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RESUMO

Os agrotoxicos sdo mundialmente empregados no controle de pragas e
doengas nas mais diversas culturas, com o intuito de evitar prejuizos, aumentando
assim a produgao.

Considerando a toxicidade dos agrotoxicos, tanto para 0 meio ambiente como
para a saude, existe uma legislagdo especifica que regulamenta a producéo, o
comeércio, o transporte até o gerenciamento final dos residuos. No Brasil, existe a Lei
n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, que dispde de todas as especificacdes necessarias
para que os agrotéxicos sejam manuseados corretamente, desde a producdo até o
destino final dos residuos e embalagens.

Porém, em relacdo a derramamentos acidentais, descarte de agua da
lavagem dos pulverizadores entre outros, até pouco tempo atras, ndo existia
nenhum procedimento para evitar esse tipo de contaminac&o. Foi quando surgiu na
Suécia as camas bioldgicas (biobeds) com o intuito de evitar maiores contaminagées
ao meio ambiente. Essas camas bioldgicas foram sendo adaptadas em diversos
outros paises, entre ele o Brasil.

Assim, sendo necessario um método para avaliar a eficacia da degradacao
dos pesticidas desse sistema, este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e
validacdo de um método multiresidual para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos em camas bioldgicas.

Foram avaliados os seguintes agrotoxicos: captana, sendo quantificada a
partir do seu produto de degradacdo tetrahidroftalimida, clorpirifés, clorotalonil,
fenitrotiona, metidationa, fosmete e tebuconazol em camas biolégicas utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

O método de extracao utilizado foi uma adaptacdo do método de mini-Luke.

Para o estudo de validacdo do método foram avaliados os seguintes critérios:
precisdo e exatidao, precisdo intermediaria, limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), linearidade, faixa linear, seletividade e efeito matriz.

Como resultado obteve-se LOD do método de 10 ug kg™ para o clorpirifés,
fosmete e metidationa, jA para a tetrahidroftalimida (produto de degradacdo da
captana), clorotalonil e tebuconazol o limite de deteccéo foi de 20 pg kg™. O LOQ

para todos os agrotéxicos foi de 50 pg kg™.



ABSTRACT

Pesticides are used worldwide to control pests and diseases in various
crops in order to avoid losses, thus increasing production.

Considering the toxicity of pesticides, both for the environment and for health,
there is a specific law that regulates the production, trade and the transport to the
final waste management. In Brazil, there is the Law No. 7802 of July 11, 1989, which
has all the necessary specifications to ensure that pesticides are handled properly,
from production to final destination of waste and packaging.

However, in relation to accidental spills, water discharge from the washing of
sprayers, etc., until very recently there was no procedure to avoid this type of
contamination. In order to avoid this kind of enviromental contamination, biobeds
were created in Sweden. These biological beds were being adapted in several other
countries, among them Brazil.

Since it is necessary a method to evaluate the efficacy of pesticide
degradation of this system, this work aimed the development and validation of a
multiresidual method for the determination of pesticide residues in biological beds.

The following pesticides were evaluated: captan, being quantified from its
degradation product tetrahidroftalimida, chlorpyrifos, chlorothalonil, fenitrothion,
methidathion, phosmet and tebuconazole in biological beds using gas
chromatography-mass spectrometry.

The extraction method used was an adaptation from the of Dutch New mini-
Luke method.

To study the validation of the method the following criteria were evaluated:
precision and accuracy, intermediate precision, limit of detection (LOD) and
quantification (LOQ), linearity, linear range, selectivity and matrix effects.

As a result there was obtained LOD from the method of 10 pg kg™ for
chlorpyrifos, phosmet and methidathion; as for tetrahidroftalimida (a captan
degradation product), tebuconazole and chlorothalonil the detection limit was 20 ug

kg™. The LOQ for all pesticides was 50 pg kg™.
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1 INTRODUCAO

Agrotoxicos sao definidos como substancias provenientes de diferentes
processos como quimicos, bioldgicos ou fisicos, sendo utilizados para diversas
finalidades, como por exemplo, no controle de pragas e doencas, a fim de evitar
prejuizos e aumentar a producéo agricola. Sendo considerados danosos a saude e
ao meio ambiente, € necessario uma legislacado especifica tanto para producao e
comercializacdo, transporte até o gerenciamento dos residuos. (SECRETARIA DA
AGRICULTURA, PECUARIA E IRRIGACAO)

O Brasil tem sido considerado um grande produtor, devido as diversas
atividades agricolas existentes em diversas regides do pais, gerando assim um
crescimento de 21% do Produto Interno Bruto (PIB), visto que o uso de agrotoxicos
tem contribuido para esse crescimento na cadeia produtiva. (NOBREGA)

Tendo em vista que a aplicacdo de agrotoxicos é uma atividade onde a
contaminagdo proveniente tanto da producdo como do ambiente de trabalho é
considerada intencional, deve-se levar em consideracdo a contaminacdo gerada
para todo o meio. (ABRASCO, 2014)

Apés a aplicacdo de agrotdxicos, seja na lavoura para o controle de
pragas e doencas ou até mesmo no controle de ervas daninhas, tanto na lavoura
como em patios residenciais, com acapina quimica, essas substancias
permanecerdao no meio ambiente, podendo sofrer algumas transformacdes como
degradacdes bioldégicas ou decomposicBes quimicas. Estes podem ainda serem
transportados no ambiente por lixiviacdo, volatilizacdo e carreamento superficial,
levando a contaminacdo de aguas, solo, e todo um ecossistema envolvido.
(AGEITEC)

Além desta problemética, h& ainda a questdo dos maquinarios envolvidos
na aplicacdo destes agrotoxicos, pois entre diferentes aplicagfes, ha a necessidade
de lavar estes maquinarios, com isso gerando residuos os quais necessitam de um
correto descarte. E existe ainda o risco de derramamento de agrotoxicos durante a
diluicdo, sendo neste caso mais alarmante devido a alta concentragdo deste.

Dentre as possiveis transformacdes que podem ocorrer com 0S
agrotoxicos no meio ambiente, dentre as mais importantes destaca-se a degradacdo

biolégica. Uma vez que se conhece sua importancia e a capacidade dos


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/agricultura_e_meio_ambiente/arvore/CONTAG01_39_210200792814.html

microrganismos de interagirem tanto fisica quanto quimicamente levando a quebra
de moléculas até uma total degradagéo.

Originalmente desenvolvida na Suécia, as camas biologicas (biobeds na
Europa) foram criadas como uma alternativa para evitar uma maior contaminacao do
meio ambiente com residuos de agrotdxicos gerados com derramamentos acidentais
e agua de lavagem dos pulverizadores. Considerada, dentre os diferentes métodos
de degradacéo de agrotoxicos, uma alternativa viavel.

As camas biolégicas sao constituidas de compostos orgéanicos, também
chamado de biomistura, onde solo, palha, turfa, fungos lignoliticos que s&o
responsaveis pela formacdo de enzimas como as peroxidases e as lactases, entre
outras espécies de bactérias que podem ser benéficas para a degradacdo, sao
colocados em leitos impermeabilizados ou ndo e mantidos em teores adequados de
umidade para permitir a sobrevivéncia bem como o desenvolvimento das bactérias.

Desta forma caso haja o derramamento da 4gua contaminada sobre a
cama bioldgica, esta serd lixiviada através de todas as camadas, havendo assim a
degradacdo dos contaminantes.

No Brasil, os estudos iniciais de testes e adaptacdo, relacionados as
camas bioldgicas ainda estdo em desenvolvimento, porém, o fato de ser um pais de
clima tropical, isto favorece a atividade e sobrevivéncia dos microorganismos, bem
como a eficacia deste processo, que até o presente momento vem se mostrando
eficaz. (GEBLER)

Desta forma, para avaliar a efichAcia das camas bioldgicas sé&o
necessarias métodos analiticos para determinacdo de residuos de agrotoxicos.
Assim, os métodos multiresiduais de extracdo em conjunto com técnicas avancadas
de andlise, como a cromatografia acoplada a espectrometria de massas vem se
mostrando muito eficiente na deteccao e quantificacdo de agrotoxicos.

Portanto o presente trabalho teve como objetivo a validagdo de um
método analitico para determinacdo multirresidual de captana, clorotalonil,
clorpirifés, fenitrotiona, metidationa, fosmete e tebuconazol em camas bioldgicas

empregando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.



2 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS

2.1.1 Defini¢cdes

Tendo em vista a expansao da populacdo mundial prevista pela ONU
para 2050, que deve atingir a faixa de 9,8 bilhdes de pessoas, havendo uma
estabilizacdo em 2100 com o nimero de aproximadamente 11,2 bilhdes de pessoas
no mundo, para suprir as necessidades mundiais, a producdo de alimentos deve
crescer cerca de 70%. (FAO)

Os obstaculos sdo grandes, visto que o territério estara super ocupado e
a producdo agricola deverd crescer mais que o dobro da atual. Com isso, o
desenvolvimento de novas espécies, que produzem mais em menos tempo e até
mesmo em regiées onde a disponibilidade hidrica e nutricional € decadente, € um
campo em grande ascensdo. Outra questdo € o aumento do uso de agrotoxicos,
visto que a demanda alimentar sera grande, entdo a perda de produtividade por
ataque de pragas e doengas sera um ponto critico.

Segundo a Lei Federal 7.802 de 11 de julho de 1989, agrotdxicos ou afins
séo definidos como:

a) os produtos e os agentes do processes fisicos,
guimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicédo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento;



Uma denominagdo mais ampla € dada pela Organizacdo das NacOes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) onde agrotoxico é definido como
sendo qualquer substancia utilizada com o intuito de prevenir, destruir ou controlar
pragas, incluindo vetores de doencas humanas ou animais, que possam causar
prejuizo ou interferir de alguma forma na producdo, elaboracdo, armazenagem,
transporte ou comercializagdo de alimentos, produtos agricolas, madeira e produtos
da madeira. Este termo inclui ainda, substancias que sdo destinadas ao uso como
reguladores de crescimento da planta, desfolhantes, dessecantes, agentes para
desbaste de frutos ou que previnam a queda prematura de frutos, além das
substancias que sédo aplicadas nas diversas culturas, para proteger o produto da
degradacdo durante o armazenamento e transporte, sendo estas aplicadas antes ou
depois da colheita.

Outra questdo dos agrotoxicos € quanto aos residuos deixados tanto em
alimentos sejam eles “in natura”, processados ou ainda em ragdo animal. Estes
residuos devem estar em concentracfes 0 mais baixo possivel a fim de garantir a
seguranca alimentar aos consumidores. Sendo que limite maximo de residuos (LMR)
€ considerado como o nivel de concentracdo mais alto de um determinado residuo
de agrotéxico que é legalmente tolerado seja em alimentos ou em racao levando em
consideracdo a correta aplicagdo de agrotoxico nas cultivares baseado nas boas
praticas agricolas. (CODEX)

Os agrotoxicos podem ser classificados de diversas maneiras, como por
exemplo, de acordo com a praga a que é destinado o uso, como por exemplo,
acaricida, fungicida, inseticida, herbicida, rodenticida, nematicida, raticida. Ou ainda
como agentes, dessecantes, desfolhantes, antibrotante e conservador de madeira.
(ALMEIDA, W., FIUZA, J., MAGALHAES, C. M., JUNGER, C. M.).

Outras classificacdes levam em consideracdo a toxicidade ou ainda o
registro de propriedade industrial. (VELASCO, L. O. M., CAPANEMA, L. X. L.)

2.1.2 Historia dos agrotéxicos

Desde a antiguidade a humanidade vem sofrendo com as perdas
causadas por pragas agricolas. Relatos biblicos dao conta de que houveram

periodos de escassez devido a grandes invasfes de gafanhotos nas plantacdes.



