz leve, o qual pode ser desprezado (SANTE, 2020). Ainda
25 agrotéxicos apresentaram efeito matriz considerados moderado, com valores entre
-50 a 50%. Ja 27 agrotoxicos apresentaram efeito matriz elevado, com valores de <-
50% ou >50%. Para os 71 agrotoxicos permitidos para a cultura da batata presentes
neste estudo, 30 apresentaram resultados de efeito matriz leve de *£20%, 19
apresentaram efeito matriz moderado, com valores entre -50 a 50% e 22 agrotoxicos
apresentaram efeito matriz elevado, com valores entre -50 a 50%.

Para os 102 agrotoxicos avaliados no método QUEChERS citrato (Qc),
percebe-se que, 34 apresentaram valores de efeito matriz leve de *20%, 40
apresentaram valores moderados (-50 a 50%), outros 28 apresentaram valores
elevados (<-50% ou >50%). Dos 71 agrotoxicos permitidos para a cultura da batata
presentes neste estudo, 19 apresentaram resultados de efeito matriz leve de £20%,
28 apresentaram efeito matriz moderado, com valores entre -50 a 50% e 24
agrotoxicos apresentaram efeito matriz elevado, com valores entre -50 a 50%. Ja o
QUEChERS acetato (Qa), dos 102 agrotdxicos avaliados, 38 apresentam resultados
de efeito matriz leve de £20%, outros 44 apresentam efeito matriz moderado entre -
50 a 50% e 20 apresentam valores de efeito matriz elevado de <-50% ou >50%.
Considerando apenas os 71 compostos permitidos para a cultura da batata presentes
neste estudo, 27 apresentaram resultados de efeito matriz leve de +20%, 29
apresentaram efeito matriz moderado, com valores entre -50 a 50% e 15 agrotoxicos

apresentaram efeito matriz elevado, com valores entre -50 a 50%.
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Figura 11 - Comparacao do efeito matriz (%), por faixa percentual e calculado nos métodos

QUEChERS (Qo: original, Qa: acetato e Qc: citrato), para os 102 compostos avaliados.
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Fonte: O autor (2023).

Figura 12 - Comparacao do efeito matria (%) por faixa percentual e calculado nos métodos
QUEChERs (Q1: original, Q2: acetato e Q3: citrato), para 71 compostos registrados no Brasil para uso
na cultura de batata.
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Fonte: O autor (2023).

A presenca do efeito matriz pode ser percebida pela supresséo no sinal, cuja
valor do efeito matriz é negativo, como também no aumento da resposta
cromatografica para quase todos os agrotoxicos, gerando efeito matriz positivo.

Analisando a figura 11, nota-se que os métodos tamponados, utilizados para

manter o pH mais baixo, extraem quantidades maiores de coextrativos na fase
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organica. Observa-se que o QUEChERS acetato foi 0 que apresentou maior efeito
matriz, possivelmente, a adicdo de solvente extrator acidificado tenha extraido boa
parte dos compostos coextrativos presentes na amostra. Para Prestes et al., 2009, a
presenca de coextrativos na fase organica esta relacionada quando a extragédo é feita
em meio acido.

Apesar dos resultados do efeito matriz apresentados pelas trés versdes do
QUEChERS serem semelhantes, o QUEChERS original foi escolhido para dar
continuidade dos experimentos, pois este método mostrou-se mais eficiente para o
preparo de amostra da matriz batata, pois € o método que possibilita a recuperacéo
do maior nimero de compostos, além de ser o mais rapido e barato, também gera
menos residuos, pois requer menor quantidade de sais e solventes na etapa de

extracao, ou seja, apresenta maior concordancia com a sustentabilidade ambiental.

4.2.1 Avaliacdo dos sorventes utilizados na etapa de limpeza do extrato.

Apos definir o melhor procedimento de extracao, avaliou-se a utilizacdo de
diferentes sorventes na etapa de limpeza d-SPE. Ainda que essa etapa possa
ocasionar perda de alguns compostos e tornar o processo mais longo e caro, é a
alternativa mais recomendada para diminuir o efeito matriz (HAJSLOVA et al., 1998),
o qual pode gerar resultado falso positivo, causado quando impurezas sao eluidas
com mesmo tempo de retencdo do analito em estudo, o0 mesmo também pode
danificar o sistema cromatogréafico (PINHO et al., 2009).

Devido a grande variedade de sorventes disponiveis no LARP, optou-se em
realizar ensaios com 0s mais empregados na literatura, mas também com diferentes
materiais (testes Figura 9), a fim de avaliar a remocéo efetiva de coextrativos
presentes na matriz, sem comprometer a recuperacao dos compostos. Os resultados

de recuperacao séo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Quantidade de compostos que apresentam resultados e exatiddo e preciséo satisfatorias

(70-120% e RSD< 20%), obtidos através da limpeza de extratos por diversos sorventes.
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Fonte: O autor (2023).

Nota-se que 0 sorvente que apresentou maior numero de compostos com
recuperacao satisfatoria foi o C18, consecutivamente a quitosana (FURG) e o Strata-
X. J& a combinacéo dos sorventes C18+PSA, seguido o poliamino, tiveram o menor
namero de compostos com recuperacdo considerada satisfatéria.

Na Figura 14 pode-se obervar os extratos obtidos na avaliagdo dos sorventes
mencionados acima, nota-se que 0s extratos obtidos séo incolores, porém os extratos

T2 e T5 apresentam coloracao intermedidria entre roxo e azul ou quase incolor.

Figura 14 - Extratos das amostras (T1 a T11l) empregando o método QUEChERS realizados para

avaliacdo da etapa de limpeza com diferentes sorventes.

TALeR28 T 3. T4, b5 16 17 T8 T9 T10 T 11

Fonte: O autor (2023). Legenda: T1: Alumina, T2: C18, T3: PSA, T4: PSA+C18, T5: Florisil, T6: Oasis
HLB, T7: Poliamino (NHz), T8: Quitosana (FURG), T9: Quitosana (Camardo), T10: Quitosana
(Caranguejo), T11: Strata X.

