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RESUMO

DETERMINAGAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS POR GC-MS/MS EM
PLANTAS MEDICINAIS EMPREGADAS NA PRODUGAO DE FITOTERAPICOS

Autora: Pimpernelli Jonco dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes

A utilizacdo de plantas exoticas e brasileiras como recurso para fins terapéuticos na
prevencdo e tratamento de doencas tém sido avaliadas quanto a possibilidade de
extracdo de compostos ativos vegetais, bem como a criacdo de medicamentos para uso
humano. Estes medicamentos sdo denominados fitoterapicos. Dessa forma, o cultivo
destas plantas para este fim, deve ser monitorado quanto ao uso de agrotoxicos.
Atualmente, legislacdes brasileiras e internacionais vém demonstrando interesse a esta
questdo de saude publica. Conforme a RDC n° 26/2014, os medicamentos fitoterapicos
devidamente registrados na ANVISA, devem ser submetidos a analise de residuos de
agrotoxicos. Neste estudo, propde-se 0 método QUEChERS (do acrénimo inglés, Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) para extracdo e posterior determinacao
multirresiduo de agrotéxicos em Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), Ginkgo biloba L.
(ginkgo biloba), Mikania glomerata Spreng. (guaco) e Matricaria chamomilla (camomila).
Neste método utilizou-se, 1 g de amostra em tubo de polipropileno de 50 mL e adicionou-
se 10 mL de &gua ultrapura, seguido de agitacdo em voértex por 1 min e posterior repouso
por 15 min. Apds, adicionou-se 10 mL de acetonitrila (ACN), e o tubo é agitado por 1 min.
Adicionou-se 4 g de MgSO4, 1 g de NaCl, 1 g de CeHsNaz07.2H.O, 0,5 g de
CesHsNa207.1,5H,0 seguido de agitacdo vigorosa durante 1 min e depois centrifugacéo a
6.000 rpm, por 8 min a 4°C. Apa@s, transferiu-se 1 mL do sobrenadante, para um tubo de
polipropileno de 2 mL, contendo 150 mg CaCl, e 50 mg PSA. Apds, realizou-se etapa de
centrifugacao a 10.000 rpm, por 8 min e 4°C. O extrato foi filtrado com filtro de nylon de
0,2 um. Apos a filtracdo, o extrato foi injetado no sistema cromatogréafico GC-MS/MS. No
método QUEChERS validado obteve resultados de recuperacao na faixa de 70% a 120%
e RSD de < 20%. O limite de detecgao e o limite de quantificagao obtidos foram de 1,5 a
6 ug kgt e 5 a 20 pg kgt. O método foi validado para Ginkgo biloba L. e foi aplicado para

a extensao de escopo nas outras matrizes.

Palavras-chave: GC-MS/MS, fitoterapicos, plantas medicinais, agrotoxicos



ABSTRACT

DETERMINATION MULTIRESIDUE OF PESTICIDES BY GC-MS/MS IN MEDICINAL
PLANTS EMPLOYED IN THE PRODUCTION OF PHYTOMEDICINES

Author: Pimpernelli Jonco dos Santos
Advisor: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes

The use of exotic and Brazilian plants as a resource for therapeutic purposes in the
prevention and treatment of diseases, have been evaluated as to the possibility of
extracting plant active compounds, as well as the creation of medicinal products for human
use. These medicines are called phytomedicines. So, the cultivation of these plants for this
purpose should be monitored for the use of pesticides. Currently, Brazilian and
international legislation has been showing interest in this public health issue. According to
RDC n° 26/2014, the phytomedicines appropriately registered by ANVISA must be
submitted to analysis of pesticide residues. In this study, we propose the QUEChERS
method (an acronym for Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) for the
extraction and subsequent multi-residue determination of pesticides in Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa), Ginkgo biloba L. (Ginkgo biloba) and Mikania glomerata Spreng.
(guaco) and Matricaria chamomilla (chamomile). In this method, 1 g of sample was taken
into a 50 mL polypropylene tube and 10 mL of ultrapure water was added, followed by
vortexing for 1 min and then soaking for 15 min. After 10 mL of acetonitrile (ACN) was
added, and the tube was stirred again for 1 min. 4 g of MgSO4, 1 g of NaCl, 1 g of
CesHsN307.2H20, 0.5 g of CsHsNa207.H20, followed by vigorous stirring for 1 min and then
centrifugation at 6,000 rpm for 8 min at 4 °C. Afterwards, 1 mL of the supernatant was
transferred to a 2 mL polypropylene tube containing 150 mg CaCl, and 50 mg PSA. After
that, the centrifugation step was carried out at 10,000 rpm for 8 min at 4 °C. The extract
was filtered with 0.2 ym nylon filter. After filtration, the extract was injected into the GC-
MS/MS chromatographic system. In the validated QUEChERS method, it obtained
recovery results in the range of 70 to 120% and RSD of < 20%. The limit of detection and
limit of quantification obtained were 1.5 to 6 pug kg and 5 to 20 ug kg1, respectively. The
method was validated for Ginkgo biloba L. and was applied for the extension of scope in

the other matrices.

Keywords: GC-MS/MS, phytomedicine, medicinal plants, pesticides
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1 INTRODUCAO

Através da historia da humanidade, nota-se a utilizacdo de plantas como
recurso para fins terapéuticos na prevencdo e tratamento de doencas. Além disso,
percebe-se que no ultimo século houve um aumento nos estudos cientificos sobre
plantas medicinais, com a finalidade de obtencdo de novos medicamentos. Muitos
destes estudos sao provenientes de conhecimento popular a cerca de uma
determinada planta. O Brasil apresenta-se mundialmente como um pais com rica
biodiversidade de plantas, porém sua flora € pouco aproveitada para a producdo de
fitoterapicos (OLIVEIRA, 2012).

Os medicamentos fitoterapicos, conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (2017), sdo aqueles obtidos a partir de plantas medicinais. Sao
obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Como todos
0os medicamentos, os fitoterapicos séo caracterizados pelo conhecimento da eficacia,
dos riscos de seu uso, pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(OLIVEIRA e ROPKE, 2016). Assim, as plantas utilizadas como matéria-prima para a
producao de fitoterapicos devem ser submetidas a um controle de qualidade quanto
ao uso de agrotoxicos. Estes compostos sdo aplicados nas plantas para evitar e
combater o ataque de possiveis pragas.

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, através da
RDC n° 105, de 31 de agosto de 2016, ha necessidade de realizar analise de residuos
de agrotoxicos nas matérias-primas vegetais empregadas na producdo de
medicamentos fitoterapicos devidamente registrados no Brasil. Estdo isentos os
medicamentos fitoterapicos que sdo comprovadamente obtidos a partir de espécies
vegetais provenientes de cultivo orgéanico. O anexo V desta resolugao traz a lista dos

250 agrotoxicos a serem analisados.

N&o ha registros até o0 momento de métodos oficiais para determinagédo de
residuos de agrotoxicos em plantas medicinais empregadas na producdo de
fitoterapicos no Brasil. Por outro lado, tém-se apenas o monitoramento de residuos de
agrotoxicos em plantas medicinais quando estas sdo usadas como alimentos
(gengibre, alho, horteld, entre outros). Segundo a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014,
a determinacdo deve ser realizada em drogas vegetais e/ou derivados vegetais.

Sendo assim, esta deve ser realizada em partes da planta onde as substancias
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responsaveis pela acao terapéutica estejam presentes, ou em produtos provenientes

da extrac&o da planta medicinal fresca, como 6leos, infusdes, ceras, extratos e outros.

A determinacao de residuos de agrotoxicos tem grande importancia, uma vez
que, permite a identificacdo e quantificagdo de compostos organicos em diferentes
matrizes, como as plantas medicinais. As plantas medicinais apresentam uma
composi¢cdo quimica muito complexa, tornando-se um grande desafio frente ao
desenvolvimento de métodos multirresiduo de agrotoxicos (ZUIN, YARIWAKE e
LANCAS, 2003).

A necessidade de realizar monitoramento de residuos de agrotoxicos em
plantas medicinais empregadas para a producdo de medicamentos fitoterapicos
apresenta grande importancia em nivel de salde publica, pois tem como objetivo a
prevencao do acesso da populacdo a estes compostos quimicos. Estes, normalmente,
sdo encontrados em niveis baixos de concentracdo (ug kg?). O contato frequente a
estes compostos, mesmo em baixas concentracdes, pode trazer prejuizos a saude
(LOZOWICKA et al., 2014).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade do método QUEChERS (do acrénimo em inglés, Quick,

Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) associado a diferentes etapas de limpeza

(extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) e extracdo em fase sélida (SPE)) como

preparo de amostra na determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em plantas

medicinais utilizadas na producéo de fitoterapicos por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS).

1.1.2 Objetivos especificos

Estudar as melhores condi¢des para a determinacdo dos residuos de agrotoxicos
por GC-MS/MS;

Avaliar as trés versfes do método QUEChERS (original, acetato e citrato) em
relacdo a quantidade de coextrativos extraida das amostras de plantas medicinais
empregadas na producao de fitoterapicos;

Avaliar o efeito de diferentes sorventes (PSA, C18, GCB, EMR®) na etapa de
limpeza da amostra por d-SPE e SPE;

Avaliar os parametros envolvidos na validagdo do método analitico;

Aplicar o método desenvolvido na determinacédo de residuos de agrotoxicos em

amostras de plantas medicinais comercializadas na Regido de Santa Maria/RS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Conforme Bettega e colaboradores (2011), a fitoterapia caracteriza-se pelo
emprego de plantas, ou suas partes, com o intuito de prevenir, aliviar ou curar um
processo patoldgico. No decorrer do processo evolutivo, o homem aprendeu a
selecionar plantas para fins de alimentagdo e alivio de males e doencas. Este
seguimento resultou no conhecimento do uso de plantas medicinais por diversas
populacdes (FERREIRA e PINTO, 2010).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2017), as plantas
medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradicdo de
uso como remédio em uma populacdo ou comunidade. Para usa-las € necessario ter
conhecimento sobre a planta, como por exemplo, saber o local de coleta e como

prepara-las.

Os ingredientes ativos presentes nhas plantas medicinais podem ser
encontrados em qualquer parte do vegetal como folhas, raizes, cascas, sementes e
flores. As plantas medicinais podem ser consumidas por i) via oral na forma de infuséo,
maceracao ou decoccao; ii) inalacao; ou iii) topicamente, em forma de compressas ou
cataplasmas. Quanto a comercializacdo e consumo, grande parte das plantas
medicinais é vendida em farmacias e em lojas de produtos naturais rotuladas
industrialmente. Muitas vezes a comercializacdo € baseada em andncios que
asseguram seu uso por serem de fonte natural. (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL,

2005).

As plantas medicinais exercem grande importancia no campo da medicina e
farmacologia moderna. Em primeiro lugar, fornecem principios ativos importantes que
seriam dificilmente obtidos via sintese quimica. Além disso, 0s compostos
provenientes das plantas podem sofrer modificagcbes em sua estrutura, tornando-os
menos toxicos, além de aumentar sua potencialidade medicamentosa. Também,
auxiliam na producdo de medicamentos servindo como protétipos para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, com base as atividades
terapéuticas a dos compostos originais (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).
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Diante disso, as plantas medicinais podem ser empregadas para o preparo e
producdo de medicamentos fitoterapicos. Conceitualmente, os medicamentos
fitoterapicos sdo medicamentos elaborados exclusivamente com insumos
farmacéuticos ativos vegetais (IFAV), ou seja, a partir de matérias-primas vegetais
ativas (droga ou derivado vegetal) de plantas medicinais (BIRADAR, 2015; BRITO e
RODRIGUES, 2015; BRASIL, 2014).

Geralmente, as formulacGes de fitoterapicos produzidas no Brasil, tém seu
preparo a partir de plantas exdticas, uma vez que, ha maior niumero de estudos e
pesquisas ja estabelecidos pela comunidade cientifica sobre a eficacia, seguranca e
estabilidade de seus compostos ativos. Outro fator que contribui para a preferéncia na
fabricacao de fitoterapicos com plantas exoéticas é a grande dificuldade, por parte das
indastrias farmacéuticas, ao acesso a biodiversidade brasileira. Isto ocorre devido a
burocratizacao e penalizacéo impostas por agéncias regulatdrias do pais. Além disso,
o clima diversificado do Brasil permite o cultivo e producdo de espécies importadas
em diferentes regiées do pais (OLIVEIRA et al., 2016; BRITO e RODRIGUES, 2015).

2.2 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Conforme a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, os medicamentos fitoterapicos
devem apresentar seguranca e eficacia que sejam comprovadamente baseadas em
evidéncias clinicas, além de apresentarem constancia de sua qualidade. A producéo
de medicamentos fitoterapicos, normalmente, € realizada a partir da droga vegetal
(presenca de constituintes terapéuticos em plantas apdés o processo de coleta,
estabilizacdo e processamento, podendo apresentar-se na forma integra, rasurada,
triturada ou pulverizada). Ainda, podem ser obtidos através do derivado vegetal
(produto gerado a partir da extracdo da planta medicinal fresca ou da droga vegetal,
0 qual apresenta compostos com propriedades medicamentosas e, pode apresentar-
se em diversas formas, como por exemplo, extrato, 6leo fixo e volatil, cera, exsudato
e outros). Além disso, os medicamentos fitoterapicos apresentam propriedades

terapéuticas com finalidade curativa, profilatica ou paliativa (BRASIL, 2014).