Além de muitas mortes decorrentes de fome, devido a doencas que acometiam
plantacOes inteiram que serviam de alimento para toda uma populagéo, como por
exemplo, em 1845 na Irlanda, onde a doenca requeima-da-batata devastou os
batatais da regido.

No Brasil, em regides da Bahia, na época de inicio do inverno, a cultura
do cacau foi devastada devido & doencga conhecida como vassoura-de-bruxa, que
ocorre pelo desenvolvimento de um fungo que pode acometer toda a planta. Este
fato além de resultar em consequéncias econémicas, ocasionou 0 éxodo rural e
desemprego, além de problemas ecoldgicos, com a destruicdo de parte da Mata
Atlantica. (FLORES, A. V., RIBEIRO, J. N., NEVES, A. A., QUEIROZ, E. L. R))

Ao longo dos tempos, o homem sempre buscou meios para combater
pragas que assolavam suas plantacfes. Apesar do pouco conhecimento que tinham
sobre a natureza bem como das pragas que atacavam suas plantacdes, 0 homem
sempre buscou maneiras para tentar exterminar as pragas. Nesta busca, ele acabou
descobrindo por meio de observacado, diversos compostos quimicos com eficacia
para o exterminio ou prevencao de algumas pragas.

Em 2500 a. C. os sumérios utilizavam o enxofre no combate a insetos. Em
400 a. C., partir das flores secas de plantas do género
Chrysanthemumcinerariefolium era extraido o piretro utilizado para controlar piolhos.
Ja no século XIV, eles comecaram a utilizar ervas, 0leos e cinzas no tratamento de
sementes e grdos armazenados, como também compostos a base de arsénico e
mercurio no combate a piolhos e outras pragas. (BRAIBANTE, M. E. F., ZAPPE, J.
A)

Com o inicio da producéo de inseticidas organicos sintéticos no final do
século XIX e inicio do XX, que teve como marco a sintese de uréia a partir de
cianato de amonio, descoberta pelo quimico alemao Friedrich Wohler.

Durante a segunda guerra mundial, os inseticidas organicos sintéticos
comecaram a se desenvolver, visto que foram muito usados para proteger 0s
soldados de pragas como a transmissora da doenga-do-sono, malaria entre outros.
Nesse periodo ainda, foram desenvolvidos diversos inseticidas, usados até os dias
atuais. Entre eles o DDT, que é classificado como um organoclorado, que devido as
caracteristicas deste grupo de compostos, como por exemplo, a insolubilidade em
agua e solubilidade em liquidos apolares, como 6leos e gorduras, acaba

ocasionando o acumulo destes no tecido adiposo dos organismos vivos, houve a



necessidade de se desenvolver outros compostos menos persistentes/perigosos.
Foi entdo que surgiram os organofosforados e os carbamatos. (BRAIBANTE, M. E.
F., ZAPPE, J. A)

2.1.3 Classificacao

Os agrotoxicos podem ser classificados de diversas maneiras, quanto ao
grupo quimico, a natureza da praga a ser controlada, aos efeitos a satde humana,
entre outros.

Quanto a natureza da praga a ser controlada, os agrotoxicos podem ser
classificados como, inseticida, sendo utilizado no controle de insetos, como por
exemplo, o DDT, Aldrin que sao classificados ainda como organoclorados, o
Paration, Malation, Fenitrotion que sdo organofosforados, os carbamatos como por
exemplo, o Carbofuran, Aldicarb, Carbaril, entre outras classificacfes existentes.

Para o controle de fungos sé&o usados os fungicidas, como Mancozeb,
Tiram,Metiram que fazem parte do grupo quimico dos ditiocarbamatos, as
fentalamidas, onde fazem parte o Captafol, Captana. Os herbicidas sdo aplicados
nas culturas para o controle de planta daninhas, como exemplo tem-se o Profam,
Cloroprofam, Bendiocarb pertencentes ao grupo quimico dos carbamatos, o Round-
up pertencente ao grupo do glifosato.

Ja os desfoliantes sdo usados com o intuito de inibir ou destruir o
crescimento de folhas, como por exemplo, o Diquat, o Paraquat que pertencem ao
grupo quimico dos dipiridilos. Outros exemplos séo ainda os fumigantes, utilizado no
combate a bactérias do solo, os rodenticidas, moluscocidas, nematicidas, acaricidas,
etc. (PERES, F., MOREIRA, J. C., DUBOIS, G. S))

Levando em consideracdo a toxicologia dos agrotoxicos, no Brasil o
Ministério da Saude os classifica segundo sua dose letal 50, ou seja, quantos
miligramas do produto téxico por quilo de peso sdo necessarios para levar a obito
50% dos animais de teste. Desta maneira, a cor da faixa do rétulo traz essa

informagé&o, como pode ser visto no quadro abaixo:



Tabela 1- Classificacéo toxicologica dos agrotoxicos

(_3Ias§e_ Toxicidade Dose Letal (50%) Faixa Colorida
Toxicolbgica
I Extremamente toxico < 5 mg/kg Vermelha
Il Altamente téxico entre 5 e 50 mg/kg Amarela
1] Medianamente téxico entre 50 e 500 mg/kg Azul
\Y Pouco toxico entre 500 e 5000 mg/kg Verde

FONTE: MINISTERIO DA SAUDE

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), para um novo agrotoxico
ser produzido, exportado, importado, comercializado e ainda utilizado, estes devem
estar registrado em algum 6rgdo federal, respeitando as diretrizes e exigéncias
impostas por 6rgdos federais responsaveis pelos setores da saude, da agricultura e
do meio ambiente.

Cabe ao IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis) realizar a avaliacdo de todos o0s agrotdoxicos que sao
registrados no Brasil e, do potencial de periculosidade ambiental destes. (MMA)

Segundo o artigo 3° da lei N° 7.802 de 11 de julho de 1989, é proibido o

registro de agrotoxicos bem como de seus componentes e afins que:

a) para os quais o Brasil ndo disponha de métodos para
desativacdo de seus componentes, de modo a impedir que 0s
seus residuos remanescentes provoquem riscos ao meio

ambiente e a saude publica;

b) para os quais ndo haja antidoto ou tratamento eficaz

no Brasil;

c) que revelem caracteristicas teratogénicas,
carcinogénicas ou mutagénicas, de acordo com os resultados

atualizados de experiéncias da comunidade cientifica;

d) que provoguem distirbios hormonais, danos ao
aparelho reprodutor, de acordo com procedimentos e

experiéncias atualizadas na comunidade cientifica;

e) que se revelem mais perigosos para 0 homem do que
os testes de laboratério, com animais, tenham podido
demonstrar, segundo critérios técnicos e cientificos

atualizados;



f) cujas caracteristicas causem danos ao meio ambiente.

2.2 CAMAS BIOLOGICAS

Visto que no Brasil ndo existe nenhuma legislacédo a respeito do descarte
de residuos de agrotoxicos provenientes da lavagem de pulverizadores ou de
derrames acidentais, ndo se tem também informagfes sobre limites maximos
toleraveis de residuos das mesmas. No Brasil ainda ndo se tem estudos indicando a
real eficiéncia do sistema, mas a Embrapa Uva e Vinho, localizada em Vacaria, RS
esté realizando os primeiros estudos com esse intuito. (CARNIEL, L. S. C.)

Desenvolvido na Suécia na década de 90, e desde entdo adaptado em
outros paises, como Dinamarca, Noruega, Franca, Bélgica, Inglaterra entre outros
paises (FOGG, P., BOXALL, A. B. A., WALKER, A.), o sistema de camas biolégicas
€ uma maneira simples e barata de destinar corretamente os residuos de
agrotoxicos gerados na agricultura. A finalidade do sistema é de evitar que estes
residuos cheguem ao solo e cursos de aguas, retendo e degradando as moléculas
de agrotoxicos.

O modelo original consiste de trés componentes basicos, argila que
preenche 10 cm do fundo deste poc¢o, uma biomistura composta de palha, turfa e
solo em uma proporgéo de 2:1:1 (50:25:25 vol%), que estad disposta sobre todo o
espaco restante do poco, e por fim, é colocado uma camada de grama para cobirir.
Para que o produtor consiga dispor os residuos de sua propriedade sobre este leito,
€ possivel ainda que ele construa uma rampa sobre este, a fim de que ele possa
tanto dispor o residuo final como também fazer a diluicdo do agrotoxico sobre a
cama biolégica como pode ser visto na figura 1 (CASTILLO, M. P., TORTENSSON,
L., STENSTROM)



Figura 2 - Esquema dos componentes da cama bioldgica original desenvolvida na
Suécia

Rampa de
acesso

Camada
de grama

80 cm
10 cm

Cama bioldgica

e Biomistura
Camada
de argila Palha 50 % v
Turfa 25 % v
Solo 25%v

FONTE: CASTILLO,M.P.,TORTENSSON,L,STENSTROM

Os residuos de agrotéxicos depositados sobre as camas biolégicas séo
carreados através de processos como a lixiviagdo ao longo dos componentes da
biomistura, que possui uma atividade microbiolégica aumentada, fazendo com que
0s agrotoxicos sejam decompostos. (THE VOLUNTARY INITIATIVE)

Podem existir dois tipos de camas bioldgicas, podendo ser isoladas ou
ndo do solo. O sistema ndo permeéavel é o que ndo possui uma barreira protetora
gue permite a drenagem da agua na final. Entdo caso o solo em questédo ja tenha
uma camada natural de argila ao fundo da cova ndo ha a necessidade de se
acrescentar a mesma, porém caso contrario, adiciona-se uma camada de argila.
Este modelo € semelhante ao original da Suécia.

Ja o sistema permedvel possui um revestimento sintético impermeavel,
como por exemplo, concreto, plastico, lona, etc, que permite que ao final do
processo, a agua seja drenada para compartimentos especiais. Ainda para auxiliar
na etapa de drenagem da agua, muitas vezes é colocada uma camada de areia,
cascalho entre outros ao fundo, antes da camada de argila. Como pode ser visto na
figura 2 a diferenca entre esses dois modelos. (CASTILLO, M. P., TORTENSSON,
L., STENSTROM)
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Figura 3 - Modelos de Biobeds, (a) com a adicdo de uma camada de argila (b) com

uma camada natural de argila e (c) com o sistema isolado.

a) Camadade grama b)

'~

Solo argiloso
e
Biomix

C) Camadade grama

Adigdo de argila~y £

Solo natural
c)

Adigao de argila Camada impermeavel

ade— (plastico, concreto, etc)
Tubo de drenagem

Cascalho, areia, etc

e 2

Vaso coletor

FONTE:CASTILLO, M. P., TORTENSSON, L., STENSTROM

A partir do modelo original de cama biolégica, que apresentam baixo
custo, simplicidade e eficiéncia em degradar os agrotéxicos evitando assim
posteriores contaminacdes de solo e agua, outros modelos foram sendo adaptados.
Porém todas eles mantém o mesmo conceito, onde a degradacao dos agrotoxicos é
aumentada devido a matriz biolégica ativa que estas possuem que retém o0s
agrotoxicos sobre a matéria organica ou particulas do solo. Na figura 3 podem ser

vistos os quatro modelo ja desenvolvidos. (BRICKSITE)
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Figura 4 - Modelos de sistemas de camas biolégicas - Original da Suécia, que nédo
possui isolamento. Phytobac, com um sistema de mais de um ciclo na
biomistura e no fim sofre evaporacdo. Sistema fechado onde no fim o

residuo é coletado, e o sistema com biofiltros.