A capacidade de remover 0os compostos coextrativos foi avaliada através do
efeito matriz, os resultados estdo apresentados na Figura 15, o poliamino foi o
sorvente que apresentou melhor resultado para o efeito matriz, porém nao apresentou

boa eficiéncia na recuperacédo dos compostos em estudo. Como o sorvente Poliamino
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€ indicado para remocao de acidos organicos, como acidos graxos, pode apresentar
perdas dos analitos com caracteristicas acidas (GAO et al., 2015). Observa-se na
Tabela 10 que os compostos Carbaril e Metsulfuron, ndo recuperados nesse teste,
apresentam carater acido. A alumina também apresentou baixos valores para efeito
matriz em relacdo aos demais sorventes, mas recuperou 10 compostos a menos em
relacdo ao C18. Apesar do C18, quitosana (FURG), quitosana (camaré&o), quitosana
(caranguejo), Oasis HLB® e Strata® X apresentarem valores similares para o efeito
matiz, o sorvente C18 foi o que proporcionou maior recuperacdo dos analitos em
estudo. Conforme a Figura 14, o sorvente C18 apresenta diferenca significativa em
relacdo aos demais sorvente avaliados com resultados considerados satisfatorios
(recuperacao 70-120% e RSD =20%). Ja o PSA apresentou valores de efeito matriz
melhores em relacdo ao C18, porém recuperou 17 compostos a menos em relacéo ao

mesmo que possui custo inferior.

Figura 15 - Resultado de efeito matriz (%) para os 102 agrotéxicos avaliados na etapa de limpeza,

empregando diferentes tipos de sorventes.
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Fonte: O autor (2023).

Segundo Prestes et al., 2011, a estrutura bidentada apresentada pelo sorvente
PSA auxilia na remocéo de acidos organicos, possivelmente essa caracteristica pode
ocasionar na perda da recuperacao de alguns compostos com caracteristicas acidas.
O sorvente Florisil® apresentou valores de efeito matriz similares ao C18, porém os
resultados de recuperacdo para os compostos em estudo foram inferiores. Para

CABRERA et al., 2012, o Florisil® é utilizado para a separacdo de compostos com
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baixa polaridade. O Carbaril € um composto de alta polaridade e apresentou baixas
recuperacdes com o Florisil®. Apesar do C18 nédo apresentar os melhores resultados
para o efeito matriz, este foi escolhido como sorvente ideal para a etapa de limpeza
do extarto de amostras de batata. A Figura 17 apresenta os resultados do efeito matriz
para 71 agrotoxicos registrados no Brasil para a cultura da batata presentes nesse

estudo.

Figura 16 - Resultados de efeito matriz (%) para 71 agrotoxicos permitidos no Brasil para a cultura da

batata avaliados na etapa de limpeza, empregando diferentes tipos de sorventes.
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Fonte: O autor (2023).

A Figura 17 apresenta os cromatogramas obtidos a partir de inje¢cdes no sistema
GC-MS/MS no modo full scan, nota-se que o Poliamino foi 0 sorvente que apresentou
maior capacidade de remocéao de coextrativos, porém nao proporcionou recuperacao

satisfatoria dos compostos de interesse.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos a partir de inje¢cdes no sistema GC-MS/MS no modo full

sacan, do extrato “branco” de batata apds a etapa de limpeza utilizando diferentes sorventes.

Alumina

C18

- C18+PSA

= Florisil

Poliamino

HLB Oasis

PSA

Quitosana (camarao)

Quitosana (caranguejo)

R

Quitosana (FURG)

Fonte: O autor (2023).
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4.3 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO

A validacdo do método analitico tem como objetivo comprovar que ele é
apropriado a finalidade a que se destina e a capacidade de produzir resultados
confiaveis, ou seja, a validacdo € uma etapa importante para assegurar a qualidade
dos resultados analiticos, garantindo a confiabilidade, rastreabilidade, precisdo e
confiabilidade (ANVISA, 2017). O método proposto foi testado para 102 compostos,
dos quais 82 apresentaram resultados satisfatorios para validagdo. A figura 18
representa o esquema do método QUEChERS otmizado e validado para determinacgéo

de residuos de agrotoxicos em batatas.

Figura 18 - Método QUEChERS otimizado para determinacéo de residuos de agrotéxicos em batata
por LC-MS/MS.

-
« 2
e

* Processar
* Transferir 10 g p¥ tubo Falcon de 50 mL

—

el sobromadante
g p
- e
¢
Agitar por 1 min. : Acg::tat;f(\:g:‘rmpt’)r 8 min. a 3500 rpm a 20 °C

» Diluir o extrato em agua ultrapura (5x)
= Filtrar o extrato com filtro de PTFE 0,22 ym

O

G Injegdo no sistema LC-MS/MS

' _}:”i/g' MgSO: + 1g NaCl

Particdo

« Agitar (1 min.)
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Fonte: O autor, 2023.
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O método validado consiste em pesar 10 g da amostra de batata, onde sao
adicionados 50 pL de padrdo de controle e na sequéncia, adicionado 10 mL de
acetonitrila. Entre a adicdo de padrao de controle e acetonitrila agita-se a amostra
manualmente por 1 minuto. Em seguida, os sais de extragao (4 g de MgSOs e 1 g de
NaCl) sédo adicionados e novamente é realizada uma agitacdo manual por 1 minuto
com posterior centrifugacao (8 min, 2140g a 20 °C). Ap0s a extracao, ocorre a etapa
de limpeza (clean-up), onde 1 mL do extrato sobrenadante € adicionado a uma mistura
de sorventes contendo 150 mg de MgSOa4 e 25 mg de C18, com agitag&o por 1 minuto
em vortex e centrifugacéo (8 min, 2140 g a 20 °C), o extrato de batata € diluido 5 vezes
em agua ultrapura e filtrado (filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 um), entao,
realizada a analise por UHPLC-MS/MS.