Os medicamentos fitoterdpicos possuem componentes farmacologicamente
ativos e adjuvantes farmacéuticos, os quais auxiliam na incorporacdo de agentes
terapéuticos de fontes naturais para facilitar sua administracdo em sistemas

bioldgicos. Para a escolha da forma farmacéutica (capsula, comprimido, xarope, entre
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outros) mais apropriada, deve-se considerar a eficacia e seguran¢ca do componente
ativo, além de avaliar a via de administracdo mais adequada cuja aplicacdo seja
simples e sua dose seja efetiva (TOLEDO et al., 2003).

Diversos paises possuem sua atencao voltada ao uso de plantas medicinais
como forma de tratamento de doencas, apesar do grande desenvolvimento voltado
para farmacos sintéticos. Desde a década de 80, foram desenvolvidos métodos
capazes de extrair e isolar compostos ativos de plantas, permitindo seu uso para
pesquisa e criacdo de novos farmacos. Com isso, nos ultimos anos houve uma
revalorizacdo do emprego de preparacfes fitoterpicas. Estas preparacdes sao
eficazes da mesma forma que os produtos sintéticos, porém, ao transformar a planta
em medicamento, deve-se preservar a integridade quimica e farmacolégica do
vegetal, garantindo sua potencialidade terapéutica e acéo biolégica. Deste modo, as
industrias farmacéuticas aprimoraram seus estudos para a producdo de
medicamentos fitoterdpicos em escala industrial (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006;
TOLEDO et al., 2003).

2.2.1 Regulamentacdo para medicamentos fitoterapicos no Brasil

No Brasil, a ANVISA é o 6rgao responsavel pelo acompanhamento e
elaboracdo das normas destes medicamentos. Nos Ultimos anos, a legislacdo para
medicamentos fitoterapicos vem sofrendo mudancas quanto as etapas de producéo e
controle de qualidade. Através destas normas, obtém-se o controle sanitario no pais
para acompanhar e avaliar produtos de origem vegetal (CARVALHO et al., 2012).

A RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, é a legislacéo vigente que dispde sobre
o registro de medicamentos fitoterapicos. Apenas as industrias farmacéuticas
certificadas pela ANVISA podem registrar e produzir estes medicamentos. Além disso,
esta resolucéo estabelece parametros de controle de cada etapa de producao, desde
a matéria-prima vegetal ativa (droga e derivados vegetais) até o produto acabado
(medicamento fitoterapico) (CARVALHO et al., 2012; BRASIL, 2014).

2.2.2 Padronizacédo e seguranca dos medicamentos fitoterapicos

As plantas medicinais utilizadas na producédo de medicamentos, séo produtos
estranhos ao organismo humano. Assim, sdo consideradas como xenobidtico. Dessa
forma, € necessario obter comprovadamente a seguranca e eficacia de seus produtos

nas vias de biotransformacao presentes no organismo. Apos estudos comprobatorios



26

de sua poténcia terapéutica e garantia de seu uso em humanos, as plantas medicinais
podem ser utilizadas para fabricacdo de medicamentos fitoterdpicos (NICOLETTI et
al., 2007).

Segundo Veiga Junior, Pinto e Maciel (2005) e Nicoletti e colaboradores (2007),
as plantas medicinais podem desencadear diversos efeitos adversos em organismos
humanos. Estas reacdes séo associadas a falta de conhecimento da planta, como as
condicBes de cultivo, a correta identificacdo farmacobotanica e a forma de utilizacao.
Além disso, outros fatores como possibilidade de adulteracdo, informacdes
insuficientes sobre as reacdes adversas, a posologia adequada relacionada ao
periodo de utilizacdo e, as interacdes medicamentosas entre plantas medicinais e

medicamentos sintéticos, também contribuem para o aparecimento de intoxicacoes.

Com base nestas informacfes, nota-se a necessidade das industrias
farmacéuticas produtoras de medicamentos a base de plantas, em seguir critérios
especificos. Estes devem ter a finalidade de padronizar as matérias-primas vegetais
ativas e assegurar o emprego de fitoterapicos para o tratamento de enfermidades.
Este cuidado deve-se em funcdo da complexidade que os fitoterapicos apresentam,
devido a grande diversidade de substancias quimicas presentes nas plantas. Por outro
lado, h& outros fatores que contribuem para a composi¢cao quimica das plantas, os
quais podem torna-las ndo uniformes. Exemplos disso sdo a composi¢cdo do solo,
clima, sazonalidade, a¢do da luz e calor, entre outros. (SHARAPIN, 2000; SIMOES et
al., 2002; CARVALHO et al., 2012).

Conforme Selvi e Paramasivam (2017), a seguranca e a qualidade dos
materiais vegetais e dos medicamentos fitoterapicos sdo uma grande preocupacao
para as autoridades de saude, industrias farmacéuticas e ao publico. Isto deve-se ao
crescente uso mundial de fitoterapicos e a rapida expansédo de seu mercado global.
Em muitos paises, onde o consumo de plantas medicinais € comum, sabe-se que
podem ser téxicas para o figado, rins e outros tecidos, devendo portanto, serem
usadas com precaucao. No Brasil, a ANVISA toma as providéncias necessarias para
gue apenas fitoterapicos seguros e eficazes tenham acesso ao mercado (CAPASSO
et al., 2000; CARVALHO et al., 2012).

A qualidade dos medicamentos fitoterapicos esta relacionada a garantia da

identidade do medicamento e a produc¢do do efeito terapéutico desejado. A seguranca
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refere-se a probabilidade de ndo provocar danos ao organismo sob condi¢des de uso
adequadamente propostas, enquanto a eficAcia é a capacidade de induzir um
beneficio clinico. Com isso, pode-se explorar o potencial toxicolégico das plantas
medicinais associado aos estudos de farmacovigilancia, oferecendo vantagens para
a promocdao do uso racional de medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2012,
MOREIRA et al., 2014; CALIXTO, 2000).

Portanto, os estudos e conhecimentos obtidos, devem relacionar-se com o
intuito de produzir medicamentos a base de plantas que sejam adequados, conforme
0s conceitos vigentes de qualidade. Devem conduzir sua total adequabilidade ao fim
gue se destinam em conjunto as normas dispostas, para alcancar a qualidade total do
produto (TOLEDO et al., 2003).

2.2.3 Implementacéao e utilizacdo de medicamentos fitoterapicos no Sistema
Unico de Saude

No ano de 2006, a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos (PNPMF) e da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS (PNPIC), trouxeram a oportunidade de discusséo sobre a
importancia, dificuldades, facilidades e vantagens da implementacdo da pratica de
fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS). A PNPMF estimulou nacionalmente a
criacao de projetos e programas que colocassem esta modalidade terapéutica na rede
publica (FIGUEREDO et al., 2014).

Diante disso, o Ministério da Saude determinou algumas prioridades na analise
de plantas medicinais, instituindo a fitoterapia como pratica oficial da medicina.
Também, orientou as Comissfes Interinstitucionais de Salde a realizacdo da
integracao da fitoterapia nos servigcos de atencao basica, servindo como opc¢éo a falta
cronica de medicamentos no sistema, além de favorecer o conhecimento popular
sobre 0 manejo de plantas medicinais e de preparacdes herbarias (OLIVEIRA e LEHN,
2015; FERREIRA et al., 2014).

Em decorréncia a este fortalecimento, planejamento e compreensao da
fitoterapia integrada ao SUS, o conhecimento dos profissionais de salude sobre esta
pratica fez-se imprescindivel, com o objetivo de promover a aceita¢cdo da comunidade
usuaria do sistema basico de saude e o uso seguro das preparacdes herbarias pela
populacdo (CACCIA-BAVA et al., 2017).
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O desenvolvimento de tecnologias e inovagbes com a utlizagdo da
biodiversidade vegetal brasileira, trouxe atencéo a cadeia produtiva dos fitoterapicos,
desde o cultivo até sua comercializacao e dispensacao. A partir disso, no ano de 2009
foi divulgada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(RENISUS). Nela estd presente a relacdo de 71 espécies de plantas utilizadas
empiricamente no pais. Entre estas 71 plantas, 12 espécies vegetais foram liberadas
e publicadas na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), sendo
escolhidas com base de sua utilizacdo nos servicos de saude estaduais e municipais
e, por apresentarem comprovacdo de sua eficacia por meio de estudos
etnofarmacoldgicos e cientificos. Estas 12 espécies vegetais, sdo empregadas para a
formulacdo de fitoterapicos e dispensadas pelo SUS desde 2012 (FERNANDES,
FELIX e NOBRE, 2016; OSHIRO et al., 2016).

2.3 PRESENCA DE CONTAMINANTES EM PLANTAS MEDICINAIS

Dentre as substancias presentes nas espécies vegetais medicinais, ha a
possibilidade de desencadeamento de reacdes adversas provocadas pelos proprios
constituintes das plantas ou, ainda, devido a presenca de adulterantes ou
contaminantes em preparacdes fitoterapicas. O aparecimento destes contaminantes
tem efeito direto sobre a qualidade dos fitoterdpicos. Exemplos destes podem ser
citados, como residuos de agrotoxicos, metais pesados, micotoxinas, metabdlitos e
derivados a partir de microorganismos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, entre
outros. Logo, é importante que as plantas e seus produtos sejam livres de
contaminantes, ou pelo menos, sejam controlados para previnir seu uso em niveis ndo
seguros (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006; TRIPATHY et al., 2015; KOSALEC,
CVEK e TOMIC, 2005; t OZOWICKA et al., 2014).

2.3.1 Presenca de residuos de agrotoxicos em plantas medicinais

As plantas medicinais, equivalentemente comparadas a outros tipos de culturas
vegetais, sofrem ataques de diversos tipos de pragas, como insetos e ervas daninhas.
Portanto, os agrotdxicos sdo largamente empregados durante sua producdo. S&o
aplicados com a finalidade de garantir a producdo da cultura, minimizar as perdas e
proteger frente a acdo de pragas. Sao encontrados a nivel de residuos em plantas
medicinais frescas e secas (TRIPATHY et al., 2015).
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Os agrotoéxicos, conforme sua intencao de uso, podem ser classificados como
inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, nematicidas, entre outros. Além disso,
também podem ser classificados de acordo com sua classe quimica, como por
exemplo, organoclorados, organofosforados, piretroides, neonicotinoides,
carbamatos, triazinas, etc. Estes compostos quimicos podem contaminar e acumular-
se por longo periodo de tempo em fragBes bibticas e abidticas, podendo assim, atingir
a espécie humana. A persisténcia esta relacionada com a caracteristica lipofilica que
alguns destes compostos apresentam, além de serem lentamente degradados no
meio ambiente (KOSALEC et al., 2009).

De acordo com ANVISA (2016), os residuos de agrotdxicos sdo um dos
principais contaminantes em plantas medicinais e fitoterapicos, sendo necessario seu
controle com o propdsito de obter produtos de origem vegetal de qualidade. Os artigos
13 e 15 da RDC n° 26/2014, mencionam a exigéncia de apresentacao dos resultados
de analise de residuos de agrotoxicos em plantas medicinais empregadas na
producao de fitoterapicos, de modo a proteger a saude do consumidor destes produtos
no Brasil. A RDC n° 105, de 31 de agosto de 2016 cita que a andlise deve ser
apresentada para os medicamentos fitoterapicos devidamente registrados na
ANVISA. Além disso, esta resolucdo traz a lista dos 250 agrotéxicos que devem ser
analisados. Nesta lista encontram-se agrotoxicos de diferentes classes quimicas.
Portanto, o desenvolvimento de método multirresiduo é um grande desafio na area

analitica.

A determinacado de residuos de agrotéxicos em fitoterapicos é importante no
controle de qualidade, assim como testes de teor e identificacdo. As analises e
emissao de laudos devem ser realizados a cada lote de produto. Segundo a RDC n°
105/2016, a partir de 1° de janeiro de 2018, deve-se incluir os resultados destes
ensaios nos laudos de controle de qualidade, prazo este, revogado através da RDC
n°® 196, de 22 de dezembro de 2017. Apenas serao isentos desta regulamentacao, os
fitoterapicos cujas plantas foram produzidas sob cultivo organico, por meio de
certificacdo das etapas envolvidas durante a producédo (BRASIL, 2016; BRASIL,
2017).

Os residuos de agrotoxicos em plantas medicinais usadas para a producao de
medicamentos fitoterapicos, geralmente estdo presentes em baixas concentragdes.

No entanto, o acumulo destes compostos em plantas medicinais, provocam efeitos
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nocivos ao vegetal e também a salde humana. A exposicdo humana a estes
compostos pode acarretar efeitos aditivos ou sinérgicos ao organismo, possibilitando
convulsdes, irritacbes na pele, desmaios, paralisia muscular, e em casos de
exposicoes prolongadas, lesbes hepaticas e cerebrais, ruptura enddcrina,
infertilidade, como também, provocar efeitos carcinogénicos e teratogénicos. Além
disso, a presenca destas substancias quimicas pode afetar o desenvolvimento,
producado e, consequentemente, a qualidade dos medicamentos fitoterapicos (RAO;
KUMARMEENA e GALIB, 2011; TRIPATHY et al., 2015; SELVI e PARAMASIVAM,
2017).

