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RESUMO

AGROTC')XICO§ EM OLEOS COMESTIVEIS: AVALIACAO DE PROCEDIMENTO
DE PURIFICAGCAO DE EXTRATO EMPREGANDO DIFERENTES ADSORVENTES
E VALIDACAO POR UHPLC-MS/MS

AUTOR: Jonatan Vinicius Dias
ORIENTADORA: Carmem Dickow Cardoso

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia de diferentes adsorventes na remocao de
gordura de extratos provenientes de matrizes de 6leos comestiveis (oliva, soja e girassol)
durante a determinacdo de residuos de 165 agrotoxicos empregando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. O procedimento de extracdo empregado nesse
estudo foi o método QUEChERS citrato e o primeiro estudo realizado foi avaliando a
eficiéncia de uma etapa de precipitacdo em baixas temperaturas (freezing out) anterior a
etapa de purificacdo, ambos realizados em azeite de oliva. Durante a avaliacdo da etapa de
purificacéo, trés diferentes adsorventes foram estudados, onde um deles foi empregando de
duas maneiras distintas, totalizando quatro técnicas diferentes de purificacdo: i) PSA em
combinagdo com sulfato de magnésio (d-SPE); ii) Z-sep combinado com sulfato de
magneésio (d-SPE); iii) Z-sep (SPE em cartucho) e iv) EMR-Lipid (d-SPE). Apés avaliagcao da
etapa de freezing out e da etapa de purificacdo empregando cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas de alta resolugdo (UHPLC-QTOF-MS) a técnica de precipitagdo
em baixas temperaturas combinada com a purificacdo por dispersdo em fase solida
empregando EMR-Lipid demonstrou importantes vantagens quando comparadas as outras
técnicas avaliadas, como melhores resultados de recuperacdo dos analitos e RSD%. O
método foi validado para azeite de oliva e Oleos de soja e girassol empregando
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
TQ-MS/MS) nas concentracdes de 10, 20 e 50 ug kg™. O percentual de recuperacdo médio
para os trés niveis de fortificacdo nas trés matrizes foi de cerca de 70% com RSD médio
menor do que 11%. A maioria dos agrotéxicos com percentuais de recuperacao inferiores a
70% demonstraram valores de RSD% menores do que 10. Por essa razdo, os estudos de
linearidade e efeito matriz foram realizados empregando a técnica de procedural standard
calibration, uma técnica alternativa de calibracdo que compensa o0s baixos valores de
recuperacio e efeitos da matriz, na faixa de 10 a 500 pg kg™. Dos agrotdxicos estudados,
93% apresentaram coeficientes de determinagdo maiores ou iguais a 0,99. O efeito matriz
foi similar quando os trés 6leos foram comparados. O método foi aplicado com sucesso na
determinacdo de agrotdxicos em matrizes de Oleos adquiridas nas cidades de Almeria e
Murcia, localizadas na regido sudeste da Espanha.

Palavras-chave: azeite; residuos; cromatografia; espectrometria de massas.



ABSTRACT

PESTICIDES IN EDIBLE OILS: EVALUATION OF EXTRACT CLEAN-UP
PROCEDURE USING DIFFERENT ADSORBENTS AND VALIDATION
BY UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Jonatan Vinicius Dias
ADVISOR: Carmem Dickow Cardoso

The goal of this study was to evaluate the efficiency of several adsorbents on fat removal
from extracts of edible oil matrices (olive, soya and sunflower) during residue determination
of 165 pesticides employing liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The
extraction procedure employed in this study was the citrate version of QUEChERS method
and the first study carried out was evaluating the efficiency of low temperature precipitation
step (freezing out) before clean-up step, both tested in olive oil. During clean-up evaluation,
three different adsorbents were studied, where one of them was employed in two different
ways, totalizing four different clean-up procedures: i) PSA in combination with magnesium
sulfate (d-SPE); ii) Z-sep combined with magnesium sulfate (d-SPE); iii) Z-sep (cartridges
SPE) and iv) EMR-Lipid (d-SPE). After evaluation of freezing out and clean-up procedures
employing liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (UHPLC-
QTOF-MS), the freezing out combined with clean-up by dispersive solid phase extraction
using EMR-Lipid showed important advantages when compared to the other evaluated
techniques, such better recovery rates and RSD%. The method was validated for olive, soya
and sunflower oils employing ultra-high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (UHPLC-TQ-MS/MS) at 10, 20 and 50 pg kg™. Mean recovery for all evaluated
levels in the three matrices was about 70% with mean RSD% below 11%. Most of the
pesticides that showed recovery below 70% presented RSD% values lower than 10. For this
reason, linearity and matrix effect studies were carried out employing procedural standard
calibration approach, an alternative type of calibration that compensates low recovery values
and matrix effect, in the range from 10 to 500 pg kg™. From all evaluated pesticides, 93%
showed determination coefficient equal to or higher than 0.99. Matrix effect was similar when
the three oils were compared. The method was successfully applied on pesticides
determination in oil matrices purchased in Almeria and Murcia cities, located at southeastern
of Spain.

Key words: oils; residues; chromatography; mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A presenca de substancias toxicas em alimentos pode ser ocasionada por
diversas fontes. Uma das principais € a utilizagdo de agroqguimicos, que sao
substancias empregadas para aumentar a qualidade e a quantidade de alimentos
necessarios ao sustento da populacgéao.

Dentre os agroquimicos mais utilizados estdo o0s agrotoxicos que Ssao
aplicados nos alimentos em varios estdgios de cultivo e pds-colheita, para protegé-
los do ataque de pragas e doencas e manté-los préprios para consumo.

Na ultima década o uso de agrotoxicos no Brasil cresceu assustadoramente.
Entre os anos de 2001 e 2008 a venda de agrotdéxicos movimentou cerca de 7
bilhbes de délares, 5 bilhdes a mais que nos anos anteriores. Desde entédo, o Brasil
passou a ser o maior utilizador de agrotéxicos no mundo com cerca de 990 mil
toneladas de agrotoxicos aplicados anualmente. No ano de 2009 esse numero
ultrapassou a marca de 1 milhdo de toneladas. Devido a repercussao negativa pelo
aumento de todos esses numeros, no ano de 2010 esses dados ndo foram
divulgados (LONDRES, 2011).

Para garantir a aplicacdo das Boas Praticas Agricolas no campo e, assim,
garantir a seguranca da populacdo quanto ao consumo de alimentos, agéncias
governamentais realizam o controle da presenca de agrotoxicos remanescentes nos
alimentos para que ndo gerem danos a saude dos consumidores, estabelecendo os
limites maximos de residuos (LMR). Para garantir que os LMR sejam respeitados, 0s
métodos analiticos empregados para determinacdo de agrotoxicos em alimentos
devem ser capazes de quantificar residuos dessas substancias em concentracdes
muito baixas (ANVISA, 2010).

Nesse contexto, os métodos multirresiduo de extracdo combinados com a
cromatografia acoplada a espectrometria de massas aparecem como poderosas
ferramentas utilizadas ha muitos anos, e continuamente empregadas, na deteccao e
quantificacdo de residuos de agrotoxicos. Contudo, devido aos baixos valores de
LMR estabelecidos pelos orgaos de fiscalizacdo e a necessidade de que sejam
detectadas quantidades cada vez mais baixas dessas substancias nas mais diversas
matrizes, os métodos multirresiduo devem ser cada dia mais eficientes para realizar
a extracdo dos agrotoxicos das matrizes e as técnicas de deteccdo e de

quantificacdo utilizadas devem gerar resultados inequivocos.
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O desenvolvimento de métodos multirresiduo, os quais permitem a
determinacdo de um grande numero de substéncias em apenas uma andlise, € a
estratégia mais aplicada para a determinacao de agrotoxicos. Entretanto, diferentes
classes e propriedades, tanto de analitos quanto de matrizes, levam a algumas
dificuldades relacionadas ao desenvolvimento de um método que cubra todos os
analitos sob estudo levando em consideracédo todas as suas diferencas. Nesses
casos, torna-se necessario diferentes métodos de processamentos das amostras
considerando os analitos e a natureza da amostra (MASTOVSKA et al., 2005).

O desenvolvimento de métodos de extracdo para determinacdo de residuos
de agrotéxicos em matrizes com alto teor de gordura é uma tarefa dificil, j& que
mesmo pequenas quantidades de gordura extraidas devem ser removidas a fim de
manter o sistema cromatografico funcionando adequadamente. Por essa razao,
diferentes estratégias durante a extracdo dos analitos podem suprir essa demanda e
resolver os principais problemas relacionados a esse tipo de matriz. Métodos de
extracdo efetivos combinados com técnicas de purificacdo aliados a tecnologias
como a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (UHPLC-MS/MS) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS/MS) conduzem a uma identificacdo e quantificacdo inequivocas dos

agrotc’)xicos presentes nessas amostras.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um método para purificacdo de extrato e posterior determinagao

de residuos de agrotoxicos em Oleos comestiveis empregando método QUEChERS

citrato em combinagcdo com cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS).

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar a eficiéncia do procedimento de precipitacdo em baixas temperaturas

na remocgéao de gordura de extratos de 6leos comestiveis;

Avaliar a eficiéncia de diferentes adsorventes na remocédo de gordura de

extratos de 6leos comestiveis;

Empregar a técnica de UHPLC-QTOF-MS na avaliacdo da eficiéncia dos

diferentes adsorventes empregados durante a etapa de purificacao;

Comparar o0s resultados dos adsorventes avaliados em termos de
recuperacao (%) dos agrotéxicos em estudo;

Investigar o efeito matriz em diferentes amostras de 6leos, para o adsorvente
escolhido, a fim de avaliar o emprego de uma Unica matriz “branco” de 6leo

para quantificacdo dos agrotéxicos em diferentes tipos de 6leo;

Aplicar o método desenvolvido e validado no monitoramento de amostras de

Oleos comestiveis comercializados na regido sul e sudeste da Espanha.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGROTOXICOS

A preocupagdo com a presenca de agrotoxicos nos alimentos é tdo antiga
quanto a introducdo destes produtos quimicos no controle de pragas e doencas que
afetam a producéo agricola. A relacdo entre agricultura e saude publica sempre foi
muito grande, seja na funcdo de supridora de alimentos, seja pelos riscos a saude
humana, animal e ao meio ambiente causados pela utilizacdo de agrotéxicos. O
crescimento da demanda por alimentos que acompanhou a explosdao demogréfica
resultou, em um primeiro momento, na intensificacdo da cultura em terras mais
férteis e, em um segundo momento, na expansdo dessas fronteiras agricolas para
areas menos produtivas (VEIGA, 2007).

Apesar disso, somente em anos mais recentes, o avanco do conhecimento
cientifico e as novas tecnologias da area laboratorial, vém permitindo a avaliacdo da
qualidade dos alimentos que chegam a mesa da populacédo. O desenvolvimento dos
agrotoxicos foi impulsionado pelo anseio do homem em melhorar sua condicdo de
vida, procurando aumentar a producao dos alimentos. O modelo atual de producgéo
agricola brasileiro baseia-se na utilizacdo de agrotéxicos para compensar problemas
do processo produtivo. Neste contexto, os agrotoxicos foram introduzidos na
agricultura brasileira como uma tentativa de corrigir as necessidades do solo e
prevenir e/ou eliminar as pragas que prejudicariam a produtividade. Buscava-se, ao
aumentar a produtividade, elevar a eficiéncia econémica do processo produtivo rural
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; VEIGA, 2007).

Segundo dados da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do
Observatoério da Industria dos Agrotéxicos da Universidade Federal do Parand,
divulgados durante o Segundo Seminario sobre Mercado de Agrotoxicos e
Regulacdo, realizado em Brasilia, em abril de 2012, enquanto nos ultimos dez anos
o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu
190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior
mercado mundial de agrotoxicos aplicando, naquele ano, cerca de 900 mil toneladas
desses produtos nas mais diversas culturas (ABRASCO, 2012).

Apesar de os agrotéxicos auxiliarem no controle de pragas e doencas, 0s

efeitos potenciais adversos da exposicdo da populacdo em geral a essas
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substancias e, mais especificamente, nos grupos mais suscetiveis como idosos e
criangas € um problema de saude publica. Na unido europeia a avaliacdo de
produtos utilizados como protetores em plantas e o monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos é regulamentada pela Regulacdo EC N° 1107/2009 e pela
Regulagdo N° 396/2005. No Brasil, as bases para regulamentagéo foram definidas
pela lei federal n® 7802, publicada em 1989 e, mais tarde, pelos decretos n°
4074/2002 e 5981/2006 (REICHERT et al., 2015).

De acordo com a lei n°® 7.802, de 11 de Julho de 1989, agrotoxico € definido
como: “os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos; substancias e
produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes estimuladores e inibidores
de crescimento” (BRASIL, 1989).

Segundo a Organizacédo das Nacgbes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO, do inglés Food and Agriculture Organization), agrotéxico é definido como
qualguer substancia, ou mistura de substancias de ingredientes quimicos ou
bioldgicos que se destinam a repelir, destruir ou controlar qualquer peste, ou regular
o crescimento de uma cultura (FAO, 2014).

Ja residuo é definido como sendo qualquer substancia presente no alimento,
produto agricola ou outro tipo de cultura ou racdo animal bem como no meio
ambiente incluindo solo, ar e 4gua, como resultado do uso de um agrotoxico. O
termo inclui qualquer substancia derivada de um agrotéxico como produtos de
conversdo, metabdlitos, produtos de quebra, produtos de reacdo e impurezas de
significancia toxicologica ou ecotoxicologica. O termo residuo de agrotoxico inclui
ainda, residuo de fontes desconhecidas ou inevitdveis como, por exemplo, a
contaminagao ambiental (FAO, 2014).

A producdo comercial de um agrotoxico envolve a obtencdo do ingrediente
ativo, cujo processo de sintese adotado ira determinar seu grau de pureza bem
como o teor de impurezas. O ingrediente ativo corresponde a produtos quimicos, na
forma sdlida ou liquida, que se encontra em pequenas porc¢des nas formulacdes

sendo o responsavel pelo combate a praga ou doenca que se deseja tratar. Sua
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concentracdo € expressa em gramas por litro do produto comercial, em percentagem
ou em partes por milhdo em peso unitario. Esse composto obtido € chamado de
produto técnico, que sera utilizado para a formulacdo do produto final. A este séo
adicionados outros elementos quimicos que garantem, sobretudo, a dispersao e a
fixacdo do produto nas plantas a serem protegidas ou destruidas pelo efeito toxico
especifico. O diluente ajuda a manter a dispersdo e suspensao do ingrediente ativo
aumentando a seguranca no manuseio. Ja os aditivos sdo substancias surfactantes
qgue melhoram a eficiéncia do agrotoxico pela alteracdo de suas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas. O produto final, obtido da mistura do produto técnico
com outros produtos quimicos auxiliares (aditivo e diluente), corresponde ao
chamado produto formulado, que é aplicado nas lavouras (TERRA; PELAEZ, 2008;
RODRIGUES, 2012).

No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama) é um dos érgaos federais responséveis pelo registro e controle
de agrotéxicos, atuando conjuntamente com a Secretaria de Defesa Agropecuaria
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A classificacdo dos agrotéxicos, por finalidade de uso, € definida pelo poder
de acdo do ingrediente ativo sobre organismos-alvo, como: inseticidas, fungicidas,
herbicidas, acaricidas, reguladores e inibidores de crescimento, entre outros. Dentre
essas classes, as trés principais, que representam cerca de 95% do consumo
mundial de agrotoxicos, sdo os herbicidas (48%) inseticidas (25%) e fungicidas
(22%) (TERRA; PELAEZ, 2008; BORSOI et al., 2014).

A acao esperada de um agrotéxico ocorre pela presenca em sua cComposi¢ao
de uma molécula quimica téxica que incide sobre a atividade biolégica normal dos
seres vivos sensiveis a ela (TERRA, 2008).

A contaminacdo do meio ambiente pelos agrotéxicos ndo ocorre devido
apenas pela aplicacdo desses produtos nas lavouras, mas também pelo descarte
incorreto de embalagens de agrotéxicos. Segundo dados do ano de 2015 publicados
pelo Instituto Nacional de Processamento de Embalagens Vazias (Inpev), 45,5 mil
toneladas de embalagens vazias de agrotdxicos tiveram destino ambientalmente
correto por meio do sistema campo limpo, programa gerenciado pelo Inpev para
realizar o retorno das embalagens vazias de agrotoxicos no Brasil. Esse numero

representa 94% do total de embalagens primarias (aquelas que entram em contato
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direto com o produto) comercializadas. Para o ano de 2016 a estimativa € de que
sejam devolvidas 46,5 mil toneladas (Inpev, 2015).

2.1.1 Programas de monitoramento de residuos de agrotdxicos no Brasil

No Brasil, dois programas de monitoramento de residuos de agrotdxicos em
alimentos de origem vegetal estdo em andamento a fim de avaliar a concordancia
com os limites maximos de residuos estabelecidos no pais: o Programa de Analise
de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) e o Programa Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC). O primeiro destinado a amostras
consumidas internamente e o segundo destinado a amostras para exportacao
(JARDIM; CALDAS, 2012).

Limite maximo de residuo é definido como a concentracdo maxima de um
residuo que é legalmente permitido ou reconhecido como aceitavel em um alimento,
cultura ou racao animal (FAO, 2014).

O PARA da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foi criado em
2001 como um projeto com o0 objetivo de estruturar um servico para avaliar e
promover a qualidade dos alimentos em relacdo ao uso de agrotéxicos e afins. Em
2003, o projeto transformou-se em Programa, através da Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC 119/03, e passou a ser desenvolvido anualmente no ambito do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) (ANVISA, 2014).

Os resultados do Programa permitem: (a) verificar se o0s alimentos
comercializados no varejo apresentam niveis de residuos de agrotoxicos dentro dos
LMR estabelecidos pela ANVISA e publicados em monografia especifica para cada
agrotoxico; (b) conferir se os agrotoxicos utilizados estdo devidamente registrados
no pais e se foram aplicados somente nas culturas para as quais estao autorizados;
(c) estimar a exposicdo da populacdo a residuos de agrotoxicos em alimentos de
origem vegetal e, consequentemente, (d) avaliar o risco a saude dessa exposicao
(ANVISA, 2014).

Segundo resultados do PARA, publicados em outubro de 2014, para as
amostras coletadas referentes a segunda etapa do ano de 2012, das 1397 amostras
analisadas, 75% apresentaram resultados satisfatérios sendo que destes, 33% néo
apresentaram residuos e 42% apresentaram quantidade de residuo igual ou inferior
ao LMR permitido pela legislagdo (ANVISA, 2014).
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Das 1397 amostras avaliadas, 347 (25%) apresentaram resultados
insatisfatorios. Do total de amostras, 1,9% apresentaram residuos de agrotoxicos
acima do LMR permitido. Em 294 amostras, 21% do total, foram determinados
residuos de agrotéxicos ndo autorizados para a cultura. Do total de amostras, 27,
correspondendo a 1,9% do total apresentaram simultaneamente, residuos acima do
LMR e presenca de agrotoxico ndo autorizado para a cultura (ANVISA, 2014).

Segundo os dados mais atuais do PARA publicados pela Anvisa em 25 de
novembro de 2016, foram analisadas 12051 amostras nos 27 estados do Brasil e no
Distrito Federal durante os anos de 2013 e 2015. Pela primeira vez desde que o
PARA foi criado, o risco de intoxicacdo agudo foi monitorado, o qual esta
relacionado as intoxicacdes que podem ocorrer dentro de um periodo de 24 horas
apos o consumo do alimento contendo residuos. Do total de amostras analisadas
nesse periodo, 1,11% apresentou potencial risco de intoxicacdo aguda relativo a 13
culturas. A grande parte das amostras que apresentaram situacdes de risco agudo
esta relacionada com a presenca de Carbofurano, agrotéxico que esta em fase de
reavaliacdo pela Anvisa. A laranja foi a cultura com o maior nimero de amostras
com potencial risco agudo de contaminacédo (12%) de um total de 744 amostras
analisadas. Nesta cultura, do total de amostras com potencial risco agudo, 11% sao
relativas ao agrotoxico Carbofurano. J& para a cultura do abacaxi, 5% do total de
amostras apresentou potencial risco agudo de contaminacdo pela presenca de
Carbendazim.

Com relagdo as irregularidades, aproximadamente 1% do total de amostras
analisadas apresentaram agrotoxicos com concentracfes maiores do que o LMR
estabelecido. Ja para aproximadamente 17% do total de amostras os agrotoxicos
determinados ndo sao permitidos para a cultura. Para outros 2% das amostras, as
irregularidades foram devidas a presenca de agrotéxicos acima do LMR, além de
agrotoxicos ndo autorizados para a cultura. O agrotoxico Acefato foi detectado em
um total de 602 amostras consideradas irregulares, jA que ndo é permitido em
nenhuma delas.

Salienta-se que essas irregularidades nao representam, necessariamente,
riscos a saude, ja que o estabelecimento de LMR tem como objetivo principal
garantir a aplicacdo das boas préticas agricolas no campo (ANVISA, 2016).

Em 2006 foi criado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento

(MAPA) o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) que
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abrange tanto matrizes de origem animal (PNCRC Animal) quanto vegetal (PNCRC
Vegetal). O PNCRC Vegetal iniciou suas atividades analisando amostras de maca e
mamao para exportacdo e amostras dessas mesmas culturas oriundas de
supermercados locais nos anos seguintes. As bases legais do PNCRC foram
estabelecidas em 2009 quando as culturas de abacaxi, banana, uva, limao, meléo,
manga, morango, tomate, alface e batata foram incluidas no programa (JARDIM,;
CALDAS, 2012).

Segundo dados mais recentes do PNCRC, publicados em Maio de 2015
referentes as safras 2013/2014, das 570 amostras avaliadas, 534 (93%)
apresentaram resultados em conformidade com os LMR estabelecidos com relagéo

a presenca de residuos de agrotoxicos. (MAPA, 2015).

2.2 METODOS MULTIRRESIDUO

Os métodos multirresiduo para determinacdo de agrotoxicos sao
normalmente adotados, por laboratérios de analise, pela simplicidade na
determinacdo de varios agrotoxicos, de diversas classes, e de grande numero de
principios ativos, apds a extragdo e andlise, facilitando a demanda rapida e eficiente
de monitoramento (KASSUMI, 2007).

A extracdo com solventes seguida pelas etapas de particdo liquido-liquido e
procedimentos de purificacdo foram os métodos padrédo em analise de residuos por
muito tempo e ainda sdo comumente utilizados. A principal vantagem desses, sobre
0S muitos e mais modernos procedimentos, é que ndo necessitam de equipamentos
complexos e caros, e 0s solventes organicos de alta pureza sédo facilmente
encontrados, mesmo que com precos elevados (PIZZUTTI, 2006). Por outro lado, as
técnicas de extracdo liquido-liguido empregam grandes volumes de solvente,
guando comparadas as técnicas mais modernas, o0 que acarreta em uma geracao de
grande quantidade de residuo.

A escolha do solvente para extragdo é uma das escolhas cruciais a ser
tomada durante o desenvolvimento de novos meétodos multirresiduo para
determinacdo de residuos de agrotoxicos. Atualmente, 0s solventes mais
comumente utilizados em métodos multirresiduo s&o a acetonitrila, acetona e
acetato de etila. Cada solvente apresenta vantagens e desvantagens em termo de

seletividade, eficiéncia na extracdo e disponibilidade. Algumas caracteristicas dos
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principais solventes empregados em cromatografia estdo descritas no Anexo A
(HIEMSTRA; DE KOK, 2007).

Na maioria dos meétodos classicos para determinacdo de residuos de
agrotoxicos, estes sdo extraidos das amostras utilizando um dnico solvente
organico, uma mistura de solventes organicos ou uma mistura de solvente organico
com uma solucdo aquosa. Além disso a combinacdo desses métodos com a adi¢ao
de sais para promover o efeito salting out tem sido utilizadas em varios métodos.
Dependendo do solvente utilizado na etapa de particdo obtém-se melhores
percentuais de recuperagdo para analitos polares, uma vez que a adigdo de sais
diminui a solubilidade desses compostos na fase aguosa, bem como a quantidade
de agua na fase organica (PRESTES et al., 2009).

Amostras que ndo passaram por processamento ou foram pouco processadas
necessitardo ser homogeneizadas e isso pode ser realizado como parte do
procedimento de extragdo. Equipamentos para homogeneizacdo (como
maceradores, processadores de alimentos e Ultra Turrax) podem ser utilizados para
processar as amostras e mistura-las com o solvente extrator simultaneamente
(FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Existe uma grande gama de solventes orgénicos e combinag¢des de solventes
que podem ser utilizadas para realizar a extracao dos residuos de agrotéxicos dos
alimentos. A escolha de um solvente, em termos de eficiéncia de extracdo, sera
diretamente dependente da polaridade dos analitos que serdo determinados.
Agrotoxicos apolares como, por exemplo, os organoclorados podem ser facilmente
extraidos utilizando-se solventes apolares. Ja 0os compostos polares como, por
exemplo, os organofosforados sédo extraidos na presenca de solventes polares a
mediamente polares.

Se 0 solvente presente nos extratos das amostras necessita ser evaporado a
fim de realizar uma concentracdo dos analitos ou uma troca de solvente apenas,
entdo o ponto de ebulicdo do solvente é uma propriedade que precisa ser avaliada.
Entretanto, é importante ter em mente que a maioria das amostras de alimentos,
frutas e vegetais particularmente, contém uma alta proporcdo de agua. Se o
solvente, ou mistura de solventes, utilizados para realizar a extracdo dos analitos
das amostras for miscivel com agua como, por exemplo, acetona o extrato resultante

dessa extracdo também contera uma elevada propor¢cdo de &gua que pode
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necessitar ser removida antes da etapa de concentracdo (FERNANDEZ-ALBA,
2005).

Nos ultimos anos muitos métodos multirresiduo tém sido desenvolvidos que
permitem a analise simultdnea de uma grande variedade de residuos de agrotoxicos
em uma vasta gama de culturas. Entretanto, como € impossivel desenvolver uma
Unica condicdo para extracdo e/ou procedimentos de purificacdo para todas as
combinac¢des de agrotoxicos/culturas, os métodos multirresiduo possuem limitacdes
(FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Diferentes solventes organicos e mistura de solventes tem sido utilizado para
extrair um grande numero de substancias com as mais diversas propriedades fisicas
e quimicas. Trés solventes (acetona, acetonitrila e acetato de etila) tem sido
predominantes em métodos multirresiduo e continuam sendo largamente utilizados
nas mais recentes publicacdes. Esses solventes sdo utilizados em centenas de
laboratérios de andlise de residuos ao redor do mundo na extracdo de agrotéxicos
polares e apolares de uma diversidade de alimentos in natura e produtos

processados.

2.3 DESENVOLVIMENTO HISTORICO DOS METODOS MULTIRRESIDUO
BASEADOS NO USO DE ACETONITRILA, ACETATO DE ETILA E ACETONA

2.3.1 Acetonitrila

Uma das principais desvantagens do uso da acetonitrila como solvente
extrator é seu custo elevado acompanhado de sua alta toxicidade. Entretanto,
existem vantagens quando comparada com acetona ou acetato de etila como, por
exemplo, sua alta polaridade que auxilia na extracdo de menos coextrativos como
materiais lipofilicos e clorofila (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Um dos primeiros métodos publicados utilizando acetonitrila como solvente
extrator foi desenvolvido por Mills e colaboradores em 1963. Naquele ano, os
autores propuseram um metodo para extrair agrotoxicos organoclorados de uma
série de amostras de frutas e vegetais utilizando acetonitrila. Essas substancias
apolares foram, entdo, particionados em éter de petréleo apos adicdo de um grande
volume de dgua e um pequeno volume de solucéo saturada de cloreto de sédio. O

extrato em éter de petréleo foi percolado por uma coluna empacotada com Florisil
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utilizado como purificador do extrato anterior a analise utilizando cromatografia
gasosa e deteccao por captura de elétrons (MILLS; ONLEY; GAITHER , 1963).

Por volta dos anos 60 com o aumento na utlizacdo de inseticidas
organoclorados houve a necessidade de introducdo desses compostos em métodos
multirresiduo. A particdo utilizando éter de petrdleo ndo era adequada para essas
substancias e isso significaria baixos valores de recuperagdo. Em 1971, Storherr e
colaboradores utilizaram diclorometano para substituir o éter de petrdleo e carvao
ativo tratado com &cido para substituir o Florisil (STORHERR; OTT; WATTS, 1971).

Nos anos 90 a acetonitrila foi empregada na extracdo de mais de 100
agrotoxicos selecionados das mais diversas classes (por exemplo, organoclorados,
organofosforados e carbamatos). Em 1991, Ton Joe e Cusick utilizaram acetonitrila
na extracdo de 143 agrotéxicos de 13 matrizes diferentes pela utilizacdo de 100 mL
de acetonitrila para 50 g de amostra e adicdo de cloreto de sédio sélido. Uma
aliguota da camada organica de acetonitrila foi evaporada e concentrada anterior a
injecdo no sistema de cromatografia gasosa modo splittess acoplada a
espectrometria de massas sem a necessidade de etapa de purificacdo (TON JOE;
CUSICK , 1991).

No mesmo ano, Lee e colaboradores utilizaram exatamente o mesmo
procedimento de extracdo empregando acetonitrila, porém adicionaram uma etapa
de purificacdo utilizando extracdo em fase sélida com um cartucho de C18 para que
o extrato fosse compativel com detectores como, por exemplo, o detector fotométrico
de chama (FPD, do inglés Flame Photometric Detector) e captura de elétrons (ECD,
do inglés Electron Capture Detector) além de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) (LEE et al., 1991).

Em 1999, Cook e colaboradores utilizaram o mesmo procedimento de
extracdo empregando uma variedade de sélidos na etapa de purificacdo por
extracdo em fase sdlida (COOK et al., 1999).