Desta maneira, avaliou-se os parametros de validagdo do método analitico para
0s 82 agrotoxicos em estudo para 0s seguintes critérios: seletividade, faixa de
trabalho, efeito matriz, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),

exatidao e preciséo (repetibilidade e preciséo intermediaria).

4.3.1 Seletividade

Para garantir a seletividade do método, comparou-se 0s cromatogramas do
extrato “branco” da matriz da batata e da solugdo analitica no extrato da matriz, na
concentracdo de 10 pg L7, feita a andlise, ndo foi verificada a presenca de
interferentes no mesmo tempo de retencdo dos agrotdxicos selecionados. Desta
forma, pode-se assegurar a seletividade do método proposto.

A Figura 20 apresenta os cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS para a
amostra “branco” da batata e da solugcdo analitica no extrato da matriz para o
composto boscalida, na concentracdo de 10 pg L. Nota-se que ndo héa presenca de

interferentes no mesmo tempo de retengéo (tr 6,22 min) do agrotoxico.
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Figura 19 - Cromatograma TIC composto boscalida, obtido para a) “branco” da amostra de batata, b)

solucdo analitica no extratoda matriz e na concentracéo de 10 pug L, obtidos por UHPLC-MS/MS.

20221202_B_318 ) 63: MRM of 2 Channels ES+
Branco da matriz TIC (Boscalid)
a) 100 5 6166
=
0 Tempo
MR LN L LN LU I I UL IR I I L UL LN UL RN LR LN LN R |
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
20221202_M446_CTM_10_B318_1 £3: MRM of 2 Channels ES+
529 TIC (Boscalid)
b) 100 561e6
Boscalida
=
0 Tempo
[ 1 1 1 1 1 1 1 L LU L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 e
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 £.00 7.00 5.00 9.00 10.00

Fonte: O autor (2023).

4.3.2 Linearidade

A avaliagdo da linearidade foi realizada por meio da curva analitica. Para isso,
preparou-se curva analitica em solvente (acetonitrila) e no extrato branco da matriz.
Nesta etapa, avaliou-se seis niveis de concentracéo, em triplicata, sendo eles: 0,5, 1,
2,5, 10 e 20 ug L. A partir da area de cada compostos apresentada pela andlise
cromatogréafica, obtem-se o coeficiente de determinacdo (r?). A linearidade foi
considerada satisfatéria para os compostos que apresentaram de r?> 2 0,990, como

pode ser observado na Tabela 17.

4.3.3 Efeito matriz

Comparando os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas no
solvente (acetonitrila) e no extrato da amostra “branco” de batata obteve-se o efeito
matriz. Avaliou-se a faixa de concentracdo de 0,5 a 20 ug L. Através das curvas
analiticas na matriz e no solvente de extracdo, conforme figura 20, quando comparado
o coeficiente angular destas, para o composto buprofezina, que apresentou efeito
matriz de -48,9%, nota-se que o coeficiente angular do solvente é maior do que na
matriz. Quando ndo ha presenca de interferéncia na matriz, as areas dos pontos da

curva no solvente sao maiores.
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Figura 20 - Gréfico representativo do efeito matriz ao comparar as curvas em solvente (acetonitrila) e

na matriz (batata), para os compostos buprofezina e fluxopiroxade.
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Fonte: O autor (2023).

Para compostos como fluxapiroxade, que apresentou efeito matriz de 551,9%,
o coeficiente angular da matriz € superior ao coeficiente angular do solvente, isso
ocorre devido a maior quantidade de coextartivos na fase organica. A presenca de
coextrativos provoca o aumento da resposta analitica, razdo pela qual optou-se em
preparar as curvas analiticas no extrato da matriz para a quantificacdo dos analitos. A

Tabela 17 apresenta os resultados que a matriz exerce sobre o sinal analitico.

4.3.4 Limite de deteccao e de quantificacdo

Na Tabela 17 pode-se observar os valores de LOQ e LOD apresentados pelo
método. Estes valores sdo considerados satisfatérios para o método desenvolvido e
validado, pois os valores de LOQ obtidos na validagdo do método proposto estao
abaixo dos limites estabelecidos para a cultura da batata, tanto pela ANVISA, como

pela EU e Codex Alimentarius.

4.3.5 Exatidéo e preciséo

Para avaliar a exatiddo do método realizaram-se ensaios de recuperacdo dos
compostos selecionados nos niveis de fortificacdo 10, 25 e 50 ug kg™, os ensaios
foram realizados em 7 replicatas. Na Tabela 16 mostra detalhatamente os resultados
obtidos em cada nivel de fortificacdo. Apos avaliar a precisdo do método, no intervalo

de 4 dias, avaliou-se a precisdo intermediaria em relagdo ao primeiro teste.
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Tabela 16 - Resultados de validacéo para o método de determinacdo de agrotoxicos em batata por QUEChERS e UHPLC-MS/MS desenvolvido neste

trabalho.
(continua)
LOQ LOD Nivel de Repetitividade (ug kg?), n=7 | Precisdo Intermediaria (ug kg?), n=7
N°  Agrotoxicos (Mg kgD (ug kg™ r2 Recuperacéo (+ RSD) Recuperacdo (+ RSD) EM (%)
10 25 50 10 25 50