Com o proposito de assegurar a saude do consumidor de plantas medicinais e
de preparac0es fitoterapicas, autoridades internacionais estabelecem limites maximos
de residuos (LMRs) para determinados agrotoxicos, conforme a Tabela 1 abaixo. O
Brasil, atualmente, adota as normas propostas pelas Farmacopéias Europeia,
Americana ou Argentina, uma vez que, ndo define LMRs e nem apresenta métodos
analiticos de analise para plantas medicinais. Entretanto, o fato da legislacéo e/ou a
Farmacopéia Brasileira ndo apresentar métodos analiticos e ndo determinar LMRs de
agrotoxicos em plantas medicinais e seus produtos, ndo significa que a presenca
destes compostos seja tolerada no pais (LOZOWICKA et al., 2014; ZUIN e VILEGAS,
2000).

Tabela 1 - Quadro comparativo dos LMRs entre as Farmacopeias Europeia,
Americana e Argentina com a lista do anexo V da RDC n° 105/2016 (BRASIL, 2016).

Farm. Farm. Farm. Esta no
Composto® Européia Americana  Argentina  anexo V (RDC
(mgkg?) (mgkg?1)” (mgkg?1)E n°105/2016)?
Alacloro 0,02 0,05 0,02 Sim
Aldrin e Dieldrin 0,05 0,05 0,05 Sim

(soma)
Azinfés-metil 1,00 1,00 1,00 Sim
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Farm. Farm. Farm. Esta no

Composto® Européia Americana  Argentina  anexo V (RDC

(mgkg?) (mgkg?1)” (mgkg?1)F n°105/2016)?
Bromopropilato 3,00 3,00 3,00 Sim
Clordano (soma cis, 0,05 0,05 0,05 Sim
trans e oxi)
Clorfenvinfés 0,50 0,50 0,50 Sim
Clorpirifés 0,20 0,20 0,20 Sim
Clorpirifés-metil 0,10 0,10 0,10 Sim
Cipermetrina (e 1,00 1,00 1,00 Sim
isdmeros)
DDT (soma p.p; 0,p; 1,00 1,00 1,00 Sim
p,p DDE)
Deltametrina 0,50 0,50 0,50 Sim
Diazinona 0,50 0,50 0,50 Sim
Diclorvos 1,00 1,00 1,00 Sim
Ditiocarbamatos 2,00 2,00 2,00 Sim
Endossulfan (soma _
dos |56meros e 3,00 3,00 3,00 S'm
sulfato)
Endrin 0,05 0,05 0,05 Sim
Etiona 2,00 2,00 2,00 Sim
Fenitrotiona 0,50 0,50 0,50 Sim
Fenvalerato 1,50 1,50 1,50 Sim
Fonofds 0,05 0,05 0,05 Nao
Heptacloro (soma de 0,05 0,05 0,05 Sim
heptacloro e epdxido)
Hexaclorobenzeno 0,10 0,10 0,10 Sim
Hexaclorociclohexano )
isémeros (exceto 0,30 0,30 0,30 Sim
gama)
Lindano 0,60 0,60 0,60 Sim
Malationa 1,00 1,00 1,00 Sim
Metidationa 0,20 0,20 0,20 Sim
Parationa 0,50 0,50 0,50 Sim
Parationa metilica 0,20 0,20 0,20 Sim
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Farm. Farm. Farm. Esta no

Composto? Européia Americana  Argentina  anexo V (RDC

(mgkg?) (mgkg?1)” (mgkg?1)F n°105/2016)?
Permetrina 1,00 1,00 1,00 Sim
Fosalona 0,10 0,10 0,10 Sim
Piperonil butoxido 3,00 3,00 3,00 Nao
Pirimifés metilico 4,00 4,00 4,00 Sim
Piretrinas (soma) 3,00 3,00 3,00 N&ao
Quintozeno 1,00 0,05 1,00 Sim

FONTE: USP 40—NF 35, 2016; EP, 2017; ANMAT, 2013.

a A lista esta baseada nos compostos presentes na Farmacopeia Europeia.
b H4 outros compostos na lista.

¢ Segue a lista da Farmacopeia Europeia.

O avanco tecnologico e cientifico dos procedimentos analiticos possibilitou a
realizacdo de monitonamento multirresiduo de agrotoxicos em uma ampla gama de
matrizes vegetais medicinais (TRIPATHY et al., 2015). Em sua grande maioria, 0s
métodos desenvolvidos séo originarios de paises orientais, onde a medicina natural

tradicional permanece como escolha para tratamento de doencas.

Por outro lado, no Brasil ha caréncia de pesquisas analiticas focadas na flora
brasileira. Em consequéncia disso, ndo ha muitos estudos detalhados sobre a
seguranca, poténcia medicamentosa, aplicabilidade e também, registro de plantas
como medicamento fitoterapico. Este parecer reflete-se a inevitabilidade de
desenvolvimento de métodos analiticos adequados envolvendo ndo somente a
analise da presenca de compostos toxicos enddgenos, mas também analise de
residuos de agrotoxicos nas espécies vegetais (ZUIN, YARIWAKE e LANCAS, 2003).

A determinacdo analitica de residuos de agrotdxicos possui grande
importancia, pois envolve a identificacdo e quantificacdo destes compostos em
matrizes complexas, como as plantas medicinais e os medicamentos fitoterapicos.
Além disso, o monitoramento de residuos de agrotoxicos em plantas medicinais
usadas na fabircacdo de fitoterapicos, tem importancia a nivel de saude publica. Esta
avaliacdo tem a finalidade de proteger e prevenir 0 acesso da populacédo a estes
compostos, quando apresentam-se em concentra¢des que podem colocar em risco a
saude do consumidor (LOZOWICKA et al., 2014).
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2.3.2 Determinacdo de residuos de agrotoxicos em plantas medicinais
empregando métodos cromatograficos

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico que promove a separacao de
componentes presentes em amostras complexas. Dentre as diversas técnicas de
separacdo empregadas para a determinacdo de compostos organicos, como 0S
residuos de agrotoxicos, em diferentes tipos de matrizes, destacam-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) e a Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography).

Em GC, a separacdo dos componentes da amostra baseia-se na diferenca de
distribuicdo destes entre uma fase estacionaria (liquida ou sdlida) e uma fase movel
(FM) gasosa. Dessa forma, a amostra € eluida através de um fluxo de gas inerte
(geralmente He, N2), promovendo a separacdo dos analitos de interesse com base
em seu tempo de retencdo. Esta técnica é aplicavel para compostos organicos volateis
ou volatizaveis que apresentam estabilidade térmica, sendo amplamente empregada
para analise e determinacdo de residuos de agrotéxicos em inUmeras matrizes
(COLLINS, BRAGA e BONATO, 2009).

Diferentemente da GC, a separacdo dos componentes na HPLC ocorre de
acordo com a sua solubilidade e afinidade pela fase mével liquida. Compostos que
apresentam caracteristicas polares e baixa volatilidade, podem ser determinados por
este tipo de cromatografia (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2009).

Ambas as modalidades, apresentam a possibilidade de combinar-se a diversos
tipos de sistemas de deteccdo que permitem a realizacdo das analises. Exemplos
disso séo o detector de ionizacdo em chama (FID, do inglés flame ionization detector),
detector por condutividade térmica (TCD, do inglés thermal conductivity detector),
detector fotométrico de chama (FPD, do inglés flame photometric detector) e detector
por captura de elétrons (ECD, do inglés electron capture detector) — para
cromatografia a gas — detector de ultravioleta e visivel (UV-vis), detector por arranjo
de diodos (DAD, do inglés diode array detector) e detector por fluorescéncia (FD, do
inglés fluorescence detector) — para cromatografia liquida (COLLINS, BRAGA e
BONATO, 2009).

Além disso, ambas as técnicas podem ser acopladas a espectrometria de

massas (MS, do inglés mass spectrometry). A MS apresenta-se como uma técnica
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rapida, sensivel e eficiente, na qual permite a detec¢cdo de moléculas a partir da
medida da raz&o sinal/ruido (S/N, do inglés signal/noise) de seus ions. Também, esta
técnica pode ser usada em analises quantitativas para a avaliacdo de baixas
concentracfes de compostos organicos, como os residuos de agrotoxicos (WONG,;
SO e YAOQ, 2016). Dessa forma, a MS tornou-se uma das ferramentas analiticas mais
empregadas para a determinacdo de residuos de agrotdéxicos em niveis inferiores a
ug L, proporcionando alta sensibilidade, seletividade e especificidade em anélises
quimicas de matrizes complexas (MASIA; BLASCO e PICO, 2014).

Nos ultimos anos, diversos avancos tecnoldgicos na area de cromatografia
foram desenvolvidos, buscando obter determinacées cromatograficas mais rapidas,
seletivas e eficientes. Na area de GC, houve progressos no desenvolvimento de novos
métodos, buscando diminuir o custo das analises em relacédo aos sistemas de GC
convencional. O uso de colunas reduzidas (< 20 m de comprimento e < 0,2 mm de
diametro interno), taxas de aguecimento no forno mais rapidas ou velocidades lineares
de gas carreador mais elevadas, contribuem para o aumento da sensibilidade do
equipamento, quando avaliadas e otimizadas frente ao método proposto de andlise.
Além disso, o aquecimento da coluna cromatografica pode ser realizado de modo
direto e usam-se colunas planares, diferentemente do que ocorre em GC
convencionais, em que o forno de aguecimento promove o aumento da temperatura
do ar, para entdo, proporcionar o aguecimento da coluna. A necessidade de realizar
mudancas nos tempos de retencdo dos compostos em GC convencionais, atualmente,
€ contornada com o uso de “pré-colunas” em que podem ser faciimente trocadas,

evitando a exigéncia de cortar a coluna cromatografica (HAKME et al., 2017).

A Tabela 2 mostra os métodos cromatograficos e os detectores empregados

na analise de residuos de agrotéxicos em plantas medicinais.

Em relagdo aos detectores classicos, nota-se maior numero de trabalhos
realizados em GC-ECD para plantas medicinais. A partir disso, pode-se dizer que ha
grande presenca de organoclorados nas plantas medicinais, uma vez que, estes
compostos sdo detectados por este tipo de detector. Além disso, 0 uso do MS tém
crescido na ultima década, devido as suas vantagens de deteccéo inequivoca e

quantificacdo simultanea de compostos organicos de diferentes classes quimicas.
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Tabela 2 - Métodos cromatogréaficos acoplados a detectores classicos (ECD, NPD, FID, FPD) e a espectrometria de massas para a
determinacdo de residuos de agrotéxicos em plantas medicinais, com seus respectivos limites de quantificacdo (LOQ) e classe

quimica dos compostos analisados.

Matriz Equipamento  LOQ (ug kg™) Classe quimica Referéncia
Morinda officinalis GC-ECD 0,05-8,00 OCs e PRT Liu et al., 2015.
Radix astragali, Radix glycyrrhizae, Radix
Rehmanniae, Flos chrysanthemi, Fructus
crataegi, Fructus gardeniae, Fructus lycii, GC-ECD - OCs Sun et al., 2007.2
Cortex phellodendri, Género Gingko,
Herba Leonuri
Panax gn‘]seng GC-ECD 0,33 - 1,33 C|AI’, DCX Q|’ 2010.
80 espécies vegetais GC-ECD 1,33-6,99 OCs Xu et al., 2011.
Withania somnifera (L.) Dunal, Ocimum GC-ECD 2 _ 6 ua/mL OCs : :
sanctum L. e Achyranthes aspera L. Ho Abhilash e Singh, 2008
Mentha piperita L. GC-ECD/NPD 4-53 M Stowik-Borowiec, 2015.
Panax ginseng (C. A. Meyer) GC-ECD/NPD 3-200 M Park et al., 2007.
Matricaria chamomilla L., Género Tilia,
Pulmonaria L., Melissa L., Mentha piperita GC-HECD/NPD 5-40 M t ozowicka et al., 2014.
L., Thymus vulgaris L.
Anethum graveolens, Cassia obovata, 180 — 240 Mosaddeah. Emami e
Carum carvi, Foeniculum vulgare, Mentha GC-FID OPs gn,

: e Hg/mL Asghari, 2014.
arvensis, Mentha longifolia
Flos chrysanthemi, Semen armeniacae GC-FPD 3-31 OPs

amarum, Semen sinapis e Radix astragali

Wan et al., 2010.




36

Matriz

Equipamento

LOQ (ug kg™ Classe quimica

Referéncia

Pogostemon cablin

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Radix astragali

Matricaria recutita,
Mentha spicata e

Zataria multiflora,
Borage officinalis,
Cuminum cyminum

Zataria multiflora, Matricaria recutita,
Borage officinalis e Mentha spicata

Hyptis pectinata

Hyptis pectinata

Acanthopanax senticosus, Morus alba L.,
Hovenia dulcis

Pueraria  thomsonii  Benth,  Panax
notoginseng (Burk.) F.H. Chen, Astragalus
mongholicus (Fisch.) Bge.,Salvia
miltiorrhiza Bge.

Cynara cardunculus L.

GC-FPD
GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

0,01 -0,04 OPs
0,06 — 13,05 OCs e PRT
OCs, OPs, PRT e
0,3-10
CB
- OPs
09-15 OPs

AnP, TZ, SAm, T e
0,05 - 0,10 pg/g

E
AnP, TZ, SAm, T e
0,05-0,10 pg/g
E
5-75 M
10 -52 M
15-75 M

Yang et al., 2015.
Zhang et al., 2010.