Original Swedish biobed Phytobac® SARDRATION

11111

B ¥

Biofilter
EVAPORATION
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FONTE: BRICKSITE

O aperfeicoamento dessas camas biologicas € realizado levando em
consideracéo as variacdes climaticas bem como temperatura do local. A ocorréncia
de chuvas é um fator a ser analisado, sendo que onde a ocorréncia de chuva néo é
alta, o sistema geralmente adotado é o aberto, que possui uma degradacdo mais
rapida dos agrotéxicos. Quando se tem uma maior probabilidade de o residuo ser
carreado antes de sua degradacdo, se adota o sistema fechado, onde o residuo
permanece por mais tempo no sistema, possibilitando assim uma degradacdo mais

eficiente.

2.2.1 Componentes das camas bioldgicas

O componente mais importante da cama bioldgica € a biomistura, pois
esta € a responsavel pela retencdo e a degradacdo dos agrotdxicos, devido aos
microrganismos presentes que possuem a capacidade de degradar e por fim reduzir
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a concentracdo ou até mesmo eliminar os contaminantes. Esta biomistura é
composta por palha, turfa e solo na proporcao de (2:1:1).

A cobertura vegetal, geralmente grama, € um elemento importante que
aumenta a retencdo dos residuos na parte superior com o intuito de evitar a
lixiviagdo, principalmente dos agrotoxicos que apresentam maior mobilidade,
mantendo a umidade necesséria na biomistura. Contribui também para a
evapotranspiracdo permitindo uma maior degradacdo em nivel de raiz, além de se
conseguir detectar algum vazamento no pulverizador pela marca deixada na grama.

Uma camada de cascalho de aproximadamente 10 cm de espessura €
colocada ao fundo do leito, acima da camada impermeabilizante, com a finalidade de
se evitar a passagem de resquicios da biomistura que possam obstruir o sistema de
drenagem e recirculacao.

Com utilizagcdo opcional, a areia pode ser utilizada com a finalidade de
atuar como um filtro mais fino que o cascalho, com uma camada de
aproximadamente 5 cm de espessura.

O sistema de impermeabilizacdo consiste de um revestimento de todo o
leito com algum material impermedével, como por exemplo, concreto, plastico entre
outros. E colocado para evitar que o0s agrotdxicos entrem em contato com as
paredes adjacentes a cama biologica e se dispersem para o solo e lenc¢éis de agua.

O sistema de suporte é construido sobre a cama biolégica, com uma
estrutura metélica ou de algum material que suporte o peso do trator mais o
pulverizador. Consiste de uma rampa e pilares de sustentacao.

O sistema de recirculacdao é implementado com a funcdo de reter os
liquidos provenientes do sistema de camas bioldgicas, podendo 0s mesmos
retornarem ao inicio do processo. Consiste de um poco revestido com material
impermeavel, conectado ao final das camas bioldgicas através de tubulagbes e uma
bomba para fazer a recirculacéo dos liquidos.

O teto de protecdo é construido sobre a cama biolégica para evitar a
saturacdo do leito com agua proveniente da chuva, pois caso isto ocorre deve-se
esperar a agua evaporar ou escoar totalmente pela biomistura antes de utilizar a
cama biologica novamente. (JEREZ, M. C. D.)

Todos os componentes acima citados podem ser observados pela figura
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Figura 5 - Componentes da cama biologica. (A) Biomistura; (B) Cobertura vegetal;
(C) Camada de cascalho; (D) Sistema de impermeabilizagdo; (E)

Sistema de recirculacao; (F) Teto de protecdo; (G) Sistema de suporte

para o implemento agricola

FONTE: JEREZ, M. C .D.

2.2.2 Componentes da biomistura

O solo compde 25% da biomistura e deve ser extraido dos primeiros 20
centimetros de profundidade, excetuando-se 0s componentes vegetais. O solo
contém diversos microrganismos que ajudam no processo de degradacdo dos
agrotoxicos. Dependendo do pH e conteddo de matéria orgénica, o solo tem a
capacidade de reter os agrotéxicos.

O tipo de solo mais recomendado € o que contém grande quantidade de
matéria organica ou ainda o solo arenoso. O menos recomendado, é o uso de solo
argiloso, pois dificulta uma boa homogeneiza¢éo da biomistura, como também tende
a se agregar com a agua dificultando a permeabilizacdo dos liquidos através da
biomistura.

A turfa € um material esponjoso proveniente de um tipo especifico de
musgo que tem a capacidade de absorver uma grande quantidade de &agua,
ajudando no controle da umidade e favorecendo a aeracdo. Esta contém
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aproximadamente 60% de carbono, 30% de oxigénio, 6% de hidrogénio e 2% de
nitrogénio.

A turfa também contribui para diminuir o pH, favorecendo a atividade de
fungos e enzimas que degradam os agrotoxicos. (CASTILLO, M. P., TORTENSSON,
L., STENSTROM, J.)

Outro fator importante é a limitagdo de nutrientes, principalmente
nitrogénio, que ajuda a ativar o sistema de degradacéo da lignina pelos fungos, por
isso, ndo se recomenda a adicdo de nutrientes ao biocomposto. (CASTILLO, M. P.,
TORTENSSON, L., STENSTROM, J.)

Tendo em vista que a turfa € um recurso natural ndo renovavel, a
aguisicdo deste componente representa um custo importante. Porém, como uma
alternativa para contornar este problema, pode-se substituir parcialmente a turfa por
carvao vegetal, que também possui a capacidade de adsorver contaminantes
organicos além de ser um recurso mais acessivel e ter menos custo.

A palha é um material organico, com alto teor de lignina e celulose. Se
obtém principalmente no campo como residuo da colheita de leguminosas e
gramineas, como palha de arroz, milho entre outros. Possui grande importancia, pois
favorece o desenvolvimento de microrganismos, como os fungos da podriddo
branca, que possuem elevada capacidade de degradar os agrotoxicos.

Para que se obtenha uma adequada homogeneizacdo da palha a
biomistura, se aconselha que esta palha esteja em particulas menores que 10 cm.

Apesar de ser de facil obtencédo para o setor agricola, a palha muitas
vezes € um componente de dificil acesso para o setor fruticola, por exemplo. Neste
caso, existem algumas alternativas, como o uso de serragem, casca de cevada ou
casca de aveia. Porém as caracteristicas da biomistura sdo alteradas com essa
substitui¢cao, tanto total como parcial. (JEREZ, M. C. D.)

A funcdo da palha é estimular o crescimento de fungos da podriddo
branca (figura 5), que tem a capacidade de degradar a lignina, através da formacéao
de enzimas fenoloxidades como as peroxidades e as lacases. ((CASTILLO, M. P.,
TORTENSSON, L., STENSTROM, J.). Devido a sua alta especificidade essas
enzimas sdo as mais adequadas para a degradacao de agrotéxicos. (CASTILLO, M.
P., TORTENSSON, L., STENSTROM)
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Figura 6 - Fungo da podridéo branca

FONTE: CASTILLO, M. P., TORTENSSON, L., STENSTROM, J.,

2.2.3 Fatores que afetam a eficiéncia das camas bioldgicas

A decomposicdo biolégicas de agrotoxicos tem sido eficiente para a
remocao destes do meio ambiente, visto que os microrganismos tém a capacidade
de interagir tanto fisica como quimicamente com substancias, levando desde a
mudancas estruturais até total degradacdo. Dentre as diversas comunidades
microbianas, bactérias, fungos e actinomicetos sdo os principais biotransformadores,
porém sdo principalmente os fungos que transformam os agrotoxicos em outros
xenobidticos, através de alteracfes estruturais que os transformam em espécies nao
toxicas. (DIEZ, M. C.)

A eficiéncia da cama bioldgica € medida pela capacidade que possui de
reter e degradar agrotoxicos. Deste modo, a composicdo da biomistura € um fator
importante para a sorcdo dos agrotoxicos e para uma eficaz atividade
microbiolégica, fato que determina a importancia da presenca de componentes com
alto teor de lignina, como por exemplo, palha, casca de aveia entre outros.

Sédo varios os fatores que contribuem para uma atividade 6Otima das
camas biolégicas, como por exemplo, a composicdo da biomistura, temperatura,
disponibilidade de agua, homogeneidade dos componentes e a concentracdo dos
agrotoxicos. (CASTILLO, M. P., TORTENSSON, L., STENSTROM.)
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2.3 METODO MULTIRESIDUAL PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS

Para a determinacdo de residuos de agrotoxicos busca-se um método
que seja eficiente, rapido, confidvel, de baixo custo, ambientalmente correto e capaz
de analisar diversas classes de agrotéxicos em concentracdes menores que o limite
maximo de residuo. (OSHITA, D., JARDIM, I. C. S. F.)

O método multiresiduo, utilizado para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos geralmente € utilizado em laboratorios devido a simplicidade de
determinacdo de muitos agrotéxicos de diversas classes e de muitos principios
ativos, requerendo apenas uma simples extracdo, dessa maneira facilitando a
demanda rapida e eficiente do monitoramento.

A etapa mais critica de um método multiresiduo é o preparo da amostra,
devido a grande gama de compostos que podem ser extraidos bem como a
ineficiéncia da extracdo dos analitos de interesse devido a complexidade de muitas
matrizes. Um exemplo disto sdo os agrotoxicos que possuem estruturas complexas
e caracteristicas proprias. (KUSSUMI, T. A))

Os métodos de analise de residuos de agrotéxicos, geralmente consistem
de uma etapa de preparo da amostra, onde se realiza a homogeneizacdo da
amostra, seguida da extracdo dos analitos da matriz, em seguida é realizada a
limpeza do extrato a fim de remover possiveis interferentes, quando necessario,
pode se realizar a etapa de concentracao, utilizada geralmente quando se necessita
trocar o solvente para por fim efetuar a determinagdo qualitativa e quantitativa

através de técnicas instrumentais. (KONATU, F. R. B.)

2.3.1 Método de extracao Luke e Mini-Luke

O método de Luke foi desenvolvido em 1975, com o objetivo de se obter
um método que fosse capaz de quantificar quase todos os pesticidas polares e
apolares, como também hidrocarbonetos como bifenila e ortofenilfenol. Porém
existia a dificuldade em se determinar compostos que possuiam carater idGnico

permanente, e consequente analise por CG. (PIZZUTTI, I. R.)



17

Originalmente este método consistia em uma etapa de extracdo de 100 g
de amostra utilizando 200 mL de acetona, seguida de uma particao liquido-liquido,
com 100 mL de éter de petroleo e 100 mL de diclorometano.

Vérias otimizacdes deste método foram sendo feitas ao longo dos anos a
fim de se aperfeicoar o método para que se conseguisse principalmente diminuir os
volumes de solventes bem como de amostra utilizados, porém mantendo bons
valores de recuperacfes em baixos niveis de concentracao.

Outro ponto séo os tipos de solventes utilizados, visto que o método de
Luke bem como a miniaturizagdo deste método, conhecida por mini-Luke utilizam
solventes clorados como diclorometano, o que constitui um risco ambiental sendo
um problema no momento do descarte.

Visto isso, foi desenvolvido entdo a miniaturizacdo no método de mini-
Luke, denominado de New Dutch mini-Luke. Este método possui a capacidade de
extrair tanto solventes polares como apolares, pois utiliza acetona como solvente de
extracdo e éter de petrdleo e diclorometano como solventes de particdo. ( LOZANO,
U. KIEDROWSKA, B., SCHOLTEN, J., KROON, H., KOK, A., FERNANDES-ALBA,
A.R)

Em 2014, uma importante otimizagdo foi realizada, onde neste novo
método, 15 g de amostra foram extraidos pela adicdo de 20 mL de acetona, em
seguida foi adicionado 15 g de sulfato de sédio seguido de agitacdo em ultraturrax.
Para a etapa de particdo acrescentaram-se 20 mL de éter de petroleo e 10 mL de
diclorometano. O extrato resultante é evaporado e posteriormente reconstituido em
isoctano e tolueno para posterior andlise por GC-MS/MS. (DIAS, J. V.)