1 Acefato* 10 3 0,9982 70 (19) 91 (10) 90 (5) 70 (7) 74 (7) 83 (2) 6,8
2 Acetamiprido* 10 3 0,9997 101 (3) 104 (3) 102 (4) 100 (1) 93 (4) 98 (3) 21,4
3 Acibenzolar-S-metil* 25 7,5 0,9996 95 (19) 102 (9) 98 (12) 99 (30) 90 (6) 86 (8) 2,4
4 Ametria 10 3 0,9985 96 (8) 94 (4) 92 (4) 97 (3) 89 (4) 93 (4) 16,6
5 Atrazina 10 3 0,9983 91 (7) 91 (2) 91 (3) 98 (5) 89 (5) 93 (3) 4,6
6 Azoxistrobina* 10 3 0,9992 101 (3) 100 (4) 98 (3) 102 (3) 93 (5) 99 (3) 28,2
7 Benalaxil* 10 3 0,9993 107 (5) 102 (5) 98 (4) 102 (5) 93 (4) 98 (4) -31,1
8 Boscalida* 10 3 0,9992 109 (7) 106 (3) 101 (5) 94 (7) 89 (5) 97 (4) -35,6
9 Bromoconazol* 10 3 0,9998 99 (14) 101 (4) 95 (5) 97 (8) 88 (7) 95 (1) -21,6
10 Buprofezina 10 3 0,9989 98 (8) 85 (6) 88 (11) 87 (8) 93 (6) 102 (5) -48,9
11 Carbaril* 10 3 0,9998 100 (17) 107 (4) 100 (16) 92 (11) 92 (6) 90 (8) 96,7
12 Carbendazim 10 3 0,9981 100 (4) 104 (4) 104 (5) 96 (2) 87 (6) 96 (5) 6,7
13 Carboxina* 10 3 0,9999 92 (10) 97 (3) 93 (5) 96 (2) 91 (4) 91 (5) 16,4
14 Ciantraniliprole 25 7,5 0,9998 70 (30) 102 (15) 89 (12) 96 (12) 92 (12) 91 (4) 60,6
15 Clotianidina 10 3 1,0000 101 (13) 108 (4) 101 (9) 99 (11) 92 (8) 95 (6) 49,4
16 Clomazone* 10 3 0,9993 102 (4) 98 (2) 99 (4) 100 (5) 91 (3) 97 (3) 25,8
17 Cletodim* 10 3 0,9994 98 (8) 97 (6) 102 (4) 107 (7) 105 (3) 107 (7) -8,7
18 Clorantraniliprole 10 3 0,9992 105 (7) 103(7) 99 (5) 92 (14) 90 (3) 94 (4) 13,6
19 Clorpirifés* 50 15 0,9949 106 (56) 107 (17) 110 (9) 77 (21) 77 (21) 117 (10) -67,2
20 Clorpirifés-metil 10 3 0,9975 98 (18) 94 (17) 98 (9) 114 (17) 98 (10) 116 (6) -39
21 Ciprodinil 25 7,5 0,9977 116 (39) 101 (17) 106 (11) 103 (6) 102 (8) 111 (14) -67,4
22 Ciazofamida 10 3 0,9996 107 (6) 105 (4) 104 (4) 103 (5) 96 (6) 102 (3) -16,1
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Tabela 16 — Resultados de validagdo para o método de determinac¢do de agrotdxicos em batata por QUEChERS e UHPLC-MS/MS desenvolvido neste

trabalho.
(continuacao)
LOQ LOD Nivel de Repetitividade (ug kg?), n=7 | Precisdo Intermediaria (ug kg?), n=7
N°  Agrotoxicos (Mg kgD (ug kg™ r2 Recuperacéo (+ RSD) Recuperacdo (+ RSD) EM (%)
10 25 50 10 25 50
23 Difenoconazol 10 3 0,9991 97 (9) 96 (6) 98 (6) 105 (7) 100 (3) 101 (2) -11,8
24 Dimoxostrobina 10 3 0,9996 110 (5) 105 (5) 101 (3) 104 (5) 96 (4) 104 (3) -12,9
25 Dimetomorfe 10 3 0,9999 100 (7) 99 (6) 91 (7) 95 (6) 88 (9) 97 (6) 28,8
26 Dinotefuram 10 3 0,9984 96 (7) 98 (6) 96 (6) 102 (4) 90 (5) 95 (1) 23,8
27 Diurom 10 3 1,0000 101 (4) 102 (3) 100 (4) 96 (4) 93 (4) 101 (3) -16,7
28 Espiromesifen 10 3 0,9995 109 (17) 100 (31) 86 (41) 114 (13) 89 (8) 139 (15) -66,6
29 Etefon* 10 3 0,9998 102 (6) 96 (4) 99 (3) 101 (4) 96 (3) 103 (3) -24,9
30 Etoprofos 10 3 0,9956 100 (4) 94 (3) 95 (4) 102 (3) 87 (5) 93 (3) 11,8
31 Fenbuconazol 10 3 0,9974 119 (8) 113 (14) 119 (6) 112 (14) 106 (7) 107 (6) -13,2
32 Fenamidona* 25 7,5 0,9988 106 (22) 112 (13) 109 (13) 129 (6) 96 (8) 94 (7) -21,1
33 Fenamifés 25 7,5 0,9987 80 (25) 95 (15) 100 (12) 102 (11) 96 (7) 109 (12) -71,6
34 Fenpiroximato 50 15 0,9976 103 (25) 98 (17) 105 (19) 105 (19) 112 (52) 160 (17) -72,4
35 Fipronil* 10 3 0,9928 106 (11) 91 (9) 89 (8) 103 (13) 90 (6) 88 (7) 63,6
36 Fluopiram* 10 3 0,9998 104 (3) 105 (4) 101 (2) 99 (1) 91 (4) 100 (3) -17,5
37 Fluopicolida 10 3 0,9998 108 (5) 93 (18) 90 (18) 91 (7) 82 (7) 103 (14) -48,5
38 Fluquiconazol 25 7,5 0,9999 105 (19) 101 (7) 94 (8) 88 (22) 84 (12) 97 (8) -11,1
39 Flutolanil* 10 3 0,9997 109 (11) 98 (9) 91 (9) 98 (4) 89 (5) 98 (3) -14,9
40 Flutriafol* 10 3 0,9999 95 (5) 98 (5) 95 (2) 97 (7) 91 (3) 92 (3) 38,9
41 Fluxapiroxade 50 15 0,9931 105 (25) 98 (18) 102 (20) 110 (31) 83 (22) 76 (14) 551,9
42 Formetanato 50 15 0,9965 79 (31) 87 (27) 101 (3) 88 (12) 85 (5) 76 (19) -10,7
43 Fostiazato 10 3 0,9996 101 (4) 103 (3) 101 (3) 101 (2) 93 (4) 98 (3) 17,5
44 Imidacloprido* 10 3 0,9999 108 (10) 106 (5) 108 (4) 102 (4) 97 (7) 102 (5) 76,7




85

Tabela 16 — Resultados de validagdo para o método de determinac¢do de agrotdxicos em batata por QUEChERS e UHPLC-MS/MS desenvolvido neste

trabalho.