Mao et al., 2012.

Sarkhail et al., 2012.2

Ahmadkhaniha et al.,
2012.

Aquino et al., 2010.

Aquino et al., 2011.

Nguyen et al., 2010.

Du, Song e Wang, 2011.

Machado et al., 2017.
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Matriz

Equipamento

LOQ (ug kg™)

Classe quimica

Referéncia

Withania somnifera, Cassia angustifolia,
Plantago ovata e Andrographis paniculata

Radix Gentianae, Cortex Phellodendri,

Fritillariae ussuriensis

Panax quinquefolius, Panax ginseng

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Cordia salicifolia

Lonicera japonica Thunb.

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Mikania laevigata, Maytenus ilicifolia e

Cordia verbenacea

Rhei rhizoma, Puerariae radix, e Cassiae

semen

Herba epimedii

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Corydalis Rhizoma, Chuanxiong Rhizoma

e Angelicae sinensis Radix

GC-MS

GC-MS

GC-MS
GC-FPD

GC-MS

GC-MS

GC-MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

LC-MS

10-69

0,33-10,10

0,16 — 1,66
0,08 - 0,16 pg/g

<20

150 - 250

0,20 - 166,7
3-80

3-30

<50
0,16 -17,93
0,99 -1198

1-5

OCs, OPs, E e DN

OCs, OPs e PRT

OPs

OCs, OPs, ClAr,
PRT e SAm
OPs, CB, PRTe
DF
M
OCs, OPs e PRT

OCs

OCs, OPs e PRT
OCs
M

M

Tripathy, Saha e Kumar,
2017.

Dai et al., 2011

Wong et al., 2007

Shoeibi et al., 2013.

Carvalho et al., 2010.

Li et al., 2017.
Huo et al., 2016.

Rodrigues et al., 2007

Tagami et al., 2008.
Guo et al., 2010
Yang et al., 2009

Liu et al., 2016.
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aLimites de quantificagdo e de deteccao ndo informados pelos autores. / OCs: organoclorados; OPs: organofosforados; PRT: piretroides; CIAr: cloroaromaticos;
DCX: dicarboximida; CB: carbamatos; AnP: anilinopirimidina; TZ: triazina; SAm: sulfamida; T: triazol; E: estrobilurina; DN: dinitroanilina; DF: difenil éter; M:
multiclasse (mais de 5 classes quimicas).
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2.3.2.1 Cromatografia liquida e gasosa acopladas a Espectrometria de Massas
para determinacéo de residuos de agrotdxicos

Conforme anteriormente citado, a espectrometria de massas destaca-se dentre
os sistemas de deteccdo, devido a versatilidade de seu uso em ambas as técnicas
cromatograficas, permitindo assim, a hifenizacéo de técnicas (GC-MS, do inglés Gas
chromatography coupled to mass spectrometry e LC-MS, do inglés Liquid
chromatography coupled to mass spectrometry). Chiaradia e colaboradores (2008)
destacam que estas ferramentas de andlise favorecem a determinacédo seletiva e
sensivel de compostos organicos em diferentes matrizes complexas, como as plantas

medicinais.

Em sintese, o espectrometro de massas € composto de uma fonte de ions, um
analisador de massas e um detector. Basicamente, a fonte de ionizacdo gera ions de
COMpOsStos organicos ou inorganicos. A separacgao destes ocorre de acordo com a sua
respectiva razdo massa/carga (m/z) no analisador de massas, seguida por sua
deteccdo qualitativa, quantitativa e abundancia. A confiabilidade na deteccédo de
moléculas a partir da medi¢do da m/z dos ions faz da MS uma técnica adequada para
a avaliacdo de um grande numero de analitos em uma mesma matriz (WONG, SO e
YAO, 2016; GROSS, 2004).

Recentemente, o uso da GC-MS em analises de plantas medicinais tem
aumentado, por esta técnica demonstrar ser aplicavel para a determinacdo de
compostos volateis, compostos apolares e polares (AL-RUBAYE; HAMEED e
KADHIM, 2017). Outra caracteristica que a MS apresenta, € a espectrometria de
massas em série (MS/MS,do inglés tandem mass spectrometry). Comumente, usa-se
a MS/MS com analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (QgQ). Os analitos sao
ionizados seletivamente e seus ions sao separados no primeiro espectrometro de
massas. Estes ions sdo selecionados e entédo fragmentados em uma célula de coliséo
(pseudo-quadrupolo). Os ions gerados sdo quantificados pelo terceiro quadrupolo.
Esse acoplamento aumenta a seletividade dos analitos, além de promover menor
interferéncia de co-eluicdo de compostos e de matriz (VESSECCHI et al., 2011;
ALMULLA, 2016).

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos realizados em plantas medicinais,

utilizando GC acoplada ao espectrdmetro de massas em série.
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Tabela 3 - Métodos de cromatografia a gas acoplados a espectrometria de massas em serie (MS/MS) para a analise de residuos

de agrotoxicos em plantas medicinais.

Matriz

Equipamento

LOQ (ug kg™?) Classe quimica

Referéncia

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Bupleurum chinense, Panax ginseng,
Atractylodes macrocephala, Poria
cocos,e Leonurus japonicus

Matricaria chamomilla L.

Matricaria chamomilla L., Thymus
vulgaris e Origanum majorana

Angelica sinensis, Angelica dahurica,
Leonurus  heterophyllus  Sweet,
Pogostemon cablin, e Lonicera
japonica Thunb

Panax quinquefolius e Panax ginseng

Camellia sinensis (L.) Kuntze

90 espécies vegetais

Flos chrysanthemi

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

OCs, OPs, PRTe

0,09 - 38,74 HCCl
0,04-1,39ngL? OPs
10 - 250 M
10 - 250 M
1-50 M
5-75 M
1,11 — 23,33 M
0,03 -11,88 M
0,03 -11,88 M

Feng et al., 2013.

Ho, Tsoi e Leung,
2013.

Taha, 2016.

Taha e Gadalla, 2017.

Nie et al., 2015.

Wong et al., 2010.

Hou et al., 2016.

Tong et al., 2014.

Tong, Xue e Wu,
2013.

OCs: organoclorados; OPs: organofosforados; PRT: piretroides; HCCI: hidrocarboneto clorado; M: multiclasse (mais de 5 classes quimicas).
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2.3.3 Métodos de preparo de amostra para determinacao de residuos de
agrotoxicos em plantas medicinais

O preparo de amostra apresenta grande importancia no ambito das
determinacdes quimicas. Em matrizes complexas, como as plantas medicinais,
permite o isolamento e concentracdo dos compostos de interesse. Além disso, esta
etapa possibilita a eliminacéo de interferentes presentes na amostra e contribui para
minimizar o aparecimento de efeito matriz nas analises cromatograficas (CHENG et
al., 2013).

Ha procedimentos descritos em farmacopéias oficiais indicando os métodos de
preparo de amostra para plantas medicinais, com a finalidade de determinar residuos
de agrotéxicos. A Farmacopéia Européia e a Farmacopéia Americana, trazem em
suas monografias, a realizacdo da extracdo por solvente (acetona), concentrando-se
0 extrato em rotaevaporador e redissolugdo com tolueno. (USP 40-NF 35, 2016; EP,
2017). Estas monografias sdo usadas, atualmente, em farmacias magistrais e em
indUstrias farmacéuticas. Porém, estes métodos tradicionais dispostos nas
farmacopéias, apresentam o uso de grandes quantidades de solventes, como também
0 uso de solventes toxicos em humanos. Assim, ha uma tendéncia para que 0s
métodos de preparo de amostra reduzam os volumes de solventes empregados,
minimizem a geracdo de residuos toxicos, como também reduzam o tempo de

execucao, minimize o manuseio da amostra e simplifiquem as etapas.

Desde entdo, uma ampla variedade de métodos de preparo de amostra foram
propostos e empregados para a determinacgéo de residuos de agrotoxicos em plantas
medicinais, com o objetivo de determinar niveis cada vez menores de concentracao.
Muitas destas plantas sdo usadas para a producdo de medicamentos fitoterapicos
(SELVI e PARAMASIVAM, 2017). A Tabela 4 traz os métodos de preparo comumente

empregados para a determinacéo de agrotoxicos em plantas medicinais.
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Tabela 4 - Métodos de preparo de amostra empregados na determinacéo de residuos de agrotdxicos em plantas medicinais, com
valores de recuperacédo (Rec) e classe quimica dos compostos analisados.

Preparo de Numero de

Matriz o Rec (%) Classe quimica Referéncia
amostra agrotoxicos
d-SPE@ 32 ot OCs e PRT Zh tal., 2010
ia si i - se ang et al., :
Camellia sinensis (L.) Kuntze 39 71 - 112 g
Radix astragali, Radix glycyrrhizae,
Radix Rehmanniae, Flos
chrysanthemi, ~ Fructus  crataeg, LLE 18 72,9-1145 OCs Sun et al., 2007

Fructus gardeniae, Fructus lycii,
Cortex phellodendri, Género Gingko,
Herba Leonuri

Panax g|nseng (C A. Mayer) LLE 29 70 -120 M Kuang et al., 2013.
. . AnP, TZ, SAm, T e .

Hyptis pectinata MSPD 7 73-97 £ Aquino et al., 2010.

Panax ginseng MSPD 4 83,5-97,4 ClAr e DCX Qi, 2010.

Matricaria chamomilla L., Género .
T|||a1 Pulmonaria L_’ Melissa L.’ MSPD 163 70-119 M t ozowicka et al., 2014.

Mentha piperita L., Thymus vulgaris L.

Withania somnifera (L.) Dunal, . .

aspera L.
Camellia sinensis (L) Kuntze MSPD 16 87,7 — 99,6 OPS, CB e PRT Cao et al., 2015
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_ Preparo de NUumero de o o
Matriz o Rec (%) Classe quimica Referéncia
amostra agrotoxicos
Matricaria chamomilla L. QUEChERS 212 70-120 M Taha, 2016.
Acanthopanax senticosus, Morus alba  ouEChERS 234 62 — 119 M Nguyen et al., 2010.
L., Hovenia dulcis
Cannabis sativa L. QUEChERS 61 70 — 120 M Péer-F;%ffga etal,
Panax ginseng QUEChERS 27 62,8 —108,5 M Wu et al., 2015.
Pueraria thomsonii Benth, Panax Du, Song e Wang
notoginseng (Burk.) F.H. Chen, QUEChERS 55 80 — 118 M ' '
Astragalus mongholicus (Fisch.) Bge., 2011.
Salvia miltiorrhiza Bge.
Matricaria chamomilla L., Thymus qQuEChERS 160 70 — 100 M Taha e Gadalla, 2017.
vulgaris e Origanum majorana
Withania somnifera, Cassia Tripathy, Saha e Kumar,
angustifolia, Plantago ovata e QUEChERS 11 70-120 OCs, OPs, E e DN
: i 2017.
Andrographis paniculata
Mentha piperita L. QUEChERS 46 70-120 M Stowik-Borowiec, 2015.
Angelica sinensis, Angelica dahurica,
Leonurus  heterophyllus  Sweet, QuEChERS 107 80— 110 M Nie et al., 2015.
Pogostemon cablin, e Lonicera

japonica Thunb
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_ Preparo de NUumero de o o
Matriz o Rec (%) Classe quimica Referéncia
amostra agrotoxicos
Matricaria chamomilla, = Camellia Moreno-Gonzalez et al.,
sinensis (L.) Kuntze, Thymus vulgaris, QUEChERS 33 74-101 CB
. T 2015.
Valeriana officinalis, Tilia europaea
Pogostemon cablin QUEChERS 44 76,6 —113,7 OPs Yang et al., 2015.
Panax ginseng, Prunus persica (L.)
Lophatherum gracile, Cornus kousa
Radix _Gentianae, ~Cortex  QUEChERS 23 78,4-119,2  OCs, OPs e PRT Dai et al., 2011.
Phellodendri, Fritillariae ussuriensis
80 espécies vegetais QUEChERS 15 76 - 114 OCs Xu et al., 2011.
Panax quinquefolius, Panax ginseng ~ QUEChERS 117 70-120 OPs Wong et al., 2007
Hedyotis diffusa, Semifluid extract of guEChERS 5 80,2 — 105,4 Neo Qin et al., 2015.
deer foetus®
OCs, OPs, CIAr, .
Came'“a Sinensis (L ) Kuntze QUEChERS 20 79,5 - 111,4 ShOE‘IbI et al., 2013.
' PRT e SF
70,9 -1195
Cynara cardunculus L. QUEChERS? 35 M Machado et al., 2017.
63 70,8 -119,5
Corydalis  Rhizoma, ~ Chuanxiong  QuEChERS 135 71,3 -117,9 M Liu et al., 2016.
Rhizomae Angelicae sinensis Radix
SPE 168 62 - 119 M Wong et al., 2010.