Neste trabalho, o método utilizado foi a mais recente otimizacdo do
método New Dutch mini-Luke realizada por Dias (2017), pois oferece diversas
vantagens como a velocidade de extracdo, pelo fato de ndo possuir a etapa de
evaporacao ou purificacdo, boa limpeza dos extratos, visto que néo se aplica a etapa
de purificacdo, a troca de solvente clorado por outros menos danosos ao meio
ambiente, além de ser compativel com os detectores utilizados na cromatografia

gasosa, e espectrometros de massa.
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2.3.2 Método cromatografico

Para a determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos, as
técnicas que geralmente sdo empregadas sdo a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida acopladas a espectrometria de massas. Porém, como nao
existe nenhuma legislacdo a respeito de técnicas para analise de residuos de
agrotoxicos em camas bioldgicas, essas técnicas cromatograficas também podem
ser aplicadas a este tipo de matriz, visto a eficiéncia destas.

Existem variados tipos de espectrometros de massas que podem ser
empregados na cromatografia como, por exemplo, single quadrupolo, triplo
quadrupolo (TQ do inglés Triple quadrupole), armadilha de ions (ITD, do inglés
lonTrap Detector), tempo de véo (TOF, do inglés Time of Flight) e a armadilha de
ions orbital (ORBITRAP, do inglés, Orbital lonTrap). Estes podem operar em
diferentes modos de ionizacdo como a ioniza¢cdo quimica, a ionizagcao por impacto
de elétrons, ionizacdo quimica a pressdo atmosférica e a Iionizacdo por
eletronebulizacdo. (DIAS, J. V., SANTE)

A espectrometria de massas pode ainda ser combinadas com outras
técnicas de separacdo, porém estas sdo menos comuns, como a eletroforese
capilar, a cromatografia em camada delgada e a cromatografia de permeacdo em
gel. (CHIARADIA, M. C., COLLINS, C. H., JARDIM, I. C. S. F.).

A combinacao da espectrometria de massas com a cromatografia gasosa
€ muito eficiente para identificacdo de um analito no extrato final de uma amostra,
pois tem a capacidade de fornecer simultaneamente dados de tempo de retengéo,
taxas de massa/carga e a intensidade destas. (SANTE)

A espectrometria de massas possibilita ainda acoplar dois desses
analisadores descritos acima, ou seja, a espectrometria de massas acoplada a
espectrometria de massas. Nesta técnica, primeiramente um espectrdmetro isola o
ion de interesse e o outro estabelece uma relacdo entre o ion isolado e os outros
ions gerados. Devido a capacidade de possibilitar o aumento da detectabilidade,
reduzir a interferéncia de outros componentes da matriz além de ainda aumentar a
guantidade de informacbes estruturais obtidas, esta técnica vem sendo muito
empregada para a deteccao e quantificagcdo de compostos que estejam presentes
em baixas concentra¢cdées na matriz. (CHIARADIA, M. C., COLLINS, C. H., JARDIM,
I.C.S.F)
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2.3.2.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica baseada na separacdo dos
analitos de uma amostra, ap0s esta passar pela etapa de extracdo, onde as
diferentes substancias presentes, sdo distribuidas entre a fase estacionaria,
podendo esta ser solida ou liquida e uma fase movel, neste caso um gas inerte.

A fase moével tem apenas a funcdo de arrastar a amostra através da
coluna para que os analitos sejam separados. Ja a fase estacionaria tem a funcéo
de separar os analitos por interagéo diferencial. (COLLINS, C. H., BRAGA, G. L.,
BONATO, P. S.)

Na década de 60, a CG utilizando colunas empacotadas foi adotada
devido a capacidade de analise multiresidual de agrotoxicos. No inicio, eram
utilizados os detectores por captura de elétrons (ECD), pois possibilitava uma
determinacdo simultdnea de diversos agrotoxicos halogenados. Devido ao seu
sucesso, foram desenvolvidos diversos outros detectores seletivos, como por
exemplo, o detector de nitrogénio e fésforo (NPD), o detector fotométrico de chama
(FPD) os quais séo seletivos para compostos que tenham determinados elementos
em sua estrutura. Porém, nao € possivel a obtencéo das informacdes estruturais dos
analitos, inviabiliazando uma confirmacdo precisa da estrutura. (HOFF, G. R.,
ZOONEN, P))

A cromatografia gasosa tem como vantagem, a transferéncia do analito
para o detector ja na fase gasosa, evitando dessa maneira, perdas decorrentes da
nebulizacdo da amostra, como ocorre na cromatografia liquida, aumentando assim a
sensibilidade do método. Porém, para que o composto possa ser analisado por esta
técnica, ele necessita ser volatil, ou deve ser passivel de derivatizacdo. (CAMPOS,
R. C., GRINBERG, P.)

Desta maneira, quando s&o utilizadas colunas capilares, pode-se conectar
a saida da coluna diretamente a fonte do espectrébmetro, visto que em condi¢des
normais de operacdo, o bombeamento do espectrdbmetro de massas é capaz de
captar todo o eluente da coluna. Mas quando séo utilizadas colunas recheadas,
deve-se diminuir a vazdo do eluente. O interfaceamento pode ser feito por meio de
um separador de jato, constituido por dois capilares alinhados, tendo vacuo
estabelecido entre eles por meio de uma bomba. Assim, quando o eluente da coluna

atravessa o primeiro capilar, grande parte do gas de arraste € bombeado para fora
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dos capilares devido ao baixo peso molecular, enquanto que os analitos, por
possuirem maior massa molecular, mantém-se em um fluxo linear, penetrando no
segundo capilar que direciona para a fonte de ions do espectrémetro de massas.

Quanto aos métodos de ionizagcédo, os mais empregados na cromatografia
gasosa sao a ionizacao por impacto de elétrons e a ionizacao quimica.

Na ionizacdo por impacto de elétrons, o analito de interesse, em fase
gasosa é bombardeado com um fluxo de elétrons de alta energia, geralmente em
torno de 70 eV. As moléculas do analito absorvem esta energia desencadeando
varios processos, como a ionizacdo do analito pela remocédo de um elétron, (M™),
porém este processo requer pouca energia, geralmente 10 eV, o restante da energia
gera a fragmentacdo do analito. Sendo este um dos maiores problemas deste tipo
de ionizacdo, pois a fragmentacdo rapida pode levar a ndo observacdo do ion
molecular no espectro.

Para solucionar este problema relacionado ao uso da IE, desenvolveu-se
a técnica de ionizacdo quimica. Nesta técnica, as moléculas do analito em fase
gasosa sdo introduzidas na camara de ionizacdo do espectrdmetro de massas,
contendo o gas reagente, essa mistura é bombardeada com elétrons. Porém, como
0 gas esta em excesso em relacdo ao analito, passa entdo a ocorrer reacées entre
fons em fase gasosa do gas e as moléculas neutras do analito [M+H]*. Por
necessitar de pouca energia, quase nao é observada fragmentacdo. (CHIARADIA,
M. C., COLLINS, C. H., JARDIM, I. C. S. F.)

2.4 VALIDACAO DE METODO

Cada vez mais € exigida a necessidade de se mostrar a qualidade de
medicdes através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade pois
dados analiticos ndo confiaveis podem levar a decisbes erradas e
consequentemente prejuizos financeiros irreparaveis. Para se ter a garantia de que
um novo método gere informacdes confiaveis e interpretdveis sobre determinada
amostra, este deve sofrer uma avaliagdo denominada de validacao.

Na literatura, constam diversas definicbes de o que é validagdo, como por

exemplo:
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“Validagdo analitica é a avaliacao sistemética de um método por meio de
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que
os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos;” (ANVISA)

“Comprovacéo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos.”
(INMETRO)

No Brasil, existem dois oOrgdos regulamentadores da validacdo de
meétodos analiticos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO),(
RIBEIRO,F.A.L., FERREIRA,M.M.C.)

Segundo a ANVISA, os parametros de validacdo, bem como os
respectivos critérios de aceitacdo, devem ser definidos de acordo com as
caracteristicas do analito e também da natureza do método.

Para que qualquer técnica analitica tenha um bom desempenho, dois
parametros devem ser atendidos: a qualidade das medidas instrumentais bem como
a confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento. Portanto,
para assegurar a aplicabilidade e alcance de um método, devem ser estabelecidos
limites para estes parametros atraves da estimativa das figuras de mérito que séo: a
seletividade, ajuste da curva analitica e determinagdo da faixa de linearidade, a
sensibilidade do método representada pelos limites de quantificacéo (LQ) e deteccao
(LD), precisao, exatidao e robustez. (RIBEIRO, F. A. L., FERREIRA, M. M. C)

2.4.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo se refere a
capacidade de avaliar a substancia de interesse de forma inequivoca, na presenca
de outros componentes que possam interferir na determinacdo do mesmo em uma
amostra complexa. Ou seja, deve-se ter a garantia de que o pico de resposta seja
exclusivamente da substancia de interesse.

Se a seletividade nao for assegurada, ela compromete a linearidade, a
exatidao e a precisao. (RIBANI,M.)
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2.4.2 Curva analitica e linearidade

A curva analitica é utilizada como ferramenta de quantificacdo
correspondendo ao modelo matematico que estabelece uma relagéo entre resposta
instrumental (&rea/altura do pico cromatogréfico) sendo o eixo y, e a concentragéo
do analito sendo o eixo X. Sendo esta relacdo matematica por vezes expressa como
uma equacao de reta denominada curva analitica.

Relacionando-se as variaveis x e y tem-se uma equacado de regressao
linear (y = ax + b) onde é possivel gerar os coeficientes de regressédo a partir da
relacdo das duas variaveis: a sendo a inclinacdo da curva e b a intersecao da curva
analitica com o eixo y, quando x=0.

Além disso, € possivel calcular ainda o coeficiente de correlacdo r, que
permite estimar a qualidade das curvas obtidas, sendo que quanto mais préximo de
1,0 menor é a incerteza dos coeficientes de regressao estimados. (RIBANI, M.)

A linearidade de um método analitico se refere a habilidade, dentro de
uma determinada faixa, de obter resultados proporcionais a concentracdo do analito
na amostra. (INMETRO)

2.4.3 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo (LOD) de um método analitico se refere a menor
concentracdo do analito que pode ser detectado pelo equipamento, porém nao
necessariamente quantificada.

O valor de LOD pode variar dependendo o tipo de amostra, por isso deve
se ter certeza de que todas as etapas do método analitico sejam incluidas na
determinacao deste valor.

Na pratica o limite de detec¢do € determinado como sendo a menor
concentracdo do analito que pode ser diferenciada do ruido. Sendo que o ruido é a
amplitude da linha base, incluindo todas as variagdes do sinal do detector onde a
amplitude esteja na ordem de um ou mais ciclos por minuto (LANCAS, F. M.)

O LOD pode ser calculado de diversas maneiras, como pelo método
visual, pelo método da relacdo sinal/ruido ou ainda pelo método baseado em

parametros da curva analitica onde o limite de deteccéo é definido pela equacao 1.
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LOD = 3,0xs/S Equacéao 1

Onde s é a estimativa do desvio padrao do branco e S é a inclinacéo
(coeficiente angular) da curva analitica. (RIBANI, M.) Sendo que este método € o
que fornece os melhores resultados para determinacdes a nivel de traco.
(INMETRO)

2.4.4 Limite de quantificagdo

O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor concentracdo do
analito passivel de ser quantificado por um determinado método analitico com
precisao e exatidao satisfatorias. (INMETRO)

O LOQ pode ser calculado da mesma forma que o limite de deteccéo,
porém a equacdao utilizada quando se calcula pelo método baseado em parametros
da curva analitica € determinado pela equagéo 2

LOQ =10 x s/S Equacéo 2

Onde s corresponde ao desvio padrdo da resposta do branco ou ainda
quando o branco nado gera sinal, pode se utilizar o valor do menor nivel da curva

analitica, e S corresponde a inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica.