(continuacao)

LOQ LOD Nivel de Repetitividade (ug kg?), n=7 | Precisdo Intermediaria (ug kg?), n=7
N°  Agrotoxicos (Mg kgD (ug kg™ r2 Recuperacéo (+ RSD) Recuperacdo (+ RSD) EM (%)
10 25 50 10 25 50

45 Indoxacarbe* 10 3 0,9999 108 (10) 99 (10) 97 (8) 114 (11) 115 (8) 115 (7) -8,3
46 Iprovalecarbe 10 3 0,9982 105 (3) 102 (5) 99 (4) 103 (4) 93 (4) 96 (2) 23,8
47 Isoxaflutol* 10 3 0,9967 95 (18) 116 (6) 100 (14) 83 (17) 91 (10) 94 (15) 102,7
48 kresoxim-metil* 25 7,5 0,9996 109 (16) 103 (12) 100 (19) 99 (24) 82 (20) 95 (18) 0,9
49 Linuron* 10 3 1,0000 109 (13) 104 (3) 100 (4) 90 (16) 88 (8) 93 (7) 23,0
50 Mandipropamida* 10 3 0,9980 98 (11) 102 (2) 100 (3) 99 (10) 92 (6) 98 (11) -24,5
51 Metalaxil* 10 3 0,9994 101 (5) 99 (3) 99 (4) 98 (5) 93 (5) 98 (3) 24,0
52 Metribuzin* 10 3 0,9994 108 (12) 106 (6) 111 (7) 106 (12) 101 (6) 100 (2) -5,3
53 Metconazol* 10 3 1,0000 94 (15) 94 (11) 90 (8) 90 (9) 80 (4) 90 (5) -2,8
54 Methidathional 10 3 0,9997 102 (8) 101 (4) 101 (6) 100 (9) 90 (5) 99 (6) 5,6
55 Metomil* 10 3 0,9964 99 (7) 95 (5) 92 (6) 103 (6) 94 (6) 91 (4) 31,6
56 Mefosfolam 10 3 0,9999 109 (4) 103 (3) 102 (3) 101 (2) 96 (4) 101 (2) -21,4
57 Metsulfuron metil 10 3 1,0000 108 (5) 98 (7) 95 (4) 102 (2) 110 (5) 107 (5) 70,8
58 Monocrotofés 10 3 0,9979 98 (5) 97 (4) 94 (5) 98 (3) 86 (5) 88 (2) 24,3
59 Miclobutanil* 10 3 0,9999 98 (10) 102 (6) 100 (4) 89 (6) 89 (5) 96 (5) -21,6
60 Monolinuron 10 3 0,9995 98 (6) 99 (3) 98 (2) 99 (2) 93 (5) 95 (1) 20,2
61 Pencicurom* 10 3 0,9997 104 (5) 95 (2) 98 (6) 92 (4) 91 (2) 100 (4) -47,7
62 Penoxsulam 10 3 0,9997 102 (7) 100 (4) 96 (4) 101 (3) 96 (5) 98 (4) 161,7
63 Picoxistrobina* 10 3 0,9999 108 (6) 106 (5) 108 (3) 104 (8) 95 (8) 105 (2) -64,7
64 Piraclostrobina* 10 3 0,9995 108 (6) 92 (8) 92 (8) 89 (10) 88 (2) 98 (1) -42,8
65 Pirimetanil* 10 3 0,9994 100 (12) 97 (3) 97 (3) 100 (3) 85 (4) 93 (3) 11,7
66 Piriproxifeno 10 3 0,9999 106 (14) 90 (8) 92 (13) 104 (9) 101 (5) 128 (4) -72,7
67 Profenofos* 10 3 0,9998 101 (9) 102 (3) 100 (4) 97 (5) 91 (4) 94 (4) -20,4
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Tabela 16 — Resultados de validagdo para o método de determinacdo de agrotdxicos em batata por QUEChERS e UHPLC-MS/MS desenvolvido neste

trabalho.

(continuacao)

LOQ LOD Nivel de Repetitividade (ug kg?), n=7 | Precisdo Intermediaria (ug kg?), n=7
N°  Agrotoxicos (Mg kgD (ug kg™ r2 Recuperacéo (+ RSD) Recuperacdo (+ RSD) EM (%)
10 25 50 10 25 50

68 Propamocarbe* 10 3 0,9953 82 (7) 83 (5) 78 (10) 88 (5) 75 (5) 78 (7) 13,8
69 Propiconazol 10 3 0,9999 97 (6) 97 (6) 92 (3) 93 (6) 84 (3) 91 (2) -2,0
70 Propoxur 10 3 0,9996 105 (8) 97 (5) 98 (3) 108 (2) 100 (1) 98 (5) 9,9
71 Quizalofope-p-etil* 25 7,5 0,9998 60 (13) 71 (6) 50 (14) 77 (5) 83 (4) 43 (21) -34,8
72 Saflufenacil* 10 3 0,9998 104 (6) 107 (3) 104 (4) 102 (4) 97 (4) 101 (3) 68,2
73 Simazina 10 3 0,9999 100 (7) 100 (4) 99 (3) 103 (2) 93 (2) 97 (3) 17,0
74 Tebuconazol* 25 7,5 0,9985 105 (41) 106 (10) 100 (5) 97 (6) 100 (3) 101 (5) -36,5
75 Tetraconazol* 10 3 0,9932 103 (7) 107 (4) 106 (3) 99 (5) 93 (4) 97 (2) -15,9
76 Tiabendazol* 10 3 0,9978 79 (9) 84 (9) 85 (17) 91 (8) 76 (9) 83 (3) -20,1
77 Tiacloprido* 10 3 0,9998 102 (4) 103 (3) 101 (3) 99 (1) 91 (4) 95 (2) 52,2
78 Tiamethoxam* 10 3 0,9994 96 (7) 100 (4) 98 (5) 94 (6) 91 (5) 97(4) 21,8
79 Triazofos 10 3 0,9991 105 (4) 100 (4) 98 (3) 98 (2) 90 (3) 95 (2) 9,4
80 Trifloxistrobina* 10 3 0,9997 97 (4) 97 (5) 99 (3) 101 (4) 95 (3) 100 (4) -26,2
81 Triflumurom 50 15 0,9991 90 (30) 84 (23) 101 (9) 78 (32) 75 (21) 89 (17) -35,3
82 Zoxamida* 10 3 0,9998 100 (6) 98 (7) 93 (2) 87 (8) 82 (5) 89 (2) -34,7