Panax quinquefolius e Panax ginseng
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_ Preparo de NUumero de o o

Matriz o Rec (%) Classe quimica Referéncia
amostra agrotoxicos

Cordia salicifolia SPE 6 64 — 118 OPs, CB, PRT e DF  Carvalho et al., 2010.
Lonicera japonica Thunb. SPE 107 70-120 M Lietal., 2017.
Camellia sinensis (L.) Kuntze SPE 15 71,1-119 OCs, OPs e PRT Huo et al., 2016.
Camellia sinensis (L.) Kuntze SPE 101 70 —-120 M Hou et al., 2016.
90 espécies vegetais SPE 103 70-120 M Tong et al., 2014.
Flos chrysanthemi SPE 100 65,3 —124,7 M Tong, Xue e Wu, 2013.
Mikania laevigata, Maytenus ilicifolia e SPE 9 70 — 124 OCs Rodrigues et al., 2007
Cordia verbenacea
Panax ginseng (C. A. Meyer) SPE 18 72,3-117,2 M Park et al., 2007.
Rhei rhizoma, Puerariae radix, e SPE 56 70 - 111 OCs, OPs e PRT Tagami et al., 2008.
Cassiae semen
Camellia sinensis (L.) Kuntze SPE 118 61-121 M Yang et al., 2009.
Herba epimedii SPE 20 75,4 -90,7 OCs Guo et al., 2010.
Camellia sinensis (L.) Kuntze SPE 6 76,1-101,8 PR Lu et al., 2010

aQs autores realizaram 2 métodos cromatograficos para a(s) mesmag(s) matriz(es). / ® Mistura de ervas com placenta de cervo./ OCs: organoclorados; OPs:
organofosforados; PRT: piretréides; AnP: anilinopirimidina; TZ: triazina; SAm: sulfamida; T: triazol; E: estrobilurina; CIAr: cloroaromatico; DCX: dicarboximida;
CB: carbamato; DN: dinitroanilina; SF: sulfato; DF: difenil éter; PR: piretrinas; M: multiclasse (mais de 5 classes quimicas).
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Varios trabalhos foram desenvolvidos aplicando-se diferentes métodos de
preparo de amostra, como a extracdo Liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-liquid
extraction), Dispersdo da Matriz em Fase Sdlida (MSPD, do inglés Matrix Solid-Phase
Dispersion), Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction),
Extracdo em Fase Sodlida Dispersiva (d-SPE, do inglés Dispersive Solid Phase
Extraction) e QUEChERS (do acrénimo inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe). Estes métodos sdo comumente empregados em plantas medicinais no

campo das andlises de residuos de agrotoxicos.

A LLE foi empregada com a finalidade de extrair 18 agrotdxicos organoclorados
por GC-ECD em 10 espécies vegetais, de acordo com o trabalho de SUN e
colaboradores (2007). Os autores testaram 3 solventes organicos: acetato de etila,
acetona:éter de petréleo (50:50, v/iv) e acetona:cloreto de metileno (50:50, v/v).
Obtiveram recuperacfes acima de 70% para a mistura de solventes acetona:éter de
petréleo (50:50, v/v), sendo esta utilizada para a execucdo do método. KUANG e
colaboradores. (2013) desenvolveram um método de analise para micotoxinas e
agrotoxicos em Panax ginseng (C. A. Meyer) empregando LLE e UHPLC-MS/MS.
Neste trabalho, os autores propuseram uma etapa Unica de extracao, sem etapa de
limpeza e pré-concentracdo, utilizando 20 mL de acetonitrila:dgua:acido férmico
(99:33:1, v/viv) com agitacdo continua de 30 minutos. As recuperacdes foram
satisfatorias para a maioria dos compostos determinados (70-120%), com valores de
limites de deteccéo (LOD) de 0,01 a 0,25 ng/mL.

Outro método aplicado para plantas medicinais e seus produtos, € a MSPD,
criada por Barker e colaboradores (1989), na qual adiciona-se amostra a um recipiente
contendo um adsorvente dispersante para a realizacdo da ruptura da estrutura fisica
da amostra, o que permite a extragdo dos compostos organicos. Apos a
homogeneizacdo da amostra e do adsorvente, o material é transferido para uma
coluna ou tubo e elui-se os compostos com solvente organico adequado. AQUINO e
colaboradores (2010) desenvolveram um método para a extracdo de pirimetanil,
ametrina, diclofluanida, tetraconazol, flumetralina, cresoxim-metilico e tebuconazol em
Hyptis pectinata utilizando um novo adsorvente dispersante ([Zn(BDC)(H20)2]»). Este
sorvente foi comparado a um adsorvente comercial (octadecilsillano, conhecido como
Cis) e apresentou recuperacdes com variacdo de 73-97% e valores de RSD de 5 a

12%. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,02 a 0,07 ug g* e 0,05a0,1
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Hg g1, respectivamente. A determinacdo destes compostos foi realizada por GC-MS
e 0 método de preparo de amostra demonstrou boa aplicabilidade deste adsorvente
proposto pelos autores. ABHILASH e SINGH (2008) realizaram um estudo para a
determinacao de 7 agrotoxicos organoclorados (aldrin, endrin, dieldrin, HCH alfa, HCH
beta, HCH delta e HCH gama) em Withania somniferea (L.) Dunal,Ocimum sanctum
L. e Achyranthes aspera L. Os autores compararam o método MSPD proposto com o
método descrito na Farmacopéia Européia, porém com algumas modificacdes.
Segundo os autores, 0 método MSPD proposto obteve melhores resultados, pois
apresentou menor tempo de extracdo, uso de menores quantidades de solventes
organicos e maiores recuperacbes dos compostos. No trabalho de CAO e
colaboradores (2015), desenvolveu-se um sistema de limpeza do extrato de Camellia
sinensis (L.) Kuntze, utilizando MSPD para determinar residuos de 16 agrotoxicos. O
sistema de limpeza consiste em uma mistura de carbono grafitizado (GCB, do inglés
graphitized carbon black), polimero polivinilpolipirrolidona (PVPP), amina primaria
secundéria (PSA, do inglés primary secondary amine) e areia do mar. O PVPP auxilia
na remocao de polifendis, compostos presentes em grandes quantidades em Camellia
sinensis (L.) Kuntze. O PSA atua na remocédo de &cidos organicos polares e o0 GCB
na remocao de pigmentos. QI (2010) desenvolveu um estudo para a determinacao de
pentacloronitrobenzeno, pentacloroanilina, metil penta cloro fenilsulfeto e procimidona
por GC-MS em Panax ginseng, utilizando florisil e mistura de acetato de etila:hexano
(70:30, v/v) como solvente de eluicdo, em conjunto com banho ultrassénico a

temperatura ambiente, a fim de obter maior eficiéncia da extracdo dos compostos.

A extracdo em fase sdlida (SPE) pode ser empregada para as etapas de
extracdo, limpeza e concentracdo dos analitos de interesse em diferentes tipos de
matrizes. O método pode ser usado para a execucado das trés finalidades, como
também atuar somente como uma etapa de limpeza do extrato, quando usado em
conjunto a outros métodos de preparo de amostra. Esta técnica baseia-se em percolar
uma solugdo em um cartucho contendo uma fase solida. Esta fase soélida é ativada
com o uso de solventes organicos para proporcionar maior eficiéncia e interagéo dos
analitos de interesse. Além disso, promove a reducao da interacdo dos compostos
indesejaveis (ANDRADE-EIROA et al., 2015). No trabalho de Lu e colaboradores
(2010), 5 g de cha verde e cha preto (Camellia sinensis (L.)) foram extraidos com 30

mL de acetonitrila e, apds etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi evaporado em
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rotaevaporador até atingir um volume de 3 mL. O extrato foi transferido para diferentes
cartuchos contendo Cis, florisil, amino, e cartuchos comerciais Pesticarb e TPT® para
realizar a etapa de limpeza. Os melhores resultados obtidos foram com o cartucho
TPT®. O cartucho TPT® contém uma combinacdo de GCB, silica poliamino e amida.
O GCB auxilia na remocdo de pigmentos presentes na matriz; a silica poliamino
remove &cidos organicos e a amida contribui para a remocao de pigmentos que nao
possuem anel aromatico em sua estrutura quimica. RODRIGUES e colaboradores
(2007) determinaram compostos organoclorados em folhas de Mikania laevigata,
Maytenus ilicifolia e Cordia verbenacea empregando GC-MS e extracao solido-liquido
(SLE), com posterior limpeza e concentragdo dos analitos por SPE. O cartucho
utilizado continha 2 g silica gel (0,063 — 0,200 mm), 1,5 g de florisil (silicato de
magnésio) e 0,65 g de sulfato de sédio anidro (Na2SO4). PARK e colaboradores (2007)
realizaram a determinacdo multirresiduo de 18 agrotéxicos por GC-ECD e GC-NPD
em Panax ginseng (C. A. Meyer), com extracdo por acetonitrila e limpeza por SPE.
Para analise por GC-ECD, o extrato foi percolado em cartucho com florisil. Este
sorvente apresenta grande polaridade e adsorve compostos polares

irreversivelmente.

A técnica de extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) foi desenvolvida
juntamente com o método QUEChERS. Uma vantagem desta técnica € que, ao
contrario do SPE, o adsorvente interage uniformemente com o extrato da matriz.
Dessa forma, tem-se a obtencdo de um extrato final com baixa quantidade de
coextrativos. Qutras caracteristicas vantajosas da técnica sdo o uso de quantidades
menores e a utilizacdo de misturas de sorventes, tendo em vista quais interferentes
da matriz desejam-se remover, permitindo inUmeras combinacdes entre estes
(CABRERA et al., 2012). Esta técnica foi escolhida para a realizacdo dos métodos
executados por Zhang e colaboradores (2010). Neste trabalho, a planta Camellia
sinensis foi extraida por 2 métodos de extragdo com diferentes solventes, um método
para GC-MS e outro para UHPLC-MS/MS - e, para a limpeza do extrato, utilizou-se
MgSO4, GCB e PSA.

Entre os materiais amplamente utilizados nesta técnica, o sulfato de magnésio
(MgSO0a4) apresenta uma propriedade dessecante, como também melhora e acelera a
extracdo dos compostos em analise (PRESTES et al., 2009). Outros secantes sao

utilizados em matrizes complexas, tais como sulfato de sddio (Na2S0a4) e cloreto de
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calcio (CaClz), os quais como 0 MgSO4, sédo capazes de promover a remogao de agua
em extratos aquosos (PRESTES et al., 2009; SLOWIK-BOROWIEC, SZPYRKA e
WALORCZYK, 2012).

Um sorvente comumente utilizado é o etilenodiamino-N-propil, também
conhecido como PSA. Este sorvente apresenta-se com estrutura bidentada e possui
um efeito quelante devido a influéncia de grupamentos amino primario e secundario.
Além disso, possui atuacdo de um trocador anidnico fraco, podendo interagir com
outros compostos através de pontes de hidrogénio ou ligacdes dipolo-dipolo. Estas
caracteristicas resultam na capacidade do PSA em reter acidos graxos livres,
acucares e outros componentes polares (CABRERA et al., 2012). O Cis também
contribui na minimizacdo de coextrativos da matriz, atuando mais efetivamente em
matrizes que apresentam interferentes apolares, como os lipidios e &cidos graxos
(BURZZONITI et al., 2014; CABRERA et al., 2012).

Em relacdo as plantas que apresentam alto teor de pigmentos, como a clorofila,
0 GCB é comumente empregado. Este material apresenta grupamentos polares em
sua estrutura com grande potencial de formacao de ligacdes de pontes de hidrogénio,
levando a uma forte interacdo de compostos quimicos com estruturas planares.
Consequentemente, esta interacdo leva a menores recuperagbes de compostos
planares. Exemplos de agrotdxicos com estruturas planares podem-se destacar o
ciprodinil, terbufds, hexaclorobenzeno, clorotalonil, folpete, entre outros (ZHAO e
STEVENES, 2012; CABRERA et al., 2012).

O Z-sep®, é um sorvente que se caracteriza pela mistura de Cis com silica
revestida com oxido de zircénio (ZrO2) € um material empregado para a remocéao de
acidos graxos e pigmentos. O EMR-Lipid® (do inglés, enhanced matrix removal of
lipids) possui uma estrutura quimica ainda ndo conhecida, a qual possui sitios ativos
para ligar longas cadeias carbdnicas, como os acidos graxos. Este sorvente tem se
apresentado com boa capacidade de remocdo de acidos graxos em matrizes
gordurosas. Além disso, foi avaliado quanto a eficiéncia de remocao de pigmentos em

matrizes vegetais, como a couve (HAN et al., 2016).

O método QUEChERS é amplamente utilizado como método de preparo de
amostra para a determinacdo multirresiduo em matrizes complexas, e usado em
analises cromatograficas por GC ou LC-MS/MS (TRIPATHY; SAHA e KUMAR, 2017).
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Foi introduzido por ANASTASSIADES e colaboradores (2003) com a finalidade de
determinar agrotéxicos em amostras ndo gordurosas, como frutas e vegetais. Além
disso, pode servir como alternativa a métodos de extracdo convencionais. Este
método propde uma extracdo simples de trés etapas. Inicialmente, realiza-se uma
extracao liquido-liquido com solvente orgéanico, usualmente, acetonitrila (ACN). A ACN
€ miscivel com a dgua e apresenta capacidade de realizar uma extracdo em etapa
Gnica quando em contato com a matriz. Além disso, extrai menores quantidades de
coextrativos da matriz, favorecendo entdo, a extracdo dos compostos de interesse
(PRESTES et al.,, 2009). Em segundo lugar, adiciona-se sais, como sulfato de
magnésio (MgS0Oa) e cloreto de sddio (NaCl) para a promoc¢ao da particdo das fases
aquosa e organica. O MgSOa4 possui a habilidade de acelerar o processo de extracao,
como também remover teores de agua presentes na matriz. O NaCl auxilia na
separacéo das fases, além de aumentar as recuperacdes de compostos polares. Por
altimo, hd uma etapa de limpeza empregando extracdo em fase solida dispersiva (d-

SPE) para que ocorra uma interagdo uniforme dos sorventes com o extrato da matriz.