2.4.5 Precisao

A precisdo é um termo utilizado para avaliar a dispersdo dos resultados
de ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, analisados em condi¢des definidas.

As trés formas mais comuns de expressar a precisdao € por meio da
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, usualmente expressas pelo
desvio padréo e coeficiente de variagéo. (INMETRO)

Uma forma de expressar a precisdo é através da estimativa do desvio

padrédo relativo (RSD), através da equagéao 3:

RSD(%%) = ( )x 100 Equacéo 3

=
= TH
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Onde s é a estimativa do desvio padréo absoluto, X, € o valor médio das
determinacdes. Sendo que para métodos de analise de tragos sdo aceitos valores
de RSD% de até 20 %, dependendo da complexidade da amostra. (RIBANI, M.)

2.4.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade expressa a coeréncia entre diferentes medicdes obtidas a
partir do mesmo procedimento em um conjunto de condigdes como 0S mesmos
operadores, mesmo sistema de medicdo, mesmo local e condicdo de operacgao
incluindo mesmos objetos ou objetos similares, durante um curto periodo de tempo.
(INMETRO)

O numero de repeticBes a serem realizadas varia segundo as referéncias
dos 6rgaos responsaveis. O INMETRO recomenda sete ou mais repeticdes para o
calculo da estimativa do desvio padrdo. Ja a ANVISA sugere que sejam realizadas
no minimo nove determinacdes no limite especificado do procedimento, ou entdo
seis determina¢cdes em uma concentracao parecida com o valor esperado. (RIBANI,
M.)

2.4.5.2 Preciséo intermediaria

A precisdo intermediaria se refere a precisdo avaliada sob o mesmo
procedimento, mesmo local e objetos, por um longo periodo de tempo, porém
variando algumas condicGes definidas, como analistas, equipamento, tempo,
representando assim a variabilidade dos resultados dentro de um mesmo
laboratério. (INMETRO)

2.4.5.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade define a precisdo de um método, através dos
resultados obtidos em uma mesma analise por diferentes laboratérios. (RIBEIRO, F.
A. L., FERREIRA, M. M. C))
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Geralmente testes de reprodutibilidade séo realizados quando se busca
uma padronizacdo metodoldgica, como por exemplo, métodos citados nas
farmacopéias. Ou seja, busca-se certificar se um método pode ser transferido de um
laboratorio para outro, porém com resultados em concordancia com o estabelecido.

Tratando-se da preciséo interlaboratorial. (LANCAS, F. M.)

2.4.6 Exatidao

A exatiddo mostra a proximidade entre o valor medido e um valor de
referéncia considerado verdadeiro relacionando com o erro absoluto de uma medida.

Para a avaliacdo da exatiddo de um método, podem ser utilizados
diversos métodos como, por exemplo, materiais de referéncia, comparacdo de
meétodos, ensaios de recuperacao, adicdo padréo entre outros.

A ANVISA recomenda que a exatidao seja expressa como a relacéao entre
a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao tedrica,

como visto na equagéo 4.

Exatidao = (£)x 100 Equagio 4

s

Onde C. é a concentracdo média experimental e C; € a concentracdo
teorica.( ANVISA)

2.4.7 Robustez

A robustez é definida como a medida da capacidade de um método de
nao sofrer alteragcdes mediante pequenas variacdes introduzidas nos parametros do
método. (LANCAS, F. M.)

i) esta pode ser avaliada em um método cromatografico, por exemplo,
através da variacdo de alguns parametros, como concentracdo do solvente
organico, programacgao de temperatura, natureza do gas de arraste no caso
da CG, como também durante a extracdo, como a variacdo do tempo de
agitacao, etc. (RIBANI, M.)
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3 MATERIAIS E METODO

O desenvolvimento deste trabalho consistiu na validacdo do método
multiresidual para determinacdo de residuos de agrotoxicos em camas bioldgicas
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas triplo
quadrupolo (GC-MS/MS).

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa e Analise de Residuos e
Contaminantes (CEPARC) em parceria com a Estacdo de Fruticultura de Clima
Temperado (EFCT) da Embrapa Uva e Vinho (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), localizada na cidade de Vacaria, RS.

A biomistura “branco” (sem agrotdoxico) e as amostras contaminadas

utilizadas para o desenvolvimento do método foram fornecidas pela Embrapa.

3.1INSTRUMENTACAO

> - Cromatdgrafo a gas 450 (Varian, Holanda);
- Amostrador automatico modelo 8400 (Varian, Holanda);
- Injetor modelo 1079 PTV (Varian, Holanda), com insersor de
vidro silanizado, diametro interno de 3,4 mm. Modo de injecao
split/splitless (1:5);
- Coluna capilar VF-5 MS (95% metilpolisiloxano e 5% fenil) de
silica fundida, 30m x 0,25 d.i. x 0,25 uym de espessura de filme
(VarianChrompack, Holanda);

> Espectrdmetro de massas TQ-MS 320 (Bruker, EUA) com

sistema de aquisicao de dados Workstation 6.6 (Varian, EUA);

> Homogeneizador Polytron modelo PT/MR 3100 (Kinematica,

Suica);

> Centrifuga modelo HareusVarifuge (Thermo  Scientific,
Alemanha);

> Compressor de ar ambiente com reserva horizontal para

resfriamento do injetor (Chiaperini Industrial, Brasil);
> Balanca analitica com precisdo de quatro casas decimais PM
600 (Metler, Suica);
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> Balanca analitica com precisdo de duas casas decimais PM 600
(Metler, Suica);

> Sistema de purificacdo de agua Mili-Q ELIX (Milipore, Brasil);

> Dispensadores de volume, capacidade de 10, 30 e 50 mL
(Brand, Alemanha);

> Micropipetadores automaticos de varias capacidades (Brand,
Alemanha);

> Pipetador Hand Step (Brand, Alemanha);

> Concentrador modelo Rapidvap (Labconco Corporation, EUA);

> Frascos de vidro ambar, com capacidade de 20, 50 e 100 mL,
com tampa rosqueavel e batoque de teflon e silicone (Bester, Holanda);

> Vidrarias comuns de laboratério (béqueres, baldes volumétricos
calibrados, entre outros);

> Tubos de polipropileno, com tampa rosqueéavel, com capacidade
de 250 mL.

3.2 GASES

- Hélio 99,999% de pureza (Air Gases, Brasil) — gas de arraste;
- Argbnio 99,999% de pureza (Air Liquid, Brasil) — gas de coliséo.

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

- Agua purificada em sistema Mili-Q ELIX (Milipore, Brasil);
-Material de referéncia dos agrotdxicos selecionados para este estudo

incluindo os padrdes internos marcados com pureza acima de 98,0%, Dr.

Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha);

- Acetona, tolueno e 4cido fosforico, grau residuo (Mallinckroft, EUA);
- Isoctano grau residuo (Lab-ScanAnalyticalsciences, Irlanda);
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Para este estudo, foram selecionados sete agrotoxicos para serem

determinados em camas bioldgicas. As caracteristicas dos agrotoxicos estudados

encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 - Agrotéxicos estudados no método multiresidual, com suas respectivas

classificacéo toxicologica, formula molecular, classe e grupo quimico.

. Classificacédo Formula o
Agrotoxico . Classe Grupo quimico
toxicologica molecular
Captana Classe IV CyHgCI;NO,S Fungicida Dicarboximida
Clorotalonil Classe Il CsCliN, Fungicida Isoftalonitrila
L Inseticida,
Clorpirifés- o
i Classe Il CyH1,CIsNOsPS formicida e Organofosforado
etilico
acaricida
o Inseticida e
Fenitrotiona Classe I CoH1,NOsPS o Organofosforado
formicida
Inseticida e
Fosmete Classe | C11H1:NO4PS, o Organofosforado
acaricida
o Inseticida e
Metidationa Classe Il CeH11N,O4PS3 o Organofosforado
acaricida
Tebuconazol Classe IV C16H22CIN3O Fungicida Triazol

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

A solucdo estoque de cada agrotdéxico, bem como as solucbes dos

padrdes internos marcados, foram preparadas em tolueno e armazenadas em frasco

ambar em congelador a -18°C e antes de serem utilizadas, foram retiradas do

congelador a fim de atingirem a temperatura ambiente. A partir do grau de pureza

dos padrdes de referéncia dos agrotoxicos foi possivel calcular a massa necessaria

de cada um a ser pesada para se obter no final uma solugdo com concentracdo de

1000 mg L™ . Foram preparados 50 mL de uma solucdo mistura intermediaria na

concentracdo de 1 mg L™ contendo todos os sete agrotéxicos, com excecdo do
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produto de degradacgéo tetrahidroftalamida e dos padrdes internos, sendo usado
como solvente isoctano:tolueno (9:1, v/v).

Esta solucdo mistura foi utilizada para os estudos de linearidade, efeito
matriz, fortificacdo e recuperacdo como também no preparo das solucdes analiticas
utilizadas na confeccéo das curvas analiticas, em extrato “branco” como também em
solvente organico, nas concentracdes de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 e 300 ng mL™.

As solucdes analiticas dos padrdes internos foram preparadas em tolueno
a partir de diluicbes da solucao estoque individual de cada agrotoxico. A solucéo do
padrao interno do procedimento (PCB-153) e do instrumento (HCB-C13) foram
preparadas nas concentracées de 100 mg L e 10 mg L™, respectivamente.

O preparo do solvente de extracdo empregado, (acetona:agua:acido
fosforico, 98:1:1, v/v/v), contendo o padrédo interno do procedimento (PCB-153, 50 ng
mL™), foi feito transferindo-se para um bal&o volumétrico de 1L, 980 mL de acetona
seguido da adicdo de 10 mL de agua e 10 mL de acido fosférico e por fim 50 uL da

solucéo estoque do padréo interno do procedimento na concentracdo de 1 g L™.

3.6 VALIDACAO DO METODO MULTIRESIDUAL PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM CAMAS BIOLOGICAS

As condi¢des cromatograficas utilizadas neste estudo foram estabelecidas
a partir do estudo otimizado e validado para determinacdo multiresidual de

agrotoxicos em frutas e vegetais, desenvolvido por Dias et al. (2017).

3.6.1 Condi¢cbes cromatograficas

- Volume de injecao: 5uL;

- Modo de injecgéo: split (razéo 1:5);

- Rampa de temperatura do forno da coluna: 80 °C (1,0 min), 180 °C a 25 °C
min™, 280 °C a 10 °C min™ e 300 °C a 30 °C min™ (1,0 min);

- Temperatura do injetor: rampa iniciando em 80 °C (0,1 min), aumentando
para 300 °C a 200 °C min™ (20 min);

- Gas de arraste: hélio;

- Vazdo do géas de arraste: 1,2 mL min™;
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- Tempo total de corrida: 20 min;
- Condicdes do MS: temperatura da fonte de ions: 250 °C;
temperatura do transferline: 280 °C,;
temperatura do manifold: 45 °C;
Modo de aquisicdo de ions: MRM; Duas transicbes MRM foram monitoradas para
cada um dos agrotéxicos, de acordo com os parametros descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Agrotoxicos estudados, tempos de retencdo e parametros de analise do
espectrometro de massas para determinacdo dos agrotoxicos por GC-

MS/MS
Agrotoxico Massa Tg lon Primeira transicado Segunda transicéo
Mol. (min) — Quant. lon lon CE” lon lon CEP
(m/2) precursor  produto (eV) precursor produto (eV)

Captana 301 12,16 107 263 107 10 263 148 10
Clorotalonil 266 8,89 231 266 168 20 266 231 15
Clorpirifés 350 10,89 349 314 258 10 314 268 10
Fenitrotiona 277 10,61 109 277 109 20 277 260 5
HCB-C13 (P.l.LI) 290 7,63 255 290 220 25 290 255 15
Metidationa 302 12,39 85 125 79 10 145 85 10
Fosmete 317 15,76 105 160 105 20 160 133 10
PCB153(P.I.P) 360 14,3 290 360 290 25 360 325 12
Tebuconazol 308 15,07 125 250 125 20 250 153 10
Tetrahidrofit.? 151 571 80 151 80 10 151 123 5

®Produto de degradac&o de agrotdxico (captana), ndo incluido na solucéo analitica mistura e nas solucdes de fortificacéo.
®CE - energia de colisdo

3.6.2 Controle de qualidade

Com o objetivo de se verificara eficiéncia do procedimento de extracao,
qgue inclui possiveis perdas de analito durante as diversas etapas, foi utilizado um
padrao interno do procedimento (P.l.P.) neste caso o PCB-153. E a fim de se
verificar a reprodutibilidade dos dados obtidos pelo equipamento, utilizou-se o HCB-

C13 como padrao interno do instrumento (P.1.1.).
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Neste estudo, foram avaliados dois diferentes métodos com o intuito de
verificar qual seria 0 mais eficiente. Ou seja, qual método traria os melhores
resultados visando também a economia de reagentes e de etapas de procedimento
visto que este é um fator que pode vir a gerar perda dos analitos.