Fonte: O autor, 2023. Legenda: LOQ: Limite de Quantificagdo; LOD: Limite de Deteccao; r?: Coeficiente de Determinacdo; EM(%): Efeito
Matriz; RSD: Desvio Padrdo Relativo; *Agrotéxicos Permitidos para a Cultura da Batata no Brasil.
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4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS COMERCIAIS

O método foi aplicado em 17 amostras de batata branca e 17 amostras de
batata rosa. As amostras foram obtidas em mercados de cidades localizadas nos
estados: Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Rio de Janeiro. De acordo com as
Tabelas 17 e 18, de 17 amostras de batata rosa, 10 apresentaram residuos de
agrotoxicos, ja entre as 17 amostras de batata branca, 16 apresentaram residuo de
agrotoxicos. Observa-se que as maiores concentracdes de residuos sdo encontrados
nas amostras de batata branca. Para as amostras de batata branca, os compostos
encontrados em maior concentracao foram: acefato, fipronil, flutolanil, imidacloprido e

tiametoxam.



Tabela 17 - Residuos de agrotéxicos encontrados nas amostras de batata branca (tubérculo integral) , empregando o método validado neste trabalho.
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Agrotoxicos

Concentracdo nas amostras (mg kg1) dos agrotéxicos detectados

AT1 AT2 AT3 AT4 AT5 AT6 AT7 AT8 AT9 AT10 AT11 AT12 AT13 AT14 AT15 AT16 AT17
Acefato n.d. 0,0597 n.d. 0,0298 n.d. <LOQ n.d. 0,0101 n.d. n.d. 0,0293 n.d. 0,0153 0,0229 n.d. 0,0196 n.d.
Atrazina n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. 0,0149 n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0127 0,0163
Fipronil n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ <LOQ n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. 0,0259 n.d. n.d. 0,0152 <LOQ <LOQ
Fluopiram n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0428 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd <LOQ
Fluopicolida n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flutolanil n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0202 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Imidacloprido n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0100 n.d. 0,0101  n.d. 0,0428 n.d. 0,0379 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Metalaxil n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
Propamocarbe n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ
Tiametoxam n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. 0,0222 n.d. <LOQ 0,0164 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.

Fonte: O autor (2023). Legenda= AT: Amostra batata branca (integral); n.d.: ndo detectado.



Tabela 18 - Residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras de batata rosa (tubérculo integral) empregando o método validado neste trabalho.
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Agrotoxicos

Concentracdo nas amostras (mg kg) dos agrotoxicos detectados

BT1 BT2 BT3 BT4 BTS5 BT6 BT7 BT8 BT9 BT10 BT11 BT12 BT13 BT14 BT15 BT16 BT17
Acefato n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0987 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0826 0,0571 0,0324 n.d. n.d. n.d. 0,0327 0,0393
Atrazina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ 0,0238 n.d.
Clotianidina n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Clorpirifés n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Dimetomorfe n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0109 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
Fipronil n.d. n.d. n.d. 0,0185 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d.
Fluopicolida n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Fluxapiroxade n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Imidacloprido n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. 0,0165 n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d.
Propamocarbe n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiametoxam n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Fonte: O autor (2023). Legenda= BT: Amostra batata rosa (integral); n.d.:

ndo detectado.
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O acefato € um inseticida e acaricida, com acao sistémica, que pertence ao
grupo dos organofosforados, empregado no combate de insetos em plantacdes,
dentre os compostos em estudo foi 0 que apresentou maior concentragcdo nas
amostras reais com valores abaixo dos estabelecidos pela ANVISA. Este agrotoxico
foi detectado em cinco das amostras analisadas, numa faixa de concentracdo 0,0101
mg kg a 0,0987 mg kg1, com maiores concentracdes em batata rosa.

O inseticida e cupinicida fipronil foi detectado e quantificado em 6 amostras de
batata branca, numa faixa de concentracdo de <LOQ a 0,0259 mg kg?. JA nas
amostras de batata rosa esse numero passa para 5, com faixa de concentracédo de
<LOQ a 0,0185 mg kg™.

O imidacloprido é outro inseticida, com agéo sistémica, encontrado em grandes
guantidades nas amostras analisadas, numa faixa de Concentracdo de <LOQ a
0,0428 mg kg, cuja maior concentracdo é encontrada em amostras de batata branca.
Para o fungicida propamocarbe a faixa de concentracdo encontrada foi de <LOQ a
0,0266 mg kg, a maior concentracdo desse composto foi encontrada em batatas
brancas. O inseticida tiometaxam também foi encontrado em maior concentracdo em
batatas brancas, com faixa de concentracéo de <LOQ a 0,0222 mg kg™.