Em 2003, Anastassiades e colaboradores relataram um atraente método para
preparo de amostras empregando acetonitrila denominado QUEChERS (rapido, facil,
barato, efetivo, robusto e seguro, do inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged e
safe). Este método cobre um grande escopo de analitos, incluindo analitos polares,
mediamente polares, e ndo polares em varias matrizes. O procedimento envolve
uma etapa uUnica de extragdo da amostra com acetonitrila, seguido de particao

liguido-liquido pela adicdo de sulfato de magnésio anidro e cloreto de soédio. A
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remocao de 4gua e a purificacdo sao realizadas simultaneamente com extragdo em
fase sdlida dispersiva (d-SPE, do inglés Dispersive Solid Phase Extraction), usando
sulfato de magnésio e o adsorvente amina primaria e secundaria (PSA, do inglés
Primary Secondary Amine) (ANASTASSIADES et al., 2003).

O método QUEChERS e varias versbes modificadas tem sido utilizados com
sucesso para a extracdo de agrotéxicos de uma variedade de frutas e vegetais.
Anastassiades et al. (2003) e Lehotay et al. (2005) modificaram o QUEChERS
original, ndo tamponado, passando a utlizar um tampdo acetato e citrato
respectivamente, para evitar a degradacdo de certos agrotoxicos sob condicbes
alcalinas (LEHOTAY, 2007).

Em 2007, Pizzutti e colaboradores desenvolveram e validaram um meétodo
para determinacao simultanea de 221 agrotdxicos e 26 micotoxinas em amostras de
arroz empregando uma versdo modificada do método QUEChERS. Foram utilizados
10 g de amostras que foram extraidas com 10 mL de acetonitrila acidificada seguido
de particdo liquido-liquido utilizando sulfato de magnésio anidro (PIZZUTTI et al.,
2007).

2.3.2 Acetato de etila

Ao contrario da acetonitrila e acetona, o acetato de etila € muito pouco soluvel
em agua. A principal vantagem do acetato de etila é que pequenas quantidades de
agua presente nos extratos podem ser facilmente removidas pela adicdo de sais
sem a necessidade de realizar qualquer etapa extra de particdo liquido-liquido.
Quando comparado aos outros dois solventes, o acetato de etila apresenta-se como
solvente menos polar o que facilita a extracdo de matéria lipofilica de amostras com
alto teor de gordura como abacate e matrizes de origem animal (FERNANDEZ-
ALBA, 2005).

O primeiro método multirresiduo baseado na extracdo com acetato de etila foi
publicado por Watts e colaboradores em 1969. Os autores realizaram a
determinacao de 60 agrotoxicos organofosforados em matrizes de maca, cenoura e
couve utilizando extragdo com acetato de etila. Os extratos das amostras foram
submetidos a procedimento de purificacdo em coluna de carvao ativo e os analitos
foram determinados por GC-NPD (WATTS et al., 1969).
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Na década seguinte houve uma escassez de publicacdes sobre métodos
empregando acetato de etila até que no final dos anos 80 esse solvente ganhou
popularidade como solvente de extracdo. Ross e colaboradores utilizaram acetato
de etila como solvente de extracdo na determinacéo de residuos de organoclorados
e organofosforados de uma série de matrizes alimentares, incluindo frutas e
vegetais. Os autores utilizaram um procedimento de purificacdo empregando
cromatografia por permeacdo em gel (GPC, do inglés Gel Permeation
Chromatography) e obtiveram resultados estatisticamente iguais aqueles obtidos
quando empregado o método utilizando acetona para cereais (ROSS et al., 1987).

No ano de 1994, Fernandez-Alba e colaboradores utilizaram acetato de etila
para extrair residuos de organoclorados e piretréides de frutas e vegetais. Eles
utilizaram cartuchos de silica gel no procedimento de purificacdo e empregaram GC-
ECD e GC-MS para determinar os residuos (FERNANDEZ-ALBA et al., 1994).

No mesmo ano, Holstege e colaboradores empregaram acetato de etila
modificado com 5% de etanol para extrair agrotoxicos organoclorados,
organofosforados e carbamatos de uma série de matrizes de origem animal e
vegetal. Os autores justificaram o0 uso de etanol para auxiliar nos valores de
recuperacdo dos compostos mais polares como, por exemplo, acefato, metamidofés
e monocrotofés de amostras de agua sem afetar as recuperacdes do agrotoxico
organofosforado mais apolar, clorpirifos (HOLSTEGE et al., 1994).

Em 1999, Obana e colaboradores utilizaram acetato de etila para extrair
agrotoxicos de uma série de classes, de matrizes de frutas e vegetais. Os autores
empregaram um homogeneizador de alta velocidade para homogeneizar as
amostras e substituiram o sulfato de so6dio por um polimero industrial com alta
capacidade absorvente (OBANA et al., 1999).

A Administracdo Nacional de Alimentos da Suécia (NFA, do inglés National
Food Administration) emprega, desde 1989, um método multirresiduo baseado na
extracdo empregando acetato de etila como solvente de extracdo seguido de analise
cromatografica empregando LC e GC-MS. Esse método, chamado método sueco do
acetato de etila (SweEt, do inglés Swedish Ethyl Acetate Method), tem sido
otimizado ao longo dos anos a fim de ampliar o numero de matrizes e analitos
contemplados. O método SweEt, que empregava inicialmente 75 g de amostra,
atualmente faz o uso de apenas 10 g seguido da adi¢cado de 20 mL de acetato de etila

sem a necessidade de qualquer etapa extra de purificagdo. A principal desvantagem
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desse método é o fato de que o acetato de etila extrai grandes quantidades de
substancias lipidicas de matrizes com alto teor de gordura, dificultando essas
analises (JANSSON et al., 2004).

2.3.3 Acetona

A acetona € o solvente menos toxico, mais barato e o mais volatil quando
comparado com acetonitrila e acetato de etila. Em 1971, Becker utilizou acetona
como solvente para a extracdo de agrotoxicos organoclorados e organofosforados
em amostras vegetais. Entretanto, o método ndo se apresentou viavel, visto que na
etapa de purificacdo envolvia o uso de benzeno (BECKER, 1971).

Quatro anos mais tarde, Luke e colaboradores desenvolveram um método
multirresiduo que incluia ndo somente agrotoxicos organofosforados e
organoclorados, mas também agrotéxicos nitrogenados. Amostras de frutas e
vegetais (100 g) foram extraidas com 200 mL de acetona e a particdo se deu pela
adicdo de éter de petrdleo e diclorometano seguido de etapa de purificacdo
empregando Florisil (LUKE; FROBERG; MASUMOTO, 1975).

Em 1981, Luke e colaboradores aperfeicoaram o procedimento inicialmente
desenvolvido pela eliminagcdo da etapa de purificacdo com Florisil (LUKE et al.,
1981).

Na mesma época, Specht e colaboradores desenvolveram um método de
extracdo multirresiduo para 90 agrotdéxicos em amostras de origem vegetal e animal.
Assim como no meétodo de Luke desenvolvido em 1975, diclorometano foi utilizado
na particdo dos agrotoxicos da fase aquosa em acetona, porém o0s autores fizeram
uso de procedimento de purificacdo por GPC (SPECHT; TILLKES, 1980).

Por volta dos anos 90, varios laboratorios ao redor do mundo aumentaram as
pesquisas a fim de eliminar cada vez mais o uso de solventes clorados, como o
diclorometano. Em 1994, Koinecke e colaboradores estudaram o uso de solventes
com a menor toxicidade possivel a fim de substituir o diclorometano. Os autores
concluiram que ciclohexano, éter de petroleo e éter metil-terc-butilico apresentavam
percentuais de recuperacdo dentro da faixa aceitavel para um grande numero de
analitos, inclusive aqueles altamente soluveis em agua (KOINECKE et al., 1994).

No ano de 1996, de Kok e colaboradores da Autoridade em Seguranca dos

Alimentos, Produtos e Consumidores (NVWA, do holandés Nederlandse Voedsel-en



32

Warenautoriteit) do ministério da agricultura da Holanda desenvolveram o “Dutch
mini-Luke Method”, uma otimizagcdo do método de Luke original desenvolvido em
1975 no qual realizou-se uma notavel reducdo no volume de solventes e quantidade
de amostras. Nesse método, 15 g de amostra sdo homogeneizadas e 30 mL de
acetona sao adicionados. A particdo € realizada pela adicdo de éter de petréleo e
diclorometano (30 mL de cada) e em seguida uma etapa de troca de solventes é
realizada a fim de torna-los compativeis com a técnica instrumental a ser
empregada. Mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa optou por implementar uma
etapa de adicdo de sulfato de sédio para promover o efeito salting out e auxiliar na
recuperagdo dos analitos mais polares que ndo tinham resultados tdo satisfatorios
guando esta etapa nao era realizada (GENERAL INSPECTORATE FOR HEALTH
PROTECTION, 1996).

Em 2014, Lozano e colaboradores do laboratorio de referéncia da
comunidade europeia para andlise de residuos de agrotdxicos em frutas e vegetais
(EURL-FV) em parceria com o NVWA realizaram uma importante otimizacdo no
“Dutch mini-Luke Method”. No novo método, chamado “New Dutch mini-Luke
method” (ou apenas método NL), 15 g de amostra foram extraidos pela adicdo de 20
mL de acetona. Adicionou-se 15 g de sulfato de sédio e, ap6s agitacdo em
ultraturrax, procedeu-se a etapa de particdo com 20 mL de éter de petréleo e 10 mL
de diclorometano. O extrato é evaporado e reconstituido em metanol, para analise
por LC-MS/MS, e em uma mistura de isoctano e tolueno para analise por GC-MS/MS
(LOZANO et al., 2016).

2.4 OLEOS VEGETAIS COMESTIVEIS

Os Oleos e gorduras vegetais sao produtos constituidos principalmente de
glicerideos de acidos graxos de espécies vegetais. Podem conter pequenas
guantidades de outros lipideos, como os fosfolipideos e acidos graxos livres
naturalmente presentes no 6leo ou gordura. Os 6leos vegetais se apresentam na
forma liquida e as gorduras na forma solida ou pastosa, ambos a 25 °C (ANVISA,
2005).

A designacao “azeite de oliva” deve ser empregada para os 6leos obtidos do
fruto da oliveira (Olea Europaea L.). As expressodes “virgem” e “extra virgem” devem

ser empregadas somente para os produtos obtidos por processos mecanicos ou
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outros meios fisicos, em condi¢Bes térmicas que ndo produzam alteracdo do azeite,
e que ndo tenha sido submetido a outros tratamentos além de lavagem dos frutos,
decantacéo, centrifugacéao e filtracdo (ANVISA, 2005).

A azeitona € uma das culturas mais cultivadas na regido do Mediterraneo e o
azeite de oliva é o principal produto dessa cultura sendo a principal fonte de lipideos
na dieta dos paises dessa regido. O consumo de azeite de oliva cresce anualmente
devido a beneficios a saude como, por exemplo, a menor incidéncia de doencas
cardiovasculares e neuroldgicas, auxilia no combate a diversos tipos de cancer pela
presenca de substancias que mimetizam o efeito de anti-inflamatérios, combate ao
colesterol alto além de ser um dos 6leos vegetais mais ricos em vitamina E, um
antioxidante natural (GIMENO et al., 2002)

De acordo com os ultimos dados oficiais publicados no final do ano de 2015
pelo Conselho Oleicola Internacional, a Espanha é o principal produtor de azeite de
oliva na Europa com cerca de 840 mil toneladas durante a safra 2014/2015 e uma
previsdo de cerca 1 milhdo de toneladas na safra 2015/2016. A Grécia aparece em
segundo lugar nesses numeros com cerca de 300 mil toneladas produzidas nas
safras 2014/2015 seguido da Italia com cerca de 220 mil toneladas e Portugal com
cerca de 60 mil toneladas. Com relagdo ao consumo na Europa, a Italia € o maior
consumidor com cerca de 520 mil toneladas nos anos 2014/2015 seguido da
Espanha com 490 mil toneladas e Grécia com cerca de 140 mil toneladas nos
mesmos anos (INTERNATIONAL OLIVE OIL COUNCIL, 2015).

O Brasil € um dos dez maiores consumidores mundiais de azeite de oliva,
com cerca de 70 mil toneladas consumidas nos anos 2014/2015. Desse total
consumido, grande parte é importada da Espanha. A Figura 1 demonstra os maiores
consumidores de azeite de oliva no mundo nos anos 2014/2015.

Neste trabalho, a escolha pela matriz de azeite de oliva se deu pela
importancia nutricional que esse produto oferece aos seus consumidores e pela
importancia econdmica desse azeite na Espanha, onde este trabalho foi
desenvolvido. Os outros dois tipos de 6leos utilizados neste estudo (soja e girassol)
foram empregados com a finalidade de avaliar o desempenho do método, ja que a

Espanha nédo é grande consumidor desses outros tipos de o6leos.
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Figura 1 — Dados do consumo de azeite de oliva dos dez maiores consumidores do

mundo durante os anos de 2014/2015.
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Fonte: Conselho Oleicola Internacional, 2015.

2.5 DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM MATRIZES COM ALTO TEOR DE
GORDURA

2.5.1 Técnicas de extracao

A determinacgédo de residuos de agrotoxicos em matrizes contendo alto teor de
gordura remete a dificuldades conhecidas no que diz respeito a composicédo dessas
matrizes. Em particular, quando técnicas comuns de cromatografia gasosa e liquida
sdo empregadas, substancias lipidicas tendem a aderir a coluna de separacao e ao
injetor e lentamente degradar a substancias volateis danificando colunas, detectores
e causando supresséo do sinal dos analitos (FERRER et al., 2005; CUNHA et al.,
2010).

Muitos procedimentos de extragcdo multirresiduo empregando diferentes
abordagens e técnicas de purificacdo de extratos combinados com uma variedade
de métodos de separacdo e detecgdo tém sido reportados na area de determinagéo
de residuos de agrotoxicos nesse tipo de matriz. Mesmo com o advento das técnicas
hifenadas de espectrometria de massas, essas matrizes gordurosas complexas

geralmente requerem procedimentos exaustivos de preparo e extracdo de amostras



35

e purificacdo. A maioria dos procedimentos envolve 0 uso de uma ou mais técnicas
combinadas para extragdo e purificacdo (GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES;
MOLINA-DIAZ, 20009).

A tendéncia dos métodos de extracdo em matrizes com alto teor de gordura é
direcionada ao desenvolvimento de métodos simples, com o menor custo possivel,
adequado ao objetivo pretendido e que levam a extratos mais limpos, com
percentuais de recuperacao dentro da faixa aceitavel para varios agrotoxicos e ainda
gue promovam uma reducéo no volume total de solventes e reagentes empregados
(GARCIA-REYES et al., 2007).

A técnica mais empregada na extracdo de agrotoxicos de matrizes com alto
teor de gordura € a extracdo liquido-liquido empregando solventes organicos
seguido de etapa de purificacdo e quantificacdo por técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometro de massas (GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES;
MOLINA-DIAZ, 2009). A quantidade de gordura no extrato final depende diretamente
do solvente empregado na extracdo devido ao fato dessas substancias lipidicas
serem ligeiramente solUveis na maioria dos solventes organicos (LEHOTAY;
MASTOVSKA; YUN, 2005). A escolha por acetonitrila ou metanol é uma alternativa
importante, visto que a gordura € parcialmente miscivel com estes solventes,
dificultando a migracdo de substancias lipidicas para o solvente (RAJSKI et al.,
2013). Por essa razdo o método QUEChERS, que emprega acetonitrila como
solvente de extracdo, largamente empregado na analise de frutas e vegetais, tem
sido bastante empregado também para matrizes com alto teor de gordura em
combinacdo com diversas técnicas de purificacdo. O Unico inconveniente do método
QUEChERS durante essas analises esta no fato de que, para os agrotéxicos mais
apolares, como por exemplo os organoclorados, os percentuais de recuperacao
ficam abaixo de 70% na maioria dos casos devido a baixa taxa de transferéncia
dessas substancias para a fase organica (GARCIA-REYES et al., 2007).

2.5.2 Técnicas de purificacdo de extratos (clean-up)

Os métodos de purificacdo de extratos mais empregados na remocéo de
gordura sdo a precipitacdo em baixas temperaturas (freezing out), GPC
(cromatografia por permeacdo em gel, do idioma inglés gel permeation

chromatography) e técnicas de adsorcdo dos interferentes como a SPE (extragédo
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em fase solida, do idioma inglés solid phase extraction), d-SPE (extracdo em fase
sélida dispersiva, do idioma inglés dispersive solid phase extraction) e a MSPD
(dispersao da matriz em fase sélida, do idioma inglés matrix solid phase dispersion).

A precipitacdo em baixas temperaturas € um método simples baseado,
basicamente, no armazenamento do extrato em temperaturas inferiores a - 20 °C em
congelador, geralmente de um dia para o outro, a fim de precipitar a gordura para
posterior separacdo do extrato purificado. Essa maneira de realizar esse
procedimento demanda um tempo relativamente grande e, por esta razdo, o
processo é acelerado pelo uso de nitrogénio liquido ou gelo seco. A principal
desvantagem durante esse tipo de procedimento é a possibilidade de congelamento
do solvente devido as baixas temperaturas o que pode causar degradacdo dos
agrotoxicos presentes no meio. Apesar de ser um método largamente empregado,
ele ndo remove totalmente o conteudo lipidico e, portanto, outras técnicas de
purificacéo adicionais sdo necessarias (NGUYEN; LEE; LEE, 2010; KOESUKWIWAT
et al., 2010).

A técnica de GPC, apesar de ndo ser amplamente utilizada atualmente como
foi nas décadas de 80 e 90, ainda permanece como uma poderosa ferramenta para
remocdo de gordura de extratos oriundos de matrizes complexas, como os 6leos
comestiveis. Essa técnica € baseada na exclusdo molecular onde moléculas sdo
separadas devido as suas diferencas de tamanho. Nessa abordagem, os
agrotoxicos (geralmente com baixa massa molecular) sdo separados de moléculas
com massas maiores como os triglicerideos (GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES;
MOLINA-DIAZ, 2009; FERRER et al., 2005). Os principais aspectos negativos
associados a utilizacdo de GPC sédo perdas por adsorcdo de alguns agrotéxicos e
separacoes insuficientes entre a fracdo gordurosa e a fracdo contendo os analitos de
interesse com alto peso molecular como, por exemplo, os piretrdides, que s&o
substancias lipofilicas.

O terceiro método de purificacdo de extratos, baseado na retencdo dos
interferentes da matriz em fase sélida, € o mais comum e 0 mais empregado em
laboratorios de rotina com o objetivo de purificar os extratos, especialmente aqueles
oriundos de matrizes complexas, como 0s Oleos comestiveis. As técnicas de
extracdo por adsorcdo baseiam-se na particdo dos analitos entre uma fase liquida

ou gasosa e a superficie de um adsorvente. Os adsorventes sdo geralmente sélidos
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porosos com uma elevada &rea superficial contento grupamentos ativos com 0s
quais os analitos irdo interagir.

As técnicas de adsorcdo podem ser empregadas, basicamente, de trés
maneiras. A primeira delas é a SPE que se baseia no processo de extracao fisico
envolvendo um adsorvente sélido e uma fase liquida. Esta técnica, que também é
chamada de extracdo liquido-sélido ou extragdo por sorventes, é frequentemente
empregada na extracdo seletiva de analitos, concentracéo e purificacdo de extratos
(FERNANDEZ-ALBA, 2005). Na SPE, cartuchos sido preenchidos com uma
quantidade pré-estabelecida do adsorvente mais apropriado levando em
consideracdo as caracteristicas dos analitos e também da matriz. O extrato é
percolado através do cartucho e o solido retém ou analitos ou interferentes,
dependendo das caracteristicas do adsorvente. No caso de o adsorvente reter o
analito de interesse, esse pode ser removido do solido pela eluigdo empregando um
solvente organico apropriado compativel com as caracteristicas dos analitos e
também do adsorvente. A principal desvantagem dessa técnica é que o0 extrato ou o
solvente para eluicao dificilmente irdo percolar através da coluna apenas pela acao
da gravidade. Por essa razdo, a técnica de SPE em cartucho exige que seja
empregada uma bomba de vacuo a fim de auxiliar nesse processo.

Por outro lado, para realizacdo de d-SPE nao se faz necessario o uso de
bombas de vacuo, ja que ao contrario da SPE tradicional, a d-SPE é baseada na
dispersdo do adsorvente juntamente com a mistura de amostra e solvente de
extracdo ou simplesmente com o extrato apos a remoc¢ao da matriz. Apos adicdo do
adsorvente, a mistura é homogeneizada manualmente, ou empregando vortex, e
apos centrifugacao o extrato pode ser injetado em sistema cromatografico.

Na técnica de dispersdo da matriz em fase sdlida, uma fracdo da matriz
homogeneizada com o adsorvente fazendo uso de gral e pistilo. Apés a mistura,

material € colocado em um cartucho e empacotado e entdo, de maneira similar

© ¥ O O

SPE, um pequeno volume de solvente apropriado € empregado para realizar

eluicdo dos analitos.



38

2.6 METODOS CROMATOGRAFICOS ACOPLADOS A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS

As técnicas mais usualmente empregadas para a determinacdo de residuos
de agrotdéxicos em alimentos sdo a cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e a cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography)
acoplada a espectrometria de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry). Varios
tipos de espectrémetros de massas podem ser empregados em cromatografia como,
por exemplo, single quadrupolo, triplo quadrupolo (TQ, do inglés Triple quadrupole),
armadilha de ions (ITD, do inglés lon Trap Detector), tempo de voo (TOF, do inglés
Time Of Flight) e armadilha de ions orbital (ORBITRAP, do inglés Orbital lon Trap)
operados em diversos modos de ionizacdo como a ionizacdo por elétrons (El, do
inglés Electron lonization), ionizacdo quimica (Cl, do inglés Chemical lonization),
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure
Chemical lonization) e a ionizacéo por eletronebulizacao (ESI, do inglés Electrospray
lonization) em diferentes modos de aquisicdo como, por exemplo, escaneamento
total (full scan), monitoramento seletivo de ions (SIM, do inglés Selective lon
Monitoring), monitoramento seletivo de reacdes (SRM, do inglés Selective Reaction
Monitoring) e monitoramento de rea¢des multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction
Monitoring). A combinacdo da MS com outras técnicas de separacdo como, por
exemplo, a eletroforese capilar, cromatografia em camada delgada e cromatografia
por permeacdao em gel sdo possiveis, porém menos comuns (CHIARADIA et al.,
2008; SANTE, 2015).

A espectrometria de massas acoplada aos métodos cromatograficos de
separacdo é uma poderosa combinacdo para identificagdo e quantificacdo dos
analitos nos extratos das amostras. Essa técnica € capaz de fornecer uma
guantidade significativa de dados tais como tempos de reten¢éo, razdo massa/carga
(m/z) e abundéancia relativa dos ions que auxiliam na identificacdo inequivoca de um
contaminante. Atualmente, detectores seletivos para cromatografia gasosa como,
por exemplo, detector por captura de elétrons (ECD), detector fotométrico de chama
pulsada (PFPD) e detector de nitrogénio e fosforo (NPD) e para cromatografia
liquida (detector de fluorescéncia e detector por arranjo de diodos) sdo menos
utilizados por gerarem informagfes menos especificas quando comparadas aquelas

geradas por espectrometro de massas (SANTE, 2015).
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Dentre os principais componentes de um espectrobmetro de massas, 0
analisador de massas possui relevancia particular pelo fato de ser o responsavel
pela selecéo e/ou separacdo dos ions de acordo com sua relacdo massa carga. As
caracteristicas de construcdo e operacdo diferem de um analisador para outro,
assim como seus beneficios ou limitagdes (LANCAS, 2013).

Quando se fala em cromatografia acoplada a espectrometria de massas, um
dos parametros mais importantes que deve ser monitorado ao longo das analises
cromatograficas é o tempo de retencdo (tR). O tempo de retencédo corresponde ao
tempo que o analito leva para alcancar o detector apés a inje¢édo. O valor minimo de
tR aceitavel para os analitos monitorados deve ser duas vezes o volume morto da
coluna. O tR de um analito quando determinado na amostra deve ser o mesmo do
padrdo analitico com uma tolerancia de +0,2 min tanto para cromatografia liquida
quanto para cromatografia gasosa. Variacdes nos tR acima da faixa toleravel séo
admissiveis desde que um padrdo interno andlogo isotopicamente marcado
apresente o mesmo comportamento tanto para tR quanto para formato do pico do
analito em questao (SANTE, 2015).

2.6.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica de separacdo na qual os
componentes de uma mistura sdo separados por interacdo diferencial de seus
componentes com uma fase estacionaria (liquida ou sélida). A fase mével, ou
apenas gas de arraste, € um gas inerte e tem unicamente a funcdo de arrastar a
amostra através da coluna para que a separagdo ocorra.

Quando a fase estacionaria é um liquido, este pode estar simplesmente
espalhado sobre um suporte solido ou imobilizado sobre este. O processo de
imobilizacdo pode envolver ligacdes quimicas entre o liquido e o suporte solido ou
somente entre as cadeias do proprio liquido (COLLINS et al., 2010).

Na década de 60 a GC utilizando colunas recheadas foi adotada devido a sua
capacidade de analise multirresidual de agrotéxicos. A alta vaz&do do gas de arraste
guando empregadas colunas recheadas € incompativel com o vacuo necessario na
camara de ionizacdo dos espectrometros de massa. Porém, o advento das colunas
capilares permitiu a reducdo da vazdo do gas de arraste e tornou possivel o

acoplamento de espectrometros de massa como detectores para GC.
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O acoplamento de um cromatégrafo com um espectrémetro de massas
combina as vantagens da cromatografia com as vantagens da espectrometria de
massas. Para que o0 acoplamento seja possivel, idealmente, é necessario que as
caracteristicas de cada instrumento ndo sejam afetadas pela sua conexdo, assim
como ndo devem ocorrer modificagBes quimicas ndo controladas do analito e perda
de amostras durante a sua passagem do cromatografo para o espectrébmetro de
massas. A combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas é
relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamento do
cromatdgrafo a gas sdo suficientemente compativeis com a necessidade de alto
vacuo do espectrometro de massas (ARDREY, 2003).

Quando séo utilizadas colunas capilares em GC é possivel conectar a saida
da coluna diretamente a fonte do espectrdmetro, uma vez que, em condi¢des
normais de operacgédo, o sistema de bombeamento do espectrdbmetro de massas é
capaz de captar todo o eluente da coluna. A interface nesse caso pode ser realizada
por meio de um separador de jato que é constituido por dois capilares alinhados
tendo vacuo estabelecido entre eles por meio de uma bomba. Dessa maneira,
quando o eluente da coluna atravessa o primeiro capilar, grande parte do gas de
arraste (geralmente hélio) € bombeado para fora dos capilares por ter baixo peso
molecular, enquanto as moléculas de analito mantém-se em fluxo linear e séo
direcionadas a fonte de ions (CHIARADIA et al., 2008).

Os métodos de ionizacdo mais empregado em GC-MS sédo a ionizacdo por
elétrons (El) e a ionizacdo quimica (Cl). Na ionizacdo por elétrons as moléculas de
interesse (M) em fase gasosa sdo bombardeadas com um fluxo de elétrons de alta
energia de cerca de 70 eV. As moléculas absorvem essa energia e desencadeiam
uma série de reacdes e, dentre elas, a principal € onde o analito perde apenas um
elétron (M™). Este processo requer, geralmente, apenas 10 eV, e o restante da
energia fragmenta os analitos. Isto consiste em um dos maiores problemas na
aplicacdo da El, pois o excesso de energia conduz a ndo observacdo do ion
molecular, uma das informag¢des mais importantes oferecidas pela espectrometria de
massas (CHIARADIA et al., 2008).

A ionizagcdo quimica foi desenvolvida especialmente para aumentar a
producdo do ion molecular e, dessa forma, aumentar a informacéo a cerca de um
analito. Nesta técnica, da mesma maneira que na El, os analitos sao direcionados a

camara de ionizacdo apos serem separadas no sistema cromatografico. Essa
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camara é, anterior a chegada dos analitos, preenchida com um gés reagente (0 mais
utilizado é o metano). Ao alcancarem a camara de ionizagdo, as moléculas em fase
gasosa dos analitos sdo misturadas ao gas reagente e um fluxo de elétrons de 70
eV é aplicado nessa mistura. Como 0 gas reagente esta em excesso (geralmente
em proporcdo maior que 1000:1) este é ionizado quase que exclusivamente e
passam a ocorrer reacdes entre os ions em fase gasosa do gas reagente e as
moléculas neutras do analito (M), dando origem aos ions pseudo-moleculares do
analito pelo recebimento de um préton na formacgéo de ions positivos ([M+H]") ou
pela perda de um préton na formacgéo de ions negativos ([M-H]). Por esse processo
de relativamente baixa energia, quase ndo é observada fragmentacdo (NIESSEN,

1999).

2.6.2 Cromatografia Liquida

Quando se utiliza a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sdo encontradas incompatibilidades relacionadas a vazao do eluente do
sistema cromatografico com relagdo a velocidade de bombeamento do sistema de
vacuo e o projeto da fonte de ions do espectrbmetro de massas. As vazdes
empregadas em cromatografia liquida sdo grandes, de maneira que ndo é possivel
introduzir o eluente de um cromatégrafo a liquido diretamente em um espectrometro
de massas operado sob vacuo. Assim, uma das mais importantes funcées de uma
interface empregada em LC-MS, e também um dos maiores desafios quando
desenvolvida, € remover toda, ou pelo menos uma parte significativa da fase movel
e promover a ioniza¢do dos analitos anterior a entrada desses no MS (CHIARADIA
et al., 2008).

Os principais métodos de ionizacéo utilizados em LC-MS sédo a ionizacéo por
eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospay lonization) e a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization),
ambas as técnicas operadas a pressao atmosférica.