Para 0 método 1, o P.I.P. foi adicionado na concentracéo de 50 ng mL™
diretamente no solvente de extragdo e o P.l.l. foi adicionado na mistura de solventes
utilizado para reconstituir o residuo de evaporacdo da amostra, neste caso
isoctano:tolueno (9:1, v/v) na concentracéo de 100 mg L™.

Para o método 2, as biomisturas ‘branco’ foram fortificadas com 25 uL da
solucdo de PCB-153 esta na concentracdo de 100 mg L™ e a solucdo do padrdo
interno do instrumento (P.l.I.) HCB-C13 na concentracdo de 10 mg L™ foram
adicionados 10 pyL em vial ja contendo 990 pL do extrato em isoctano:tolueno (9:1,

v/v), antes das analises por GC-MS/MS.

3.6.3 Otimizacdo do método de extracdo multirresidual

3.6.3.1 Otimizacdo dos parametros de extracao

Com o objetivo de se obter um método eficiente para a extracdo e
determinacdo dos agrotoxicos clorpirifés, fenitrotiona, metidationa, fosmete, captana
e seu produto de degradacao tetrahidroftalimida, clorotalonil e tebuconazol, foram
testados dois métodos de extracdo multirresidual. O primeiro método (método 1) foi
baseado no método proposto por Quatrinet al. (2017), sendo este especificamente
desenvolvido para a determinacao de clorpirifés em camas bioldgicas. J& o segundo
método (método 2) foi baseado na otimizacdo do método que foi otimizado por Dias
et al. (2017) que consiste do método mini-Luke para determinacdo multirresidual de
agrotoxicos em frutas e vegetais.

As aliquotas da biomistura “branco” foram fortificadas nas concentragdes
de 100 e 200 pg kg™, em triplicata para cada concentracéo as quais foram extraidas
separadamente com os dois métodos de extracdo. Inicialmente foram considerados

apenas os valores de recuperacéo e de desvio padrao relativo (RSD %).
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3.6.3.2 Procedimento de extracdo do método 1

Inicialmente uma aliquota de 5 + 0,5 g da biomistura homogeneizada foi
pesada em um tubo de centrifuga de PTFE com capacidade para 250 mL. Em
seguida a amostra foi fortificada com uma solugdo contendo a mistura dos
agrotoxicos selecionados neste estudo, nas concentragdes de 100 e 200 ug kg™,
adicionando-se 100 e 200 pL, respectivamente, da solugdo mistura 10 mg L™.Essa
amostra foi extraida com 30 mL da mistura acetona:agua:acido fosférico (98:1:1,
v/vIv) contendo o padrdo interno do procedimento, PCB-153 (50 ng mL™) através de
agitacdo empregando homogeneizador ultra-turrax por 1 minuto a 15.000 rpm.

A amostra foi centrifugada a 3300 rpm durante 5 minutos e apos foi
retirada uma aliquota de 2 mL da camada superior (solvente organico) a qual foi
filtrada através de uma membrana de PTFE de 0,2 pm.

Com o objetivo de determinar o melhor fator de concentragdo do método,
foram utilizados dois volumes diferentes do extrato ja filtrado para as etapas de
evaporacao e reconstituicdo. Para o primeiro teste foram utilizados volumes do
extrato de 125 pyL e para o segundo teste volumes de 1000 pL, que foram
evaporados em concentrador (50 °C, 450 mBar, 7 minutos) até secura.
Posteriormente, foram reconstituidos com 250 yL e 1000 pL, respectivamente, de
isoctano:tolueno (9:1, v/v) contendo o padréo interno do instrumento (HCB-C13) a
100 ng mL™. E por fim o extrato de ambos os procedimentos foi injetado no sistema
GC-MS/MS.

3.6.3.3 Procedimento de extracdo do método 2

Para este procedimento, inicialmente foram pesados 10 + 0,5 g da
biomistura j& homogeneizada, em um tubo de centrifuga de PTFE com capacidade
de 250 mL. Em seguida, a amostra foi fortificada com uma solucdo contendo a
mistura dos agrotéxicos selecionados neste estudo, nas concentracdes de 20, 50,
100 e 200 ug kg™, adicionando-se 20, 50, 100 e 200 L, respectivamente, da
solucdo mistura 10 mg L™. Ainda nesta etapa, foi feita a fortificacdo das amostras de
biomistura com 25 puL o padrédo interno do procedimento (PBC-153), na

concentrac&o de 100 mg L™.



33

Apos, foram adicionados 20 mL de acetona e a mistura foi agitada com
ultra-turrax por 20 s a 3800 rpm. Em seguida acrescentou-se 20 mL de isoctano e 10
mL de tolueno seguido de homogeneizacdo com o ultra-turrax por 20s a 3800 rpm. A
amostra foi centrifugada a 3300 rpm por 5 minutos e em seguida retirou-se uma
aliguota de 2 mL da camada superior (solvente organico),que foi filtrada através de
uma membrana de PTFE de 0,2 ym. Por fim, 990 pL do extrato filtrado foi transferido
para um vial e acrescentou-se 10 pL de solugdo de HCB-C13 na concentracédo de 10
mg L, perfazendo um volume final de 1 mL. Esse extrato foi injetado diretamente no
sistema GC-MS/MS.

3.6.4 Validagdo do método multiresidual

Como documento de orientacdo para a validacdo deste método foi
utilizado o guia DG-SANTE N.11813/2017 (SANTE). Embora o documento seja
aplicado para a determinacdo de agrotoxicos em alimentos e em rag¢do animal, foi
utilizado para este estudo tendo em vista que ndo ha nenhum documento
estabelecido para os critérios de validacdo de métodos para determinacdo de
agrotoxicos especificamente em camas biologicas.

Este estudo da validacao foi realizado em termos de precisao e exatidao
(recuperacao% e RSD%), precisdo intermediaria (RSD%), limite de deteccdo (LOD)

e guantificacdo (LOQ), linearidade, faixa linear, seletividade e efeito matriz (%).

3.6.4.1 Curva analitica e linearidade

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas foi verificada através da
resposta do sinal dos analitos presentes nas solugbes analiticas em oito
concentragdes (1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 ng mL™), preparadas tanto em
solvente orgéanico quanto no extrato “branco” da biomistura. Estas solucbes foram
injetadas sete vezes cada uma, em condi¢Ges de repetibilidade, incluindo o branco
tanto dos solventes quanto do extrato de biomistura. Cada injecéo foi realizada a
partir de um vial induvidual, visto que um dos solventes contidos na solugéo mistura

onde os analitos estao € acetona, que € bastante volatil.
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Posterior a etapa descrita anteriormente foram analisadas as areas dos
picos cromatogréficos de cada analito e em cada uma das concentragfes e
replicatas injetadas e entdo foram calculadas as médias das areas e do RSD%. Com
os valores de concentracdo de cada agrotoxico estudado, foi possivel obter o
coeficiente de determinacdo (r%), o coeficiente angular (a), o coeficiente linear (b)
bem como a equacdo da reta. Para a obtencdo destes dados, colocaram-se 0s
valores das concentracfes de cada agrotoxico estudado no eixo das abscissas e as
respectivas areas obtidas no eixo das ordenadas.

A linearidade de cada agrotoxico também foi estudada sendo avaliada
através do célculo dos valores de residuos, demonstrando o percentual de variacao
de cada ponto de uma curva analitica com relacdo ao modelo mateméatico
empregado (y = ax + b). Com base no DG-SANTE, para se considerar um método

linear, os valores de residuos devem estar entre +20%.

3.6.4.2 Limites de deteccédo e quantificacdo

Os limites de detecc¢éo tanto do método quanto do instrumento para cada
agrotoxico estudado foram determinados a partir das areas e do RSD% das sete
replicatas de cada agrotoxico, presentes nas solucdes analiticas, bem como também
com base nas avalia¢des dos dados da linearidade das curvas analiticas.

O limite de deteccdo do instrumento (LOD) foi considerado igual a
concentracao onde a relagao sinal/ruido foi = 3. O limite de quantificacdo do método
(LOQ) foi definido como sendo o menor nivel de fortificacdo que pode ser
quantificado com valores de exatidao (70-120%) e precisdo (RSD < 20%) aceitaveis,

com base no documento guia DG-SANTE (SANTE, 2017).
3.6.4.3 Exatidao (estudo de fortificacdo e recuperacao)

A fim de se verificar a exatiddo do método, foram feitos estudos de
fortificacdo e recuperagdo. Para isso, aliquotas de biomistura “branco” foram
fortificadas com a solucdo analitica contendo os sete agrotoxicos nas concentracdes
de 50, 100 e 200 pg kg*, adicionando-se 50, 100 e 200 uL, respectivamente, da

solucdo 10 mg L™ Para cada concentracdo foram realizadas sete replicatas
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utilizando o método otimizado neste estudo, descrito no item 3.6.3.3 e

esquematizado na figura 6.

Figura 6- Esquema do procedimento de extracdo do método multiresidual 2, utilizado
nos ensaios de fortificacdo e recuperacdo de agrotdxicos em camas

biolbgicas.

[ 10g de amostra + 25 yL de P.L.P. J

Fortificacéio & 50, 100 e 200 pg kg- Biomistura “Branco” (n=7) ‘
1(n=7)

L 20 mL acetona }

Turrax 20 seq, 3600 rpm

{ 20 mL isoctano + 10 mL tolueno ]

Turrax 20 seg. 3800 rpm
Centrifuga 5 min_ 3300 rpm

2,0 mL filtrado
‘ Membrana PTFE 0,2 um J

990 uL filtrado
+ 10 pL P.LL

Analises por GC-MS/MS

P.I.P.=PCB-153 100 mg L~
P.ll.=HCB-C13 10 mg L

3.6.4.4 Precisao intermediaria

Para a determinacado da preciséo intermediaria, as etapas de fortificagédo e

recuperacéo foram repetidas por um segundo analista, em dias diferentes, para os
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trés niveis de concentracdo e com as sete replicatas cada. Cada amostra extraida
de cada uma das replicatas foi acondicionada em vial individual.

3.6.4.5 Efeito matriz

O efeito matriz em cromatografia ocorre devido a substancias presentes
na matriz, neste caso o solo, e que podem interagir com os sitios ativos do liner, e
consequentemente produzir supressdo ou aumento de sinal se comparado ao sinal
do analito apenas em solvente organico.

Neste trabalho, este efeito foi calculado baseando-se nas inclinagées das
curvas analiticas obtidas em extrato da matriz “branco” da biomistura e daquelas

preparadas apenas em solvente organico, de acordo com a equagao 4.