Nas amostras das batatas rosa, 0s compostos encontrados em concentracdes
mais elevadas foram: acefato, atrazina, dimetomorfe, fipronil e imidacloprido. A
atrazina € um herbicida, com acé&o sistémica, pertencente ao grupo das triazinas, o
qual ndo é autorizado para a cultura da batata, porém foi um dos compostos
encontrado na maioria das amostras, a faixa de concentracdo <LOQ a 0,0238 mg kg
1 as concentracdes mais elevadas sdo percebidas nas amostras de batata rosa. A
Figura 21 apresenta o cromatograma comparativo do sinal analitico da amostra de
batata contaminada com imidacloprido e o LOQ do mesmo para o método

desenvolvido.

Figura 21 — Cromatograma TIC comparativo entre a amostra A12 contaminada com residuo de

imidacloprido (0,0329 mg kg') e uma fortificacdo no seu LOQ (0,01 mg kg™1).

/ Imidacloprido

LoQ

— 3 38

g /

-o'oo o .50 100 150 = oo = 50 = 00 = 50 a0 A 5o .00 .50 = 00 = 50

Fonte: O autor (2023).



91

Outros agrotoxicos também foram detectados, mas em concentracdes baixas

ou abaixo do LOQ do método. A Tabela 19 apresenta os resultados resumidos, nesta

encontra-se o numero de amostras em que cada um dos compostos foi encontrado,

faixa de concentracdo, o LOQ e os LMRs de cada um dos agrotéxicos.

Tabela 19 — Resultados da analise das amostras reais de batata, em relagcdo a concentragao

encontrada e o limite maximo de residuos (LMR) permitidos pela ANVISA, UE e Codex Alimentarius.

NGmero de Concentragcdo Concentracao Codex
encontrada encontrada ANVISA UE . .
. amostras Alimentarius
Agrotoxicos amostra amostra
Batata Batata (mg kg™) (mg kg™?) 1 4 1
Branca Rosa Batata Branca Batata Rosa (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
0,0101 a
Acefato 8 6 0,0324 a 0,0987 0,2 0,01 -
0,0597
Atrazina 6 5 <LOQ a 0,0163 <LOQ a 0,0238 - - -
Clotianidina n.d. 1 n.d. <LOQ - - -
Clorpirifés 0 1 n.d. <LOQ 1,00 - -
Dimetomorfe 0 2 n.d. <LOQ a 0,0109 0,2 0.05 0,05
Fipronil 8 5 <LOQ a 0,0152 <LOQ a 0,0185 0,05 0,005 0,02
Fluopiram 2 nd. <LOQ a0,0428 n.d. 0,10 0,08 0,15
Fluopicolida 2 1 <LOQ <LOQ 0,10 0,03 -
Flutolanil 2 0 0,0202 n.d. 0,03 0,1 -
Fluxapiroxade 0 2 n.d. <LOQ 0,03 - -
Imidacloprido 4 4 <LOQ a 0,0428 <LOQ a 0,0165 0,05 0,01 -
Metalaxil 4 0 <LOQ n.d. 0,05 0,02 0,05
Propamocarbe 6 1 <LOQ <LOQ 0,5 0,3 0,3
Tiametoxam 5 1 <LOQ a 0,0222 <LOQ 0,02 - -

Fonte: O autor, 2023, ANVISA (2022a); EU (2022); FAO (2022). Legenda: LOQ: Limite de

Quantificacdo; n.d.: ndo detectado.

Os residuos de agrotéxicos tendem a se depositar nas cascas das culturas

e se transferir para as polpas em processos de longo prazo e causar algum risco a

saude humana, portanto a determinacdo de multiresiduos, bem como a analise

comparativa da mobilidade destes em diferentes partes da cultura, é de extrema
importancia para a saude humana (MATSADIQA et. al, 2010).

Considerando que a casca da batata é comestivel e que muitas pessoas

fazem chips ou torram para consumir como suplemento alimentar, estas foram

separadas da polpa e foram analisadas separadamente para avaliar a diferenca da

concentracao entre a casca e polpa. Apenas algumas amostras representativas foram
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avaliadas. Os resultados podem ser comparados na Tabela 20, a concentracdo esta
expressa em mg kg?. Na tabela 20, quando comparado os niveis de concentracédo de
residuos de agrotéxicos entre tubérculo, polpa e casca, pode-se perceber que as
concentracbes encontradas nas cascas sao proximas ou superiores aos limites
maximos de residuos estabelecidos pela ANVISA. Ao comparar o resultado da
amostra da batata integral AT8 com o resultado da parte que corresponde a casca
(AC8) e polpa (AP8), analisadas individualmente, na Tabela 20, nota-se que o
composto fipronil concentra-se na casca, parte onde sua concentracdo pode ser até
qguatro vezes maior. Ja na amostra AT5 a concentracao encontrada para o fipronil foi
< LOQ = 0,01 mg kg, enquanto na casa esse valor passa para 0,0456 mg kg, esta
diferenca exorbitante se da pelo fato do fipronil ndo proporcionar acao sistémica, além
da baixa solubilidade apresentada pelo composto na Tabela 10.

Vérios fatores podem afetar o mecanismo de migracdo e distribuicdo de
agrotoxicos da casca para a polpa, dos quais incluem as propridades fisico-quimicas
das casca, a quantidade de enzimas metabolizadoras da planta, as propriedades
fisico-quimicas dos agrotoxicos como coeficiente de particdo octanol/agua, constante
de dissociacao acido/base, peso molecular e solubilidade em agua, tempo de contato
entre 0 agrotdéxico e a matriz, condicbes climaticas e capacidade de resistir a
degradacdo (SHIMSHONI et al., 2019, HENDAWI et al., 2013; TOMER et al., 2013).

O acefato, por exemplo, € um agrotoxico sistémico, ou seja, circula por todo
o tecido da planta através da seiva, porém o principal mecanismo de degradacéo
deste é aerdbico, produzindo metamidofés que € outro agrotoxico também com acgéo
sistémica, porém com toxicidade superior a do acefato, capaz de provocar danos
ainda maiores a saude humana. Outro subproduto do acefato € o fungicida clorotalonil,
porém nao possui acao sistémica. O pH elevado é outro fator que também pode levar
a formacdo desses subprodutos (CETESP-SP, 2020). A degradacdo do acefato &
oportuno para explicar como degradagdo dos compostos diante da acao de fatores
guimicos e fisicos podem influenciar na migracéo ou distribuicéo de alguns compostos

da casca para a polpa de frutos, tubérculos e raizes.