A introducéo de técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica aumentaram o
namero de substancias que puderam ser analisadas por LC-MS. Os analitos sao
ionizados, em um primeiro momento, sob pressdao atmosférica. ApGs essa etapa 0s
ions sdo mecanicamente e eletrostaticamente separados da fase mével e de

moléculas neutras.
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Na ESI, o eluente do sistema cromatografico € bombeado através de uma
agulha para a camara de ionizacdo onde h4 um eletrodo altamente carregado. A
diferenca de potencial entre a agulha e o eletrodo produz um forte campo elétrico
gue carrega a superficie do liquido e forma um spray de gotas carregadas. As gotas
sdo atraidas pelo capilar de amostragem (entrada do espectrémetro de massas)
onde um contra fluxo do gas de dessolvatacdo, geralmente N,, € aplicado a alta
temperatura. O gas de dessolvatacdo auxilia na diminuicdo da gota pela evaporacéo
do solvente, além de expulsar espécies de carga neutra que por ventura ainda
encontram-se no meio. As cargas de mesmo sinal acumulam-se na superficie da
gota e as cargas de sinal oposto no seu interior. As gotas maiores (de
aproximadamente 20-50 um) expelem micro gotas de aproximadamente 1 um. Esse
fenbmeno ocorre até que as micro gotas sejam entre 0,08 e 0,03 pum. Nesse
momento o acumulo de cargas é grande e o volume de solvente € minimo. Ocorre,
entdo, uma repulséo entre as cargas de mesmo sinal e o resultado desse fendmeno
€ 0 analito na sua forma ionizada. Uma sequencia de dispositivos guias conduzem
os fons para o separador de massas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A APCI envolve a nebulizacdo do conteudo proveniente do Cromatdgrafo pela
passagem por um nebulizador aquecido, 0 qual vaporiza a amostra. A ionizagao
quimica ocorre no estado de vapor, onde as moléculas neutras sdo primeiramente
vaporizadas e depois protonadas para formar o ion [M+H]*. A fonte APCI possui uma
agulha carregada que € responsavel por criar um fluxo de elétrons que ird ionizar o
solvente presente na fase movel. As espécies protonadas CH3;OH," e H3O",
presentes na fase de vapor, irdo transferir protons para os compostos presentes no
meio de acordo com suas afinidades por protons. Esta técnica de ionizacdo é mais
eficiente para compostos que sdo neutros em solucéo e dificeis de ionizar por ESI.
Além disso, essa técnica pode ser operada tanto no modo positivo quanto negativo
(FERNANDEZ-ALBA, 2005).

2.7 VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS
A validacdo de um método analitico € o processo que prova que um método é

aceitavel para os propésitos a que ele se destina. Segundo a norma NBR ISO/IEC

17025 de 2005, validagdo é: “[...] a confirmagdo por exame e fornecimento de
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evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sao atendidos” (ABNT, 2005).

De acordo com o documento orientativo do Instituto Nacional de Metrologia e
Qualidade Industrial (INMETRO) “Orientagao sobre Validagdo de Métodos Analiticos
— DOQ-CGCRE-008" de Julho de 2011, o laboratério deve avaliar os seguintes
parametros de validacdo para andlise de elementos menores e tracos: preciséo,
seletividade, tendéncia/recuperacao (exatidao), robustez,
sensibilidade/linearidade/faixa dinamica de trabalho, limite de deteccéo e limite de
quantificacdo (INMETRO, 2011).

2.7.1 Precisao

E o termo geral utilizado para avaliar a disperséo dos resultados de ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, analisadas em condicdes definidas.

Normalmente determinada em circunstancias especificas de medi¢cdo e as
trés formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, precisdo
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio
padréo e coeficiente de variagao.

O coeficiente de variacdo (CV%) também conhecido como desvio padrao
relativo (RSD%, do inglés Relative Standard Deviation) é calculado de acordo com a
equacao 1:

SD

CV=RSD= (=7) x 100 1)

Sendo: SD: desvio padrao;
M: média das medidas realizadas.

2.7.2 Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de discriminagc&o entre os analitos a

serem determinados e componentes andlogos. Um método que apresenta alta
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seletividade seré capaz de determinar o analito de forma exata mesmo em presenca
de interferentes provenientes da amostra (ALBANO & RODRIGUEZ, 2009).

Experimentos para avaliacdo da seletividade descritos na literatura sobre
validacdo de meétodos analiticos envolvem ensaios com padrdes analiticos e
materiais de referéncia, amostras na presenca ou auséncia dos analitos de
interesse, avaliacdo da capacidade de identificacdo do analito de interesse na
presenca de interferentes (INMETRO, 2011).

A seletividade € considerada um parametro importante, especialmente na
andlise de amostras complexas e estd intimamente relacionada ao efeito da
deteccdo. Um método que consegue produzir resposta para varios analitos, mas que
pode distinguir a resposta de cada um deles é chamado seletivo (LANCAS, 2009).

O efeito matriz € um parametro avaliado em cromatografia e esta intimamente
ligado com a seletividade do método. O efeito matriz € o efeito observado pelo
aumento ou decréscimo na resposta do detector, para um determinado analito,
presente no extrato da matriz, comparado com a resposta do detector para o analito
em solvente organico (SANTE, 2015).

O efeito matriz pode afetar fortemente a reprodutibilidade, linearidade e
precisdo do método analitico e promover uma quantificacdo errbnea das substancias
em questdo. Este efeito é bastante variavel e depende da natureza da amostra e
devido a sua imprevisibilidade uma variacdo na resposta pode ser observada
mesmo entre diferentes lotes de uma mesma amostra ou com o mesmo método.
Apesar do mecanismo exato que rege o efeito matriz ser ainda desconhecido, € de
comum consenso que 0s componentes coeluidos da matriz podem influenciar na
intensidade do sinal em uma possivel competicdo por cargas disponiveis ou pela
ocupacao da superficie da gota formada na interface (TRUFELLI et al., 2011).

Como consequéncia desse efeito, acdes durante o desenvolvimento do
meétodo analitico devem ser tomadas, antes da deteccdo pelo espectrometro de
massas, a fim de se ter uma quantificacédo correta. Procedimentos de purificacdo da
amostra e separacdo cromatografica mais eficiente podem reduzir a introducéo de
componentes oriundos da matriz no sistema analitico (TRUFELLI et al., 2011).

Para determinacdo do efeito que a matriz exerce sobre um determinado
analito é preciso que se realize uma comparacdo dos resultados do referido analito
quando determinado em uma solucdo preparada em solvente organico e em uma

solucdo do analito preparada em extrato “branco” da matriz. Para determinagao do
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efeito matriz pela comparacéo das respostas da solugdo em solvente e em extrato
da matriz faz-se uso da equacéo 2 abaixo:

Efeito matriz (%)= (’“A—ZAZ) x100 )

Sendo: A:;: média das éareas da solucdo em matriz em uma determinada
concentracao;
A,: média das areas da solu¢do em solvente organico em uma determinada

concentracao.
2.7.3 Exatidao

A exatiddo de um método analitico traduz a proximidade do valor obtido em
relacdo ao valor esperado, estipulado ou verdadeiro. Um método diz-se exato se o
erro sistematico € inferior ao intervalo de confianca estimado. E calculada como
percentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e o valor verdadeiro,
acrescida dos intervalos de confianca.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo o0 uso de materiais de referéncia certificado (MRC), participacdo em
comparacdes inter laboratoriais e realizacao de estudos de fortificacdo/recuperacao.

Os materiais de referéncia certificado sao utilizados no processo de validagao
de um método de ensaio para avaliar o desempenho do laboratério, por isso o
fornecimento de MRC é realizado por organismos reconhecidos e confiaveis como,
por exemplo, o Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST, do inglés National
Institute of Standards and Technology). Na avaliacdo da exatiddo utilizando um
MRC, os valores médios obtidos pelo laboratério e o desvio padrdo de uma série de
ensaios em replicatas devem ser comparados com os valores certificados do
material de referéncia (PEREIRA, 2012).

Devido ao alto custo dos materiais de referéncia certificados e a existéncia
para um namero limitado de matrizes, a grande maioria dos laboratérios de analise
de residuos de agrotoxicos faz o uso de ensaios de fortificacdo/recuperacédo para
avaliacdo da exatiddo do metodo.
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A recuperacdo de um determinado analito pode ser estimada pela analise de
amostras “branco” fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras
podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracoes:
baixa, média e alta, da faixa de uso do método (INMETRO, 2011).

Em termos de validacdo do método analitico, os percentuais de recuperacao
devem estar na faixa de 70 a 120% com valores de RSD% < 20. Com relacdo aos
percentuais de recuperacdo para analises de rotina, os limites aceitaveis devem
estar dentro da faixa do percentual de recuperacdo medio + 2 x RSD%. O percentual
de recuperacdo médio deve ser calculado a partir dos dados iniciais de validagéo.
Valores de recuperacdo no intervalo de 60 a 140% s&o aceitaveis para analises de
rotina para métodos multirresiduo. Caso o percentual de recuperacdo varie fora
dessa faixa, o lote de amostras deve ser reanalisado exceto em casos justificados
como, por exemplo, quando os percentuais encontram-se fora da faixa, porém as
amostras ndo estejam contaminadas. Entretanto, esses valores fora da faixa devem
ser investigados independente da presenca ou ndo de um agrotoxico (SANTE,
2015).

A recuperacéo (%) é calculada segundo a equacao 3:

R (%)= (C*C—BCZ) x100 )

Sendo: R: recuperacao em percentagem
Ci: concentracgao do analito determinada na amostra fortificada;
C,: concentracao do analito na amostra nao fortificada (“branco”);

Cs: concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.
2.7.4 Sensibilidade/linearidade/faixa de trabalho

A relacdo entre o sinal instrumental medido (area ou altura do pico) e a massa
ou concentracdo da espécie a ser quantificada em uma amostra muito raramente é
conhecida antes de uma medida. Na maior parte dos casos, o0 sinal e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragbes

conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica, na maioria dos casos, pode
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ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

Em geral, serdo necessarios varios niveis de concentracdo, no minimo cinco,
para construir a curva analitica. O numero de replicatas em cada nivel de
concentracdo deve ser o mais proximo possivel daquele empregado na rotina do
laboratério (INMETRO, 2011).

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicbes experimentais pode ser efetuada utilizando o método matematico
conhecido como regressdo linear que, na maioria das vezes, sao ajustados

utilizando a abordagem dos minimos quadrados (RIBANI et al., 2004).

2.7.5 Limites de deteccao e quantificacdo (LOD e LOQ)

Limite de deteccédo pode ser definido como o menor valor detectado com uma
precisdo aceitdvel em funcdo do ruido do equipamento. Neste caso, o limite de
deteccao do instrumento (LODi) é definido como a concentracédo do analito que gera
um sinal trés vezes a razdo sinal/ruido do equipamento. Esse limite é
correspondente a concentracao que produz um valor trés vezes maior do que o nivel
de ruido médio da solucao de controle ou branco. Ja o limite de detec¢cdo do método
(LODm) é definido como a concentragdo minima de uma substancia medida, com
95% ou 99% de confianc¢a, que € maior que zero (ALBANO; RODRIGUEZ, 2009).

O limite de deteccdo para um procedimento analitico pode variar em funcao
do tipo de amostra. E fundamental assegurar-se que todas as etapas de
processamento do método analitico sejam incluidas na determinacéo desse limite de
deteccdo (INMETRO, 2011).

Ja limite de quantificacdo pode ser definido como o menor valor determinado
com confiabilidade analitica definida, em que o analito esteja dentro da sensibilidade
normal do equipamento ou da técnica. Rotineiramente, € comum calcular o LOQ
como sendo 10 vezes o desvio padrdo da meédia da solucdo controle (branco)
(ALBANO; RODRIGUEZ, 2009). No entanto, na analise de residuos de agrotoxicos,
adota-se como sendo o limite de quantificagdo do método a concentracdo de
fortificacdo mais baixa estudada que apresenta percentuais de recuperagédo entre 70
e 120% e desvio padrao relativo menor do que 20% (SANTE, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Referéncia da Unido Europeia
para Determinacao de Residuos de Agrotoxicos em Frutas e Vegetais (EURL-FV, do
inglés, European Union Reference Laboratory for Pesticides in Fruits & Vegetable),
localizado na Universidade de Almeria, Espanha.

As amostras “branco” de oleos de oliva, soja e girassol foram adquiridas em
supermercados na cidade de Almeria, sul da Espanha. As amostras empregadas
para aplicacdo do método desenvolvido foram adquiridas de supermercados da
cidade de Almeria, e também de produtores de azeite de oliva das cidades de
Almeria e Mdrcia, regido sudeste da Espanha.

Para esse estudo, foram selecionados 165 agrotoxicos de diversas classes e
propriedades englobando produtos de degradacdo e substancias ndo autorizadas.

Os procedimentos para avaliacdo da etapa de precipitacdo em baixas
temperaturas (freezing out) e da etapa de purificacdo do extrato (clean-up) foram
realizados para a matriz de azeite de oliva empregando a técnica de cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrobmetro de massas hibrido do tipo
qguadrupolo-tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS). Na etapa posterior, ap6s definicdo
de todas as condi¢cdes experimentais, 0 método foi validado para azeite de oliva,
Oleo de soja e girassol, a fim de avaliar o comportamento do método frente a
diferentes tipos de 6leos empregando a técnica de cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia acoplada a espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (UHPLC-
TQ-MS/MS).

3.1 INSTRUMENTACAO

e Cromatografo a liquido, sistema Agilent UHPLC 1290 series (Agilent
Technologies, EUA) equipado com:
o Amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e
sistema de degaseificacéo;
o Coluna cromatografica Zorbax Extended Cig, 50 mm de comprimento,
2,1 mm de didmetro interno e 1,8 um de tamanho de particula (Agilent
Technologies, EUA);
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o Detector MS hibrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF-MS), Agilent
Technologies 6550 Accurate Mass (Agilent Technologies, EUA)
utilizando o modo de ionizacdo por eletronebulizacédo (ESI), operando
no modo positivo;

o Software Agilent MassHunter Workstation versdao B.06.00 para

aquisicao de dados.

e Cromatografo a liquido, sistema Agilent UHPLC 1290 series (Agilent
Technologies, EUA) equipado com:

o Amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e
sistema de degaseificacéo;

o Coluna cromatogréfica Zorbax Eclipse Plus Cg, 100 mm de
comprimento, 2,1 mm de diametro interno e 1,8 ym de tamanho de
particula (Agilent Technologies, EUA);

o Detector MS tipo triplo quadrupolo (TQ-MS), Agilent Technologies 6490
TripleQuad (Agilent Technologies, EUA) utilizando o modo de ionizagao
por eletronebulizacdo (ESI), operando no modo positivo e negativo;

o Software Agilent MassHunter Workstation versdo B.07.00 para

aguisicao de dados.

e Sistema de purificacéo de agua Milli-Q® (Millipore, EUA);

e Balanca analitica de precisdo com 5 casas decimais para preparo de
solucdes estoque, XP 105, calibrada (Mettler Toledo, Suica)

e Balanca analitica de precisdo com 2 casas decimais, calibrada (Mettler
Toledo, Suica);

e Centrifuga Hareaus (Thermo Scientific, Alemanha);

e Pipetadores automaticos calibrados (Gilson, EUA);

e Homogeneizador de amostras com agitacdo vertical AGYTAX® (Cirta Lab.
S.L., Espanha).
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3.2 MATERIAIS

e Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL
(Nalgene, EUA);

e Frascos de vidro para armazenamento de solu¢des nos volumes de 5, 15 e
20 mL (National Scientific, EUA);

e Baldes volumétricos calibrados de 5, 10 e 50 mL (Blau Brand, Alemanha ou
Restek, EUA);

e Vidrarias comuns de laboratério.
3.3 GASES, SOLVENTES E REAGENTES

e Nitrogénio 99,999% de pureza;

e Acetonitrila, grau HPLC (99.9%), acido férmico, grau analitico (> 96%) e
sulfato de magnésio (98%) (Sigma Aldrich, Alemanha);

e Agua grau HPLC, Optima® (Fisher Scientific, EUA);

e Cloreto de sodio (J. T. Baker, Holanda);

e Citrato trissodico dihidratado (= 99%) e hidrogenocitrato dissddico
sesquihidratado (99%) (Fluka, Alemanha);

e PSA e Z-sep (Supelco, EUA);

e EMR-Lipid® - Bond Elut Enhanced Matrix Removal d-SPE (EMR-Lipid) e Bond
Elut Final Polish (EMR-Lipid Polish), (Agilent Technologies, EUA);

e Padrdes de agrotoxicos (Dr. Ehrenstorfer ou Riedel-de-Haén ou Sigma
Aldrich, Alemanha).

3.4 AGROTOXICOS SELECIONADOS

Os 165 agrotoxicos avaliados neste trabalho, bem como as condigbes de
analise por UHPLC-TQ-MS/MS estéo descritos na Tabela 1. J& no Apéndice A estdo
descritas as estruturas dos agrotoxicos estudados. Destaca-se, na Tabela 1, os
agrotoxicos que possuem seu uso proibido no Brasil: clorfenvinfés, demeton-s-metil

sulfona, demeton-s-metil sulféxido, dicrotofés, haloxifope, isoprocarbe, metalaxil,
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metamidofds, monocrotofés, ometoato, oxadixil, oxamil, piridato, tolclofés metilico e
triclorfom.

Além dos agrotoxicos avaliados no decorrer das analises, outros quatro foram
adicionados a fim de avaliar o desempenho do procedimento e do instrumento. Trés
desses agrotoxicos foram adicionados imediatamente apds adicdo do solvente de
extragdo, em concentragbes conhecidas, a fim de avaliar o desempenho do
procedimento de extracdo (carbendazim-d3, diclorvos-d6 e malation-d10). Estes séo
chamados controladores do procedimento (C.P.). Ja para avaliacdo do instrumento,
dimetoato-d6 (chamado controlador do instrumento, C.l.), foi adicionado nos vials
imediatamente antes da analise cromatogréfica. Essas substancias foram
empregadas a fim de avaliar possiveis perdas dos analitos durante o procedimento

de extracdo e/ou analise cromatografica.
3.5 PREPARO DE SOLUC}()ES ANALITICAS

As solucdes estoque foram preparadas individualmente em acetonitrila, na
concentracdo aproximada de 1000 mg L™*, e armazenadas em frascos de vidro
ambar a - 20 °C.

O material de referéncia (MR) foi pesado diretamente em frasco de vidro
contendo tampa com batoque de teflon®. Em seguida, o MR foi dissolvido com
acetonitrila. A balanca analitica empregada nessa etapa realiza o calculo da
concentracdo dessa solucdo levando em consideracdo a massa de material de
referéncia empregado, o volume de acetonitrila adicionado e a pureza do material. O
frasco foi fechado, agitado manualmente e entdo levado para banho de ultrassom
por cerca de 5 minutos a fim de solubilizar qualquer particula sélida remanescente.

Apbs o preparo das solugdes estoque, uma solucao mistura foi preparada na
concentracdo de 10 mg L™ em acetonitrila. Para o preparo da solugéo mistura,
volumes calculados de cada solugdo estoque foram pipetados para baldo
volumétrico calibrado de 50 mL ja contendo um pequeno volume de acetonitrila.
ApoOs adicdo de todas as solugdes estoque de cada agrotdéxico o volume do balédo
volumétrico foi completado com o devido solvente. Essa solugéo foi homogeneizada
e fracionada em frascos de vidro ambar contendo tampa com batoque de teflon®. O

fracionamento da solugdo mistura evita que um grande volume da solugdo seja
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manuseado e, como consequéncia, evita possiveis contaminacdes do volume total
da mesma.

A solucdo mistura foi utilizada para preparo das solucdes de trabalho
empregadas na confeccdo das curvas analiticas. Solucbes analiticas nas
concentracdes de 1, 5, 10, 50 e 100 ng mL™ foram preparadas em extrato “branco”
da matriz de azeite de oliva, a fim de que fossem obtidas as condi¢cdes similares
aguelas do extrato das amostras, evitando-se, assim, resultados quantitativos
influenciados pela auséncia das substancias da matriz.

Todas as solugdes analiticas foram armazenadas em congelador a uma
temperatura inferior a -18 °C. Qualquer solugéo, anterior ao uso, foi retirada do
congelador e deixada em repouso até alcancar a temperatura ambiente. Apdés, foi

colocada em banho de ultrassom por 5 minutos, para entdo ser manuseada.

3.6 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condi¢cBes cromatograficas utilizadas no sistema UHPLC-QTOF-MS foram as
seguintes:
e Para o UHPLC:
o Volume de injecdo: 4 pL.
o Temperatura do forno da coluna: 35 °C.
o Fase movel A: acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico e 5% de
agua.
o Fase mével B: solucéo de acido formico 0,1%.
o Gradiente da fase movel: o programa foi iniciado com 90% do eluente
A (1 min) e levado linearmente a 0% em 9 minutos. Manteve-se essa
propor¢cao por 4 minutos. Posteriormente uma etapa de reequilibrio da
composicdo da fase movel foi realizada levando o sistema a
composicdo inicial (90% de A) mantendo-se essa proporcao por 3
minutos.
o Vazdo da fase mével: 0,3 mL min™.

o Tempo total de corrida: 17 minutos.

e Para o espectrébmetro de massas (QTOF-MS):
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lonizacdo a pressédo atmosférica com ESI no modo positivo (fonte do
tipo Dual Spray Agilent Jet Stream ion ESI).

Modo de operacéo: 4 GHz High Resolution.

Faixa de massas monitoradas: 70 — 950 m/z.
Voltagem do capilar: 4,00 kV.

Temperatura do gas de dessolvatacao (Ny): 350 °C.
Vaz&o do géas de dessolvatacdo (N): 11 L min™.
Presséo do gas de nebulizacédo (N3): 40 psi.

Vaz&o do géas de colisdo (Ny): 0,2 mL min™.
Temperatura do sheath gas: 400 °C.

Vazao do sheath gas: 12 L min™.

Voltagem do fragmentador: 90 V.

As condic¢des cromatogréficas utilizadas no sistema UHPLC-TQ-MS/MS foram

as seguintes:

e Para o UHPLC:

o

o

o

Volume de injecdo: 5 L.

Temperatura do forno da coluna: 35 °C.

Fase movel A: solucéo de acido férmico 0,1%.

Fase movel B: acetonitrila contendo 0,1% de &cido férmico e 5% de
agua.

Gradiente da fase movel: o programa foi iniciado com 20% do eluente
B (2 min) e elevado linearmente a 100% em 13 minutos. Manteve-se
essa proporcdo por 2 minutos. Posteriormente uma etapa de
reequilibrio da composicdo da fase movel foi realizada levando o
sistema a composicéo inicial (20% de B) mantendo-se essa propor¢cao
por 2,5 minutos.

Vazao da fase mével: 0,3 mL min™.

Tempo total de corrida: 19,5 minutos.

e Para o espectrémetro de massas (TQ-MS/MS):

o

o

lonizag&o a pressao atmosférica com ESI no modo positivo e negativo
(fonte do tipo JetStream ESI).
Voltagem do capilar: 3,00 kV.
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Temperatura do gas de dessolvatacao (Ny): 120 °C.

Vaz&o do géas de dessolvatacdo (N): 13 L min™.

Presséo do gas de nebulizacédo (N3): 45 psi.

Vaz&o do géas de colisdo (N»): 0,2 mL min™.

Temperatura do sheath gas: 375 °C.

Vaz&o do sheath gas: 10 L min™.

Para otimizacdo dos parametros do espetrédmetro de massas, solucdes
individuais de todos os agrotéxicos na concentracdo de 100 ng mL™
(em acetonitrila/agua 1:1, v/v) foram injetadas diretamente no
espectrometro de massas no modo full scan com uma faixa de leitura
de massas de 50 a 800 m/z. Desta injecdo, o ion precursor foi
escolhido e mais uma injecdo no modo de ions produto foi necessaria
para a escolha dos dois ions, um de quantificacdo e outro de
confirmacédo, além da energia de colisdo de cada transicdo. Essas

informacdes estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Agrotéxicos selecionados, tempos de retencédo e parametros de analise

do espectrdmetro de massas para determinacdo dos agrotéxicos analisados por
UHPLC-TQ-MS/MS.

(continua)
3 — a —=
Agrotéxico Tetencao, lon Ton e ARSI Modo de
; Precursor * CE* ionizacgao
(min) produto produto

2,4-D 7,8 221280’?966/ 160,96 15 162,95 15 Negativo
Acefato 11 184,00 143,00 5 125,00 15 Positivo
Acetamiprido 4.4 223,00 126,00 20 56,00 15 Positivo
Aldicarbe 57 213,00 116,00 10 89,00 15 Positivo
Aldicarbe sulfona 1,7 223,00 148,00 5 86,00 10 Positivo
Aldicarbe sulféxido 1,2 207,00 132,00 5 89,00 10 Positivo
Azinfés metilico 9,1 318,00 261,00 0 132,10 8 Positivo
Azoxistrobina 9,6 404,00 372,00 10 344,00 20 Positivo
Bifenazato 10,2 301,10 198,20 10 169,90 20 Positivo
Bitertanol 10,2 338,20 269,20 5 99,10 10 Positivo
Boscalida 9,7 343,00 307,10 16 272,10 32 Positivo
Bromuconazol 9,5 378,00 159,00 20 70,00 20 Positivo
Bupirimato 8,6 317,00 272,00 20 166,00 20 Positivo
Buprofezina 10,1 306,00 201,00 10 116,00 15 Positivo
Carbaril 7,4 202,00 145,00 10 127,00 20 Positivo
Carbendazim 1,2 192,00 160,00 15 132,00 20 Positivo
Carbendazim-d3 (C.P) 1,2 195,10 159,80 20 131,90 20 Positivo
Ciazofamida 111 325,00 261,20 10 108,10 15 Positivo
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(continuacéo)

Tempo de . 12 transicdo 22 transicao
Agrotéxico retencao P lon jon R lon . .Mo.do d~e
(min) recursor produto CE produto CE* ionizagao
Cimoxanil 5,0 199,10 128,00 4 110,90 12 Positivo
Ciproconazol 9,1 292,10 125,00 32 70,00 16 Positivo
Ciprodinil 8,0 226,20 92,90 40 76,90 40 Positivo
Ciromazina 0,9 167,00 125,00 15 59,90 20 Positivo
Clofentezina 11,4 303,00 138,00 12 102,00 40 Positivo
Clomazona 8,6 240,10 127,80 10 124,90 20 Positivo
Clorantraniliprol 8,6 483,90 452,90 16 285,90 8 Positivo
Clorfenvinfés 10,8 358,90 155,00 8 99,20 28 Positivo
Clorpirifés 12,9 335429"0;3/ 200,00 20 198,00 20 Positivo
Clorpirifés metilico 11,7 321,90 289,90 14 125,00 16 Positivo
Coumafos 114 363,00 307,00 20 227,00 28 Positivo
Cresoxim metilico 11,0 314,10 267,00 0 222,10 10 Positivo
Demeton-S-metil sulfona 2,3 263,02 169,00 12 109,00 24 Positivo
Ejfrg;tgg"s'me“' 1,4 247,00 16900 8 109,00 24  Positivo
Diazinona 11,4 305,00 169,00 15 153,00 20 Positivo
Diclorvoés 6,5 220,80 108,80 15 78,90 30 Positivo
Diclorvés-d6 (C.P) 7,8 226,90 132,90 20 115,00 20 Positivo
Dicrotofos 2,0 238,09 112,10 8 72,10 28 Positivo
Dietofencarbe 9,2 268,00 226,00 5 180,00 15 Positivo
Difenoconazol 10,9 406,00 337,00 15 251,00 20 Positivo
Diflubenzuron 10,1 311,00 158,00 8 141,00 32 Positivo
Dimetoato 4.2 230,00 199,00 5 171,00 10 Positivo
Dimetoato-d6 (C.I) 4.2 236,00 205,00 4 131,00 16 Positivo
Dimetomorfe 8,7 388,00 301,00 20 165,00 20 Positivo
Diniconazol 10,5 326,10 159,00 28 70,00 28 Positivo
Dodine 8,6 228,20 60,10 20 57,20 20 Positivo
Emamectina Bla 9,6 886,50 158,10 40 81,80 50 Positivo
EPN 12,0 324,05 296,01 10 156,99 20 Positivo
Epoxiconazol 9,6 330,10 121,00 16 101,20 52 Positivo
Espinosina A 8,7 732,50 142,00 20 98,00 20 Positivo
Espinosina D 9,1 746,50 142,00 20 98,00 20 Positivo
Espirodiclofeno 14,2 411,10 313,00 5 71,20 15 Positivo
Espiromesifeno 14,1 371,00 273,00 5 255,00 20 Positivo
Espirotetramato 9,3 374,20 330,30 15 270,10 20 Positivo
Espiroxamina 7,6 298,00 144,00 20 100,00 20 Positivo
Etiona 13,3 385,10 199,00 5 171,00 10 Positivo
Etirimol 2,5 210,16 140,10 20 43,10 52 Positivo
Etoprofés 9,8 243,10 130,90 15 97,00 30 Positivo
Fembuconazol 10,1 337,10 125,10 40 70,00 33 Positivo
Fempirazamina 10,0 332,20 272,10 10 230,20 20 Positivo
Fempropimorfe 7,6 304,30 147,10 30 130,00 25 Positivo
Fenamidona 9,7 312,00 92,20 28 65,10 56 Positivo
Fenamifés 9,5 304,10 234,00 12 217,10 20 Positivo
Fenamifés sulfona 6,9 336,10 266,00 16 188,00 24 Positivo
Fenamifés sulféxido 5,8 320,11 292,10 8 108,10 44 Positivo
Fenarimol 9,3 331,00 268,00 20 259,00 20 Positivo
Fenazaquim 12,5 307,30 161,30 15 147,20 15 Positivo
Fenexamida 9,7 302,00 97,00 25 55,00 30 Positivo
Fenoxicarbe 10,3 302,20 116,20 5 88,20 20 Positivo
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(continuacéo)