(inclinegie de curve analitice em matriz)

Efeito Matriz (%) = [ — 1] x100 Equacéo 4

{inclinecio da curve analitice em solvents)

Através desse calculo, é possivel verificar se 0s componentes presentes
na matriz exercem efeito positivo, com o aumento do sinal, ou negativo, com a
supresséao do sinal.

E considerado que ha influéncia do efeito matriz na anélise quando o
resultado obtido estiver fora da faixa de = 20%. Neste caso é recomendado entdo a
construcdo das curvas analiticas diretamente no extrato da matriz a fim de minimizar
o efeito (SANTE).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 METODO MULTIRESIDUAL PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM CAMAS BIOLOGICAS

O método utilizado para a determinacdo multiresidual de agrotéxicos em
camas biolégicas foi o0 método New Dutch mini-Luke otimizado, citado no item
3.6.3.3, a partir do método desenvolvido por DIAS (2017).
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4.1.1 Analise dos solventes, reagentes e do “branco” da biomistura

Antes da realizacdo dos estudos de extracao e fortificacdo das amostras,
todos os solventes e reagentes utilizados para o estudo como também o “branco” da
biomistura, passaram pelo mesmo procedimento de extracdo descrito no item
3.6.3.3, a fim de se verificar sua pureza evitando assim possiveis contaminagdes.

Na figura 7, observam-se os cromatogramas obtidos para (A) reagentes e
solventes e para o (B)“branco” da biomistura, através da analise dos extratos destes.
Sendo que estes extratos foram obtidos através da extragdo pelo método
multiresidual para analise de agrotoxicos em camas bioldgicas otimizado, pelo
sistema GC-MS/MS, no modo MRM.

Analisando os cromatogramas, pode-se ver a presenca de apenas um
pico no cromatograma dos reagentes e solventes (A). Os outros dois picos
observados séo referentes aos padrbes internos, sendo o padrédo interno do
procedimento (PCB-153) e o padrdo interno do instrumento (HCB-C13). Ja no
cromatograma referente ao “branco” da biomistura, é possivel observar além dos

picos dos padrdes internos, alguns picos referentes a componentes da matriz.

Figura 7 - Cromatogramas obtidos por GC-MS/MS (modo MRM), para analise de (A)
extrato branco dos reagentes e solventes e (B) do “branco” da

biomistura.
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4.1.2 Otimizacdo do método cromatografico

4.1.2.1 Selecdo do método de extracéo

A partir da avaliacdo dos métodos de extracdo 1 e 2, descritos nos itens
3.6.3.2 e 3.6.3.3 respectivamente, foi possivel selecionar o método que
apresentasse recuperagdes entre 70% e 120% com RSD<20%, para todos os
agrotoxicos estudados, com excecao da captana, que foi quantificada a partir do seu
produto de degradacéo tetrahidroftalimida.

O método 1 ndo atingiu os critérios estabelecidos para a validagcao
segundo o documento DG-SANTE (2017). Grande parte dos valores de recuperacéo
do teste 1, onde foram evaporados 125 pL do sobrenadante e reconstituidos em 250
uL de isoctano:tolueno (9:1, v,v), sendo que os valores de recuperacdo e desvio
padrdo ficaram dentro dos valores estabelecidos. J4 para o teste 2, onde foram
evaporados 1000 pL e reconstituidos em 1000 pyL de isoctano:tolueno (9:1, v,v), 0s
valores de recuperacao e desvio padrao relativo ficaram praticamente todos fora dos
limites estabelecidos para os analitos determinados, como pode ser observado na
tabela 4. Uma possivel causa para este fato, € que possa ter ocorrido perdas dos
analitos durante a etapa de evaporacdo ou ainda por ser utilizada uma pequena

porcao de amostra para a extracgao.
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Tabela 4 - Valores médios de RSD% obtidos por GS-MS/MS (modo MRM) para
analise de biomistura "branco" fortificadas com os agrotoxicos estudados
nas concentragdes 100 e 200 pg kg’ e extraidas empregando-se o

meétodo 1 (acetona:agua:acido fosforico, 98:1:1, viv/v)(n=3).

Niveis de fortificacdo

Teste 1 - evaporacéo de 125 Teste 2 — evaporacao de 1000

pL/reconstituicdo em 250 L pL/reconstituicdo em 1000 pL
Agrotoxico 100 ug kg™ 200 g kg™ 100 ug kg™ 200 pg kg™

(';oec' RSD% (I)';’Oec. RSD% ;ec' RSD% ;ec' RSD%
Captana n.d - n.d - n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 73 4 62 8 32 28 25 27
Clorotalonil 96 2 135 14 58 17 60 12
Clorpirifés 66 11 62 6 57 6 67 4
Fosmete 106 6 82 6 52 12 104 14
Metidationa 62 4 70 5 73 7 73 4
Tebuconazol 79 4 66 6 71 2 29 10
Fenitrotiona 74 4 62 5 55 4 30 7

®Produto de degradacdo do agrotoxico captana, ndo incluido na solucdo mistura de fortificacao;
n.d., ndo detectado.

O método de extracdo 2 apresentou os valores de recuperacdo e RSD%
dentro dos limites recomendados pelo DG-SANTE (2017) como pode ser observado
na tabela 5. Desta forma, este foi 0 método selecionado para a validacdo em camas
biolégicas. Visto que pela analise dos resultados prévios este método apresentou os
melhores resultados de recuperacgéo e preciséo, foram realizados novos estudos de
fortificacdo e recuperacdo em concentragcdes menores a fim de se determinar quais
seriam as menores concentraces na qual se obteria bons resultados, dessa
maneira determinando entdo os limites de deteccdo e quantificacdo de cada

agrotoxico.
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Tabela 5 - Valores médios de recuperacao e RSD%, obtidos por GC-MS/MS, através
da analise de biomistura “branco” fortificada com os agrotoxicos
avaliados no método multiresidual, nas concentracdes de 20, 50, 100 e
200 pg kg' e extraidas empregando o método 2

(acetona:isoctano:tolueno, 2:2:1, viv/v) (n=3)..

Fortificacdo
Agrotéxico 20ug kg™ 50ug kg™ 100ug kg™ 200ug kg™
Rec.% RSD% Rec.% RSD% Rec.% RSD% Rec.% RSD%
Captana 26 12 53 10 n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 137 1 75 3 99 7 73 10
Clorotalonil 189 0,5 84 1 103 3 87 6
Clorpirifés 108 2 84 9 89 12 89 6
Fosmete 169 14 118 3 106 7 99 2
Metidationa 93 8 112 7 94 15 102 4
Tebuconazol 132 0,7 91 11 104 10 101 5
Fenitrotiona 139 0,5 108 5 93 8 96 3

a Produto de degradacao do agrotoxico captana, néo incluido na solu¢do mistura de fortificagéo;
n.d., ndo detectado.

4.1.3 Validac&o do método multirresidual

4.1.3.1 Curva analitica e linearidade

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas foi realizada com
injecBes de solugBes analiticas preparadas em solvente (acetona:isoctano:tolueno,
2:2:1, viviv) e em extrato “branco” de biomistura, nas concentragdes de 1, 5, 10, 20,
50, 100, 200 e 300 ng mL™?
dos analitos estudados. Essas solucdes foram analisadas sete vezes (n=7) cada
uma e posteriormente foram realizados os célculos das médias das areas obtidas.

Na tabela 6 podem ser observados os valores de RSD% entre as areas,
as equacoes das curvas analiticas, os coeficientes de determinacao (%) e o intervalo

linear determinado para cada agrotéxico.



41

Tabela 6 - ParAmetros das curvas analiticas obtidas a partir das solu¢des analiticas
preparadas em solvente organico (acetona:isoctano:tolueno, 2:21, v/v/v)
e em extrato “branco” de biomistura, para os agrotéxicos estudados e
analisados por GC-MS/MS (modo MRM).

Curva analitica em extrato

Curva analitica em solvente “ ” T
branco” de biomistura

Agrotoxico - ~ N .

Inclinacdo Interseccao P2 Inclinacdo Interseccao 2

(a) (b) (a) (b)

Captana - - - - - -
Tetrahidroftalamida® 1460 23080 0,9892 2149 32112 0,9918
Clorotalonil 2620 64241 0,9819 2825 41726 0,9871
Clorpirifés 5985 50977 0,9986 5359 72947 0,9871
Fenitrotiona 3219 59999 0,9642 4027 46508 0,9977
Fosmete 3314 65086 0,956 4973 35580 0,995
Metidationa 10801 156782 0,9721 13726 81639 0,9993
Tebuconazol 8263 160680 0,978 9649 38408 0,9981

# Produto de degradac&o do agrotoxico captana, ndo incluido na solucdo mistura de calibrac&o e fortificagio;

Quando as curvas analiticas foram preparadas em extrato “branco” da
biomistura obteve-se coeficiente de determinacdo (r?) para seis agrotoxicos
estudados com valores >0,99, ja para o produto de degradacéo tetrahidroftalimida o
r>> 0,98. Quando as solucdes analiticas foram preparadas em solvente, os valores
de r? foram = 0,956 para todos os agrotéxicos em estudo. A captana foi avaliada a
partir do seu produto de degradacao tetrahidroftalimida, portanto, ndo se tem valores
para esta.

O RSD% calculado dos residuos das curvas analiticas obtidas a partir de
solucdes analiticas preparadas em extrato “branco” da biomistura, foi inferior a 20%
para todos os agrotdxicos, como observado na figura 8, sendo que estes resultados
estdo em concordancia com os critérios estabelecidos pelo DG-SANTE para que o

meétodo seja estabelecido como linear.
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Figura 8 - Residuos das curvas analiticas obtidas a partir de solu¢des analiticas

preparadas em extrato “branco” de biomistura e analisadas por GC-
MS/MS (modo MRM), para os agrotoxicos (A) Tetrahidroftalimida, (B)
Tebuconazol, (C) Fosmete, (D) Metidationa, (E) Clorpirifés, (F)
Clorotalonil, (G) Fenitrotiona.
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A resposta do triploquadrupolo foi linear de 1 a 300 ng mL™ para clorpirifés,
fosmete e metidathiona e de 5 a 300 ng mL™ para tetrahidroftalamida, clorotalonil,

fenitrotiona e tebuconazol, como pode ser observado na tabela 7.

4.1.3.2 Limites de deteccédo e de quantificacao

O limite de deteccéo (LOD) do método foi de 10 pg kg™ para clorpirifés,
fosmete e metidationa, e de 20 pg kg’ para tetrahidroftalimida, clorotalonil e
tebuconazol.

Com base no SANTE (2017), o limite de quantificacdo de um método é
definido como o menor nivel de fortificagdo que atende os critérios de exatiddo e
precisdo aceitaveis em uma faixa de 70 a 120% de recuperagdo e RSD% < 20%.
Sendo assim, o limite de quantificacdo para todos os agrotoxicos em estudo foi de

50 pg kg. Na tabela 7 é possivel ver os valores de LOD e LOQ do método.

Tabela 7 - Faixa linear, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) do

meétodo para os agrotoxicos estudados.

Faixa linear LOD LOQ

Agrotoxico (hgmL™h)  (ugkg®) (ugkg?)
Captana - - -
Tetrahidroftalimida® 5-300 20 50
Clorotalonil 5-300 20 50
Clorpirifés-etil 1-300 10 50
Fenitrotiona 5-300 20 50
Fosmete 1-300 10 50
Metidationa 1-300 10 50
Tebuconazol 5-300 20 50

®Produto de degradac&o do agrotdxico captana, néo incluido na solucéo mistura de fortificagéo.