Porém, alguns compostos apresentam sensibilidade quanto a variacao de pH
do meio de extracdo, podendo ocorrer degradacao destes. Em geral, os agrotoxicos
apresentam estabilidade em pH &cidos. Para contornar esta situacdo, Lehotay e
colaboradores (2005) adicionaram acido acético em acetonitrila, proporcionando um
meio acidificado para os compostos de interesse e, assim, permitir melhor eficiéncia
de extracao. Além disso, para a manutencao do pH, foi realizada a adicdo de acetato
de sodio (CHs3COONa) no lugar de NaCl. Assim, o QUEChERS acetato foi
desenvolvido (LEHOTAY et al., 2005; PRESTES et al, 2009).

Posteriormente, Anastassiades e colaboradores (2007) propuseram o método
QUEChERS citrato, em que utiliza uma mistura de citrato de sodio dihidratado e
hidrogenocitrato sesquihidratado, os quais sao responsaveis em manter o pH do meio
de extracdo em 5,0 a 5,5. Esta versdo tem demonstrado melhoras em niveis de
recuperacao para compostos basicos e acido sensiveis. O uso de PSA na etapa de
limpeza, para o0 método QUEChERS citrato, proporciona boa eficiéncia de limpeza do
extrato quando comparada ao método QUEChERS acetato, em que foi observado que
sua eficiéncia de limpeza foi afetada (REJCZAK e TUZIMSKI, 2015).

Este método tem sido aplicado em determinacdo multirresiduo em plantas

medicinais, como o trabalho de Tripathy e colaboradores (2017), em que
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determinaram residuos de 11 agrotéxicos por GC-MS em raizes de “ashwagandha”
(Withania somnifera L.), folhas de sene (Cassia angustifolia L.), sementes com casca
de plantago (Plantago ovata) e partes aéreas de Andrographis paniculata. A extracao
dos compostos foi realizada com 2 g de amostra, com adi¢cdo de 13 mL de agua
ultrapura e 15 mL de ACN acidificada com 1% de acido acético (v/v). Os sais de
particdo foram MgSOa4 e acetato de sddio. Para a limpeza do extrato, foram testados
PSA e Cis em conjunto com MgSOa4. O PSA apresentou melhores recuperagdes dos
compostos estudados quando comparado com Cis. Os limites de quantificacdo e

deteccéo variaram entre 0,01 a 0,069 mg kg e 0,003 a 0,02 mg kg™, respectivamente.

Desenvolveu-se um método para a determinacdo de 71 agrotoxicos
(organoclorados, organofosforados e piretrdides) em alcaravia, camomila e hortela
seco por GC-ECD no trabalho de Attallah e colabradores (2012). As amostras foram
hidratadas com 15 mL de agua ultrapura e extraidas com 15 mL de ACN. A etapa de
particdo foi realizada com MgSO4 e NaCl e, a limpeza dispersiva do extrato com
MgSOase PSA. A analise foi realizada por GC-ECD e GC-NPD. As recuperagdes foram
de 70 a 120%, com desvio padréo relativo (RSD) de 1 a 22%. Stowik-Borowiec,
Szpyrka e Walorczyk (2012) realizaram estudo com hortela (Mentha piperita L.)
empregando QUEChERS e analise por GC-ECD e GC-NPD. O limite de quantificacédo
foi de 0,01 mg kg para todos os agrotéxicos e 0 QUEChERS citrato foi usado. 150
mg PSA, 45 mg GCB e 900 de MgSO4 foram usados para promover a limpeza do
extrato. O extrato foi evaporado e reconstituido com éter de petréleo antes de ser

injetado no sistema cromatografico.

Analisou-se extrato de ginseng para a determinagdo 27 agrotoxicos por
UHPLC-MS/MS no estudo de Wu e colaboradores (2015). Neste estudo, usou-se 1 g
de NaCl, 0,5 de citrato de sddio e 0,2 g de hidrogenocitrato de sddio sesquihidratado
e pesou-se 2 g de amostra. Adiciona-se agua e procede-se extracdo com ACN. Apos
agitacao vigorosa por 1 minuto, 2 g de MgSO4 anidro foi adicionado ao tubo. A limpeza
do extrato foi efetuada com PSA, Cis, MgSO4 e GCB.

Taha (2016) realizou um estudo em camomila (Matricaria chamomilla) para a
determinacdo de 212 residuos de agrotoxicos, com 25 minutos de corrida
cromatografica por GC-MS/MS. Neste estudo, 160 compostos apresentaram limites
de quantificacdo no valor de 10 pug kg*. A extracdo da amostra foi realizada com

adicdo de 4gua e acetonitrila, com adi¢cao de sais empregados em QUEChERS citrato.
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A limpeza foi feita com MgSOa4 e PSA e, o0 extrato foi evaporado e reconstituido com
2 mL de solucao de hexano:acetona (9:1, v/v).

Um método multirresiduo foi desenvolvido por Hou e colaboadores (2016) para
a determinacgédo de 101 agrotéxicos em folhas de cha verde por GC-MS, com extracao
empregando método QUEChERS citrato e posterior limpeza e concentracdo dos
analitos em cartuchos com GCB e PSA. Estes sorventes apresentaram melhor
capacidade de limpeza em relagdo a outros materiais estudados, como TPT® e amino
(NH2). Além disso, avaliaram 2 proporgdes de GCB/PSA para verificar a eficiéncia de
extragdo dos compostos — GCB/PSA (250/250 mg) e GCB/PSA (500/500 mg). A
proporcao de GCB/PSA 500/500 mg apresentou melhores resultados, com base no

teste gravimétrico e na recuperacdo dos compostos (70-120%).

Machado e colaboradores (2017) compararam o método MSPD e QUEChERS
para a extracdo multirresiduo de agrotoxicos em folhas e frutos de alcachofra. A
alcachofra (Cynara cardunculus L.) € usada para reduzir niveis de colesterol
(hipocolesteremia) e combater anemia. O método QUEChERS apresentou melhores
resultados. Neste estudo, o0 método QUEChERS citrato foi usado e a modificacdo na
etapa de limpeza com o uso de CaClz, demonstrou boa aplicabilidade para a
determinacao de 98 compostos por GC-MS/MS e LC-MS/MS. No estudo de Lozano e
colaboradores (2012), avaliaram-se 86 agrotoxicos (inseticidas, herbicidas e
fungicidas) em cha verde, cha preto, cha vermelho (Camellia sinensis) e camomila. As
amostras seguiram o protocolo do QUEChERS citrato, porém, na etapa de limpeza, o
CaClz foi usado no lugar do MgSOa. As determinagdes foram realizadas por LC-
MS/MS e GC-MS/MS. Cerca de 85% dos compostos analisados pelo método
proposto, estavam dentro dos LMRs permitidos pela Unido Européia.

2.4 VALIDACAO

De acordo com o artigo 4 da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA,
que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos, apos o desenvolvimento de um
meétodo, deve-se demonstrar que este produz resultados confiaveis e apresenta
adequabilidade a finalidade que se destina. No Brasil, ha algumas agéncias
reguladoras que possuem orientacfes sobre a validacdo de métodos e verificacdo de
competéncia de laboratérios, como por exemplo a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e
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Qualidade Industrial). H& também 6érgdos competentes internacionais que dispéem de
guias como a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry) e SANTE (Saude e Protecao do

Consumidor, do francés Santé et protection des consommateurs).

Conforme a RDC n° 166/2017, quando nao forem utilizados documentos oficiais
ou quando ha criacdo de desenvolvimento de método analitico préprio, deve-se
apresentar descricdo detalhada do processo analitico e da metodologia empregada

para a validagdo do método.

Durante o desenvolvimento de métodos analiticos e sua posterior validacao,
alguns parametros devem estar envolvidos no decorrer do processo, como a
seletividade; linearidade e faixa de aplicacdo; exatidao; precisdo; precisao
intermediaria; efeito matriz; limite de deteccéo e limite de quantificacao.

2.4.1 Seletividade

A seletividade expressa a relevancia da presenca de outras substancias na
amostra em analise, que possam causar interferéncias para a determinacdo de
analitos. (KRUVE et al., 2015a).

2.4.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade esta associada aos resultados gerados pelo método analitico,
sejam diretos ou proporcionais, a concentracdo do(s) analito(s) de interesse na
amostra analisada, dentro de uma faixa de variagdo determinada. Para a construcao
da curva de calibracdo, deve-se usar no minimo cinco valores de concentracédo dentro
do intervalo definido (BRASIL, 2017). A linearidade é satisfatoria quando o coeficiente
de determinacdo da reta (r?) apresenta valores maior que 0,990 (BRASIL, 2017;
BRITO et al., 2003; VALENTINI; SOMMER e MATIOLI, 2007).

2.4.3 Exatidao

Este parametro define a proximidade dos resultados estimados com o valor real
do(s) analito(s) na amostra (BRASIL, 2017). Existem quatro métodos propostos para
o estudo da exatidao, porém, o uso de ensaios de fortificacdo/recuperacao na matriz
€ 0 mais empregado na validacdo de métodos analiticos. Os valores aceitaveis estao
na faixa de 70 a 120% (BRITO et al., 2003).
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2.4.4 Precisao

Avalia o grau de concordancia entre varias medidas executadas em uma
mesma amostra sob condi¢des especificas. Com base nos resultados obtidos, pode-
se expressar a precisao calculando-se a média das recuperacdes (M), o desvio padréo
das recuperacgodes (s) e desvio padrao relativo (RSD) (BRITO et al., 2003; VALENTINI;
SOMMER e MATIOLI, 2007; KRUVE et al., 2015a). Para a determinacao do desvio

padrao relativo (RSD), utiliza-se a Equacéo 1 abaixo:

RSD (%)=%x1oo

O valor do desvio padréo relativo aceitavel, no &mbito das andlises de residuos
de agrotoxicos, € de até 20% (BRITO et al., 2003).

A precisdo pode ser considerada no nivel de precisdo intermediéria,
repetitividade, reprodutibilidade e robustez.

2.4.4.1 Precisédo Intermediéaria

Expressa variacGes obtidas dentro de um mesmo laboratorio em um intervalo
de tempo, levando em consideragao, mudancas que podem influenciar nos resultados,
como: diferentes analistas, diferentes dias (variacdes de temperatura e umidade),
lotes de reagentes, entre outros (BRITO et al, 2003; KRUVE et al., 2015a).

2.4.4.2 Repetitividade

Indica pequenas variacdes obtidas em curto periodo de tempo (um dia), em
mesmas condi¢des de operacao (mesmo equipamento, mesmos reagentes, mesmas
condicBes ambientais), de modo que a andlise é feita de forma independente a partir

de uma amostra homogénea e realizada por um operador (KRUVE et al., 2015a).

2.4.4.3 Reprodutibilidade

Refere-se ao uso de procedimentos analiticos e obtencédo de resultados em
diferentes laboratorios, com execucdo do meétodo por diferentes analistas, em
condi¢cdes ambientais diferentes e em diferentes dias. Apresenta importancia para a
avaliacdo do meétodo proposto, verificando seu possivel emprego em outros
laboratoérios (KRUVE et al., 2015a).
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2.4.5 Robustez

Indica a capacidade em resistir a pequenas variacdes das condi¢des analiticas.
Em métodos quantitativos, a robustez deve ser avaliada com 0s mesmos critérios para
a exatidao. O anexo Ill da RDC 166/2017 descreve alguns dos parametros que podem
ser avaliados nas etapas do método proposto para a avaliagéo da robustez. Na etapa
de preparo de amostra, por exemplo, pode-se avaliar a estabilidade das solugcdes
analiticas, o tempo de extracdo e a compatibilidade de filtros. Na etapa de analise
cromatografica, pode-se avaliar a variacdo do pH e composicéo da fase moével — para
cromatografia liquida — e, avaliar diferentes lotes de colunas analiticas, variagdo de
temperatura e velocidade do gés de arraste — para cromatografia & gas (BRASIL,
2017).

2.4.6 Efeito matriz

Este pardmetro esta relacionado com a influéncia da matriz na resposta
cromatografica. O efeito matriz é determinado por meio da comparagcdo entre as
inclinacdes da reta obtidas com as curvas analiticas preparadas no solvente e na
matriz (BRASIL, 2017). Dessa forma, pode-se avaliar quanto a supressao ou aumento
de sinal cromatogréafico dos compostos em estudo. Quando o valor obtido esta entre
-20 e +20%, considera-se que o efeito matriz ndo é significativo (TRIPATHY et al.,
2017; MARTINEZ-DOMINGUEZ et al., 2015).

2.4.7 Limite de Quantificacédo e Deteccéo

O limite de quantificacao (LOQ, do inglés limit of quantification), de acordo com
a RDC 166/2017 (BRASIL, 2017), € a menor concentracao do analito que pode ser
determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob circunstancias estabelecidas

experimentalmente.