Tempo de . 12 transicdo 22 transicao
Agrotéxico retencao lon jon lon .Mo.do d~e
(min) Precursor produto CE* produto CE* ionizagao
Fenpiroximato 13,1 422,21 366,20 12 107,00 64 Positivo
Fentiona 11,2 279,00 247,10 8 169,10 12 Positivo
Fentiona sulféxido 7,1 295,02 280,00 16 109,00 32 Positivo
Fentoato 11,4 321,00 247,10 4 79,10 44 Positivo
Fipronil 11,2 434,90 329,90 12 249,90 28 Negativo
Fluazifope 9,2 328,20 282,20 15 254,20 20 Positivo
Flubendiamida 11,1 680,90 273,90 15 254,00 20 Negativo
Fludioxonil 9,3 247,00 169,00 32 152,00 32 Negativo
Flufenaceto 10,6 364,10 194,10 15 152,00 15 Positivo
Flufenoxurom 12,9 489,10 158,00 20 140,90 56 Positivo
Fluopiram 10,1 397,10 208,00 20 173,10 20 Positivo
Fluguinconazol 9,7 376,00 307,10 24 108,00 56 Positivo
Flusilazol 10,1 316,10 247,10 12 165,00 24 Positivo
Flutriafol 7,6 302,10 95,00 56 70,10 16 Positivo
Formetanato 1,0 222,13 165,10 8 65,10 52 Positivo
Fosalona 11,8 368,00 182,00 8 110,90 44 Positivo
Fosmete 9,4 317,99 160,00 8 133,00 36 Positivo
Fostiazato 7,6 284,00 227,80 10 103,80 20 Positivo
Foxim 11,9 299,00 129,10 4 77,10 24 Positivo
Haloxifope 10,3 362,10 316,20 12 288,10 24 Positivo
Hexaconazol 10,2 314,10 159,00 30 70,10 20 Positivo
Hexitiazoxi 13,0 353,10 228,20 10 168,20 20 Positivo
Imazalil 6,4 297,00 255,00 15 159,00 20 Positivo
Imidacloprido 3,8 256,00 209,00 15 175,00 15 Positivo
Indoxacarbe 12,2 528,10 218,00 20 203,00 45 Positivo
loxonil 8,4 369,80 214,80 30 126,80 30 Negativo
Iprovalicarbe 9,5 321,20 202,90 0 119,00 16 Positivo
Isofenfés metilico 11,6 231,00 199,00 15 121,00 15 Positivo
Isoprocarbe 8,2 194,10 152,00 5 95,10 15 Positivo
Isoxaflutol 9,7 360,00 250,90 15 219,70 50 Positivo
Linurom 9,1 249,02 160,10 20 133,00 36 Positivo
Lufenurom 12,6 508,90 339,00 10 325,90 10 Negativo
Malationa 10,4 331,00 127,00 10 99,00 20 Positivo
Malationa-d10 (C.P) 10,3 341,11 132,00 12 100,00 24 Positivo
Mandipropamida 9,8 412,13 356,10 4 328,10 8 Positivo
MCPA 7.9 199,00 154,60 5 140,70 10 Negativo
Mepanipirim 9,7 224,10 206,80 10 190,60 20 Positivo
Meptildinocape 13,8 295,10 193,00 42 163,00 50 Negativo
Metalaxil 7,8 280,30 220,00 5 192,40 10 Positivo
Metamidofés 1,1 142,10 125,00 10 94,10 10 Positivo
Metconazol 10,3 320,10 125,00 48 70,10 24 Positivo
Metidationa 9,1 302,90 145,00 0 85,10 15 Positivo
Metiocarbe 9,0 226,10 121,10 12 169,00 5 Positivo
Metiocarbe sulfoxido 2,8 242,00 185,00 10 170,00 20 Positivo
Metobromurom 8,1 259,00 170,00 15 148,00 10 Positivo
Metomil 2,0 163,10 106,00 4 88,00 0 Positivo
Metoxifenozida 10,2 369,30 149,00 15 133,00 20 Positivo
Miclobutanil 9,6 289,20 125,10 20 70,20 15 Positivo
Monocrotofés 1,7 224,20 193,10 5 127,00 10 Positivo
Nitempiram 15 271,00 225,00 10 99,00 10 Positivo
Ometoato 1,2 214,10 183,00 5 125,00 20 Positivo




57

(concluséo)

Tempo de . 12 transicdo 22 transicao

Agrotéxico retencao lon jon lon .Mo.do d~e

(min) Precursor produto CE* produto CE* ionizagao

Oxadixil 6,2 279,10 219,20 5 132,30 32 Positivo
Oxamil 1,7 237,00 90,00 5 72,00 10 Positivo
Paclobutrazol 8,9 294,10 125,20 36 70,10 16 Positivo
Paraoxom metilico 6,3 247,80 201,90 15 108,70 30 Positivo
Pencicuron 11,7 329,10 125,10 24 89,10 60 Positivo
Penconazol 10,2 284,00 159,00 20 70,00 15 Positivo
Pendimetalina 13,0 282,10 212,10 4 194,10 16 Positivo
Pimetrozina 0,9 218,11 105,00 20 51,00 60 Positivo
Piraclostrobina 11,4 388,11 193,80 8 163,10 20 Positivo
Piretrina 13,6 329,21 161,00 5 143,00 20 Positivo
Piridabem 13,8 365,20 309,20 10 147,30 20 Positivo
Piridato 14,6 379,10 351,10 5 206,80 10 Positivo
Pirimetanil 6,3 200,00 183,00 20 107,00 20 Positivo
Pirimicarbe 25 239,20 182,10 15 72,20 20 Positivo
Pirimicarbe desmetilico 1,4 225,10 168,10 8 72,10 20 Positivo
Pirimifés metilico 11,2 306,20 164,20 20 108,20 20 Positivo
Piriproxifem 12,6 322,00 185,00 20 96,00 10 Positivo
Procloraz 8,8 376,00 308,00 10 266,00 15 Positivo
Profenofés 12,0 374,90 347,00 5 304,90 15 Positivo
Propamocarbe 1,1 189,20 144,10 10 102,10 15 Positivo
Propaquizafope 12,2 444,10 371,00 15 99,90 20 Positivo
Propargito 13,5 368,10 231,20 0 175,20 8 Positivo
Propiconazol 10,4 342,10 159,00 32 69,10 16 Positivo
Propizamida 9,8 256,00 190,00 10 173,00 20 Positivo
Propoxur 7,0 210,11 168,10 5 111,10 10 Positivo
Proquinazida 13,2 373,00 331,00 20 289,10 20 Positivo
Protioconazol 10,4 341,90 306,10 15 99,80 20 Negativo
Protiofos 14,2 345,00 241,00 20 161,00 40 Positivo
Quinoclamina 6,1 208,00 105,10 25 77,00 40 Positivo
Quinoxifen 11,7 308,10 271,90 25 196,90 35 Positivo
Quizalofope etilico 12,1 373,09 271,20 24 255,10 36 Positivo
Rotenona 10,4 395,00 213,10 20 192,10 20 Positivo
Tebuconazol 9,9 308,00 125,00 20 70,00 20 Positivo
Tebufempirado 12,1 334,20 145,10 20 117,00 a7 Positivo
Tebufenozida 10,9 353,20 296,90 5 133,10 15 Positivo
Teflubenzurom 11,7 379,00 359,00 0 339,00 4 Negativo
Terbutilazina 9,0 230,00 174,00 15 146,00 20 Positivo
Tetraconazol 10,0 372,00 159,00 36 70,00 20 Positivo
Tiabendazol 1,3 202,00 175,00 30 131,00 40 Positivo
Tiacloprido 5,5 253,00 186,00 10 126,00 20 Positivo
Tiametoxam 2,4 292,00 211,00 10 181,00 20 Positivo
Tiobencarbe 11,5 258,00 124,70 15 99,90 10 Positivo
Tiodicarbe 6,9 355,06 108,10 8 88,10 8 Positivo
Tolclofés metilico 11,7 300,90 269,00 10 125,00 15 Positivo
Triadimenol 9,0 296,00 227,00 5 70,00 10 Positivo
Triazofés 10,4 314,10 286,20 10 162,20 20 Positivo
Triclorfom 3,0 256,90 221,00 4 109,00 12 Positivo
Trifloxistrobina 12,2 409,20 206,20 10 186,20 20 Positivo
Triflumuron 11,1 359,00 156,00 8 139,00 32 Positivo
Triticonazol 9,0 318,10 125,20 41 70,20 33 Positivo
Zoxamida 11,3 336,00 187,00 16 159,00 44 Positivo

*CE: Energia de colisdo (V)
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3.7 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

O procedimento de extracdo empregado como base nesse estudo foi o
método QUEChERS, versdo citrato (OHAKAWA; MIYAGAWA; LEE, 2007)
empregado nas analises de rotina do EURL-FV. Nesse procedimento, 10 g de 6leo
foram pesados em tubo de polipropileno e 10 mL de acetonitrila foram adicionados,
seguido da adicdo de 10 pL de solucdo 10 mg L™ contento os controladores do
procedimento. A mistura foi levada para agitacdo em agitador vertical durante 4
minutos. Apés, uma mistura de sais previamente pesados contendo 4 g de sulfato de
magnésio, 1 g de cloreto de sbdio, 1 g de citrato trissodico dihidratado e 0,5 g de
hidrogenocitrato dissédico sesquihidratado foram adicionados com o objetivo de
induzir a migracdo dos analitos para a fase da acetonitrila. A mistura foi levada
novamente para agitacdo em agitador vertical durante 4 minutos. A mistura foi
centrifugada a 3500 rpm durante 3 min. O sobrenadante (2 mL) foi coletado e
adicionado em tubo ja contendo 300 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de amina
priméria e secundaria (PSA, do inglés Primary-Secondary Amine), para a etapa de
purificagdo do extrato. A mistura foi homogeneizada em vortex, centrifugada e o
extrato separado e armazenado em frasco de vidro ambar onde se adicionou 10 yL
de acido férmico 5% em acetonitrila para cada mililitro de extrato, caso a analise nao
fosse realizada imediatamente. Esse procedimento evita a degradacdo dos
agrotoxicos durante armazenamento. Anterior a analise cromatografica, 100 puL do
extrato foi diluido em vial com 400 uL de agua grau HPLC além de adi¢cédo de 10 pL
de solucdo 2,5 mg L™ contento os controladores do instrumento.

3.8 PROCEDIMENTO DE PURIFICACAO

3.8.1 Procedimento de precipitacdo em baixas temperaturas (freezing out)

O procedimento de freezing out foi avaliado a fim de se obter um extrato o
mais livre possivel de substancias lipidicas oriundas da matriz. Para isso, o
procedimento de extracdo foi conduzido com amostras “branco” de azeite de oliva
como descrito em 3.7 e, apOs adicdo dos sais para particdo, agitacdo e
centrifugacdo, 5 mL da camada organica de acetonitrila foi transferida para tubo

cOnico com capacidade de 15 mL com tampa rosqueavel. Os frascos fechados



59

foram levados para um recipiente contendo gelo seco. A mistura permaneceu
nessas condi¢cdes durante aproximadamente 7 minutos. Apos esse tempo, o tubo foi
removido do gelo seco, 2 mL do sobrenadante foi retirado e a sequéncia do
procedimento de purificacdo se deu como descrito em 3.7.

A eficiéncia da etapa de precipitagcdo em baixas temperaturas foi avaliada
pela injecdo dos extratos em sistema de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrobmetro de massas hibrido do tipo quadrupolo-tempo de voo
(UHPLC-QTOF-MS).

3.8.2 Procedimento de purificacdo do extrato (clean-up)

Para avaliacdo da etapa de purificacdo do extrato, as amostras de azeite de
oliva foram submetidas ao procedimento de extracdo conforme descrito em 3.7. O
procedimento de purificagdo foi avaliado empregando trés diferentes adsorventes
sendo que um deles foi empregado de duas maneiras.

O primeiro procedimento avaliado foi a purificacdo descrita em 3.7, onde 300
mg de sulfato de magnésio e 50 mg de PSA sao empregados para purificacdo de 2
mL de extrato. O adsorvente Z-sep, formado pela deposicdo de diéxido de zircbnio
sobre um suporte de silica, foi empregado de duas maneiras distintas: na forma
dispersiva, onde 300 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de Z-sep foram
empregados para purificar 2 mL de extrato (procedimento descrito em 3.7 porém
substituindo os adsorventes empregados); e na forma de cartucho, onde 40 mg de
Z-sep foram transferidos para cartuchos de SPE, condicionados previamente com 1
mL de agua e 1 mL de acetonitrila, através do qual 1 mL do extrato em acetonitrila
foi percolado, coletado e injetado, apés diluicdo na propor¢cdo 1:5 (v/v) com agua
grau HPLC. Para o quarto tipo de purificacdo o sélido empregado foi o Agilent EMR-
Lipid, um solido especialmente desenvolvido para matrizes com alto teor de gordura
empregado na forma de d-SPE. Para esse procedimento, o extrato em acetonitrila (5
mL) foi transferido para tubo EMR-Lipid d-SPE ja contendo 1 g do sdlido para
purificacdo onde previamente foram adicionados 5 mL de agua para ativacdo do
adsorvente. A mistura foi agitada e centrifugada e 5 mL do extrato foi transferido
para um segundo tubo (EMR-Lipid Polish) contendo 2 g de uma mistura de cloreto
de sodio e sulfato de magnésio (1:4, m/m). E importante salientar que esses tubos ja

vém de fabrica com a quantidade necessaria dos adsorventes.
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A avaliagdo da eficiéncia dos diferentes procedimentos de purificagdo em
termos de numero de coextrativos se deu pela injecdo dos extratos “branco” de
azeite de oliva extraidos e purificados, conforme descrito acima, em sistema
UHPLC-QTOF-MS.

J& a avaliacdo em termos de percentual de recuperacdo e RSD% se deu pela
andlise de amostras “branco” de azeite de oliva fortificadas com a mistura de
agrotdxicos na concentragao de 50 pg kg™. Para a etapa de fortificacédo, um volume
calculado da solucdo mistura na concentracdo de 10 mg L™ preparada em
acetonitrila contento os agrotoxicos em estudo foi adicionado a 250 g de azeite de
oliva. A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos permitindo, assim, a total
solubilizacdo da fase em acetonitrila no azeite de oliva. As amostras foram, entao,
pesadas (n=5) em tubos individuais para cada procedimento de purificacdo,
submetidas a extracdo conforme descrito em 3.7 e injetadas em sistema de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massas do

tipo triplo quadrupolo (UHPLC-TQ-MS/MS).

3.9 VALIDACAO

Apés a definicAo das condicbes experimentais para o procedimento de
extracdo e purificacdo proposto, o método foi validado em termos de linearidade,
faixa dindmica linear, sensibilidade, seletividade, precisao e exatiddo de acordo com
0 guia de controle de qualidade analitica e procedimentos de validacdo de métodos
para andlise de residuos de agrotéxicos em alimentos (SANTE, 2015). O método foi
validado para trés matrizes de 6leos comestiveis (oliva, soja e girassol) empregando
UHPLC-TQ-MS/MS.

Neste estudo, durante a avaliagdo da linearidade e sensibilidade das curvas
analiticas, uma técnica de quantificacdo conhecida como Procedural Standard
Calibration (PSC) foi empregada com intuito de corrigir a perda de alguns
agrotoxicos durante o procedimento de extracdo. Essa técnica se baseia na
construcdo da curva analitica através da fortificacdo de por¢cdes da matriz “branco”
com diferentes volumes da mistura dos agrotoxicos. As amostras sdo extraidas,
injetadas e o sinal, em termos de &rea, € empregado para constru¢do do grafico da
curva analitica. Diferentemente da técnica de adicdo de padrdo, que se baseia na

adicdo da solucdo contendo os analitos diretamente sobre a amostra que se quer
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quantificar, a PSC é realizada em matriz “branco” e € empregada para matrizes
consideradas complexas como, por exemplo, produtos de origem animal e produtos
com alto teor de gordura. (SANTE, 2015)

3.9.1 Exatidao e precisao (estudo de fortificacao e recuperacao)

Para o estudo de exatidado e precisdo do método desenvolvido foi empregada
a técnica de fortificacdo e recuperacdo. Para isso, amostras “branco” de azeite de
oliva e dleos de soja e girassol foram fortificadas com a solugdo mistura de
agrotéxicos nas concentracdes de 10, 20 e 50 pg kg*. Para cada concentracdo
foram realizadas cinco replicatas.

O critério de aceitacdo para os ensaios de fortificacdo € que os valores de
recuperacdo estejam compreendidos na faixa de 70 a 120% com valores de RSD
(precisao) menores ou iguais a 20% (SANTE, 2015).

3.9.2 Limite de quantificacdo do método

O limite de quantificacdo do método (LOQm) foi definido apds avaliacdo dos
resultados obtidos no estudo de fortificacdo e recuperacdo. Portanto, o LOQm ficou
estabelecido como sendo a menor concentracdo fortificada na matriz, durante o
estudo de recuperacdo, que apresentou resultados entre 70 e 120% com RSD%
menor ou igual a 20. Como para alguns agrotdxicos nesse estudo o percentual de
recuperacéao foi menor do que 70%, porém com RSD < 20%, a técnica de calibracéo
Procedural Standard Calibration foi utilizada e, portanto, o LOQm foi estabelecido
levando em consideracao apenas a precisado das determinacdes durante o estudo de

recuperacao.
3.9.3 Linearidade e faixa dindmica linear

A linearidade e faixa dinadmica linear foram avaliadas através de curvas
analiticas preparadas pela técnica PSC, aplicada as trés matrizes estudadas nesse
trabalho. Para isso, porgcdes das amostras “branco” dos diferentes tipos de 6leos
foram fortificadas com a mistura dos agrotoxicos nas concentra¢des de 10, 20, 50,

100 e 500 pg kg™ e submetidas ao procedimento de extracdo e purificacéo definido
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apos os estudos prévios. Cada extrato foi injetado em sistema UHPLC-TQ-MS/MS
cinco vezes e o valor do coeficiente de determinacéo (r?) foi calculado para cada
agrotoxico em cada um dos tipos de 6leo comestivel.

Além do coeficiente de determinacédo, a linearidade foi avaliada através dos
valores de residuo, que demonstram o percentual de variagdo de cada ponto de uma
curva analitica com relacdo ao modelo matematico empregado (y=ax + b). Segundo
0 SANTE, valores de residuos abaixo de 20% sé&o ideais para considerar um método
como sendo linear (SANTE, 2015).

3.9.4 Avaliacdo da sensibilidade das curvas analiticas nos diferentes 0Oleos

(“efeito matriz”)

Na analise multirresiduo de agrotoxicos, especialmente em matrizes
complexas como os 6leos comestiveis, o efeito de supressdo ou aumento de sinal é
um parametro importante. O efeito matriz € comumente avaliado comparando-se
curvas analiticas preparadas em solvente organico e extrato da matriz, usualmente
pela técnica de superposi¢cdo da matriz, o que fornece importantes informagcdes em
termos de supressdo ou aumento de sinal quando os agrotéxicos estdo em presenca
da matriz.

Neste trabalho, devido aos baixos percentuais de recuperacdo para um
determinado numero de agrotoxicos, a técnica de PSC foi empregada, a qual
compensa possiveis perdas dos analitos durante a extracdo, mas que também
corrige 0s sinais para analitos com efeito matriz consideravel. Nesse sentido, a
avaliacdo do efeito matriz da maneira usual nesse trabalho torna-se dispensavel,
uma vez que o sinal dos analitos empregando PSC néo é afetado apenas pelo efeito
dos componentes da matriz, mas também por possiveis perdas durante a extragao,
superestimando, assim, esse efeito.

Nesse sentido, buscou-se avaliar, entdo, a sensibilidade das curvas analiticas
nos diferentes tipos de 6leos, através da comparacdo da inclinacdo entre as curvas
analiticas preparadas como descritas em 3.9.3 nos trés 0leos com uma curva
analitica preparada empregando uma segunda matriz “branco” de azeite de oliva,

utilizada como referéncia, de acordo com a equagéo 4:



EM (%)= (

Inclinagao da curva do 6leo em estudo

Inclinagao da curva do azeite de oliva referéncia

—1) x100
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(4)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROCEDIMENTO DE PURIFICACAO POR PRECIPITACAO EM BAIXAS
TEMPERATURAS (FREEZING OUT)

A avaliagdo da influéncia do procedimento de precipitacdo em baixas
temperaturas foi realizada executando-se as etapas descritas em 3.8.1. Para a
definicdo do tempo maximo de permanéncia do tubo contendo o extrato em contato
com o gelo seco, um teste prévio foi realizado monitorando o tempo que a gordura
levou para precipitar sem que o solvente congelasse evitando-se, assim, possiveis
perdas dos agrotdxicos nessa etapa. E importante salientar que o gelo seco
empregado nessa etapa foi triturado a fim de que a area de contato entre o gelo e 0
tubo fosse homogénea o que evita diferenca nos resultados.

A Figura 2 demonstra o cromatograma obtido pela analise de amostra
“branco” de azeite de oliva submetida ao procedimento de extracdo empregando a
técnica de freezing out e uma amostra que passou pelo procedimento de extracdo
sem o0 emprego da técnica de precipitacdo em baixas temperaturas. O
cromatograma foi obtido pela injecdo dos extratos em sistema UHPLC-QTOF-MS no
modo full scan. Como pode ser observado no cromatograma, as diferencas entre os
sinais da amostra que passou pelo procedimento de freezing out quando comparado
com a amostra sem o0 emprego de freezing out sdo sutis. As maiores diferencas
ocorrem a partir de 15 minutos onde se pode observar que as substancias, na
condicdo onde o procedimento de freezing out foi empregado, apresentam um sinal
inferior quando comparado a outra amostra. Esse fato pode ser explicado pelo fato
de que, como a gordura tem a tendéncia em ficar retida, jA que a coluna de C18
empregada tem carater apolar, a identificacdo nas mudancas desses sinais pode ser
observada mais ao final da corrida cromatogréfica.

A Figura 3 exibe o niumero de substancias da matriz “branco” presentes no
extrato apoés o procedimento de freezing out. Como pode ser observado nessa
figura, 0 nimero de substancias presentes no extrato quando submetido ao freezing
out é reduzido em cerca de 10% quando comparado ao procedimento onde o
freezing out ndo foi empregado. Esses dados levam a concluir que o procedimento

de precipitacdo em baixas temperaturas auxilia na remocdo de substancias
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extraidas no decorrer do procedimento de extracdo, apesar de ser uma reducao de
apenas 10%.



Sinal (10°%)
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Figura 2 — Cromatograma obtido pela analise de amostras “branco” de azeite de oliva por UHPLC-QTOF-MS submetidas ao

procedimento de extracdo pelo método QUEChERS avaliando a influéncia da etapa de freezing out.
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Figura 3 — Substancias extraidas da matriz “branco” de azeite de oliva quando

submetidas ao procedimento de extracdo empregando freezing out (A) e sem 0 uso

de freezing out (B). Cada ponto do gréafico corresponde a um componente da matriz.
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4.2 PROCEDIMENTO DE PURIFICACAO DO EXTRATO POR D-SPE E SPE EM
CARTUCHO

A avaliacao da influéncia dos diferentes adsorventes empregados na etapa de
purificacdo do extrato foi realizada através da extracdo das amostras “branco” pelo
método QUEChERS citrato e executando-se as etapas descritas em 3.8.2 além do
emprego da etapa de precipitacdo em baixas temperaturas como ja discutido em
4.1.

A Figura 4 demonstra os cromatogramas sobrepostos obtidos pela anélise de
amostras “branco” de azeite de oliva submetidas ao procedimento de extracéo
empregado a técnica de freezing out e os procedimentos purificacdo citados. O
cromatograma foi obtido pela injecao dos extratos em sistema UHPLC-QTOF-MS no
modo full scan. Como pode ser observado nesse cromatograma até cerca de 9
minutos, a técnica de purificacdo empregando PSA foi a que proporcionou menor
sinal das substancias da matriz quando comparada as outras técnicas empregadas.
Ja entre 9 minutos e o final da corrida cromatografica em 17 minutos, o sinal menos
intenso foi promovido pela técnica de purificacdo empregando Z-sep na configuracao
de SPE em cartucho. O sinal mais intenso em toda a corrida cromatogréafica é
aquele obtido através da técnica de purificacdo onde se empregou o adsorvente
EMR-Lipid.

A Figura 5 exibe as substancias presentes no extrato “branco” apods
procedimento de extracdo, freezing-out e purificacdo empregando cada um dos
adsorventes estudados. Nesta figura é possivel observar que, dentre todos os
procedimentos estudados, Z-sep SPE em cartucho demonstrou ser o mais eficiente
em termos de remocdo de componentes da matriz do extrato (1303 compostos)
seguido de PSA (1701 compostos) e Z-sep d-SPE (2312 compostos). Nesta
avaliacdo, o adsorvente EMR-Lipid demonstrou ser o0 que menos remove
componentes da matriz apds a extracdo seguida de freezing out. Como esse tipo de
analise sO permite chegar a conclusdes qualitativas, os procedimentos de
purificacdo foram avaliados apés fortificagdo de extrato “branco” de azeite de oliva
com a mistura dos analitos estudados na concentracdo de 50 ug kg™, extracéo pelo
método QUEChERS e freezing out sendo quantificados pela técnica de UHPLC-TQ-
MS/MS.
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Figura 4 — Cromatograma obtido pela analise de amostras “branco” de azeite de oliva por UHPLC-QTOF-MS submetidas ao
procedimento de extracdo pelo método QUEChERS seguido de freezing out e purificacdo por SPE empregando quatro

procedimentos.
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Figura 5 — Substancias extraidas da matriz “branco” de azeite de oliva quando submetidas ao procedimento de extracdo pelo
método QUEChERS e freezing out empregando purificacdo com (A) EMR-Lipid, (B) Z-sep d-SPE, (C) Z-sep SPE em cartucho e (D)
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A Figura 6 relaciona os procedimentos de purificagdo empregados, a faixa de
percentual de recuperacdo dos agrotoxicos e a porcentagem de agrotoxicos
agrupados em cada um dos intervalos. Como pode ser observado na figura, a
técnica de SPE em cartucho empregando o adsorvente Z-sep se mostrou como
sendo a pior técnica de purificacdo para esse tipo de amostra com cerca de 35% dos
agrotoxicos ndo detectados nessas condi¢cdes. Comparando com os dados obtidos
com os das Figuras 4 e 5 pode-se concluir que esse adsorvente além de remover 0s
interferentes da matriz remove, ainda, os analitos, ndo fazendo distincdo de uma ou
outra classe de substancias. Além disso, esta técnica demonstrou o pior resultado
em termos de precisdo, apresentando desvio padrao relativo médio de 19%.

As técnicas empregando PSA e Z-sep d-SPE apresentaram resultados
similares, sendo que em ambas 4% dos agrotoxicos ndo foram detectados apds o
procedimento de purificacdo. Em termos de precisdo, PSA apresentou RSD médio
de 15% e Z-sep d-SPE de 12%.

A técnica empregando EMR-Lipid apresentou os melhores resultados em
termos de RSD (7%) além de promover o maior nimero de agrotdxicos com
percentuais de recuperacdo dentro da faixa aceitavel de 70 a 120%. Ademais, nesta
técnica nenhum dos agrotoxicos foi totalmente perdido durante o processo, sendo
entdo a técnica mais promissora a ser empregada na determinacdo de residuos de

agrotoxicos em matrizes com alto teor de gordura.

Figura 6 — Percentuais de recuperacdo e RSD (%) (n=5) para 0s agrotoxicos
fortificados na matriz “branco” de azeite de oliva empregando diferentes técnicas de
purificacdo e analise por UHPLC-TQ-MS/MS.
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A Figura 7 demonstra o procedimento final de extracdo empregado nesse
estudo. Esse procedimento foi empregado durante a validagdo do método e na
aplicacdo do mesmo para determinacdo de agrotdéxicos em amostras provenientes

de supermercados e produtores.

Figura 7 — Procedimento de extracdo empregado para determinacdo de agrotdxicos

em 6leos comestiveis empregando UHPLC-TQ-MS/MS.

| 15 g de 6leo |
[

| 15 mL acetonitrila |
[

| 15pL C.P.! |
|Agita(;éo 4 min.
6 g MgSO,
1,5 g NaCl
1,5 g citrato trissédico
0,75 g hidrogenocitrato dissédico

Agitacéo 4 min
Centrifugagéo

8 mL camada organica
|
Freezing out por
aproximadamente 10 min
|
1°) 5 mL agua
2°) 5 mL extrato

Tubo contendo
EMR-Lipid dSPE

Vortex 1 min.
Centrifugagéo

5 mL extrato em tubo
EMR-Lipid polish
Vortex 1 min.
Centrifugagéo

[ror— e —

100 pL do extrato
400 pL de agua HPLC

10 L C.I12

UHPLC-TQ-MS/MS

'C.P.: Carbendazim-d3, diclorvés-dé e malationa-d10 (10 mg L em acetonitrila)
°C.1.: Dimetoato-d6 (2,5 mg L em acetonitrila)
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E importante salientar que, para extracdo empregando EMR-Lipid, o
procedimento de extracdo foi executado pesando-se 15 g de azeite de oliva e os
volumes de solvente de extracdo e da solucdo contendo os controladores foi
aumentado proporcionalmente, bem como a massa dos sais empregados na etapa
de separacdo das fases. Isso foi realizado para que se obtivesse o volume de
extrato necessario para realizacdo do procedimento de purificagdo por esta técnica.