Na figura 9 é possivel ver o cromatograma obtido da analise de uma solugéo
analitica em extrato “branco” da biomistura, na concentracdo de 250 pg kg™, valor
equivalente ao limite de quantificacdo, contendo os sete agrotoxicos estudados,
sendo a captana determinada a partir do seu produto de degradacao,
tetrahidroftalimida.
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Figura 9 - Cromatograma total obtido a partir de uma solucdo analitica preparada em
extrato “branco” de biomistura, na concentracdo de 250 pg kg?,
representando os sete agrotoxicos avaliados e o produto de degradacao
tetrahidroftalimida, obtido por GC-MS/MS (modo MRM). Os picos estao
numerados de acordo com o tempo de retencdo de cada agrotoxico:
tetrahidrofitalimida (1), clorotalonil (2), fenitrotiona (3), clorpirifés (4),

metidationa (5), tebuconazol (6) e fosmete (7).
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4.1.3.3 Efeito Matriz

O efeito matriz é considerado uma fonte de erro potencial durante uma
analise cromatogréfica, visto que o0s componentes presentes na matriz podem
interferir nos resultados, levando a um aumento ou supressao do sinal do analito de

interesse. Este efeito é utilizado para explicar as taxas de recuperagcdes dos analitos



48

que excederam 100% e ainda obtiveram uma baixa preciséo dos resultados.
(PINHO, G. P., NEVES, A. A., QUEIROZ, M. E. L. R., SILVERIO, F. O, 2009 )

A avaliacdo do efeito matriz pode ser feita através da comparacdo da
inclinacdo de curvas analiticas obtidas em solvente organico e em extrato da matriz.
(GUEDES, J. A. C, SILVA, R. O., LIMA, C. G., MILHOME, A. L., NASCIMENTO, R.
F.). De acordo com o DG-SANTE (2017), valores de efeito matriz em intervalos de -
20% a 20% geralmente sao considerados insignificantes. Porém, para valores fora
desta faixa, se faz necessario o emprego da superposi¢cao de matrizes.

Os valores de efeito matriz obtido a partir da equacgdo 4 foram maiores
que a faixa considerada insignificante, com exce¢do apenas do clorpirifés, que
obteve efeito matriz de -20%. Sendo assim, as curvas analiticas foram preparadas a

partir de solugdes analiticas em extrato “branco” da biomistura.

Tabela 8 - Efeito matriz calculado pela diferenca da inclinagdo das curvas analiticas
obtidas para solucdes analiticas preparadas em solvente organico e em
extrato “branco” de biomistura, em oito concentracdes, injetadas sete

vezes cada (n=7), para os agrotoxicos analisados por GC-MS/MS.

Agrotoéxico Efeito matriz (%)
Captana n.d.
Tetrahidroftalimida?® 47
Clorotalonil 61
Clorpirifos -20
Fenitrotiona 51
Fosmete 106
Metidationa 38
Tebuconazol 25

®Produto de degradacéo do agrotoxico captana, ndo incluido na solugéo mistura de fortificacéo

4.1.3.4 Exatidao e preciséo

A partir da fortificagdo de amostras de biomistura nas concentracdes de
50, 100 e 200pg kg™ e posterior extracdo seguindo o procedimento descrito no item
3.6.3.3, foi possivel obter os resultados de recuperacdo (%) e os desvios padrédo

relativos (RSD%). Estes resultados estdo descritos na tabela 9, sendo que para
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todos os sete agrotoxicos estudados e o produto de degradacdo sdo satisfatorios e
estdo de acordo com o0 DG-SANTE (2017).

Tabela 9 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS
(modo MRM), para a da analise de biomistura “branco” fortificada nas
concentracdes de 50, 100 e 200 pg kg™, no estudo da exatiddo e

precisdo do método multirresidual.

Conc. de fortificacdo (ug kg™)/ Conc. na curva analitica (ng mL™)

Agrotoéxico 50/10 100/20 200/40
Rec (%) RSD (%) Rec(%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)

Captana n.d. - n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 81 2 108 10 93 11
Clorotalonil 75 6 95 8 80 3
Clorpirifés 116 10 110 13 103 6
Fenitrotiona 86 6 117 6 104 5
Fosmete 104 9 107 14 107 8
Metidationa 111 4 116 3 105 5
Tebuconazol 107 5 112 6 104 5

® Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugdo mistura de fortificag&o;
n.d., ndo detectado.

A partir dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo, obtiveram-se o0s
cromatogramas correspondentes. Na figura 10 pode ser visto o cromatograma
correspondente ao nivel de fortificacdo de 100 ug kg™, que é um nivel intermediario.
No cromatograma constam os picos referentes aos padrbes internos do
procedimento (PCB-153) e do instrumento (HCB-C13), como também dos
agrotoxicos avaliados. Na figuralO, a ordem da numeracdo esta de acordo como
tempo de retencdo de cada composto: 1-tetrahidroftalimida (tr=5,71 min), 2-
clorotalonil (tr=8,89 min), 3-fenitrotiona (tg=10,61 min), 4-clorpirifés (tg=10,89 min),
5-metidationa (tg=12,39 min), 6-tebuconazol (tg=15,07 min), e 7-fosmete (tg=15,76

min).
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Figura 10 — Cromatograma total obtido por GC-MS/MS (modo MRM), através da
analise de biomistura “branco” fortificada na concentracado de 100 ug kg
"1 apresentando o0s seis agrotoxicos estudados e o produto de
degradacéao tetrahidroftalimida, numerados de acordo como tempo de
retencdo: 1-tetrahidrofitalimida, 2-clorotalonil, 3-fenitrotiona, 4-

clorpirifés, 5-metidationa, 6-tebuconazol e 7-fosmete.
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4.1.3.5 Precisédo Intermediaria

Um segundo estudo de validacéo foi realizado com o intuito de avaliar a
precisdo intermediaria do método. Dessa maneira, foram repetidos os testes de
fortificacdo e recuperacdo da mesma forma, variando dois parametros, o dia da
realizagdo do ensaio e o analista. Os valores da média da recuperacdo encontraram-
se dentro dos limites estabelecidos pelo DG-SANTE (2017), ficando na faixa de 78 a



51

114% com RSD% < 17%. Os valores de média de recuperag¢do e RSD% obtidos por

este segundo estudo de validagédo podem ser vistos na tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS (modo
MRM), para a andlise de biomistura “branco” fortificada nas
concentracdes de50, 100 e 200 pg kg™, no estudo da precisédo

intermediaria do método multirresidual (n=7).

Conc. de fortificaco (ug kg™)/ Conc. na curva analitica

Agrotoéxico 50/10 100/20 200/40
Rec(%) RSD(%) Rec(%) RSD(%) Rec(%) RSD(%)
Captana n.d. - n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 108 3 112 4 112 6
Clorotalonil 97 3 105 4 79 7
Clorpirifés 95 7 114 3 104 15
Fenitrotiona 78 4 106 8 97 8
Fosmete 107 5 106 6 97 12
Metidationa 108 3 112 5 97 17
Tebuconazol 81 4 110 8 85 15

? Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugdo mistura de fortificag&o;
n.d., ndo detectado.

Para o calculo da precisdo intermediaria do método, foram calculados os
valores de RSD% entre as recuperacbes médias, entre os valores obtidos nos
estudos de fortificacdo e recuperacdo pelos dois analistas, como observado na
tabela 11.
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Tabela 11 - Comparacdo entre os valores médios de recuperacdo e RSD (n=7)
obtidos por GC-MS/MS (modo MRM), para a andlise de biomistura
“branco’fortificada nas concentragbes de 50, 100 e 200 pg kg-1,
realizadas por dois analistas, no intervalo de trés dias, no estudoda

preciséo intermediaria.

Conc. de fortificacéio (ug kg™) / Conc. na curva analitica (ngmL™)

o 50/10 100/20 200/40
Agrotoxico Rec.% Rec.% Rec.%
Analistal Analista RSD Analista  Analista RSD Analista  Analista RSD
2 (%) 1 2 (%) 1 2 (%)
Captana n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. -
Tetrahidroftalimida® 81 108 20 108 112 2 93 112 13
Clorotalonil 75 97 18 95 105 7 80 79 0,3
Clorpirifés-etil 116 95 14 110 114 2 80 104 19
Fenitrotiona 86 78 7 117 106 8 104 97 5
Fosmete 104 107 2 107 106 1 107 97 7
Metidationa 112 108 2 116 112 3 105 97 6
Tebuconazol 107 81 19 112 110 1 104 85 14

% Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugéo mistura de fortificag&o;
n.d., ndo detectado.

4.1.3.6 Controle de qualidade

Neste procedimento, foram utilizados dois padrbes internos
isotopicamente marcados, adicionados em diferentes etapas, com o intuito de se
verificar o desempenho do método analitico, identificando possiveis erros durante as
etapas de extracdo bem como erros provenientes do proprio equipamento.

A partir da etapa de fortificacédo, todas as outras foram controladas com a
adicdo de uma solucdo de PCB-153 como padréo interno do procedimento, sendo
gue o intervalo aceitavel de recuperacao para o mesmo compreende a faixa de 80-
120%.

Para a avaliacdo do desempenho do injetor automatico do cromatégrafo,
foi utilizado um padréo interno do instrumento (P.l.1.), neste caso o HCB-C13, onde
se verificaram as areas referentes a solucdo do P.l.1., sendo considerados aceitaveis

valores de RSD% inferiores a +30% da area média.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista a crescente preocupacdo com a saude e 0 meio
ambiente, bem como as previsdes de aumento da populacdo mundial, desta forma
sendo necesséario um grande aumento da producgéo de alimentos o que acarreta em
um maior uso de agrotoxicos. Desta forma, os agrotoxicos sdo fundamentais para
gue se possa produzir uma grande quantidade de alimentos sem que haja perdas
por ataque de pragas ou doencas, porém 0s agrotoxicos sdo também um dos meios
de maior contaminacgdo, visto que seus residuos podem se acumular ao longo da
cadeia alimentar. A fim de minimizar a contaminag¢do causada pelos residuos de
agrotoxicos gerados tanto pela lavagem de pulverizadores como por derramamentos
acidentais, foi criado o sistema de camas biolégicas (biobeds).

As camas biolégicas cuja funcdo € degradar os agrotéxicos por ele
lixiviado, por meio de fungo e bactérias, foi o tema deste estudo, visto o baixo
namero de trabalhos publicados relacionados a esta area além da necessidade da
validacdo de um método analitico para a avaliacédo da eficicia desses sistemas.

Desta forma, estudaram-se dois métodos de extracdo para a
determinacdo multiresiduos de agrotoxicos e de um produto de degradacdo, em
biomistura de camas bioldgicas.

O método 2 apresentou os melhores resultados nos ensaios preliminares,
sendo que foi o que apresentou os melhores valores de recuperacdes e desvio
padrdo relativo. Este método eliminou também as etapas de evaporacdo e
purificacdo dos extratos, além de substituir os solventes clorados antes utilizados,
por acetona:isoctano:tolueno, que possibilita a injecédo direta no sistema GC-MS/MS
apos o passo de centrifugacdo. Além de ainda possuir uma etapa de filtracao,
posterior a centrifugacao a fim de evitar que pequenas particulas possam interferir
na analise bem como causar complicacdes com o0 equipamento, como obstrucdo da
coluna, visto que o didmetro desta € muito pequeno.

Este método foi validado para a analise dos seguintes agrotoxicos:
captana e seu produto de degradacédo tetrahidroftalimida, clorotalonil, clorpirifés,
fenitrotiona, metidationa, fosmete e tebuconazol em amostras de camas
bioldgicas,por GC-MS/MS.
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Foi obtido limites de deteccdo do método de 10 pg kg™ para o clorpirifés,
fosmete e metidationa, j& para a tetrahidroftalimida (produto de degradacdo da
captana), clorotalonil e tebuconazol o limite de deteccéo foide 20 pg kg™. O limite de

quantificacéo para todos os agrotoxicos foi de 50 pg kg ™.
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