O limite de deteccédo (LOD, do inglés limit of detection) é a menor concentracao
do analito presente em que pode ser detectado pelo equipamento analitico. Para fins
de calculo, pode ser realizado por diversos métodos como método visual, pela relagao
do sinal/ruido, baseando-se pela determinacéo do branco ou através de parametros
da curva de calibragcdo Em métodos instrumentais, 0 método mais utilizado é a relacao
sinal/ruido (BRASIL, 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Analises
de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO
Os equipamentos utilizados durante a elaboracédo deste trabalho estdo listados

abaixo:
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Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3R (Millipore, EUA);
Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga (Centribio, Brasil);

Agitador Vortex — Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

Evaporador Turbovap® LV (Biotage, Suécia)

Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Jap&o);

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

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Sistema de manifold SPE (Agilent Technologies, EUA);

Sistema GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo 9000, contendo analisador de
massas tipo triplo quadrupolo (QgQ) modelo Agilent 7010 GC-MS/MS e
amostrador automatico modelo Agilent 7693 (Agilent Technologies, EUA);
Sistema de aquisicAo de dados MassHunter B.07.06.2704 (Agilent
Technologies, EUA)

Coluna analitica: coluna capilar planar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
(Agilent Techonologies, EUA);

Pré-coluna: “guard chip” P/N G4587-60565 (Agilent Techonologies, EUA);
Liner: Ultra-Inert liner (Agilent Techonologies, EUA);

Gas Nitrogénio grau de pureza 6.5 (Air Liquide, Brasil);

Gas Hidrogénio grau de pureza 5.0 (Air Liquide, Brasi);

Gas Hélio grau de pureza 6.0 (Air Liquide,Brasil).

3.2 REAGENTES, SOLVENTES, GASES E DEMAIS MATERIAIS UTILIZADOS

Os reagentes, solventes, gases e outros materiais utilizados durante o

desenvolvimento deste trabalho estdo listados abaixo:

Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3R (resistividade de
18,2 MQ cm) (Millipore, EUA);

Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

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

Microtubos tipo eppendorf, capacidade de 2 mL (Axygen Scientific, EUA);
Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent Technologies, EUA);

Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);
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Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

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

Acetato de etila (Mallinckrodt, EUA);

Filtros de nylon (PTFE) de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Vertical
Chromatography, Tailandia);

Filtros de nylon (PTFE) de 13 mm e porosidade de 0,2 pm (Agilent
Technologies, EUA);

Vidraria comum de laboratorio;

Citrato de sédio diidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

Sulfato de sédio (Merck, Brasil);

Sulfato de magnésio anidro p.a. (Sigma-Aldrich, Alemanha);

Kits QUEChERS original (4 g MgSOa4 + 1 g NaCl - P/N 5982-7550), acetato (6 ¢
MgSOa4 + 1,5 g CH3COONa — P/N 5982-7755) e citrato (4 g MgSO4 + 1 g NaCl
+ 1 g CsHsNasz07.2H20 + 0,5 g CsHeNa207.1,5H20 — P/N 5982-7650) (Agilent
Technologies, EUA);

Kits de limpeza (P/N 5982-5022CH; 5982-5421; 5982-5222CH; 5982-5222)
(Agilent Technologies, EUA);

Cartuchos SPE Bond Elut NH2 (500 mg/3 mL) (Agilent Technologies, EUA);
Cartuchos SPE EMR-Captiva® (300 mg/3 mL) (Agilent Technologies, EUA);
Cartuchos BeCarbon/PSA (250 mg/250 mg/3 mL) (Agilent Technologies, EUA);
Sorvente Bondesil Cis com diametro de particula de 40 pm (Agilent
Technologies, EUA);

Sorvente Bondesil PSA com diametro de particula de 40 pum (Agilent
Technologies, EUA);

Cloreto de calcio (CaCl2) < 7,0 mm de espessura (Sigma-Aldrich, EUA);
Sorvente carvao grafitizado (GCB) (Agilent Technologies, EUA);

Sorvente EMR-Lipid® (Agilent Technologies, EUA);

Padrdes soélidos dos compostos em estudo (Tabela 5).

3.3 AMOSTRAS DE PLANTAS MEDICINAIS

As amostras “branco” de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), gingko biloba

(Ginkgo biloba L.), guaco (Mikania glomerata Spreng.) e camomila (Matricaria

chamomilla) foram adquiridas em mercado local com certificacdo de produto organico.



59

As propriedades terapéuticas de Maytenus ilicifolia, Ginkgo biloba L. e Mikania
glomerata Spreng. estdo nas folhas, enquanto que em Matricaria chamomilla
encontram-se nas flores. Dessa forma, foram obtidas folhas e flores secas destas
amostras. As amostras foram analisadas para a verificacdo de presenca de
agrotoxicos e ndo foram encontrados residuos dos agrotoxicos em estudo neste
trabalho. A escolha das plantas para o presente trabalho foi com base do
conhecimento popular mundial (plantas exoticas) e do conhecimento do uso de

fitoterapicos presentes na lista do RENISUS e RENAME (plantas brasileiras).

As folhas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) sdo empregadas no
tratamento de dispepsia (ma digestao), Ulceras gastricas e em casos de azia e gastrite.
A atividade broncodilatadora e expectorante das folhas do guaco (Mikania glomerata
Spreng.), tem demonstrado cientificamente boa indicagdo no combate a tosse, asma
e bronquite (DUTRA et al., 2016). Efeitos benéficos em doencas cognitivas, como por
exemplo, Alzheimer, proporcionando melhora na cognicéo e neuroprotecao vascular,
tém sido reportado com o uso folhas de ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) (SAKI et al.,
2016; FERMINO et al., 2015). As flores de camomila (Matricaria chamomilla) tém sido
relatadas em diversos estudos em atribuicao as suas propriedades antiinflamatérias e
antiespasmaodicas (HAMEED, MOHAMMED e KAMAL, 2018).

3.4 COMPOSTOS SELECIONADOS E PREPARO DAS SOLUC}()ES ANALITICAS
Os compostos selecionados para o presente estudo foram escolhidos de
acordo com o anexo V da Resolucdo da Diretoria Colegiada RDC n° 105, de 31 de
agosto de 2016 (BRASIL, 2016) e com base na relacdo de compostos disponiveis no
laboratério e que podem ser determinados pela técnica de GC-MS. A Tabela 5
apresenta os agrotoxicos estudados juntamente com informac6es como o logaritmo
negativo da constante de acidez (pKa), coeficiente de particdo octanol/agua(Log Kow),
formula molecular, classe quimica e acdo agrondmica (UNIVERSITY OF
HERTFORDSHIRE, 2018). Todos os padrdes usados possuem pureza superior a
95%. Preparou-se 10 mL das solu¢des estoque individuais de cada composto, a partir
do padréo solido, na concentracdo de 1000 mg L™, considerando-se a pureza de cada
padrdo para o calculo da massa a ser pesada e, subsequentemente, a diluicdo no
solvente adequado (acetonitrila, metanol ou outro). Apds, preparou-se uma solucéo
mistura dos compostos em estudo na concentracdo de 10 mg L' em acetonitrila,

acondicionada em frasco ambar sob temperatura de -4 °C. Esta solugéo foi utilizada
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para a realizacdo da etapa de fortificagdo das amostras “branco”, além de preparar as
curvas analiticas no extrato da matriz e no solvente. As solu¢des de trabalho foram
preparadas nas seguintes concentracdes: 0,5 ug LY, 1 ugL?t, 2 ug L, 5pug L1, 10 g
LY, 20 ug Lt e 50 pg L.



61

Tabela 5 - Relacdo dos agrotéxicos em estudo, determinados por GC-MS/MS, com
informacdes sobre pKa, Log Kow, formula molecular, classe quimica e acao

agrondmica.
Log Formula . Acéo
Composto pKa? Kou? Molecular Classe Quimica Agrondmica
Alacloro 16,6 3,5 C14H20CINO; Cloroacetanilida Herbicida
Aldrin - 6,5 C12HgCle Organoclorado Inseticida
Ametrina 4.1 2,6 CoH17NsS Triazina Herbicida
Atrazina 1,6 2,6 CsH14CINs Triazina Herbicida
Boscalida - 4,0 C18H12CI2N20 Anilida Fungicida
Bupirimate 4.4 3,6 C13H24N403S Pirimidinol Fungicida
Buprofezina - 4,3 C16H23N30S Tiadiazinona InsquQa €
acaricida
Cadusafds - 3,8 C10H2302PS> Organofosforado Insetlc!dg ©
nematicida
Ciprodinil 4.4 4,0 Ci4H1sN2 Anilinopirimidina Fungicida
Clordano-trans - 2,7 C10HeClg Organoclorado Inseticida
Clorfenapir . 48 CisHuBrCIFsN,0  razol(andlogo - lInseticida e
de) acaricida
Clorfenvinfés - 3,8 C12H14Cl304P Organofosforado Inseticida
Clorpirifés etilico 4.6 5,0 CoH1:CIsNOsPS Organofosforado Acaricida
Clorpirifos- Inse'tlc':lda,
o - 4,3 C/H-CIsNO3sPS Organofosforado acaricida e
metilico o
formicida
Clorprofan 14,5 3,5 C10H12CINO; Carbamato Herbicida
DDT o,p’ - 6,9 C14HoCls Organoclorado Inseticida
DDT p,p’ - 6,9 C14HoCls Organoclorado Inseticida
Diazinona 2,6 3,8 C12H21N203PS Organofosforado Inseticida
Diclorana - 2,8 CsH4CI2N20, Clorofenila Fungicida
Dissulfotom - 3,9 CgH190,PS3 Organofosforado Insetu;@a €
acaricida
Endossulfam - 4,7 CoHsClsO3S Organoclorado Inset|F:|<Ija ©
alfa acaricida
Egg ossulfam - 4,7 CoHsClsO3S Organoclorado Ir::;?é? daae
Endrin - 3,2 C12HsClsO Organoclorado Inseticida
Epoxiconazol - 3,3 C17H13CIFN3O Triazol Fungicida
Espiromesifeno - 4,5 C23H3004 Cetoenol Inseticida
Etoprofos - 2,9 CgH1002PS> Organofosforado Inset|c!d§ ©
nematicida
Etrinfs - 2,9 C10H17N20PS Organofosforado Inseticida
Fenamidona - 2,8 C17H17N30S Imidazol Fungicida
Fenarimol - 3,6 C17H12CI2N20 Pirimidinilcarbinol Fungicida
Fenitrotiona - 3,3 CoH12NOsPS Organofosforado Inseticida
Inseticida,
Fipronil - 3,7 C12H4ClFsN4OS Pirazol formicida e

cupinicida
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Log Formula . Acéo
a
Composto pKa Kow® Molecular Classe Quimica Agronbmica
Fluasifope-p- Acido
asiiope-p . 45  CuHFsNOs arilofenoxipropionic  Herbicida
butilico o
Fluguinconazol 0,9 3,2 C16HsCI2FNsO Triazol Fungicida
Flusilazol 2,5 3,8 CisH1sF2N3Si Organosilicado Fungicida
Fostiazato - 1,6 CoH1sNOsPS, Organofosforado Insetlc!dg €
nematicida
HCH alfa - 3,8 CesHsCls Organoclorado Inset|C|'d§1 ©
rodenticida
HCH beta - 3,8 CesHsCls Organoclorado Inseticida
Inseticida
HCH L
. gama - 3,5 CesHsCls Organoclorado acaricida e
(Lindano) .
rodenticida
Heptacloro - 54 C1oHsCl7 Organoclorado Inseticida
H [ Fungici
noexac orobenze ) 3.9 CeHe Organodlorado ungicida
Inseticida,
Indoxacarbe - 4.6 C22H17CIFsN307 Oxadiazina formicida e
cupinicida
Iprodiona 12,7 3,0 C13H13Cl2N3O3 Dicarboximida Fungicida
. Inseticid
Malationa - 2,7 C10H1906PS:> Organofosforado nse I(.:I. ae
acaricida
Metconazol 11,4 3,8 C17H22CIN3O Triazol Fungicida
Metidationa - 2,5 CsH11N204PS3 Organofosforado Inset|F:|<Ija €
acaricida
Inseticida,
Metiocarbe - 3,1 C11H1sNO,S Carbamato moluscicida e
repelente de
passaros
Metolacloro - 3.4 C1sH22CINO2 Cloroacetamida Herbicida
Metoxicloro p,p’ - 5,8 C16H15Cls02 Organoclorado Inseticida
o | .
Mevinfos - 0,1 C7/H1306P Organofosforado nsetlt.:lfJa €
acaricida
Miclobutanil 2,3 2,9 C15H17CINg Triazol Fungicida
Mirex - 5,2 C10Cl12 Organoclorado Inseticida
Nuarimol - 3,1 C17H12CIFN2O Pirimidina Fungicida
Oxadixil - 0,6 C14HsN204 Fenilamida Fungicida
P . | ..
arzf\'Flona - 3,0 CgH1oNOsPS Organofosforado nseticida
metilica
Penconazol 15 3,7 Ci3H1sCl2N3 Triazol Fungicida
Pendimetalina 2,8 5,2 C13H19N304 Dinitroanilina Herbicida
Permetrina cis - 6,1 C21H20Cl203 Piretroide InseﬂgQa €
acaricida
Piraclostrobina - 4.0 C19H18CIN3O4 Estrobilurina Fungicida
. , Fosf i | ici
Pirazofés ) 3.8 CoHaoN:OsPS osforotioato de nseticida e