4.3 VALIDACAO
4.3.1 Exatidao e precisao

As Tabelas 2, 3 e 4 exibem os resultados do estudo de fortificacdo e
recuperacao para os trés tipos de 6leos estudados (oliva, soja e girassol) fortificados
nas concentracdes de 10, 20 e 50 pg kg*. A quantificacdo empregada nesses
resultados foi do tipo superposicao da matriz (do inglés, matrix-matched calibration),
onde o extrato “branco” de cada matriz foi empregado na preparacdo das curvas
analiticas.

Como pode ser observado na Tabela 2, os resultados obtidos para azeite de
oliva mostram que do total de agrotoxicos estudados (165), 84, 93 e 88
apresentaram percentuais de recuperacdo dentro da faixa de 70 a 120% quando
fortificados nas concentracdes de 10, 20 e 50 pg kg™, respectivamente, com desvio
padrdo relativo menor do que 20%. J& para os agrotéxicos determinados em 6leo de
soja (Tabela 3) o numero de agrotdéxicos que apresentaram percentuais de
recuperacdo e RSD% dentro da faixa aceitavel foi de 75, 81 e 83 quando fortificados
a 10, 20 e 50 pg kg, respectivamente. Na avaliacdo dos resultados descritos na
Tabela 4, para 6leo de girassol, € possivel observar que o0 nimero de agrotdxicos
com percentual de recuperacdo e RSD dentro da faixa diminuem para 65, 66 e 66
nas concentracdes de 10, 20 e 50 ug kg™, respectivamente.

Nas Tabelas 2, 3 e 4 é possivel observar que para grande maioria dos
agrotoxicos que tiveram percentuais de recuperacdo menores do que 70%, o desvio
padrao relativo foi predominantemente abaixo de 20% (em sua maioria menor do
que 10%). Por esse motivo, nas etapas seguintes da validacdo do método (estudo

de linearidade e efeito matriz), outra abordagem para a quantificacdo foi adotada:
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uma técnica alternativa de calibracdo que

compensa as perdas durante o procedimento de extracdo. (SANTE, 2015)

Tabela 2 — Limite de quantificacdo, percentual de recuperacdo e desvio padrdo

relativo (n=5) dos agrotdxicos fortificados a 10, 20 e 50 pg kg™ em amostras “branco”

de azeite de oliva.

(continua)
Concentracao (ug kg™)
Agrotoxico 10 20 LOQ-l
Rec RSD Rec RSD Rec RSD (hg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
2,4-D 19 11 18 18 14 15 10
Acefato 48 a7 46 7 69 6 20
Acetamiprido 116 2 94 8 91 2 10
Aldicarbe 97 2 102 4 102 6 10
Aldicarbe sulfona 144 7 100 13 90 5 10
Aldicarbe sulféxido 91 6 73 9 74 8 10
Azinfés metilico 95 12 87 12 79 5 10
Azoxistrobina 100 8 103 8 110 3 10
Bifenazato 40 23 53 9 63 11 20
Bitertanol 59 11 61 7 61 8 10
Boscalida 89 4 74 5 85 3 10
Bromuconazol 60 10 60 7 57 7 10
Bupirimato 76 8 73 6 73 5 10
Buprofezina 51 6 50 9 48 4 10
Carbaril 97 11 88 6 80 4 10
Carbendazim 37 11 38 6 41 6 10
Ciazofamida 108 10 94 5 119 3 10
Cimoxanil 101 3 104 6 101 3 10
Ciproconazol 56 4 53 7 58 6 10
Ciprodinil 34 7 37 5 37 4 10
Ciromazina n.d. n.d. n.d. n.a.c
Clofentezina 61 10 54 5 57 4 10
Clomazona 82 5 83 7 71 4 10
Clorantraniliprol 95 8 85 6 84 3 10
Clorfenvinfés 92 6 82 10 83 7 10
Clorpirifés 57 13 48 6 51 2 10
Clorpirifés metilico 76 13 58 11 57 4 10
Coumafos 87 8 87 8 80 7 10
Cresoxim metilico 100 4 92 9 85 5 10
Demeton-S-metil sulfona 105 6 100 6 113 3 10
Demeton-S-metil sulféxido 17 19 16 14 24 15 10
Diazinona 68 7 65 7 67 5 10
Diclorvés 84 7 104 6 93 5 10
Dicrotofos 70 10 75 5 80 7 10
Dietofencarbe 92 8 89 5 87 4 10
Difenoconazol 70 7 69 5 66 5 10
Diflubenzuron 96 11 72 15 82 6 10
Dimetoato 115 5 105 8 95 3 10
Dimetomorfe 107 6 88 7 86 6 10
Diniconazol 43 9 49 7 49 7 10
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(continuagéo)
Concentracao (ug kg™)
Agrotéxico 10 20 50 LoQ,
Rec RSD Rec RSD Rec RSD (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Dodine 2 17 2 74 1 54 n.a.c
Emamectina Bla 2 16 3 46 7 31 10
EPN 56 20 70 11 62 14 10
Epoxiconazol 89 5 85 8 78 8 10
Espinosina A 23 12 26 29 44 17 10
Espinosina D 24 16 26 28 45 17 10
Espirodiclofeno 59 5 60 6 56 6 10
Espiromesifeno 75 25 77 10 69 5 20
Espirotetramato 98 7 86 8 90 6 10
Espiroxamina 50 9 46 16 68 10 10
Etiona 67 21 73 4 69 4 10
Etirimol 7 11 10 38 17 24 n.a.c
Etoprofos 74 3 72 9 68 4 10
Fembuconazol 90 8 78 12 85 8 10
Fempirazamina 102 7 96 6 92 4 10
Fempropimorfe 51 13 50 19 72 8 10
Fenamidona 86 6 88 5 91 4 10
Fenamifés 87 8 87 6 85 6 10
Fenamifds sulfona 93 3 89 7 95 5 10
Fenamifés sulfoéxido 15 13 13 12 18 17 10
Fenarimol 58 9 51 6 51 6 10
Fenazaquim 20 23 22 7 22 3 20
Fenexamida 65 5 63 12 56 7 10
Fenoxicarbe 88 6 76 8 79 3 10
Fenpiroximato 48 27 50 6 49 4 20
Fentiona 65 15 75 11 70 10 10
Fentiona sulféxido 117 4 101 5 93 4 10
Fentoato 93 10 80 9 79 7 10
Fipronil 102 5 103 8 100 2 10
Fluazifope 80 10 72 10 77 3 10
Flubendiamida 102 4 100 3 101 5 10
Fludioxonil 90 3 104 8 90 8 10
Flufenaceto 97 8 91 5 92 2 10
Flufenoxurom 83 8 84 9 79 7 10
Fluopiram 107 6 100 9 93 5 10
Fluguinconazol 85 13 74 9 76 9 10
Flusilazol 84 8 71 7 76 4 10
Flutriafol 63 7 66 4 72 7 10
Formetanato 18 10 19 23 40 13 10
Fosalona 74 16 70 3 80 11 10
Fosmete 123 2 106 3 91 5 10
Fostiazato 101 6 94 9 93 5 10
Foxim 89 11 83 11 88 6 10
Haloxifope 83 8 76 9 87 11 10
Hexaconazol 36 16 41 5 45 9 10
Hexitiazoxi 35 18 38 7 36 3 10
Imazalil 23 12 27 25 46 15 10
Imidacloprido 116 5 94 7 96 3 10
Indoxacarbe 100 6 100 8 97 9 10
loxonil 68 4 63 6 60 4 10
Iprovalicarbe 92 8 85 7 88 7 10
Isofenfés metilico 93 7 86 5 79 3 10
Isoprocarbe 101 4 86 3 75 2 10
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(continuagéo)
Concentracao (ug kg™)
Agrotéxico 10 20 50 LOQ
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Isoxaflutol 118 4 117 8 104 6 10
Linurom 78 5 82 8 68 7 10
Lufenurom 72 26 86 9 84 3 20
Malationa 108 5 94 7 101 4 10
Mandipropamida 125 10 115 6 104 3 10
MCPA 25 14 0 30 21 18 10
Mepanipirim 65 15 62 7 58 3 10
Meptildinocape 16 42 18 15 38 9 20
Metalaxil 91 8 86 8 95 5 10
Metamidofos 57 8 56 9 48 4 10
Metconazol 52 9 49 5 51 6 10
Metidationa 100 6 93 5 72 7 10
Metiocarbe 82 4 79 7 72 7 10
Metiocarbe sulfoxido 94 4 88 7 90 4 10
Metobromurom 83 1 78 5 71 2 10
Metomil 106 5 98 7 100 3 10
Metoxifenozida 109 6 92 12 95 5 10
Miclobutanil 85 7 82 7 82 3 10
Monocrotofos 120 6 96 6 77 5 10
Nitempiram 29 5 24 13 34 7 10
Ometoato 64 14 55 7 63 5 10
Oxadixil 106 3 100 5 108 2 10
Oxamil 134 6 102 10 89 5 10
Paclobutrazol 75 6 71 6 73 6 10
Paraoxom metilico 112 10 104 9 100 6 10
Pencicuron 65 11 61 5 59 4 10
Penconazol 59 7 56 10 62 5 10
Pendimetalina 42 18 46 7 47 5 10
Pimetrozina n.d. n.d. 3 17 50
Piraclostrobina 87 7 80 9 75 5 10
Piretrina 56 27 64 7 56 4 20
Piridabem 33 34 36 6 38 5 20
Piridato 31 43 29 25 20 16 50
Pirimetanil 53 4 41 8 47 6 10
Pirimicarbe 80 5 76 6 81 3 10
Pirimicarbe desmetilico 50 10 48 5 57 5 10
Pirimifés metilico 67 6 64 7 63 4 10
Piriproxifem 41 18 44 7 43 3 10
Procloraz 53 7 54 6 57 4 10
Profenofés 58 9 54 4 49 6 10
Propamocarbe 2 20 3 52 6 26 n.a.c
Propaquizafope 69 20 71 7 73 3 10
Propargito 64 36 79 7 66 11 20
Propiconazol 66 15 66 6 65 4 10
Propizamida 82 5 82 8 72 4 10
Propoxur 110 3 94 9 92 3 10
Proquinazida 17 20 18 6 17 5 10
Protioconazol 2 65 4 48 4 23 n.a.c
Protiofos 31 34 38 35 30 11 50
Quinoclamina 147 16 90 22 68 7 10
Quinoxifen 23 16 24 6 22 5 10
Quizalofope etilico 65 11 64 7 63 3 10
Rotenona 84 5 90 9 77 5 10




(conclusao)

Concentragéo (ug kg‘l)

Agrotéxico 10 20 50 LOQ
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tebuconazol 51 10 57 6 56 7 10
Tebufempirado 46 13 50 4 44 4 10
Tebufenozida 103 5 93 6 92 4 10
Teflubenzurom 60 11 65 7 68 4 10
Terbutilazina 60 4 62 4 58 4 10
Tetraconazol 93 5 92 5 94 5 10
Tiabendazol 32 7 33 9 44 9 10
Tiacloprido 109 2 98 3 101 2 10
Tiametoxam 112 7 94 8 96 4 10
Tiobencarbe 49 6 51 9 44 5 10
Tiodicarbe 111 5 103 5 104 4 10
Tolclofés metilico 63 7 58 17 56 11 10
Triadimenol 67 6 69 7 69 7 10
Triazofés 105 5 87 5 88 7 10
Triclorfom 102 4 94 5 93 5 10
Trifloxistrobina 100 8 95 4 93 5 10
Triflumuron 77 7 77 8 75 5 10
Triticonazol 48 5 48 7 56 10 10
Zoxamida 84 6 78 3 70 3 10

n.a.c.: ndo atendeu os critérios para quantificacao.
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Tabela 3 — Limite de quantificagdo, percentual de recuperagédo e desvio padrdo
relativo (n=5) dos agrotdxicos fortificados a 10, 20 e 50 ug kg™ em amostras “branco”

de Oleo de soja.

(continua)
Concentracao (ug kg™)
Agrotoxico 10 20 S0 LOQ-l
Rec RSD Rec RSD Rec RSD (hg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
2,4-D 13 12 29 11 12 11 10
Acefato 56 19 38 9 50 7 10
Acetamiprido 120 3 112 2 106 5 10
Aldicarbe 120 4 96 9 106 7 10
Aldicarbe sulfona 123 4 104 8 106 12 10
Aldicarbe sulféxido 77 12 57 10 67 9 10
Azinfés metilico 90 17 88 15 80 17 10
Azoxistrobina 128 8 101 10 107 8 10
Bifenazato 33 6 78 5 83 9 10
Bitertanol 62 4 44 2 58 7 10
Boscalida 79 11 64 13 73 15 10
Bromuconazol 56 10 46 20 51 18 10
Bupirimato 64 8 56 9 70 8 10
Buprofezina 56 6 49 5 50 3 10
Carbaril 110 3 96 10 92 2 10
Carbendazim 34 4 24 9 35 4 10
Ciazofamida 97 14 92 9 20 9 10
Cimoxanil 138 13 114 10 119 7 10
Ciproconazol 50 8 45 7 46 4 10
Ciprodinil 35 4 33 9 35 6 10
Ciromazina n.d. n.d. n.d. n.a.c
Clofentezina 53 8 53 6 51 6 10
Clomazona 86 12 77 18 79 14 10
Clorantraniliprol 91 9 84 5 82 7 10
Clorfenvinfés 89 16 70 2 79 8 10
Clorpirifés 39 1 44 2 36 9 10
Clorpirifés metilico 83 3 58 7 59 11 10
Coumafos 85 18 73 12 83 13 10
Cresoxim metilico 101 5 91 9 92 7 10
Demeton-S-metil sulfona 125 5 108 3 107 7 10
Demeton-S-metil sulféxido 13 8 8 10 13 9 10
Diazinona 57 5 49 5 54 10 10
Diclorvoés 101 5 84 11 89 12 10
Dicrotofos 85 9 61 5 75 8 10
Dietofencarbe 99 7 86 12 81 6 10
Difenoconazol 59 6 50 6 60 4 10
Diflubenzuron 69 4 69 5 64 7 10
Dimetoato 133 15 104 18 115 13 10
Dimetomorfe 92 7 78 9 87 9 10
Diniconazol 51 3 39 9 44 4 10
Dodine n.d. n.d. n.d. n.a.c
Emamectina Bla 6 19 3 30 4 43 10
EPN 51 11 59 2 61 8 10
Epoxiconazol 105 6 79 13 80 11 10
Espinosina A 60 4 53 9 64 16 10
Espinosina D 54 3 52 5 59 7 10
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(continuagéo)
Concentragéo (ug kg™)
Agrotéxico 10 20 50 LOQ
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Espirodiclofeno 26 6 46 13 37 8 10
Espiromesifeno 44 9 71 17 53 10 10
Espirotetramato 110 12 82 15 94 11 10
Espiroxamina 73 17 72 10 83 8 10
Etiona 49 5 62 6 a7 4 10
Etirimol 11 7 8 10 10 8 10
Etoprofos 74 9 74 15 68 16 10
Fembuconazol 91 8 81 11 87 7 10
Fempirazamina 104 7 78 13 95 11 10
Fempropimorfe 82 3 20 5 81 9 10
Fenamidona 86 5 76 20 79 1 10
Fenamifés 86 3 86 5 83 8 10
Fenamifés sulfona 112 6 89 7 95 3 10
Fenamifés sulféxido 10 5 8 9 10 4 10
Fenarimol 55 14 43 5 50 12 10
Fenazaquim 9 19 14 21 11 17 10
Fenexamida 68 3 60 9 58 7 10
Fenoxicarbe 90 2 79 8 70 6 10
Fenpiroximato 22 4 41 6 32 9 10
Fentiona 79 6 60 10 79 10 10
Fentiona sulféxido 125 12 94 16 102 14 10
Fentoato 102 9 93 10 81 12 10
Fipronil 135 16 95 18 110 11 10
Fluazifope 113 9 109 5 88 8 10
Flubendiamida 107 6 105 4 115 9 10
Fludioxonil 97 7 90 7 92 8 10
Flufenaceto 102 8 92 9 87 7 10
Flufenoxurom 29 20 61 10 39 14 10
Fluopiram 114 2 103 9 101 8 10
Fluguinconazol 76 5 65 5 67 8 10
Flusilazol 87 6 78 2 76 9 10
Flutriafol 66 13 51 4 59 4 10
Formetanato 73 19 49 10 48 14 10
Fosalona 90 6 74 5 88 3 10
Fosmete 95 7 90 2 115 2 10
Fostiazato 118 4 97 7 99 6 10
Foxim 81 8 69 6 80 4 10
Haloxifope 119 9 89 8 85 7 10
Hexaconazol 36 6 26 4 37 9 10
Hexitiazoxi 23 6 30 6 25 8 10
Imazalil 55 7 45 8 49 4 10
Imidacloprido 119 5 110 4 104 6 10
Indoxacarbe 93 9 91 10 105 10 10
loxonil 68 10 51 11 54 15 10
Iprovalicarbe 93 7 75 9 81 8 10
Isofenfds metilico 98 6 82 2 84 7 10
Isoprocarbe 106 15 94 17 91 11 10
Isoxaflutol 116 12 91 10 111 8 10
Linurom 115 4 68 4 68 6 10
Lufenurom 49 12 78 4 53 7 10
Malationa 119 9 120 6 107 9 10
Mandipropamida 109 6 95 13 105 8 10
MCPA 20 8 49 7 15 9 10




(continuagéo)
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Concentracao (ug kg™)

Agrotéxico 10 20 50 LOQ
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Mepanipirim 47 3 47 2 54 6 10
Meptildinocape 13 28 22 22 15 22 n.a.c
Metalaxil 103 7 86 4 95 8 10
Metamidofos 43 15 31 19 37 14 10
Metconazol 40 13 41 10 42 14 10
Metidationa 122 8 102 7 74 3 10
Metiocarbe 86 8 70 6 83 7 10
Metiocarbe sulfoxido 133 12 104 5 108 6 10
Metobromurom 91 8 84 7 74 2 10
Metomil 117 10 109 10 108 11 10
Metoxifenozida 120 6 97 8 94 7 10
Miclobutanil 88 2 92 1 88 4 10
Monocrotofés 101 4 74 9 86 3 10
Nitempiram 46 6 28 4 35 18 10
Ometoato 47 5 40 9 42 7 10
Oxadixil 125 9 114 2 107 8 10
Oxamil 118 11 91 12 104 5 10
Paclobutrazol 77 12 64 9 64 8 10
Paraoxom metilico 155 9 101 5 115 6 10
Pencicuron 56 15 56 18 59 12 10
Penconazol 56 7 55 7 50 6 10
Pendimetalina 30 10 37 10 34 16 10
Pimetrozina n.d. n.d. n.d. n.a.c
Piraclostrobina 86 5 70 4 74 6 10
Piretrina 36 8 55 7 42 9 10
Piridabem 13 15 29 11 17 14 10
Piridato 6 39 14 24 5 22 n.a.c
Pirimetanil 42 9 40 10 40 6 10
Pirimicarbe 94 5 86 9 83 7 10
Pirimicarbe desmetilico 38 6 27 5 39 3 10
Pirimifés metilico 67 8 63 2 61 6 10
Piriproxifem 28 10 34 13 32 9 10
Procloraz 45 9 34 4 46 7 10
Profenofés 47 10 43 5 42 3 10
Propamocarbe 6 17 4 18 4 14 10
Propaquizafope 60 15 56 11 60 13 10
Propargito 40 23 66 20 52 18 10
Propiconazol 69 11 63 7 55 4 10
Propizamida 80 15 79 12 74 13 10
Propoxur 122 20 111 9 109 9 10
Proquinazida 11 10 14 8 12 8 10
Protioconazol 52 43 15 56 31 28 n.a.c
Protiofos 14 9 19 12 12 9 10
Quinoclamina 95 12 77 18 82 12 10
Quinoxifen 16 6 18 9 19 4 10
Quizalofope etilico 52 8 55 5 57 7 10
Rotenona 76 5 77 7 81 13 10
Tebuconazol 45 10 34 14 47 16 10
Tebufempirado 42 6 40 6 40 10 10
Tebufenozida 90 9 95 9 89 15 10
Teflubenzurom 71 4 74 3 65 3 10
Terbutilazina 62 7 53 9 57 15 10
Tetraconazol 97 5 90 4 92 8 10




(conclusao)
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Concentracao (ug kg™)

Agrotéxico 10 20 50 LOQ
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tiabendazol 37 8 31 7 33 13 10
Tiacloprido 129 6 108 2 114 3 10
Tiametoxam 120 4 106 7 105 9 10
Tiobencarbe 46 9 43 10 47 18 10
Tiodicarbe 129 15 104 5 105 5 10
Tolclofés metilico 44 12 77 18 53 11 10
Triadimenol 66 8 53 7 62 8 10
Triazofés 115 13 102 10 88 10 10
Triclorfom 114 17 89 11 95 15 10
Trifloxistrobina 84 5 94 2 86 9 10
Triflumuron 76 4 64 13 77 10 10
Triticonazol 44 12 37 9 48 14 10
Zoxamida 82 9 69 9 72 7 10

n.a.c.: ndo atendeu os critérios para quantificacéo.
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Tabela 4 — Limite de quantificagdo, percentual de recuperagédo e desvio padrdo
relativo (n=5) dos agrotdxicos fortificados a 10, 20 e 50 ug kg™ em amostras “branco”

de Oleo de girassol.

(continua)
Concentracao (ug kg™)
Agrotéxico 10 20 50 LOQ_l
Rec RSD Rec RSD Rec RSD (hg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
2,4-D 12 12 17 11 17 16 10
Acefato 61 35 52 12 72 6 20
Acetamiprido 103 4 104 10 102 5 10
Aldicarbe 105 5 90 6 96 10 10
Aldicarbe sulfona 113 9 117 12 111 9 10
Aldicarbe sulféxido 81 7 81 8 68 10 10
Azinfés metilico 117 14 118 10 118 8 10
Azoxistrobina 198 7 175 9 152 7 10
Bifenazato 95 11 103 12 112 14 10
Bitertanol 59 9 61 10 64 8 10
Boscalida 79 5 62 7 80 5 10
Bromuconazol 56 8 55 12 54 9 10
Bupirimato 64 9 57 12 63 8 10
Buprofezina 51 15 42 10 46 3 10
Carbaril 98 12 87 9 920 6 10
Carbendazim 33 13 37 6 31 8 10
Ciazofamida 83 3 86 4 83 3 10
Cimoxanil 121 10 115 6 116 7 10
Ciproconazol 55 9 49 10 52 9 10
Ciprodinil 22 14 23 8 21 6 10
Ciromazina n.d. n.d. n.d. n.a.c
Clofentezina 32 10 38 8 37 3 10
Clomazona 90 5 79 10 78 6 10
Clorantraniliprol 98 7 99 5 92 5 10
Clorfenvinfés 94 9 88 15 82 4 10
Clorpirifés 25 16 24 7 19 6 10
Clorpirifés metilico 56 15 47 9 38 6 10
Coumafos 67 7 68 6 69 8 10
Cresoxim metilico 92 4 101 9 98 8 10
Demeton-S-metil sulfona 125 5 120 16 107 10 10
Demeton-S-metil sulféxido 18 16 17 18 20 19 10
Diazinona 59 7 55 10 55 8 10
Diclorvoés 106 9 94 7 92 3 10
Dicrotofos 93 10 81 12 86 5 10
Dietofencarbe 148 8 147 9 135 7 10
Difenoconazol 44 7 47 4 43 6 10
Diflubenzuron 55 12 64 9 55 8 10
Dimetoato 117 9 111 9 112 4 10
Dimetomorfe 102 7 97 8 99 6 10
Diniconazol 48 6 40 6 45 9 10
Dodine 1 38 1 80 0 52 n.a.c
Emamectina Bla 5 14 4 16 6 20 10
EPN 27 20 24 11 29 9 10
Epoxiconazol 91 3 81 7 73 7 10
Espinosina A 30 14 27 26 45 10 10
Espinosina D 31 16 30 24 38 12 10




(continuagéo)

Concentracao (ug kg™)

Agrotoéxico 10 20 o0 LOQ.l
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Espirodiclofeno 16 8 18 7 14 9 10
Espiromesifeno 25 15 26 12 22 9 10
Espirotetramato 123 8 116 10 117 4 10
Espiroxamina 51 12 49 6 65 10 10
Etiona 28 9 33 3 24 6 10
Etirimol 8 10 7 8 9 12 10
Etoprofos 74 3 79 6 81 5 10
Fembuconazol 85 7 86 3 81 5 10
Fempirazamina 111 9 89 7 84 3 10
Fempropimorfe 50 9 48 10 58 8 10
Fenamidona 95 6 88 4 81 6 10
Fenamifés 88 8 100 3 101 2 10
Fenamifés sulfona 119 9 105 6 111 8 10
Fenamifés sulféxido 14 12 14 11 19 16 10
Fenarimol 55 10 43 5 47 4 10
Fenazaquim 6 17 7 10 6 8 10
Fenexamida 70 7 57 6 62 9 10
Fenoxicarbe 62 6 75 3 64 4 10
Fenpiroximato 11 8 14 7 12 6 10
Fentiona 58 7 59 9 58 5 10
Fentiona sulféxido 122 8 114 6 113 8 10
Fentoato 84 14 91 9 78 7 10
Fipronil 200 29 180 18 177 15 20
Fluazifope 106 5 105 8 98 4 10
Flubendiamida 89 4 98 4 91 7 10
Fludioxonil 88 3 93 6 87 8 10
Flufenaceto 97 8 102 7 929 5 10
Flufenoxurom 15 17 16 8 12 9 10
Fluopiram 114 6 121 7 116 5 10
Fluguinconazol 77 8 67 6 68 9 10
Flusilazol 66 9 67 8 67 3 10
Flutriafol 76 6 66 2 75 4 10
Formetanato 44 12 34 9 49 10 10
Fosalona 72 12 73 7 67 14 10
Fosmete 142 21 132 18 162 20 20
Fostiazato 139 9 120 7 122 5 10
Foxim 60 9 67 12 54 4 10
Haloxifope 91 6 79 5 89 8 10
Hexaconazol 41 4 39 5 38 7 10
Hexitiazoxi 11 7 13 9 11 8 10
Imazalil 29 10 27 5 38 9 10
Imidacloprido 114 9 112 7 112 3 10
Indoxacarbe 68 7 68 4 64 2 10
loxonil 68 9 58 8 57 6 10
Iprovalicarbe 102 8 86 7 94 6 10
Isofenfds metilico 94 7 86 6 86 3 10
Isoprocarbe 82 4 88 9 88 7 10
Isoxaflutol 112 3 100 8 93 4 10
Linurom 101 5 75 6 81 7 10
Lufenurom 21 28 22 9 19 5 20
Malationa 149 18 159 15 134 4 50
Mandipropamida 209 26 198 20 158 21 n.a.c
MCPA 19 16 22 21 21 19 10




(continuagéo)
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Concentracao (ug kg™)

Agrotoéxico 10 20 o0 LOQ.l
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Mepanipirim 31 16 29 10 28 6 10
Meptildinocape 6 30 7 19 7 22 20
Metalaxil 119 9 103 4 106 8 10
Metamidofos 45 12 48 10 44 14 10
Metconazol 37 9 38 3 41 7 10
Metidationa 100 19 118 8 114 3 10
Metiocarbe 92 7 85 3 84 5 10
Metiocarbe sulfoxido 135 21 115 8 107 6 20
Metobromurom 90 7 88 3 79 10 10
Metomil 112 7 103 4 105 5 10
Metoxifenozida 106 8 119 14 119 3 10
Miclobutanil 84 11 87 3 80 4 10
Monocrotofés 100 19 95 8 89 3 10
Nitempiram 31 9 32 15 35 17 10
Ometoato 46 13 56 10 52 9 10
Oxadixil 141 14 119 5 118 9 10
Oxamil 120 9 119 13 109 10 10
Paclobutrazol 81 8 73 7 73 9 10
Paraoxom metilico 102 9 96 7 107 5 10
Pencicuron 36 12 44 15 39 11 10
Penconazol 49 13 55 10 44 7 10
Pendimetalina 20 15 23 10 18 9 10
Pimetrozina n.d. n.d. n.d. n.a.c
Piraclostrobina 72 6 69 7 71 5 10
Piretrina 22 25 29 8 23 12 20
Piridabem 40 26 43 8 44 18 20
Piridato 2 40 3 21 2 12 50
Pirimetanil 30 6 30 9 30 7 10
Pirimicarbe 84 5 79 9 80 13 10
Pirimicarbe desmetilico 48 13 42 5 45 2 10
Pirimifés metilico 62 10 54 12 56 14 10
Piriproxifem 34 14 36 4 34 6 10
Procloraz 46 7 41 5 48 3 10
Profenofés 37 8 42 3 32 9 10
Propamocarbe 3 30 3 41 4 36 n.a.c
Propaquizafope 45 7 46 9 41 10 10
Propargito 20 20 34 9 23 12 10
Propiconazol 54 12 59 7 53 3 10
Propizamida 65 3 74 10 67 8 10
Propoxur 102 2 95 8 93 6 10
Proquinazida 6 20 8 23 7 15 50
Protioconazol 52 47 55 40 49 25 n.a.c
Protiofos 7 28 8 30 6 27 n.a.c
Quinoclamina 91 14 69 19 65 8 10
Quinoxifen 9 18 11 4 9 9 10
Quizalofope etilico 44 9 49 5 45 2 10
Rotenona 85 7 91 11 81 3 10
Tebuconazol 47 5 49 7 50 4 10
Tebufempirado 29 10 30 6 26 9 10
Tebufenozida 92 8 96 6 97 3 10
Teflubenzurom 36 8 47 10 39 6 10
Terbutilazina 45 8 42 7 40 10 10
Tetraconazol 79 7 84 9 84 3 10




(conclusao)

Concentracao (ug kg™)

Agrotoéxico 10 20 o0 LOQ.l
Rec RSD Rec Rec RSD Rec (Mg kg™)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tiabendazol 32 8 32 10 38 7 10
Tiacloprido 115 5 110 6 111 4 10
Tiametoxam 112 9 123 7 111 6 10
Tiobencarbe 38 7 37 12 35 9 10
Tiodicarbe 129 15 118 9 116 6 10
Tolclofés metilico 58 12 60 14 54 10 10
Triadimenol 74 8 63 4 67 2 10
Triazofés 118 13 120 6 115 4 10
Triclorfom 110 11 102 9 98 8 10
Trifloxistrobina 37 8 41 7 37 5 10
Triflumuron 47 10 44 9 44 6 10
Triticonazol 45 7 46 8 54 10 10
Zoxamida 72 8 75 3 69 4 10

n.a.c.: ndo atendeu os critérios para quantificacéo.
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4.3.2 Curva analitica e linearidade

O estudo da linearidade das curvas analiticas foi realizado empregando-se a
técnica de PSC. Para isso, as curvas analiticas foram preparadas através da
fortificacdo da matriz “branco” dos 6leos em estudo (n=5) com diferentes volumes da
solugéo mistura para que se obtivessem concentragdes de 10, 20, 50, 100 e 500 ug
kg™.
extracdo como descrito na Figura 6 e analisadas por UHPLC-TQ-MS/MS. A Tabela 5

Apos fortificagdo, essas porcdes foram submetidas ao procedimento de

apresenta os dados de linearidade em termos de coeficiente de determinacgdo para
todos os dleos estudados. Como pode ser observado na Tabela 5, 10 agrotoxicos
apresentaram r?> menor do que 0,99, porém maiores do que 0,98 para azeite de
oliva. Ja para 6leo de soja, oito agrotéxicos apresentaram r> menor do que 0,99. Nos
resultados das curvas analiticas para O6leo de girassol, observa-se que oito
agrotéxicos apresentaram r* menor do que 0,99. Na analise dos residuos (indicativo
de linearidade) os valores determinados foram menores do que 20% para todos 0s
agrotoxicos nas trés matrizes estudadas.