Tabela 20 - Residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras de casca, polpa e tubéculo, empregando o método validado neste trabalho.

o Concentracdo nas amostras (mg kg1) dos agrotéxicos detectados
Agrotoxicos

AT5 AP5 AC5 AT7 AP7  AC7 AT8 AP8 AC8  AT10 AP10 AC10 BTS BP5 BC5
Acefato n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0101 0,0175 <LOQ n.d. n.d. n.d. 0,0987 0,0982 0,0955
Atrazina n.d. n.d. n.d. 0,149 0,0135 10,0274 n.d. n.d. n.d. <LOQ <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d.
Clotianidina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d. <LOQ
Clorpirifés n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ <LOQ <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Fipronil <LOQ <LOQ  0,0456 n.d. n.d. nd. <LOQ <LOQ 0,178 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ
Fluopiram 0,0428  0,0425 0,0777 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flutolanil <LOQ n.d. 0,0829 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0202 <LOQ 0,0276 n.d. n.d. n.d.
Imidacloprido n.d. n.d. n.d. 0,0421 0,0418 0,0461 0,0101 0,010 0,0139 0,0428 0,0218 0,0522 n.d. n.d. n.d.
Propamocarbe n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiametoxam <LOQ 0,0134 <LOQ 0,0222 0,0267 0,0214 n.d. n.d. n.d. 0,0164 0,0161 0,0117 <LOQ <LOQ <LOQ

Fonte: O autor (2023). Legenda= AT: Amostra batata branca; BT: Amostra batata rosa AP: Amostra Polpa batata branca; AC: Amostra Casca batata branca; BP:
Amostra Polpa batata rosa; BC: Amostra Casca batata rosa; LOQ: Limite de Quantificacdo; n.d.: ndo detectado.
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Na Tabela 20, nota-se que o tiametoxam e o0 acefato encontram-se em maior
concentragdo na polpa, enquanto a concentracdo dos demais se concentram na
casca.

O tiametoxam € um inseticida sistémico, ou seja, tem capacidade de ser
absorvido e transportado pelas partes da planta e redistribuido em quantidades
maiores (TORRES, 2009). Conforme Ghidiu (2013) a afinidade de um composto entre
0 solo e a agua € medida por log Koc (Coeficiente de sorcao referénciados ao carbono
organico). Ainda, para Ghidiu (2013), a umidade no solo facilita a ligagcado entre os
coldides presentes no solo e os materiais com maior log Koc e assim séo liberados de
uma forma mais lenta afetando a disponibilidade para absorcéo pelas raizes, portanto,
0S compostos com maior solubilidade entram nas raizes das plantas com maior
facilidade em relacdo aos compostos de baixa solubilidade, mas isso ocorre somente
com compostos sistémicos quando o solo possui umidade sufientes para solubilizar
0S compostos e permitir que as raizes absorvam rapidamente esses compostos.

Para Torres e Rigitano (2012), os inseticidas polares, com coeficiente de
particdo entre octanol e agua (log Kow) abaixo de zero sdo transportados via floema
para folhas novas, caule e raizes. O tiametoxam, composto polar, apresenta log Kow
igual a -0,13 (ANTUNESKENYON e KENNEDY, 2001), seu transporte é via floema,
caracteristicas que esclarecem sua concentracdo na polpa do tubérculo. O
imidacloprido é outro inseticida sistémico, porém sua absorcdo via floema é
dificultada, visto que este composto apresenta log Kow igual a 0,76. Em suma, 0s
compostos sistémicos capazes de apresentar maior concentragdo na polpa, devem
exibir coeficiente de particdo entre octanol e 4gua (log Kow) abaixo de zero, além de
serem resistentes as possiveis degracdes que podem ocorrer quando expostos ao

meio.
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5 CONCLUSOES

O preparo de amostra usando a extracdo QUEChERS original com uma etapa
de limpeza usando o sorvente C18 € muito simples e eficaz para a determinacao
multirresiduo de agrotdxicos em batata, e também em casca e polpa separadamente,
usando UHPLC-MS/MS com sistema triplo quadrupolo no modo SRM. Os parametros
de validacao provaram que o método € adequado para a analise de 82 agrotdxicos
em amostras de batata, proporcionando boa linearidade (r> >0,990), exatiddo
(recuperacgdes entre 70 e 120%) e precisao (RSD < 20%), com valores LOQ do método
variando de 0,01 a 0,05 mg kg™.

O método validado foi aplicado em 34 amostras de batata branca e batata rosa,
das quais 26 apresentaram residuos de um ou mais agrotoxicos. A batata branca foi
a que apresentou maior quantidade de agrotoxicos, com 16 amostras com residuos
de 17 amostras analisadas. A batata rosa apresentou 10 amostras com residuos
dentre as 17 analisadas. Dentre os compostos detectados, apenas a atrazina e
clotianidina ndo sao autorizados no Brasil para a cultura da batata. Quando
comparados os niveis de concentracao de residuos de agrotoxicos entre tubérculo,
polpa e casca, pode-se perceber que as concentragées encontradas nas cascas sado
préximas ou superiores aos limites maximos de residuos estabelecidos pela ANVISA,
indicando a importancia da determinacédo de residuos de agrotéxicos em diferentes
partes do tubérculo, uma vez que o consumo pode ser integral ou apenas por partes
como casca e polpa. A partir da validacdo e aplicacdo do método, pode-se concluir
gue o método € adequado para a determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em

batata e pode ser aplicado em andlises de rotina.
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6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS NO LABORATORIO

Os residuos gerados durante a realizacdo deste trabalho foram separados,
identificados e 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.
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