Para todos os agrotoxicos em todas as matrizes, a faixa linear dindmica ficou

definida entre 10 e 500 pg kg™, ou seja, todo o intervalo estudado.

Tabela 5 — Coeficiente de determinacéo (r?) para as curvas analiticas preparadas via

PSC para azeite de oliva, soja e girassol na faixa de 10 a 500 ug kg™.

(continua)
] Coeficiente de determinacéo (r?)
Agrotoxico - - - - - -
Azeite de oliva Oleo de soja Oleo de girassol
2,4-D 0,9988 0,9968 0,9982
Acefato 0,9977 0,9990 0,9978
Acetamiprido 0,9982 0,9997 0,9978
Aldicarbe 0,9995 0,9960 0,9938
Aldicarbe sulfona 0,9878 0,9954 0,9923
Aldicarbe sulféxido 0,9932 0,9916 0,9955
Azinfés metilico 0,9994 0,9992 0,9939
Azoxistrobina 0,9952 0,9999 0,9992
Bifenazato 0,9936 0,9987 0,9965
Bitertanol 0,9983 0,9996 1,0000
Boscalida 0,9994 0,9998 0,9977
Bromuconazol 0,9998 0,9999 0,9994
Bupirimato 0,9997 0,9999 1,0000
Buprofezina 0,9990 0,9985 0,9990

Carbaril 0,9998 0,9996 0,9976




(continuagéo)

Coeficiente de determinagéo (r?)

Agrotoxico Azeite de oliva Oleo de soja Oleo de girassol
Carbendazim 0,9983 0,9984 0,9988
Ciazofamida 0,9989 0,9988 0,9994
Cimoxanil 0,9993 0,9999 0,9999
Ciproconazol 0,9997 0,9995 0,9988
Ciprodinil 0,9997 0,9999 0,9995
Ciromazina 0,9940 0,9969 0,9766
Clofentezina 0,9966 0,9991 0,9998
Clomazona 0,9999 0,9999 0,9986
Clorantraniliprol 0,9992 0,9995 0,9987
Clorfenvinfos 0,9994 0,9996 0,9994
Clorpirifés 0,9989 0,9995 0,9986
Clorpirifés metilico 0,9969 0,9999 0,9990
Coumafés 0,9982 0,9991 1,0000
Cresoxim metilico 0,9984 0,9997 0,9978
Demeton-S-metil sulfona 0,9981 0,9999 0,9993
Demeton-S-metil sulféxido 0,9946 0,9982 0,9876
Diazinona 0,9998 0,9996 0,9998
Diclorvos 0,9985 0,9999 0,9993
Dicrotofos 0,9999 0,9997 0,9999
Dietofencarbe 0,9968 1,0000 0,9993
Difenoconazol 0,9995 1,0000 0,9996
Diflubenzuron 0,9984 0,9996 0,9997
Dimetoato 0,9984 0,9992 0,9963
Dimetomorfe 0,9995 0,9999 0,9994
Diniconazol 0,9993 0,9995 0,9984
Dodine 0,9831 0,8877 0,9709
Emamectina Bla 0,9943 0,9953 0,9774
EPN 0,9924 0,9999 0,9964
Epoxiconazol 0,9993 0,9999 1,0000
Espinosina A 0,9982 0,9962 0,9918
Espinosina D 0,9983 0,9961 0,9921
Espirodiclofeno 0,9924 0,9952 0,9972
Espiromesifeno 0,9946 0,9969 0,9990
Espirotetramato 0,9994 0,9997 0,9995
Espiroxamina 0,9993 0,9981 0,9965
Etiona 0,9962 0,9982 0,9994
Etirimol 0,9975 0,9997 0,9788
Etoprofés 0,9996 0,9999 0,9977
Fembuconazol 0,9963 0,9996 0,9998
Fempirazamina 0,9984 0,9962 0,9982
Fempropimorfe 0,9983 0,9977 0,9976
Fenamidona 0,9995 0,9998 0,9996
Fenamifés 0,9990 0,9992 0,9997
Fenamifés sulfona 0,9998 0,9999 0,9998
Fenamifés sulfoxido 0,9931 0,9942 0,9844
Fenarimol 0,9980 0,9999 1,0000
Fenazaquim 0,9981 0,9988 0,9976
Fenexamida 0,9993 0,9999 0,9996
Fenoxicarbe 0,9901 0,9999 0,9977
Fenpiroximato 0,9960 0,9980 0,9980
Fentiona 0,9908 0,9979 0,9994
Fentiona sulfoxido 0,9997 1,0000 0,9996
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(continuagéo)

Coeficiente de determinagéo (r?)

Agrotoxico Azeite de oliva Oleo de soja Oleo de girassol
Fentoato 0,9993 0,9998 0,9995
Fipronil 0,9961 0,9987 0,9900
Fluazifope 0,9994 0,9997 0,9999
Flubendiamida 0,9956 0,9956 0,9990
Fludioxonil 0,9952 0,9963 0,9972
Flufenaceto 0,9985 1,0000 0,9990
Flufenoxurom 0,9921 0,9869 0,9982
Fluopiram 0,9961 0,9990 0,9986
Fluquinconazol 0,9998 0,9999 0,9999
Flusilazol 0,9993 1,0000 0,9998
Flutriafol 0,9994 0,9997 0,9988
Formetanato 0,9992 0,9995 0,9952
Fosalona 0,9973 0,9996 0,9994
Fosmete 0,9862 0,9995 0,9956
Fostiazato 0,9976 0,9995 0,9946
Foxim 0,9939 1,0000 0,9998
Haloxifope 0,9987 0,9998 0,9998
Hexaconazol 0,9970 0,9998 0,9961
Hexitiazoxi 0,9986 0,9991 0,9985
Imazalil 0,9995 0,9956 0,9922
Imidacloprido 0,9998 1,0000 0,9990
Indoxacarbe 0,9993 1,0000 0,9997
loxonil 0,9989 0,9989 0,9979
Iprovalicarbe 0,9993 0,9996 0,9991
Isofenfés metilico 0,9988 0,9992 0,9997
Isoprocarbe 0,9999 0,9998 0,9976
Isoxaflutol 0,9966 0,9988 0,9991
Linurom 0,9992 0,9999 0,9979
Lufenurom 0,9883 0,9879 0,9997
Malationa 0,9980 0,9992 0,9966
Mandipropamida 0,9988 0,9999 0,9994
MCPA 0,9974 0,9911 0,9985
Mepanipirim 0,9992 0,9996 0,9996
Meptildinocape 0,9912 0,9697 0,9956
Metalaxil 0,9991 0,9995 0,9988
Metamidofos 0,9989 0,9985 0,9997
Metconazol 0,9973 0,9999 0,9980
Metidationa 0,9993 1,0000 0,9979
Metiocarbe 0,9990 0,9999 0,9985
Metiocarbe sulfoxido 0,9996 0,9999 0,9999
Metobromurom 0,9989 1,0000 0,9986
Metomil 0,9955 0,9957 0,9908
Metoxifenozida 0,9993 0,9997 0,9976
Miclobutanil 0,9989 0,9999 0,9995
Monocrotofos 0,9976 0,9993 0,9999
Nitempiram 0,9995 0,9978 0,9943
Ometoato 0,9985 0,9980 0,9996
Oxadixil 0,9981 0,9999 0,9990
Oxamil 0,9912 0,9954 0,9963
Paclobutrazol 0,9996 0,9998 1,0000
Paraoxom metilico 0,9988 0,9999 0,9989
Pencicuron 0,9987 0,9998 0,9999
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(conclusao)

Coeficiente de determinagéo (r?)

Agrotéxico

Azeite de oliva Oleo de soja Oleo de girassol
Penconazol 0,9860 0,9999 0,9998
Pendimetalina 0,9973 0,9985 0,9991
Pimetrozina 0,9816 0,9895 0,9733
Piraclostrobina 0,9951 0,9996 0,9991
Piretrina 0,9895 0,9984 0,9981
Piridabem 0,9866 0,9888 0,9978
Piridato 0,9776 0,9611 0,9977
Pirimetanil 0,9996 1,0000 1,0000
Pirimicarbe 0,9998 1,0000 0,9998
Pirimicarbe desmetilico 0,9997 0,9994 0,9939
Pirimifés metilico 0,9993 1,0000 0,9988
Piriproxifem 0,9986 0,9994 0,9990
Procloraz 0,9998 0,9999 0,9977
Profenofés 0,9994 0,9998 0,9995
Propamocarbe 0,9956 0,9970 0,9780
Propaquizafope 0,9993 0,9997 0,9996
Propargito 0,9969 0,9972 0,9980
Propiconazol 0,9988 0,9999 0,9999
Propizamida 0,9992 0,9998 1,0000
Propoxur 0,9996 0,9990 0,9974
Proquinazida 0,9989 0,9996 0,9987
Protioconazol 0,9842 0,9948 0,9994
Protiofos 0,9843 0,9715 0,9992
Quinoclamina 0,9969 0,9994 0,9977
Quinoxifen 0,9997 0,9998 0,9992
Quizalofope etilico 0,9986 0,9999 0,9998
Rotenona 0,9981 0,9995 0,9998
Tebuconazol 0,9995 0,9993 0,9984
Tebufempirado 0,9987 0,9997 0,9992
Tebufenozida 0,9996 0,9999 0,9974
Teflubenzurom 0,9971 0,9989 0,9996
Terbutilazina 0,9993 0,9999 0,9999
Tetraconazol 0,9996 0,9997 1,0000
Tiabendazol 0,9997 0,9997 0,9975
Tiacloprido 0,9999 0,9998 0,9985
Tiametoxam 0,9991 0,9998 0,9978
Tiobencarbe 0,9994 0,9997 0,9996
Tiodicarbe 0,9983 1,0000 0,9995
Tolclofés metilico 0,9955 0,9998 0,9978
Triadimenol 0,9999 0,9999 0,9994
Triazofés 0,9991 1,0000 0,9949
Triclorfom 0,9999 0,9999 1,0000
Trifloxistrobina 0,9970 0,9993 0,9999
Triflumuron 0,9993 0,9995 0,9999
Triticonazol 0,9994 0,9993 0,9979

Zoxamida 0,9987 0,9995 1,0000
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4.3.3 Avaliacéo da sensibilidade das curvas analiticas (“efeito matriz”)

A sensibilidade das curvas analiticas foi avaliada nesse estudo através da
comparacao da inclinagcdo das curvas analiticas preparadas empregando PSC em
amostras dos trés 6leos comestiveis a fim de avaliar as similaridades entre as curvas
analiticas e possibilidade de uso de amostra branco de um Unico tipo de 6leo para
quantificar agrotoxicos em amostras de qualquer oleo.

Como pode ser observado na figura 8, para azeite de oliva e soja, 0 numero
de agrotéxicos que apresentaram diferencas entre £ 20% foi de aproximadamente
130, ja para o 0leo de girassol esse numero foi de 102. Ja o nimero de agrotoxicos
gue apresentaram efeito matriz entre £ 20 e + 50% foi de aproximadamente 20 para
azeite de oliva e Oleo de soja e de 40 para o 6leo de girassol. O numero de
agrotoxicos com efeito matriz maior do que + 50% foram de 14, 17 e 23 para 0s

Oleos de oliva, soja e girassol, respectivamente.

Figura 8 — Percentual de variacdo da inclinagdo das curvas analiticas preparadas via

PSC para azeite de oliva e 6leos de soja e girassol.
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Como pode ser observado através da analise da Figura 8, 0 comportamento
do efeito matriz nos diferentes tipos de 6leo é bastante similar, o que leva a concluir
gue a curva analitica pode ser preparada empregando-se qualquer um dos trés

Oleos estudados nesse trabalho. Essa abordagem foi empregada na aplicacdo do
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método desenvolvido e validado para analise de amostras de 6leos, onde uma curva
analitica foi preparada em azeite de oliva empregando a técnica de PSC na faixa de
10 a 500 pg kg™ e foi utilizada na quantificacéo dos agrotoxicos tanto nas amostras
de azeite de oliva quanto nas amostras de 6leo de soja e girassol. Na Tabela 6 é
possivel observar as inclinagées das curvas analiticas obtidas para os trés tipos de
6leos comparadas com a inclinagdo de uma curva analitica preparada via PSC para
uma segunda amostra “branco” de azeite de oliva considerada como referéncia.
Como é possivel observar na tabela, para 89 agrotoxicos a diferenca nas inclinacbes
das curvas analiticas foram inferiores a 20% para os trés éleos quando comparadas
com a inclinacdo da curva analitica obtida para o azeite de oliva empregado como
referéncia. Para os demais agrotoxicos observa-se, ainda, duas situacdes distintas.

A primeira sdo aqueles agrotéxicos que apresentaram grandes diferencas nas
inclinacées quando comparadas com o azeite de oliva empregado como referéncia,
porém essa diferenca € bastante similar entre os diferentes dleos, é o caso dos
agrotoxicos Isoprocarbe, Tiacloprido e Tiodicarbe.

A segunda situacdo é daqueles agrotoxicos que apresentaram grande
diferenca na inclinacdo quando comparadas com o azeite de oliva referéncia além
de grande diferenca entre si, como € o caso dos agrotoxicos 2,4-D, Bifenazato,
Ciromazina, Protioconazol, entre outros. Para esses agrotoxicos, caso fossem
detectados em amostras reais, a quantificacdo deveria ser feita empregando a
técnica de PSC na matriz especifica do 6leo avaliado, jA que o comportamento das

inclinac@es varia dependendo do tipo de éleo.
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Tabela 6 — InclinacGes (slopes) das curvas analiticas preparadas através da técnica

de PSC para os diferentes tipos de 6leos estudados comparadas com uma curva

analitica referéncia preparada em azeite de oliva.

(continua)
Inclinagdo (slope) Diferenca (%)
Agrotoxico Azeitede Azeitede Oleode Oleo de . . .
oliva (Ref) oliva soja girassol Oliva Soja  Girassol
2,4-D 10,8 15,6 9,9 11,4 45 -8 6
Acefato 727,3 789,0 776,6 817,4 8 7 12
Acetamiprido 2327,6 2277,4 22445 2129,2 -2 -4 -9
Aldicarbe 280,6 810,0 983,0 943,6 189 250 236
Aldicarbe sulfona 130,9 139,8 140,4 147,5 7 7 13
Aldicarbe sulféxido 301,9 353,4 315,7 335,9 17 5 11
Azinfés metilico 113,0 131,2 129,0 150,7 16 14 33
Azoxistrobina 5784,4 6183,6 6517,8 9673,9 7 13 15
Bifenazato 1689,6 2008,3 2590,1 3071,4 19 53 82
Bitertanol 410,7 368,6 400,9 396,7 -10 -2 -3
Boscalida 461,9 474,3 473,4 497,6 3 2 8
Bromuconazol 453,9 469,0 456,0 482,6 3 0 6
Bupirimato 2446,0 2515,8 2705,4 2660,2 3 11 9
Buprofezina 7804,5 8631,8 7806,7 7816,6 11 0 0
Carbaril 245,2 429,1 487,4 470,5 75 99 92
Carbendazim 6618,7 42629 5591,7 5849,5 -20 -16 -12
Ciazofamida 400,8 464,3 383,6 399,4 16 -4 0
Cimoxanil 76,4 87,2 99,6 98,1 14 30 28
Ciproconazol 2771,5 2720,4 2927,8 3081,6 -2 6 11
Ciprodinil 1209,0 1302,7 1566,8 1129,9 8 30 -7
Ciromazina 86,5 41,9 17,2 108,5 -52 -80 25
Clofentezina 111,0 119,8 99,8 101,3 8 -10 -9
Clomazona 2219,8 2483,6 2599,6 2613,9 12 17 18
Clorantraniliprol 433,7 486,5 467,3 531,5 12 8 23
Clorfenvinfés 726,0 766,2 756,9 812,8 6 4 12
Clorpirifés 47,8 56,9 48,0 40,8 19 0 -15
Clorpirifés metilico 24,3 28,7 24,6 24,4 18 1 1
Coumafés 281,5 296,0 269,8 262,0 5 -4 -7
Cresoxim metilico 272,7 319,6 306,3 323,3 17 12 19
Sjgﬁg’”'&me“' 1663,9 15064 19468 19391 4 17 17
Sng;tgg'S'me“' 1544,3 11752 12493  1902,7 24 -19 23
Diazinona 8574,6 9094,1 7841.,4 8763,5 6 -9 2
Diclorvés 242,1 284.,4 263,9 276,7 17 9 14
Dicrotofos 43929 4729,0 4889,2 5076,3 8 11 16
Dietofencarbe 1319,2 1494.,8 1427,3 2098,8 13 8 59
Difenoconazol 1616,0 1703,7 1633,9 1387,5 5 1 -14
Diflubenzuron 92,5 132,4 99,9 118,3 43 8 28
Dimetoato 2509,8 2696,8 2928,6 2887,5 7 17 15
Dimetomorfe 1340,6 1444,0 1467,3 1695,0 8 9 26
Diniconazol 1929,8 1763,0 1919,0 1854,2 -9 -1 -4
Dodine 26,3 2,5 1,4 8,6 -90 -95 -67
Emamectina Bla 579,6 234,8 144.8 659,6 -59 -75 14
EPN 9,0 11,3 11,5 7,6 25 28 -16
Epoxiconazol 2309,0 2376,6 24349 2489,2 3 5 8
Espinosina A 1981,1 1766,8 1283,8 23110 -11 -35 17
Espinosina D 255,1 220,5 155,1 273,1 -14 -39 7




(continuagéo)
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Inclinagdo (slope)

Diferenca (%)

Agrotdxico Azeitede  Azeitede Oleode  Oleo de Oliva Soja Girassol
oliva (Ref) oliva soja girassol

Espirodiclofeno 72,4 81,3 69,7 34,2 12 -4 -53
Espiromesifeno 102,8 111,3 116,4 62,6 8 13 -39
Espirotetramato 1342,0 1109,3 1252,4 1664,7 -17 -7 24
Espiroxamina 13757,4 13360,6 11107,7 16240,3 -3 -19 18
Etiona 289,14 354,3 296,9 183,1 22 3 -37
Etirimol 1219,4 672,1 460,6 1426,4 -45 -62 17
Etoprofos 1643,0 1735,0 1771,8 1734,6 6 8 6

Fembuconazol 1300,6 1427,9 1422,7 1471,6 10 9 13
Fempirazamina 5631,7 6816,0 5947,7 6686,8 21 6 19
Fempropimorfe 7267,5 7772,5 6234,7 8543,1 7 -14 18
Fenamidona 3969,7 4241,7 3952,7 4419,2 7 0 11
Fenamifés 3070,2 3337,1 2958,9 3879,4 9 -4 26
Fenamifés sulfona 1407,4 1140,7 1166,4 1258,2 -19 -17 -11
Fenamifés sulféxido 739,5 294,5 266,8 461,4 -60 -64 -38
Fenarimol 260,7 275,4 274,3 268,2 6 5 3

Fenazaquim 1042,9 1179,0 796,8 538,6 13 -24 -48
Fenexamida 366,3 366,9 357,6 369,4 0 -2 1

Fenoxicarbe 502,3 593,7 549,5 475,6 18 9 -5

Fenpiroximato 2024,3 23255 2268,2 950,5 15 12 -53
Fentiona 52,8 66,3 58,4 49,0 26 11 -7

Fentiona sulféxido 1314,6 1913,9 1807,9 2096,6 46 38 59
Fentoato 125,1 155,4 118,2 125,5 24 -6 0

Fipronil 2794,8 2697,6 25447 3857,0 -3 -9 38
Fluazifope 541,8 691,1 657,7 709,3 28 21 31
Flubendiamida 893,5 894,7 867,8 855,7 0 -3 -4

Fludioxonil 99,2 110,1 103,6 101,8 11 4 3

Flufenaceto 1190,9 1292,0 1279,2 1379,6 8 7 16
Flufenoxurom 84,1 89,5 90,8 29,1 6 8 -65
Fluopiram 3022,3 3180,0 2953,6 3565,1 5 -2 18
Fluguinconazol 132,3 136,8 143,2 133,7 3 8 1

Flusilazol 1980,4 2061,0 21541 2085,1 4 9 5

Flutriafol 3145,5 3140,8 3322,6 37343 0 6 19
Formetanato 5082,2 4560,4 3117,6 5823,8 -10 -39 15
Fosalona 61,1 63,1 58,1 55,5 3 -5 -9

Fosmete 241,9 277,4 270,9 271,0 15 12 12
Fostiazato 4848,6 4845,3 5225,7 5741,5 0 8 18
Foxim 82,6 92,2 88,7 68,3 12 7 -17
Haloxifope 144,7 196,6 160,4 162,7 36 11 12
Hexaconazol 2241,6 2061,4 2043,7 2498,7 -8 -9 11
Hexitiazoxi 118,5 128,6 111,2 61,7 9 -6 -48
Imazalil 467,6 943,1 739,5 1389,2 102 58 197
Imidacloprido 442,3 476,4 483,4 518,7 8 9 17
Indoxacarbe 194,4 199,3 246,2 168,7 3 27 -13
loxonil 1521,5 1419,1 1358,8 14527 -7 -11 -5

Iprovalicarbe 3918,2 4197,5 4489,4 4289,7 7 15 9

Isofenfés metilico 3179,5 3647,2 3461,1 3791,8 15 9 19
Isoprocarbe 299,2 678,6 716,8 687,0 127 140 130
Isoxaflutol 3311 364,0 327,6 381,8 10 -1 15
Linurom 132,7 153,7 153,2 154,1 16 15 16
Lufenurom 190,3 191,0 168,3 80,0 0 -12 -58
Malationa 745,9 822,6 799,6 1008,6 10 7 35
Mandipropamida 952,0 1079,5 1086,8 1813,9 13 14 91
MCPA 20,2 27,5 16,8 19,9 36 -17 -2

Mepanipirim 39,6 38,7 46,0 35,3 -2 16 -11




(continuagéo)

Inclinagdo (slope) Diferenca (%)
Agrotoxico Azeite de  Azeite de Oleo_ de O_Ieo de Oliva Soja Girassol
oliva (Ref) oliva soja girassol

Meptildinocape 1,7 1,6 1,5 0,6 -8 -10 -62
Metalaxil 2061,0 1915,7 2034,6 2156,4 -7 -1 5
Metamidofés 745,2 706,6 779,3 821,5 -5 5 10
Metconazol 3093,3 3071,7 2972,0 3169,8 -1 -4 2
Metidationa 72,6 76,3 82,3 96,6 5 13 33
Metiocarbe 305,8 327,8 370,7 371,7 7 21 22
Metiocarbe sulféxido 4207,3 4602,9 4896,5 5308,8 9 16 26
Metobromurom 173,6 341,7 364,7 389,9 97 110 125
Metomil 318,8 391,1 395,9 380,1 23 24 19
Metoxifenozida 2251,0 2428,7 2559,8 2824,4 8 14 25
Miclobutanil 2330,6 2489,7 2565,3 2487,6 7 10 7
Monocrotofds 2163,2 2207,6 2206,4 2159,0 2 2 0
Nitempiram 1835,1 1529,5 1258,2 2227,5 -17 -31 21
Ometoato 1149,3 1166,7 11775 1320,2 2 2 15
Oxadixil 2639,0 2758,5 1917,6 2110,5 5 -27 -20
Oxamil 14242 1419,7 1468,5 1603,6 0 3 13
Paclobutrazol 3579,5 3836,3 3488,3 3747,7 7 -3 5
Paraoxom metilico 86,1 94,6 106,8 109,4 10 24 27
Pencicuron 4266,0 4779,8 4527,2 3677,8 12 6 -14
Penconazol 2451,8 2282,0 2386,1 2234,1 -7 -3 -9
Pendimetalina 1135 137,5 126,0 76,5 21 11 -33
Pimetrozina 175,0 54,1 64,5 182,6 -69 -63 4
Piraclostrobina 2104,3 2365,2 2248,9 2251,3 12 7 7
Piretrina 37,6 41,6 43,6 27,6 11 16 -27
Piridabem 475,6 581,9 480,9 246,3 22 1 -48
Piridato 101,8 94,2 79,5 31,5 -8 -22 -69
Pirimetanil 617,0 680,8 846,7 697,9 10 37 13
Pirimicarbe 12041,5 13279,3 13627,5 14159,8 10 13 18
Pirimicarbe

desmetilico 9369,9 7167,3 7897,9 10068,4 -24 -16 7
Pirimifés metilico 9050,1 9834,9 9291,1 8582,9 9 3 -5
Piriproxifem 2506,5 2880,3 2655,0 2385,1 15 6 -5
Procloraz 1341,5 1164,2 1155,1 1330,9 -13 -14 -1
Profenofés 209,1 236,7 201,9 197,2 13 -3 -6
Propamocarbe 1292,4 765,6 315,6 1686,0 -41 -76 30
Propaquizafope 604,8 672,4 627,0 500,7 11 4 -17
Propargito 34,7 43,8 39,0 20,4 26 13 -41
Propiconazol 1081,0 1080,8 1060,7 1090,7 0 -2 1
Propizamida 295,8 336,2 341,6 346,1 14 15 17
Propoxur 1143,4 1751,3 1941,8 1722,9 53 70 51
Proquinazida 443,4 503,0 445,9 310,7 13 1 -30
Protioconazol 5,8 25,9 88,0 90,1 346 1415 1452
Protiofos 3,3 4,2 3,0 1,3 28 -9 -60
Quinoclamina 58,1 108,1 127,2 116,7 86 119 101
Quinoxifen 502,8 552,9 520,4 305,1 10 3 -39
Quizalofope etilico 227,3 249,3 213,3 198,0 10 -6 -13
Rotenona 245,8 265,2 275,7 266,5 8 12 8
Tebuconazol 2117,8 2042,3 2241,3 2283,7 -4 6 8
Tebufempirado 379,2 405,4 377,5 294,5 7 0 -22
Tebufenozida 1900,2 1965,3 1994,4 2136,2 3 5 12
Teflubenzurom 370,5 355,5 313,1 252,0 -4 -16 -32
Terbutilazina 8501,4 8661,6 9641,6 7631,6 2 13 -10
Tetraconazol 2665,0 27243 2741,9 27749 2 3 4
Tiabendazol 4597,4 3793,4 4617,2 5338,7 -17 0 16
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(conclusao)

Inclinagéo (slope) Diferenca (%)
Agrotoéxico Azeitede Azeitede Oleode Oleo de . . )
oliva (Ref) oliva soja girassol Oliva Soja  Girassol
Tiacloprido 1173,7 25245 2804,7 2719,1 115 139 132
Tiametoxam 621,1 645,3 681,3 695,3 4 10 12
Tiobencarbe 365,1 411,3 394,9 374,8 13 8 3
Tiodicarbe 1445,0 833,7 770,5 858,1 -42 -47 -41
Tolclofés metilico 24,2 29,4 25,3 20,3 22 5 -16
Triadimenol 1301,7 1204,4 1282,2 1447,8 -7 -1 11
Triazofés 7539,4 8296,8 7873,0 8586,5 10 4 14
Triclorfom 385,2 401,4 433,4 453,3 4 12 18
Trifloxistrobina 3973,1 4489,3 4081,1 2138,2 13 3 -46
Triflumuron 95,0 97,6 93,4 63,6 3 -2 -33
Triticonazol 2068,1 2013,1 2097,8 2385,7 -3 1 15
Zoxamida 681,6 7449 703,1 7747 9 3 14

E importante salientar que para o uso de calibracéo por procedural standard
calibration, uma série de requisitos foram cumpridos: boa relacdo linear na faixa
estudada (r* = 0,99) para a grande maioria dos agrotéxicos; quantificacdo precisa
mesmo para 0s agrotoxicos com baixos percentuais de recuperacédo (RSD < 20%, na
grande maioria < 10%); mesmo no caso de baixos percentuais de recuperacao,
amostras fortificadas a 10 pg kg (LOQm para a grande maioria dos analitos nas
trés matrizes) estavam dentro do intervalo linear e a relacéo sinal ruido da transicdo

de quantificacéo (12 transicdo da Tabela 1) foi maior ou igual a 10.

4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE OLEOS COMESTIVEIS

O método desenvolvido foi aplicado na anéalise de amostras adquiridas nas
cidades de Almeria e Mdrcia, sudeste da Espanha. Foram coletadas nove amostras
de azeite de oliva extra virgem, trés amostras de 6leo de soja e trés amostras de
Oleo de girassol em supermercados da cidade de Almeria. Além de amostras de
supermercado, duas amostras de azeite de oliva, uma da cidade de Almeria e uma
da cidade de Mdurcia, foram adquiridas de produtores locais que produzem azeite
para seu proprio consumo.

A Tabela 7 exibe os resultados das anélises de amostras de azeite de oliva e
Oleo de soja e girassol comparando com os limites maximos de residuo
estabelecidos pela comunidade europeia. Como ndo ha limites maximos

estabelecidos para nenhum dos 6leos estudados, os LMR dessa tabela sdo aqueles
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definidos para azeitona e graos de soja. Como nenhum agrotdxico foi determinado
nas amostras de 6leo de girassol, nenhum valor de LMR foi exibido.

Das nove amostras de azeite de oliva extra virgem coletadas em
supermercados (amostras de 1 a 9), quatro ndo apresentaram contaminacdo por
nenhum dos agrotoxicos estudados. Nas outras cinco amostras ao menos um
agrotoxico foi encontrado, sendo que uma amostra apresentou contaminagdo por
clorpirifés a 11 pg kg®*. Os demais agrotoxicos determinados nessa amostras
estavam abaixo do limite de quantificacdo do método (10 ug kgl). E importante
salientar que nessas cinco amostras, o agrotdxico dimetoato foi encontrado em
todas, porém abaixo do LOQm.

Das amostras adquiridas de produtores locais, aquela da cidade de Almeria
(amostra 10) apresentou contaminacao por clorpirifés metilico, além de diazinona,
dimetoato e piriproxifeno. A amostra adquirida da cidade de Mdrcia (amostra 11)
apresentou contaminacao por clorpirifés, fluopiram, fosmete, tetraconazol e
tebuconazol. Conforme pode ser observado na tabela, apenas os agrotéxicos
Fluopiram e Tetraconazol determinados na amostra 11 apresentaram concentracdes
acima do LMR estabelecido para azeitonas.

Das trés amostras de 6Oleo de soja, duas apresentaram contaminacao por
azoxistrobina, porém abaixo do LOQm. J& as amostras de Oleo de girassol ndo

apresentaram contaminacao por nenhum dos agrotdxicos estudados.
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Tabela 7 — Resultados das analises de amostras de 6leos de oliva soja e girassol e
comparacdo com os valores de limite maximo de residuo estabelecidos na unido

europeia para azeitonas e soja.

Amostra  TiPo de Agrotoxico(s) Concentracéo LMR®P
6leo encontrado(s) (ug kg™ (ug kg™
, Clorpirifés 11 50
1 Oliva Dimetoato <LOQ 2000
2 Oliva Dimetoato <LOQ 2000
3 Oliva Dime_toat_o <LOQ 2000
Terbutilazina <LOQ 50
4 Oliva Dimetoato <LOQ 2000
5 Oliva nd
6 Oliva nd
7 Oliva Clorpirifés <LOQ 50
8 Oliva nd
9 Oliva nd
Clorpirifés metilico 25 50
. Diazinona <LOQ 20
10 Oliva Dimetoato <LOQ 2000
Piriproxifem <LOQ 50
Clorpirifés 23 50
Fluopiram 22 10
11 Oliva Fosmete 194 3000
Tebuconazol <LOQ 50
Tetraconazol 32 20
12 Soja nd
13 Soja Azoxistrobina <LOQ 500
14 Soja Azoxistrobina <LOQ 500
15 Girassol nd
16 Girassol nd
17 Girassol nd

®Valores de LMR para azeitonas empregadas no preparo de azeite de oliva; "Valores de LMR para gréos de soja.
O LMR para Dimetoato é expresso como a soma de Dimetoato e Ometoato; O LMR para Fosmete é expresso
como a soma de Fosmete e Fosmete oxom; nd: ndo detectado.

A Figura 9 mostra o cromatograma para o agrotéxico dimetoato que foi
determinado em todas as amostras em concentra¢cdes menores do que o LOQm (10
ug kg™). Nessa figura é possivel perceber que, mesmo em concentracées inferiores
ao LOQm, formato do pico, tempo de retencdo e a razdo entre os ions de
quantificacdo e confirmacdo atendem aos critérios de quantificagcdo, demonstrando o
bom desempenho do método.

Além disso, nessa figura é possivel observar que a relacdo sinal ruido indica

7

gue o método é seletivo, uma vez que nao se observa qualquer sinal de outros
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componentes nas imedia¢cdes do sinal cromatografico, situacdo comum a todos 0s

agrotoxicos estudados neste trabalho.

Figura 9 — Sinais das transicbes de quantificacdo (A) e confirmacdo (B) do

agrotoxico dimetoato determinado em amostras de azeite de oliva.
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5 CONCLUSAO

Atualmente os métodos mais empregados para determinacéo de residuos de
agrotoxicos em alimentos baseiam-se na extracdo dessas substancias fazendo uso
de um Unico solvente organico ou misturas de solventes. Além disso, alguns
métodos empregam, ainda, etapas de purificacdo de extratos necessérias para
matrizes complexas, como o caso dos 6leos comestiveis.

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em matrizes com alto teor de
gordura torna-se um desafio no sentido de que as técnicas empregadas nesse tipo
de determinacdo suportam uma quantidade limitada de substancias lipidicas,
fazendo com que o procedimento de extracdo envolva técnicas de purificacdo de
extratos a fim de que os componentes da matriz ndo comprometam a coluna
cromatografica empregada e/ou detectores.

Nesse sentido, e observando a importancia dos Oleos comestiveis na
alimentagcdo humana, esse trabalho teve como objetivo principal desenvolver um
procedimento de extracdo baseado no método QUEChERS citrato combinado com
técnicas de purificacdo de extratos para a determinacao de residuos de agrotéxicos
em matrizes de azeite de oliva e 6leo de soja e girassol.

A técnica de precipitacdo em baixas temperaturas (freezing out), se mostrou
como sendo uma importante ferramenta na remocdo de pelo menos parte dos
constituintes lipidicos dos extratos de 6leos comestiveis uma vez que a analise por
espectrometria de massas de alta resolugdo (UHPLC-QTOF-MS) demonstrou uma
reducdo de 10% no nimero de coextrativos.

Durante a etapa de purificacdo dos extratos, quatro diferentes técnicas foram
avaliadas empregando os adsorventes mais modernos desenvolvidos para auxiliar
na remoc¢ao de gordura dessas matrizes, sendo eles PSA, Z-sep e EMR-Lipid, onde
o adsorvente Z-sep foi empregado na forma de d-SPE e SPE em cartucho. Os
resultados da avaliacdo dos diferentes tipos de purificagdo demonstraram que o
EMR-Lipid fornece resultados melhores do que as outras técnicas, visto que nenhum
dos 165 agrotéxicos estudados foi totalmente perdido durante essa avaliagao.

A partir dos dados obtidos nas etapas preliminares, o método foi validado por

UHPLC-TQ-MS/MS, para as trés matrizes empregadas nesse estudo seguindo as



100

recomendacBes do guia de controle de qualidade para analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos (SANTE, 2015).

O estudo de fortificacdo e recuperacdo demonstrou que para alguns
agrotoxicos o percentual de recuperacdo foi menor do que 70% nas trés
concentracdes estudadas, porém com RSD% menor do que 20% e, por esse motivo,
a quantificacdo dos agrotéxicos foi realizada empregando a técnica procedural
standard calibration, PSC, onde a curva analitica é preparada pela fortificacdo de
porcdes de matrizes “branco” em diferentes concentracoes.

ApGs avaliacdo da linearidade e sensibilidade das curvas analiticas, chegou-
se a conclusédo que uma Unica curva analitica preparada com qualquer um dos tipos
de 6leo comestivel pode ser empregada na quantificacdo da maioria dos agrotoxicos
estudados em qualquer matriz de 6leo.

O método desenvolvido e validado mostrou-se eficiente na determinacdo de
residuos de 161 agrotéxicos em azeite de oliva, 159 agrotéxicos em 6éleo de soja e
158 agrotoxicos em 6leo de girassol e foi aplicado na avaliagdo de 17 amostras de
azeite de oliva e 6leos de soja e girassol, adquiridas nas cidades de Almeria e

Murcia, na Espanha.
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APENDICE A — Formulas estruturais dos agrotéxicos estudados (Fonte: Sigma-

Aldrich)
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APENDICE B — Agrotoxicos estudados e suas classificacdes, agrupados de acordo

com 0 grupo quimico.

Agrotéxico Classificacédo Grupo quimico
Mepanipirim Fungicida
Pirimetanil Fungicida Anilinopirimidina
Ciprodinil Fungicida
Fluazifope Herbicida
Haloxifope Herbicida L ) .

- — Ariloxifenoxipropionato
Propaquizafope Herbicida
Quizalofope etilico Herbicida
Emamectina Bla Inseticida Avermectina
Proquinazida Fungicida Azol
Pimetrozina Inseticida Piridina azometina
Fluopiram Fungicida
Propizamida Herbicida Benzamida
Zoxamida Fungicida
Carbendazim Fungicida Benzimidazol
Tiabendazol Fungicida
Diflubenzuron Inseticida
Flufenoxurom Inseticida
Lufenurom Inseticida Benzoiluréia
Teflubenzurom Inseticida
Triflumuron Inseticida
Rotenona Inseticida Natural
Fenoxicarbe Inseticida
Aldicarbe Inseticida
Aldicarbe sulfona -
Aldicarbe sulféxido -
Carbaril Inseticida
Formetanato Inseticida
Iprovalicarbe Fungicida
Isoprocarbe Inset!c!da Carbamato
Metiocarbe Inseticida
Metiocarbe sulféxido -
Metomil Inseticida
Oxamil Inseticida
Pirimicarbe Inseticida
Pirimicarbe desmetilico -
Propoxur Inseticida
Tiodicarbe Inseticida
Bifenazato Inseticida Carbazato
Boscalida Fungicida Carboxamida
Dimetomorfe Fungicida Acido cinamico
Cimoxanil Fungicida Cianoacetamida oxima
Metoxifenozida Inseticida Diacilhidrazina
Tebufenozida Inseticida
Flubendiamida Inseticida Diamida
Pendimetalina Herbicida Dinitroanilina
Meptildinocape Fungicida Dinitrofenol
Dodine Fungicida Guanidina
Fenexamida Fungicida Hidroxianilida
loxonil Herbicida Hidroxibenzonitrila
Ciazofamida Fungicida
Imazalil Fungicida Imidazol
Procloraz Fungicida
Isoxaflutol Herbicida Isoxazol
Clomazona Herbicida Isoxazolidinona




Espirotetramato Inseticida
Espirodiclofeno Inseticida Ceto-enol
Espiromesifeno Inseticida
Spinosina A Inseticida o
—— — Lactona macrociclica
Spinosina D Inseticida
Mandipropamida Fungicida Eter mandelamida
Femproplmorfe Fung!c!da Morfolina
Espiroxamina Fungicida
Tiacloprido Inseticida
Tiametoxam Inseticida
Acetamiprido Inseticida o
- - — Neonicotinoide
Imidacloprido Inseticida
Nitempiram Inseticida
Clorantraniliprol Inseticida
Tolclofés metilico Fungicida Nitrofenila
Dietofencarbe Fungicida N-fenil carbamato
Isofenfés metilico Inseticida
Paraoxom metilico Inseticida
Acefato Inseticida
Azinfés metilico Inseticida
Clorfenvinfés Inseticida
Clorpirifés metilico Inseticida
Clorpirifés Inseticida
Coumafés Inseticida
Demeton-S-metil sulfona Inseticida
Demeton-S-metil sulféxido Inseticida
Diazinona Inseticida
Diclorvés Inseticida
Dicrotofés Inseticida
Dimetoato Inseticida
EPN Inseticida
Etiona Inseticida
Etoprofés Inseticida
Fenamifés Nematicida
Fenamifés sulfona -
— — Organofosforado
Fenamifés sulfoxido -
Fentiona Inseticida
Fentiona sulfoxido -
Fostiazato Inseticida
Malationa Inseticida
Metamidofos Inseticida
Metidationa Inseticida
Monocrotofés Inseticida
Ometoato Inseticida
Fentoato Inseticida
Fosalona Inseticida
Fosmete Inseticida
Foxim Inseticida
Pirimifés metilico Inseticida
Profenofos Inseticida
Propamocarbe Fungicida
Protiofos Inseticida
Triazofos Inseticida
Triclorfom Inseticida
Indoxacarbe Inseticida Oxadiazina
Flufenaceto Herbicida Oxiacetamida
2,4-D Herbicida .- . -
MCPA Herbicida Acido fenoxi carboxilico
Pencicuron Fungicida Fenoilureia
Metalaxil Fungicida L
— — Fenilamina
Oxadixil Fungicida
Piridato Herbicida Fenilpiridazina
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Fludioxonil Fungicida Fenilpirrol
Fempirazamina Fungicida

Fenpiroximato Inseticida .

- - — Pirazol
Fipronil Inseticida
Tebufempirado Acaricida

Piretrina Inseticida Piretroide
Piridabem Inseticida Piridazinona
Piriproxifem Inseticida Piridina
Fenarimol Fungicida Pirimidina
Etirimol - Pirimidinol
Bupirimato Fungicida

Fenazaquim Acaricida -
Quinoxifen Fungicida Quinolina
Azoxistrobina Fungicida

Fenamidona Fungicida

Cresoxim metilico Fungicida Estrobilurina
Piraclostrobina Fungicida
Trifloxistrobina Fungicida

Clofentezina Inseticida Tetrazina
Buprofezina Inseticida Tiadiazinona
Tiobencarbe Herbicida Tiocarbamato
Ciromazina Inseticida Triazina
Terbutilazina Herbicida

Bitertanol Fungicida

Bromuconazol Fungicida

Ciproconazol Fungicida

Difenoconazol Fungicida

Diniconazol Fungicida

Epoxiconazol Fungicida

Fembuconazol Fungicida

Fluquinconazol Fungicida

Flusilazol Fungicida

Flutriafol Fungicida

Hexaconazol Fungicida Triazol
Metconazol Fungicida

Miclobutanil Fungicida

Paclobutrazol Fungicida

Penconazol Fungicida

Propiconazol Fungicida

Protioconazol Fungicida

Tebuconazol Fungicida

Tetraconazol Fungicida

Triadimenol Fungicida

Triticonazol Fungicida

Hexitiazoxi Inseticida

Propargito Inseticida Sem classificacdo
Quinoclamina Herbicida

Metobromurom Herbicida Ureia
Linurom Herbicida
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The goal of this work was to evaluate the efficiency of several sorbents on removal fats from edible oils
(olive, soya and sunflower) during the clean-up step for posterior determination of 165 pesticides by
UHPLC-QqQ-MS/MS system. The extraction procedure employed in this work was the citrate version of
QuEChERS method followed by a step of freezing out with dry ice and clean-up evaluation using i) PSA
with magnesium sulfate (d-SPE); ii) magnesium sulfate and Z-sep sorbent (d-SPE); iii) Z-sep (column
SPE) and iv) Agilent Bond Elut QUEChERS Enhanced Matrix Removal-Lipid (EMR-Lipid). After evaluation

gg{l‘;]/:r::s of the recovery results at 10, 20 and 50 pg kg™, the EMR-Lipid showed important advantages comparing
Pasticides to the other sorbents evaluated, such as better recovery rates and RSD%. The method was validated at

the three concentrations described above. Analytical curves linearity was evaluated by spiking blank oil
samples at 10, 20, 50, 100 and 500 p.g kg~". The method demonstrated good recoveries values between
the acceptable range of 70-120% and RSD% < 20 for most of evaluated pesticides. In order to evaluate the
performance of the method, this same procedure was employed to other oils such as soya and sunflower
with very good results.

Multi-residue method
UHPLC-MS/MS

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Olive oil is the principal source of lipids in the Mediterranean
diet, and its consumption in the world is increasing due to related
potential health benefits, such as a lower incidence of cardiovas-
cular diseases, neurological disorders, breast and colon cancers, as
well as its hypolipidemic and antioxidant properties [1]. Accord-
ing to the data published in November 2015 by International Olive
0il Council, Spain is the main producer of olive oil in Europe with
about 840 thousand tons during 2014/2015 production. Related
to consumption in Europe, Italy is the main consumer with circa
520 thousand tons in 2014/2015 and in second place Spain with
approximately 490 thousand tons [2].

Pesticides are chemical substances applied to crops at various
stages of cultivation and post-harvest storage of crops. The use of

* Corresponding author.
E-mail address: amadeo@ual.es (A.R. Fernandez-Alba).

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2016.07.072
0021-9673/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

pesticides is intended to prevent the destruction of food crops by
controlling agricultural pests or unwanted plants and to improve
plant quality. The widespread use of pesticides for improving agri-
cultural productivity has raised public concern about the possible
presence of residues in crops and its byproducts. In agricultural
practice for olive groves, the use of insecticides and herbicides
provides an unquestionable benefit for crop protection. However,
these pesticides can persist up to the harvest and processing stage,
making the contamination of olives, and consequently of olive oil,
possible [3,4].

The large number of pesticides to be monitored associated with
low concentration of the maximum residue limits (MRL) estab-
lished and non-registered residues in food require sensitive and
selective methods for their identification and quantification. How-
ever, olive oil contains high level of lipid substances which can
cause problems during pesticide residue analysis because they are
soluble in many organic solvents used for extraction. The lipids
must be removed from the extracts prior to analysis or the chro-
matographic and detection system can be damaged [5].
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In the last few years many studies were published aiming
the development of sensitive and accurate methods for pesticide
residues determination inhigh fat content matrices. The most com-
mon sorbent employed in these works during clean-up step was
PSA [6-10] which was also evaluated in combination with other
sorbents such as C18 [6,7] and GCB [8,9], due to the well know
power of PSA in removing lipid content. Some methods employ-
ing Oasis Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) were also reported
[11]. Most recently, a new sorbent based on zirconium dioxide has
been employed instead of PSA due to its higher ability on removing
fat content from olive oil [12,13].

These clean-up methods were applied, in most of the cases,
in combination with QUEChERS methodologies and its variations
|6,7,10,13,14]. Mini-Luke was also evaluated in combination with
UPLC-MS/MS in order to determine residues of 169 pesticides in
soya grain [15].

Taking all these points into account and considering the impor-
tance of olive oil in Europe, the goal of this study was to develop
and validate an analytical method for pesticides residue determina-
tion in olive oil by UHPLC-QqQ-MS/MS employing new sorbents for
clean-up step. Four different methods using different sorbents were
employed: i) PSA with magnesium sulfate (d-SPE); ii) Z-Sep sor-
bent with magnesium sulfate (d-SPE); iii) Z-Sep (cartridge SPE) and
iv) Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal-Lipid
(EMR-Lipid). Furthermore, a step of low temperature precipitation
(freezing-out) was evaluated before SPE clean-up. The method was
fully validated in olive oil and applied for sunflower oil and soya oil
in order to compare the results and check the possibility of employ-
ing only one kind of oil to quantify all of them. The method was
applied in oil real samples of olive, sunflower and soya collected in
local supermarkets of Almeria city, in the southeastern of Spain.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

Acetonitrile, HPLC grade (99.9%), formic acid, analytical grade
(>96%) and magnesium sulfate (98%) were purchased from Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). Water, Optima®, HPLC grade was
supplied by Fisher Scientific (New Jersey, USA). Sodium chlo-
ride was obtained from ]. T. Baker (Deventer, Netherlands).
Sodium citrate tribasic dihydrate (>99%) and disodium hydrogenci-
trate sesquihydrate (99%) were obtained from Fluka (Steinheim,
Germany). PSA and Z-Sep were purchased from Supelco (Belle-
fonte, USA). Bond Elut Enhanced Matrix Removal d-SPE and Bond
Elut Final Polish from Agilent Technologies (Santa Clara, USA). Pes-
ticides standards were obtained from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Germany), from Riedel-de-Haén (Seelze, Germany) and from Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany).

2.2. Pesticides standards solutions

Individual pesticide standard stock solutions were prepared in
acetonitrile and stored in amber screw-capped glass vials at —20°C.
A standard mixture solution of the pesticides was prepared in ace-
tonitrile at 10mgL~"'. This solution was used as spike solution for
recovery experiments and also to prepare the analytical curves
solution for linearity studies.

2.3. Final extraction procedure

The final extraction procedure employed was the citrate ver-
sion of QUEChERS method [16] using the EMR-Lipid from Agilent
Technologies. An amount of 15g of olive oil was weighed in a
50 mL PTFE centrifuge tube and 15 mL of acetonitrile was added
plus 15 pL of procedure internal standard solution at 10mgL~" in

acetonitrile containing triphenyl phosphate (TPP), dichlorvos-d6,
malathion-d10 and carbendazin-d3. The tubes were shaken in an
automatic axial extractor (AGYTAX®, Cirta Lab. S.L., Spain) during
4 min. Thereafter, 6 gof magnesium sulfate, 1.5 g of sodiumchloride,
1.5g of sodium citrate tribasic dihydrate and 0.75g of disodium
hydrogencitrate sesquihydrate were added and the samples were
again shaken during 4 min in the automatic axial extractor. The
extracts were centrifuged at 3500 rpm for 5min and 8 mL were
transferred to a 15 mL PTFE centrifuge tube. The tubes containing
the extract were allowed to stand in dry ice during approximately
6 min in order to precipitate the fat content. The upper acetonitrile
extract (5mL) was collected and transferred to an EMR-Lipid d-
SPE 15 mL tube already containing the adsorbent for clean-up step
(1g) and 5mL of water. The mixture were homogenized in vor-
tex during 1 min, centrifuged (3500 rpm, 5 min) and 5 mL of extract
was transferred to an EMR-Lipid polish tube containing 2g of a
mixture of sodium chloride and magnesium sulfate (1:4, w/w). The
mixture was homogenized during 1 min in vortex and centrifuged.
Hereafter, 2 mL of extract were transferred to a vial and acidified
with 20 pL of formic acid (5% in acetonitrile). Before UHPLC-MS/MS
analysis, the extracts (100 pL) were diluted 5-fold with water HPLC
gradeand 10 pLof injection internal standard solutionat 2.5 mgL~"
containing dimethoate-d6 was added to the vials.

2.4. Instrumentation

An Agilent UHPLC 1290 Series (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) coupled to an Agilent Technologies 6490 TripleQuad
LC/MS was used for this study. Data acquisition and processing
were developed by using Agilent MassHunter QQQ Acquisition
and Quantitative Analysis B.07.00 software using Dynamic MRM
software features with a retention time window of 0.8 min. The
injection volume was 5 pL, and the chromatographic separation
was carried out with a Zorbax Eclipse Plus C8 column (Agi-
lent), 1.8 pm x 2.1 mm x 100 mm, maintained at 35 °C. The mobile
phases employed was a solution of formic acid 0.1% in milliQ water
(mobile phase A) and 0.1% formic acid and 5% water in acetoni-
trile (mobile phase B) at a constant flow rate of 0.3 mLmin~', with
the following gradient: 20% of B for 2min, a linear gradient up
to 100% of B in 13 min and finally an isocratic mode at 100% of
B for 2 min. Afterwards, an equilibration step coming back to 20%
of B (2.5 min) was performed. The system was provided with a Jet-
Stream electrospray ion source, employing nitrogen as nebulizer
gas. This ion source was configured as follows: 120 °C for drying gas
temperature, 13 Lmin~! for drying gas flow, 45 psi for pressure of
the nebulizer, 375 °C for sheath gas temperature and 10 Lmin~" for
the sheath gas flow. The MS used nitrogen as collision gas (99.999%
purity), 380V for the fragmentor and 3000V for the capillary volt-
age both in positive and negative mode.

For the optimization of the MS parameters, all pesticides at
100 ugL-! (acetonitrile:water, 1:1, v/v) were injected directly in
the MS system in full scan mode with a mass range of 50-800 m/z.
From this injection the precursor ion was selected and one more
injection in product ion mode was needed to choose two fragment
ions and the optimum collision energy (CE) for each transition.
Retention times, transitions and CEs for each compound are col-
lected in Table 1. The most intense transition was selected as the
quantifier transition (SRM1), while the second most intense was
chosen as the qualifier transition (SRM2).

2.5. Validation of the analytical procedure

Validation study was performed in order to evaluate accu-
racy (recovery), precision, linearity, limit of quantification, matrix
effects and repeatability in accordance with the Document No.
SANTE/11945/2015 [17]. Recovery and precision were determined
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Table 1

Acquisition conditions for mass spectrometer: retention time, precursor ion, quantifier and qualifier transition and polarity of acquisition.
Compound Retention time (min) Precursor lon 1st transition 2nd transition Polarity

Product ion CE¥ Product ion CE*

24-D 7.8 218.96/220.96 160.96 15 162.95 15 Negative
Acephate 1.1 184.00 143.00 5 125.00 15 Positive
Acetamiprid 44 223.00 126.00 20 56.00 15 Positive
Aldicarb 5.7 213.00 116.00 10 89.00 15 Positive
Aldicarb-sulfone 1.7 223.00 148.00 5 86.00 10 Positive
Aldicarb-sulfoxide 1.2 207.00 132.00 5 89.00 10 Positive
Azinphos-methyl 9.1 318.00 261.00 0 132.10 8 Positive
Azoxystrobin 9.6 404.00 372.00 10 344.00 20 Positive
Bifenazate 10.2 301.10 198.20 10 169.90 20 Positive
Bitertanol 10.2 338.20 269.20 5 99.10 10 Positive
Boscalid 9.7 343.00 307.10 16 272.10 32 Positive
Bromuconazole 9.5 378.00 159.00 20 70.00 20 Positive
Bupirimate 8.6 317.00 272.00 20 166.00 20 Positive
Buprofezin 101 306.00 201.00 10 116.00 15 Positive
Carbaryl 74 202.00 145.00 10 127.00 20 Positive
Carbendazim 1.2 192.00 160.00 15 132.00 20 Positive
Carbendazim-d3 (1.S) 1.2 195.10 159.80 20 131.90 20 Positive
Chlorantraniliprol 8.6 483.90 452.90 16 285.90 8 Positive
Chlorfenvinphos 108 358.90 155.00 8 99.20 28 Positive
Chlorpyrifos-methyl 11.7 321.90 289.90 14 125.00 16 Positive
Chlorpyriphos 129 352/349.93 200.00 20 198.00 20 Positive
Clofentezin 114 303.00 138.00 12 102.00 40 Positive
Clomazone 8.6 240.10 127.80 10 124.90 20 Positive
Coumaphos 114 363.00 307.00 20 227.00 28 Positive
Cyazofamid 1.1 325.00 261.20 10 108.10 15 Positive
Cymoxanil 5.0 199.10 128.00 4 110.90 12 Positive
Cyproconazole 9.1 292.10 125.00 32; 70.00 16 Positive
Cyprodinil 8.0 226.20 92.90 40 76.90 40 Positive
Cyromazine 0.9 167.00 125.00 15 59.90 20 Positive
Demeton-S-methylsulfone 23 263.02 169.00 12 109.00 24 Positive
Demeton-S-methylsulfoxide 14 247.00 169.00 8 109.00 24 Positive
Diazinon 114 305.00 169.00 15 153.00 20 Positive
Diclorvos 6.5 220.80 108.80 15 78.90 30 Positive
Diclorvos-d6 (1.S) 7.8 226.90 132.90 20 115.00 20 Positive
Dicrotophos 20 238.09 112.10 8 72.10 28 Positive
Diethofencarb 9.2 268.00 226.00 5 180.00 15 Positive
Difenoconazole 109 406.00 337.00 15 251.00 20 Positive
Diflubenzuron 10.1 311.00 158.00 8 141.00 32 Positive
Dimethoate 42 230.00 199.00 5 171.00 10 Positive
Dimethoate-d6 (1.S) 4.2 236.00 205.00 4 131.00 16 Positive
Dimethomorph 8.7 388.00 301.00 20 165.00 20 Positive
Diniconazole 105 326.10 159.00 28 70.00 28 Positive
Dodine 8.6 22820 60.10 20 57.20 20 Positive
Emamectin Bla 9.6 886.50 158.10 40 81.80 50 Positive
EPN 12.0 324,05 296.01 10 156.99 20 Positive
Epoxiconazole 9.6 330.10 121.00 16 101.20 52 Positive
Ethion 133 385.10 199.00 5 171.00 10 Positive
Ethirimol 2.5 210.16 140.10 20 43.10 52 Positive
Ethoprophos 9.8 243.10 130.90 15 97.00 30 Positive
Fenamidone 9.7 312.00 92.20 28 65.10 56 Positive
Fenamiphos 9.5 304.10 234.00 12 217.10 20 Positive
Fenamiphos-sulfone 6.9 336.10 266.00 16 188.00 24 Positive
Fenamiphos-sulfoxide 5.8 320.11 292.10 8 108.10 44 Positive
Fenarimol 93 331.00 268.00 20 259.00 20 Positive
Fenazaquin 125 307.30 161.30 15 147.20 15 Positive
Fenbuconazole 10.1 337.10 125.10 40 70.00 33 Positive
Fenhexamid 9.7 302.00 97.00 25 55.00 30 Positive
Fenoxycarb 103 302.20 116.20 5 88.20 20 Positive
Fenpropimorph 7.6 304.30 147.10 30 130.00 25 Positive
Fenpyrazamine 10.0 332.20 272.10 10 230.20 20 Positive
Fenpyroximate 13.1 42221 366.20 12 107.00 64 Positive
Fenthion 11.2 279.00 247.10 8 169.10 12 Positive
Fenthion-sulfoxide 71 295.02 280.00 16 109.00 32 Positive
Fipronil 11.2 434,90 329.90 12 249.90 28 Negative
Fluazifop 9.2 32820 282.20 15 254.20 20 Positive
Flubendiamide 11.1 680.90 273.90 15 254.00 20 Negative
Fludioxonil 93 247.00 169.00 32 152.00 32 Negative
Flufenacet 10.6 364.10 194.10 15 152.00 15 Positive
Flufenoxuron 129 489.10 158.00 20 140.90 56 Positive
Fluopyram 10.1 397.10 208.00 20 173.10 20 Positive
Fluquinconazole 9.7 376.00 307.10 24 108.00 56 Positive
Flusilazol 10.1 316.10 247.10 12 165.00 24 Positive
Flutriafol 7.6 302.10 95.00 56 70.10 16 Positive
Formetanate 1.0 22213 165.10 8 65.10 52 Positive
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Compound Retention time (min) Precursor lon 1st transition 2nd transition Polarity
Product ion CE* Product ion CE*
Fosthiazate 7.6 284.00 227.80 10 103.80 20 Positive
Haloxyfop 10.3 362.10 316.20 12 288.10 24 Positive
Hexaconazole 10.2 314.10 159.00 30 70.10 20 Positive
Hexythiazox 13.0 353.10 22820 10 168.20 20 Positive
Imazalil 6.4 297.00 255.00 15 159.00 20 Positive
Imidacloprid 38 256.00 209.00 15 175.00 15 Positive
Indoxacarb 122 528.10 218.00 20 203.00 45 Positive
loxonil 8.4 369.80 214.80 30 126.80 30 Negative
Iprovalicarb 9.5 321.20 202.90 0 119.00 16 Positive
Isofenfos-methyl 11.6 231.00 199.00 15 121.00 15 Positive
Isoprocarb 8.2 194.10 152.00 5 95.10 15 Positive
Isoxaflutole 97 360.00 250.90 15 219.70 50 Positive
Kresoxim-methyl 11.0 314.10 267.00 0 222.10 10 Positive
Linuron 9.1 249.02 160.10 20 133.00 36 Positive
Lufenuron 12.6 508.90 339.00 10 325.90 10 Negative
Malathion 104 331.00 127.00 10 99.00 20 Positive
Malathion-d10 (LS) 10.3 341.11 132.00 12 100.00 24 Positive
Mandipropamid 9.8 41213 356.10 4 328.10 8 Positive
MCPA 7.9 199.00 154.60 5 140.70 10 Negative
Mepanypirim 9.7 22410 206.80 10 190.60 20 Positive
Meptyldinocap 138 295.10 193.00 42 163.00 50 Negative
Metalaxyl 78 280.30 220.00 5 192.40 10 Positive
Metconazole 10.3 320.10 125.00 48 70.10 24 Positive
Methamidophos 1.1 142.10 125.00 10 94.10 10 Positive
Methidathion 9.1 302.90 145.00 0 85.10 15 Positive
Methiocarb 9.0 226.10 121.10 12 169.00 5 Positive
Methiocarb-sulfoxide 28 242.00 185.00 10 170.00 20 Positive
Methomyl 2.0 163.10 106.00 4 88.00 0 Positive
Methoxyfenozide 10.2 369.30 149.00 15 133.00 20 Positive
Metobromuron 8.1 259.00 170.00 15 148.00 10 Positive
Monocrotophos 1.7 22420 193.10 5 127.00 10 Positive
Myclobutanil 9.6 289.20 125.10 20 70.20 15 Positive
Nitempyram 15 271.00 225.00 10 99.00 10 Positive
Omethoate 12 214.10 183.00 5, 125.00 20 Positive
Oxadixyl 6.2 279.10 219.20 5; 132.30 32 Positive
Oxamyl 1.7 237.00 90.00 5 72.00 10 Positive
Paclobutrazol 89 294.10 125.20 36 70.10 16 Positive
Paraoxon-methyl 6.3 247.80 201.90 15 108.70 30 Positive
Penconazole 102 284.00 159.00 20 70.00 15 Positive
Pencycuron 11.7 329.10 125.10 24 89.10 60 Positive
Pendimethalin 13.0 282.10 212.10 4 194.10 16 Positive
Phenthoate 114 321.00 247.10 4 79.10 44 Positive
Phosalone 11.8 368.00 182.00 8 110.90 44 Positive
Phosmet 9.4 317.99 160.00 8 133.00 36 Positive
Phoxim 119 299.00 129.10 4 77.10 24 Positive
Pirimicarb 25 239.20 182.10 15 72.20 20 Positive
Pirimicarb-desmethyl 14 225.10 168.10 8 72.10 20 Positive
Pirimiphos-methyl 112 306.20 164.20 20 108.20 20 Positive
Prochloraz 8.8 376.00 308.00 10 266.00 15 Positive
Profenofos 12.0 374.90 347.00 5 304.90 15 Positive
Propamocarb 1.1 189.20 144.10 10 102.10 15 Positive
Propaquizafop 122 444.10 371.00 15 99.90 20 Positive
Propargite 135 368.10 231.20 0 175.20 8 Positive
Propiconazole 104 342.10 159.00 32 69.10 16 Positive
Propoxur 7.0 210.11 168.10 5 111.10 10 Positive
Propyzamide 9.8 256.00 190.00 10 173.00 20 Positive
Proquinazid 13.2 373.00 331.00 20 289.10 20 Positive
Prothioconazole 104 341.90 306.10 15 99.80 20 Negative
Prothiofos 14.2 345.00 241.00 20 161.00 40 Positive
Pymetrozine 0.9 218.11 105.00 20 51.00 60 Positive
Pyraclostrobin 114 388.11 193.80 8 163.10 20 Positive
Pyrethrin 13.6 329.21 161.00 5 143.00 20 Positive
Pyridaben 138 365.20 309.20 10 147.30 20 Positive
Pyridate 146 379.10 351.10 5 206.80 10 Positive
Pyrimethanil 6.3 200.00 183.00 20 107.00 20 Positive
Pyriproxyfen 12.6 322.00 185.00 20 96.00 10 Positive
Quinoclamine 6.1 208.00 105.10 25 77.00 40 Positive
Quinoxyfen 11.7 308.10 271.90 25 196.90 35 Positive
Quizalofop-ethyl 121 373.09 271.20 24 255.10 36 Positive
Rotenone 104 395.00 213.10 20 192.10 20 Positive
Spinosyn A 8.7 732.50 142.00 20 98.00 20 Positive
Spinosyn D 9.1 746.50 142.00 20 98.00 20 Positive
Spirodiclofen 14.2 411.10 313.00 5 71.20 15 Positive
Spiromesifen 14.1 371.00 273.00 5 255.00 20 Positive

124



12 J.V. Dias et al. / ]. Chromatogr. A 1462 (2016) 8-18

Table 1 (Continued)

Compound Retention time (min) Precursor lon 1st transition 2nd transition Polarity
Product ion CE? Product ion CE*
Spirotetramat 93 374.20 330.30 15 270.10 20 Positive
Spiroxamine 7.6 298.00 144.00 20 100.00 20 Positive
Tebuconazole 9.9 308.00 125.00 20 70.00 20 Positive
Tebufenozide 10.9 353.20 296.90 5 133.10 15 Positive
Tebufenpyrad 121 334.20 145.10 20 117.00 47 Positive
Teflubenzuron 11.7 379.00 359.00 0 339.00 4 Negative
Terbuthylazine 9.0 230.00 174.00 15 146.00 20 Positive
Tetraconazole 10.0 372.00 159.00 36 70.00 20 Positive
Thiabendazol 13 202.00 175.00 30 131.00 40 Positive
Thiacloprid 55 253.00 186.00 10 126.00 20 Positive
Thiamethoxam 24 292.00 211.00 10 181.00 20 Positive
Thiobencarb 115 258.00 124.70 15 99.90 10 Positive
Thiodicarb 6.9 355.06 108.10 8 88.10 8 Positive
Tolclofos-methyl 11.7 300.90 269.00 10 125.00 15 Positive
Triadimenol 9.0 296.00 227.00 5 70.00 10 Positive
Triazophos 104 314.10 286.20 10 162.20 20 Positive
Trichlorfon 3.0 256.90 221.00 4 109.00 12 Positive
Trifloxystrobin 12.2 409.20 206.20 10 186.20 20 Positive
Triflumuron 11.1 359.00 156.00 8 139.00 32 Positive
Triticonazole 9.0 318.10 125.20 41 70.20 33 Positive
Zoxamide 1.3 336.00 187.00 16 159.00 44 Positive

3 CE: collision energy (V).

as average peak areas of five replicates of spiked blank olive oil
samples at 10, 20 and 50 pgkg~'. The mixture solution contain-
ing all the pesticides was added to the blank olive oil sample and
shaken during 30 min in order to obtain a homogeneous sample
due to insolubility of the acetonitrile in the oil. The linearity was
evaluated by assessing signal responses of the target analytes from
procedural standard calibration by spiking blank samples of olive
oil at five concentration levels from 10 to 500 p.g kg~'. Matrix effect
was calculated by comparison of the slopes obtained from analyt-
ical curves prepared in acetonitrile and in blank olive oil using the
following equation:

slope analytical curve in matrix %100
slope analytical curve in matrix aceonitrile

Matrix effect(%) = [(

The linearity was accessed also for other two oils, sunflower and
soya, and compared with the results obtained from olive oil. This
procedure was done to verify the behavior of analytes in different
types of oil in order to evaluate if it is possible to quantify residues
of different oils with the same calibration curve.

The limit of quantification (LOQ) for each pesticide was set-
tled as the lowest fortified concentration in blank olive oil samples
that could be quantified with acceptable accuracy and precision as
preconized by Document No. SANTE/11945/2015 [17].

3. Results and discussion
3.1. Clean-up evaluation

In this study a procedure of low temperature precipitation
(freezing-out) was evaluated before clean-up employing various
sorbents and combination of sorbents.

Primary-secondary amine (PSA) is a well know clean-up sorbent
employed when removal of fat content is necessary. The chemical
structure of PSA provides high retention of free fatty acids and other
polar matrix compounds [18]. Z-sep is a mixture of two sorbents,
C18 and silica, coated with zirconium dioxide. Distinct classes of
active sites make the lipid removal efficient when this sorbents is
used [19]. Agilent Bond Elut QUEChERS Enhanced Matrix Removal
Lipid (EMR-Lipid) is the new generation of sample preparation
products for dispersive solid phase extraction (d-SPE) employed for
highly selective matrix removal without impacting analyte recov-
ery, especially for high-fat samples [20].

Blank samples of olive oil were spiked with the mixture of ana-
lytes at 50 wgkg~!, extracted, allowed to freezing out procedure
and submitted to clean-up step. For clean-up using PSA, 2mL of
the extract was purified using 300 mg of magnesium sulfate and
50 mg of PSA; for clean-up employing Z-sep (d-SPE), 2 mL of extract
were mixed with 500 mg of magnesium sulfate and 50 mg of Z-sep
sorbent; for clean-up using Z-sep (cartridge SPE), 1 mL of extract
was passed through a cartridge containing 40 mg of Z-sep solid
and the collected fraction in acetonitrile was analyzed; for clean-
up employing EMR-Lipid, the purification was done as described in
Section 2.3. Fig. 1 shows the recoveries and mean relative stan-
dard deviation obtained for all clean-up methods evaluated at
50 wg kg~'. In terms of recovery Z-sep using cartridges SPE showed
the worst results with almost 40% of the pesticides no recovered
properly followed by Z-sep using dispersive clean-up. When PSA
and EMR were employed the best results were obtained, but PSA
showed a mean RSD of 15%. For the EMR method none of the pesti-
cides was completely lost and more compounds showed recovery
percentage between 70 and 120% and mean RSD of 7%.

To evaluate the effectiveness of clean-up procedure the blank
sample of olive oil was extracted employing EMR-Lipid clean-up
and analyzed in a LC-QToF system (6530 Accurate Mass QTOF-
MS, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) in full scan mode. To
obtain the number of co-extractives present in the matrix the data
were processed employing MassHunter software. The results can
be accessed by visual comparison of full scan chromatograms in
Fig. 2, where is possible to see the differences between the full
scan chromatograms for each clean-up procedure. Fig. 3 shows
the matrix components present in olive oil extract related to its
retention times when evaluated the different clean-up procedures
employed. As can be seen in Fig. 3, the EMR is the clean-up pro-
cedure where more co-extractives are present, but with the best
recoveries results as well as acceptable levels for routine analysis.
Taking these results into account, the EMR method was chosen as
clean-up procedure for pesticide determination in olive oil.

3.2. Validation

3.2.1. Accuracy (recovery), precision and repeatability

In order to assess accuracy and precision, blank samples of olive
oil were spiked with the pesticide mixture at 10,20 and 50 pgkg !
with five replicates of each concentration. Table 2 shows the
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Fig. 1. Recovery (%) and RSD (%) for the pesticides determined by LC-QqQ-MS/MS employing four different clean-up methods.
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Table 2

Recoveries, relative standard deviation at 10, 20 and 50 pgkg~' (n=5) and LOQ for the pesticides spiked in blank olive oil sample.
Compound Spike level (ngkg') LOQ (pgkg™)

10 20 50
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)

24-D 19 11 18 18 14 15 10
Acephate 48 47 46 7 69 6 20
Acetamiprid 116 2 94 8 91 2 10
Aldicarb 97 2 102 4 102 6 10
Aldicarb sulfone 144 7 100 13 90 5 10
Aldicarb sulfoxide 91 6 73 9 74 8 10
Azinphos-methyl 95 12 87 12 79 5 10
Azoxystrobin 100 8 103 8 110 3 10
Bifenazate 40 23 53 9 63 1 20
Bitertanol 59 1 61 7 61 8 10
Boscalid 89 4 74 5 85 3 10
Bromuconazole 60 10 60 7 57 7 10
Bupirimate 76 8 73 6 73 5 10
Buprofezin 51 6 50 9 48 4 10
Carbaryl 97 11 88 6 80 4 10
Carbendazim 37 11 38 6 41 6 10
Chlorantraniliprol 95 8 85 6 84 3 10
Chlorfenvinphos 92 6 82 10 83 7 10
Chlorpyrifos-methyl 76 13 58 11 57 4 10
Chlorpyriphos 57 13 48 6 51 2 10
Clofentezin 61 10 54 5 57 4 10
Clomazone 82 5 83 7 71 4 10
Coumaphos 87 8 87 8 80 7 10
Cyazofamid 108 10 94 5 119 3 10
Cymoxanil 101 3 104 6 101 3 10
Cyproconazole 56 4 53 7 58 6 10
Cyprodinil 34 7 37 5 37 4 10
Cyromazine 0 17 1 56 1 33 50
Demeton-S-methylsulfone 105 6 100 6 113 3 10
Demeton-S-methylsulfoxide 17 19 16 14 24 15 10
Diazinon 68 7 65 7 67 5 10
Diclorvos 84 7 104 6 93 5 10
Dicrotophos 70 10 75 5 80 7 10
Diethofencarb 92 8 89 5 87 4 10
Difenoconazole 70 7 69 5 66 5 10
Diflubenzuron 96 11 72 15 82 6 10
Dimethoate 115 5 105 8 95 3 10
Dimethomorph 107 6 88 7 86 6 10
Diniconazole 43 9 49 7 49 7 10
Dodine 2 17 2 74 1 54 50
Emamectin Bla 2 16 3 46 7 31 10
EPN 56 20 70 11 62 14 10
Epoxiconazole 89 5 85 8 78 8 10
Ethion 67 21 73 4 69 4 10
Ethirimol 7 11 10 38 17 24 50
Ethoprophos 74 3 72 9 68 4 10
Fenamidone 86 6 88 5 91 4 10
Fenamiphos 87 8 87 6 85 6 10
Fenamiphos — sulfone 93 3 89 7 95 5 10
Fenamiphos — sulfoxide 15 13 13 12 18 17 10
Fenarimol 58 9 51 6 51 6 10
Fenazaquin 20 23 22 7 22 3 10
Fenbuconazole 90 8 78 12 85 8 10
Fenhexamid 65 5 63 12 56 7 10
Fenoxycarb 88 6 76 8 79 3 10
Fenpropimorph 51 13 50 19 72 8 10
Fenpyrazamine 102 7 96 6 92 4 10
Fenpyroximate 48 27 50 6 49 4 10
Fenthion 65 15 75 1 70 10 10
Fenthion sulfoxide 117 4 101 5 93 4 10
Fipronil 102 5 103 8 100 2 10
Fluazifop 80 10 72 10 77 3 10
Flubendiamide 102 4 100 3 101 5 10
Fludioxonil 90 3 104 8 90 8 10
Flufenacet 97 8 91 5 92 2 10
Flufenoxuron 83 8 84 9 79 7 10
Fluopyram 107 6 100 9 93 5 10
Fluquinconazole 85 13 74 9 76 9 10
Flusilazol 84 8 7 7 76 4 10
Flutriafol 63 7 66 4 72 7 10
Formetanate 18 10 19 23 40 13 10
Fosthiazate 101 6 94 9 93 5 10
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Table 2 (Continued)
Compound Spike level (ngkg™') LOQ (pgkg™)
10 20 50
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)
Haloxyfop 83 8 76 9 87 11 10
Hexaconazole 36 16 41 5 45 9 10
Hexythiazox 35 18 38 7 36 3 10
Imazalil 23 12 27 25 46 15 10
Imidacloprid 116 5 94 7 96 3 10
Indoxacarb 100 6 100 8 97 9 10
loxonil 68 4 63 6 60 4 10
Iprovalicarb 92 8 85 7 88 7 10
Isofenfos methyl 93 7 86 5 79 3 10
Isoprocarb 101 4 86 3 75 2 10
Isoxaflutole 118 4 117 8 104 6 10
Kresoxim methyl 100 4 92 9 85 5 10
Linuron 78 5 82 8 68 7 10
Lufenuron 72 26 86 9 84 3 10
Malathion 108 5 94 7 101 4 10
Mandipropamid 125 10 115 6 104 3 10
MCPA 25 14 0 30 21 18 50
Mepanypirim 65 15 62 7 58 3 10
Meptyldinocap 16 42 18 15 38 9 20
Metalaxyl 91 8 86 8 95 5 10
Metconazole 52 9 49 3 51 6 10
Methamidophos 57 8 56 9 48 4 10
Methidathion 100 6 93 5 72 7 10
Methiocarb 82 4 79 7 72 7 10
Methiocarb sulfoxide 94 4 88 7 90 4 10
Methomyl 106 5 98 7 100 3 10
Methoxyfenozide 109 6 92 12 95 5 10
Metobromuron 83 1 78 5 71 2 10
Monocrotophos 120 6 96 6 77 5 10
Myclobutanil 85 7 82 7 82 3 10
Nitempyram 29 5 24 13 34 7 10
Omethoate 64 14 55 7 63 5 10
Oxadixyl 106 3 100 5 108 2 10
Oxamyl 134 6 102 10 89 5 10
Paclobutrazol 75 6 71 6 73 6 10
Paraoxon methyl 112 10 104 9 100 6 10
Penconazole 59 7 56 10 62 5 10
Pencycuron 65 11 61 5 59 4 10
Pendimethalin 42 18 46 7 47 5 10
Phenthoate 93 10 80 9 79 7 10
Phosalone 74 16 70 3 80 1 10
Phosmet 123 2 106 3 91 5 10
Phoxim 89 11 83 11 88 6 10
Pirimicarb 80 5 76 6 81 3 10
Pirimicarb, desmethyl- 50 10 48 5 57 5 10
Pirimiphos-methyl 67 6 64 i 63 4 10
Prochloraz 53 7 54 6 57 4 10
Profenofos 58 9 54 4 49 6 10
Propamocarb 2 20 3 52 6 26 50
Propaquizafop 69 21 71 7 73 3 10
Propargite 64 36 79 7 66 11 20
Propiconazole 66 15 66 6 65 4 10
Propoxur 110 3 94 9 92 3 10
Propyzamide 82 5 82 8 72 4 10
Proquinazid 17 20 18 6 17 5 10
Prothioconazole 2 65 4 48 4 23 50
Prothiofos 31 34 38 35 30 11 50
Pymetrozine 0 0 0 0 3 17 50
Pyraclostrobin 87 7 80 9 75 5 10
Pyrethrin 56 27 64 7 56 4 20
Pyridaben 33 34 36 6 38 5 20
Pyridate 31 43 29 25 20 16 50
Pyrimethanil 53 4 41 8 47 6 10
Pyriproxyfen 41 18 44 7 43 3 10
Quinoclamine 147 16 90 22 68 7 10
Quinoxyfen 23 16 24 6 22 5 10
Quizalofop-ethyl 65 11 64 7 63 3 10
Rotenone 84 5 90 9 77 5 10
Spinosyn A 23 12 26 29 44 17 10
Spinosyn D 24 16 26 28 45 17 10
Spirodiclofen 59 5 60 6 56 6 10
Spiromesifen 75 25 77 10 69 5 10
Spirotetramat 98 7 86 8 90 6 10
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Table 2 (Continued)
Compound Spike level (ngkg™') LOQ (pgkg™')
10 20 50
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)
Spiroxamine 50 e 46 16 68 10 10
Tebuconazole 51 10 57 6 56 7 10
Tebufenozide 103 5 93 6 92 4 10
Tebufenpyrad 46 13 50 4 44 4 10
Teflubenzuron 60 11 65 7 68 4 10
Terbuthylazine 60 4 62 4 58 4 10
Tetraconazole 93 5 92 5 94 5 10
Thiabendazol 32 7 33 9 44 9 10
Thiacloprid 109 2 98 3 101 2 10
Thiamethoxam 112 7 94 8 96 4 10
Thiobencarb 49 6 51 9 44 5 10
Thiodicarb 111 5 103 5 104 4 10
Tolclofos-methyl 63 7 58 17 56 11 10
Triadimenol 67 6 69 7 69 7 10
Triazophos 105 5] 87 5 88 7 10
Trichlorfon 102 4 94 5 93 5 10
Trifloxystrobin 100 8 95 4 93 5 10
Triflumuron 77 7 77 8 75 5 10
Triticonazole 48 5 48 7 56 10 10
Zoxamide 84 6 78 3 70 3 10

recovery, RSD% and method LOQ results for the pesticides quanti-
fied by matrix matched calibration. As can be seen in the Table 2, the
mean recovery for all spike levels was about 70% with mean RSD%
of 11, 10 and 7 for the levels 10, 20 and 50 pgkg™"', respectively.
The majority of compounds that did not fulfill the requirements
for recovery demonstrated good RSD values, most of them lower
than 10%. Taking these results into account, the linearity studies as
well as evaluation of real samples were done applying procedural
standard calibration approach (PSC), an alternative type of calibra-
tion that can compensate for low extraction recoveries and matrix
effects [17].

Repeatability was evaluated by preparing standards solutions
in olive oil blank extract at 10, 20 and 50 pgkg~', and injected 5
times. As can be observed in Table S1 (see in the online version
at DOLI: http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2016.07.072), all pesti-
cides showed a RSD <20% for the three evaluated concentrations
and excellent reproducibility making the use of procedural stan-
dard calibration feasible.

3.2.2. Calibration curves, linearity and matrix effect

Linearity of analytical curves was evaluated via procedural stan-
dard calibration (PSC) by spiking blank olive oil portions at 10,
20, 50, 100 and 500 ugkg~'. From the 165 evaluated pesticides,
154 (93%) showed correlation coefficient (r2) > 0.99 for analytical
curves evaluated using procedural standard calibration approach.
However, the other 11 compounds showed 12 > 0.98 demonstrat-
ing the good linearity of the method in the range from 10 to
500 p.g kg~ . For analytical curves solutions in acetonitrile, just pro-
thioconazole and pymetrozine showed r2 <0.99, both had r2 =0.98.

The same procedure (PSC) was applied for sunflower and soya
oil in order to check the behavior of the analytes in different oils.
For soya oil only six compounds showed r2 < 0.99 but higher than
0.98. For sunflower oil, six compounds showed r2 between 0.97 and
0.99 and all other compound demonstrated correlation coefficient
>0.99. For all analytical curves evaluated in all oils the residuals
were <20%.

For matrix effect evaluation, results obtained for analytical
curves prepared in matrix extract by PSC for all oils studied were
compared. As expected, the matrix effect was very similar among
all oils studied as can be seen in Fig. 4 and in Table S1 (see in the
online version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2016.07.
072).In the Table S1 (see in the online version at DOI: http://dx.doi.

org/10.1016/j.chroma.2016.07.072), the pesticides were grouped
according to their chemical group in order to demonstrate the
behavior of the different pesticides classes when evaluated in
different oils. Taking the results obtained is possible to see the
similarities of signals among all different oils and, with this, the
quantification of pesticides is possible to be done with the same
analytical curve for any oil.

3.2.3. Analysis of real samples

In order to apply the developed method in real samples, 15
samples (9 of olive oil, 3 of soya oil and 3 of sunflower oil) were pur-
chased from local markets in Almeria city, southeastern of Spain.
Two samples of olive oil came from farmers that produce their own
oil. From 9 olive oil samples from supermarket (extra virgin oil),
four showed no contamination by any evaluated pesticide. In the
other five at least one pesticide was found being dimethoate found
in five samples. With exception of one sample that was contam-
inated with chlorpyrifos at 11 pgkg™" all the other five olive oil
samples showed contamination below the method limit of quan-
tification (10 pgkg!). From the domestic olive oil samples, one
of them showed contamination by phosmet at 194 ug kg, tetra-
conazol at 31 pgkg!, chlorpyrifos at 23 pgkg~' and fluopyran
at 22 ugkg!, besides tebuconazol where the residue was found
below the limit of quantification of 10 pg kg~'. The other domestic
olive oil was contaminated with chlorpyrifos methyl at 25 pgkg ™"
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Fig. 4. Matrix effect evaluated by comparing slopes obtained from analytical curves
prepared in acetonitrile and in matrix extract by procedural standard calibration.
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Fig. 5. SRM transitions peaks for dimethoate found in samples showing (A) quantification transition and (B) identification transition as well as ion ratio.

besides diazinon, dimethoate and pyriproxyfen below the LOQ.
Dimethoate was the most found compound in olive oil samples but
below the LOQ. Despite of that, in Fig. 5 is possible to see that despite
the signal was below the LOQ the peak shape, quantification and
confirmation transitions, retention time and ion ratio matched the
criteria for quantification, demonstrating the good performance of
the method.

For sunflower oil (three samples) no contamination was regis-
tered by any of the evaluated pesticides. On the other hand for soya
oil, from three evaluated samples two of them showed contami-
nation by azoxystrobin below the LOQ. For the other sample, no
contamination was observed.

4. Conclusions

A multiresidue method for the determination of 165 pesticides
in edible oils (olive oil, sunflower oil and soya oil) employing low
temperature precipitation procedure and clean-up using Agilent
Bond Elut QUEChERS Enhanced Matrix Removal-Lipid (EMR-Lipid)
was developed and validated allowing quantification levels of
10 ngkg! for 91% of studied compounds. The use of EMR-Lipid
in combination with freezing-out showed important advantages
such as more pesticides with recovery between 70 and 120% range
and no pesticide losses when compared with other clean-up pro-
cedures evaluated in this study such as PSA and Z-sep sorbent.
The EMR-Lipid showed as the only drawback the use of more
extract (5mL) for clean-up procedure when compared to the other
approaches. Validation was done using procedural standard cal-
ibration approach (PSC), an alternative type of calibration that
compensate for recovery losses, showing good results. The method
was employed to analyze 15 samples of oils sold in supermarkets
as well as two domestic olive oil samples.
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ANEXO A - Principais solventes utilizados em cromatografia e suas caracteristicas (Adaptado da Farmacopéia Brasileira 52 ed.

2005)
o Massa o Presséo
Solvente Indlc.e de Formula molecular Indice de Po-nto de de vapor Cc-Jns'ta-nte Mo-mento
Polaridade 4 refracéo Ebulicéo (°C) dielétrica Dipolo
(g mol ) (mbar 20 °C)

n-Heptano - C-/Hs 100,21 1,388 98,4 48 - -
n-Hexano 0,0 CeH1a 86,18 1,375 58,9 160 1,9 0
Ciclohexano 0,0 CeH1z 84,16 1,427 80,7 104 2,0 0
Isso-octano 0,4 CgH1s 114,23 1,392 99,2 - 1,9 -
Tetracloreto de carbono 1,7 CCl, 153,82 1,460 76,5 120 2,2 0
Tolueno 2,3 CsHsCH3 92,14 1,496 110,6 29 2,4 0,36
Cloroférmio 4,4 CHCl; 119,38 1,446 61,7 210 4,8 1,01
Dicloreto de etileno 3,7 CICH,CH,CI 98,96 1,445 83,5 87 10,6 -
Cloreto de metileno 3.4 CH,Cl, 84,93 1,424 40,0 453 9,1 1,60
1-Butanol 3,9 CH5(CH,)s0H 74,12 1,399 117,2 - 17,8 1,66
Acetonitrila 6,2 CHLCN 41,05 1,344 81,6 - 37,5 3,92
Alcool Isopropilico 4,3 CH3CH(OH)CH3 60,11 1,378 82,4 43 18,3 1,66
Acetato de etila 4,3 CH3;COOC;Hs5 88,12 1,372 77,1 97 6,0 1,78
Acetona 54 CH3;COCH; 58,08 1,359 56,2 233 20,7 2,88
Etanol 5,2 C,HsOH 46,07 1,361 78,5 59 24,3 1,70
Dioxano 4,8 C4HgO, 88,11 1,422 101,0 41 2,2 -
Tetraidrofurano 4,2 C4HgO 72,11 1,405 67,0 200 7.4 1,63
Metanol 6,6 CH3;OH 32,04 1,329 65,0 128 32,6 1,70
Agua 9,0 H.O 18,01 1,333 100,0 23 80,2 1,85