heterociclo

fungicida
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Log Formula . Acéo
a
Composto pKa Kou? Molecular Classe Quimica Agrondmica
Pirimetanil 3,5 2,8 C12H13N3 Anilinopirimidina Fungicida
Pirimicarbe 4.4 1,7 C11H18N4O2 Dimetilcarbamato Inseticida
Pirimif6s. Inseticid
|r|n,1.| 03 4.3 3,9 C11H20N303PS Organofosforado nse I.CI. ae
metilico acaricida
Profenofés - 4.4 C11H15BrCIOsPS Organofosforado InsquQa ©
acaricida
Prometrina 4.1 3,3 Ci10H19NsS Triazina Herbicida
Protiofos - 5,6 C1:H15ClL,02PS: Organofosforado Inseticida
. , Insetici
Quinalfés - 4.4 Ci12H15N203PS Organofosforado nse I(.:I(.ja €
acaricida
Tebuconazol 5,0 3,7 C1sH22CIN3O Triazol Fungicida
Tebufempirada - 49 C18H24CIN3O Pirazol Insetlt.:u.ja €
acaricida
Tetraconazol 0,6 3,6 C13H11ClF4NsO Triazol Fungicida
Tolifluanida . g9 CuoHisCERN.G.S Sulfamida Fungicida
2
Triadimefom - 3,7 C14H16CIN3O2 Azol Fungicida
Trifloxistrobina - 45 C20H19F3N204 Estrobilurina Fungicida
Trifluralina - 5,2 Ci3H16F3N304 Dinitroanilina Herbicida
Vinclozolina - 3,0 C12H9CI2NO3 Oxazol Fungicida

a pKa: logaritmo negativo da constante de acidez do composto (Ka); ? Log Kow: coeficiente de particdo

octanol/agua;
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3.4.1 Utilizac&o do Padréao Interno (PI) e Padréo de Controle (PC)

Em sistemas cromatogréficos sdo necessarios a adicdo de um Padréo Interno
(PI) e um Padréo de Controle (PC), com o propdsito de assegurar a execucao correta
do procedimento de extracdo e de analise nas amostras analisadas (SANTE, 2015).
Dessa forma, pode-se minimizar fontes de erros e melhorar a eficiéncia de extragéo
(PRESTES et al., 2009). Neste trabalho, foi empregado o trifenilfosfato como PI e

atrazina-d5 como PC.

3.5 CONDIQ@ES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO GC-MS/MS PARA A
DETERMINAQAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS
As condi¢des do sistema cromatografico GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo 9000,

foram sugeridas pelo fabricante do equipamento e estdo descritas a seguir:

*

% Vazdao/presséao: vazao constante 1,2 mL min?

X/

« Gas carreador: hélio

X/

% Temperatura do injetor: 280 °C

X/

¢ Volume e modo de injecao: 1 L - splitless pulsado

*

s Pressao: 12,4 psi

% Temperatura do forno: mantido por 1 min a 60°C, 40°C/min para 170 °C e
10°C/min para 310 °C.

% Coluna capilar planar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)

% Temperatura do “guard-chip”: 150 °C

s Temperatura do “bus temperature”: 280 °C

% Temperatura do transfer line: 290 °C

% Temperatura da fonte: 300 °C

% Modo de ionizacdo: impacto por elétrons (High Efficiency Source- HES)

% Modo de aquisi¢do: monitoramento de rea¢des multiplas dinamico (dMRM)

% Gas de colisdo e vazao: nitrogénio - 1,5 mL min*

« Temperatura dos quadrupolos MS1 e MS2: 150 °C

3.6 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA EXTRACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS

3.6.1 Avaliacao do teste gravimétrico na etapa de particdo/extragao

Neste trabalho, avaliou-se as versfes do método QUEChERS original
(ANASTASSIADES et al., 2003), acetato (LEHOTAY et al., 2005) e citrato
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(ANASTASSIADES et al., 2007) para escolher o melhor método de extracéo/particéo.
Os ensaios foram realizados em tubos de polipropileno de 50 mL contendo 1 g de
amostra hidratada com 10 mL de agua ultrapura, solvente de extracdo e os sais de
particdo. As amostras foram pulverizadas em moinho. A quantidade de amostra
empregada neste método e a necessidade de adi¢cdo de 4gua na amostra foram com
base nos trabalhos na literatura cientifica (MORENO-GONZALEZ et al., 2015; QIN, et
al., 2015; PEREZ-PARADA et al., 2016; TAHA, 2016; TREVISAN et al., 2017).

Inicialmente, para a verificacdo da eficiéncia dos métodos de extracdo, em
relacdo a quantidade de coextrativos da matriz extraidos pelo método, empregou-se
o0 teste gravimétrico para todas as matrizes. A avaliacao foi realizada através da massa
resultante da evaporacdo até a secura de 5 mL de extrato, por 30 minutos a uma
temperatura em torno de 60 °C em TurboVap. A massa resultante foi calculada de
acordo com a diferenca da massa do tubo de vidro vazio e a massa do tubo de vidro
apos a adicdo do volume de extrato evaporado. A execucdo das extracdes foi
conforme as quantidades de sais de particdo e volume de solvente de extracdo dos
métodos originais (ANASTASSIADES et al.,, 2003; LEHOTAY et al., 2005;
ANASTASSIADES et al., 2007). Foram usados os kits prontos de sais de particéo para
a realizacdo da extracdo de 1 g de amostra com 10 mL de agua ultrapura. O
procedimento esta representado no na Figura 1 abaixo:

Figura 1 - Fluxograma representativo do procedimento realizado para a analise

gravimétrica, avaliando-se a eficiéncia de extracdo de coextrativos nos métodos
QUEChERS original, acetato e citrato.

1 g amostra pulverizada+ 10 mL agua ultrapura

10 mL ACN 10 mL ACN 1% HAc 10 mL ACN

5 mL de extrato

Evaporacaototal (sob fluxo de N,— 60 °C)
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3.6.2 Avaliacao da eficiéncia de extracdao dos compostos selecionados para
analise em plantas medicinais

Apés a realizagdo do teste gravimétrico, os extratos de Ginkgo biloba L.
provenientes da etapa de extracdo/particdo de cada um dos métodos avaliados
(QUEChERS original, acetato e citrato), foram submetidos a uma etapa de limpeza
dispersiva (kit de limpeza) contendo 150 mg de MgSOs4 e 50 mg de PSA
(ANASTASSIADES et al., 2003; LEHOTAY et al., 2005; ANASTASSIADES et al.,
2007). A eficiéncia de extracdo foi avaliada para cada método mediante injecdo ao
sistema cromatografico GC-MS/MS, n=3, dos extratos obtidos de amostras “branco”,
fortificadas no nivel de 20 ug kg*. O procedimento realizado esta representado na

Figura 2 a sequir.

Figura 2 - Fluxograma representativo para avaliagéo da eficiéncia de extracao dos
compostos selecionados em extrato de Ginkgo biloba L.

1 g amostra pulverizada+ 10 mL agua ultrapura

10 mL ACN 10 mL ACN 1% HAc 10 mL ACN

1 mL de extrato

Limpeza: 150 mg MgSO, + 50 mg PSA
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3.6.3 Avaliacdo da remocdao de interferentes na etapa de limpeza (clean up) do
método QUEChERS em plantas medicinais

Ap6s a avaliacdo do procedimento de extracdo, avaliou-se diferentes
combinacdes de sorventes comumente empregados na etapa de limpeza do método
QUEChERS. Também foram avaliados diferentes sorventes empregando a técnica de
SPE.

Os ensaios e as combinacdes dos sorventes avaliados estdo descritos nas
Tabelas 6 e 7. Utilizou-se 1 mL de extrato para a realizacdo de cada um dos testes
por d-SPE. Os testes T2, T3 e T5 foram realizados empregando kits de limpeza
comerciais. Os testes T1, T4, T6, T7, T8, T9, T10 e T11 foram realizados pesando-se
as massas dos sorventes (a granel). Dessa forma, as quantidades de sorventes dos
testes realizados a granel seguiram de acordo com a massa dos sorventes contidos
nos kits. Para os testes empregando SPE, utilizou-se 2 mL de extrato para
procedimentos que empregaram um Unico cartucho e 3 mL de extrato para testes
realizados com combinacgdes de 2 cartuchos. Isto se fez necessério, a fim de obter um
extrato final para injecdo de aproximadamente 1 mL. Devido a presenca de pigmentos
nos extratos das plantas medicinais, os sorventes foram avaliados primeiramente
quanto a eficiéncia de remocdo destes coextrativos (pigmentacdo). Além disso,

avaliou-se a eficiéncia de extracdo dos compostos de interesse.
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Tabela 6 - Testes de limpeza empregando d-SPE realizados apos a definicdo do
método de extragao.

Teste

Etapa de

particdo/extracao

Etapa de limpeza

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

1 g de amostra
10 mL agua ultrapura
10 mL acetronitrila
4gMgSO4+1gNaCl+1g

CeHsNas07.2H20 + 0,5 g

CsHsNa207.1,5H20
Agitacdo manual (1 min)
Centrifugacdo 6000 rpm/8

min

1 mL de extrato
150 mg MgSOs4 + 50 mg Cis
Agitagdo em vortex (1 min)

Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg MgSOs4 + 50 mg Cis + 50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)

Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg MgSO4 + 50 mg GCB + 50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)

Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg MgSO4 + 50 mg GCB + 50 mg Cis
Agitacdo em vortex (1 min)

Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg MgSOa4 + 50 mg GCB + 50 mg Cis +
50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)

Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg CaClz + 50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)
Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL de extrato
150 mg CaClz + 50 mg Cis
Agitacdo em vortex (1 min)
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Teste .Etapa de Etapa de limpeza
particdo/extracao
Centrifugacéo 10000 rpm/8 min
] 1 mL de extrato
T8 150 mg CaClz + 50 mg Cis + 50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)
Centrifugacéo 10000 rpm/8 min
] 1 mL de extrato
T9 150 mg CaClz + 50 mg GCB + 50 mg PSA
Agitacdo em vortex (1 min)
Centrifugacéo 10000 rpm/8 min
] 1 g de amostra 1 mL de extrato
10 mL agua ultrapura 150 mg CaCl2 + 50 mg GCB + 50 mg Cas
110 10 mL acetronitrila Agitacdo em vortex (1 min)
4gMgSO4+1gNaCl+1g Centrifugacdo 10000 rpm/8 min
| CeHsNa307.2H20+0,5¢ 1 mL de extrato
CeHeNaz07.1,5H20 150 mg CaClz + 50 mg GCB + 50 mg Cus +
T11 Agitacdo manual (1 min) 50 mg PSA
Centrifugagao 6000 rpm/8 Agitacdo em vértex (1 min)
min Centrifugacdo 10000 rpm/8 min
] 1 mL de extrato + 1 mL agua ultrapura
120 mg EMR-Lipid® + 100 mg PSA + 100
mg GCB
Agitacdo em vortex (1 min)
T12 Centrifugacéo 10000 rpm/8 min

1 mL sobrenadante
240 mg polish®
Agitacdo em vortex (1 min)

Centrifugagao 10000 rpm/8 min
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Tabela 7 - Testes de limpeza em fase solida (SPE) realizados apds a definicdo do
meétodo de extracao.

Teste Etapa de particao/extracao Etapa de limpeza
T13 2 mL extrato
EMR Captiva® (300 mg/3 mL)
] 2 mL de extrato
T14 BeCarbon/PSA (250 mg/250 mg/3
mL)
] 3 mL de extrato
T15 EMR Captiva® (300 mg/3 mL) e 100
mg Bond Elut NH2
] 3 mL de extrato
T16 1 g de amostra EMR Captiva® (300 mg/3 mL) + Bond
10 mL agua ultrapura Elut NH2 (500 mg/3 mL)
] 10 mL acetronitrila 3 mL de extrato
T17 4gMgSO4+1gNaCl+1g EMR Captiva® (300 mg/3 mL) + 100
CeHsNas07.2H20 + 0,5 g mg Bond Elut NH2 + 100 mg Na2SOa4
] CsHeNa207.1,5H20 3 mL de extrato
Agitacdo manual (1 min) EMR Captiva® (300 mg/3 mL) + Bond
118 Centrifugagéo 6000 rpm/8 min Elut NH2 (500 mg/3 mL) + 100 mg
Na2S0a4
] 3 mL de extrato
T19 EMR Captiva® (300 mg/3 mL) +
BeCarbon/PSA (250 mg/250 mg/3
mL)
] 3 mL de extrato
20 EMR Captiva® (300 mg/3 mL) +

BeCarbon/PSA (250 mg/250 mg/3
mL) + 100 mg Naz2SOa4
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3.7 VALIDACAO DO METODO PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS POR GC-MS/MS
3.7.1 Método QUEChERS citrato modificado validado neste trabalho

O método QUEChERS citrato avaliado neste trabalho foi validado de acordo
com os parametros descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros avaliados na etapa de validacdo dos métodos descritos neste
trabalho.

Parametro Aplicagéo Referéncia

Comparacdo dos cromatogramas obtidos
com as inje¢des no sistema GC-MS/MS de
Seletividade extratos “branco”, ou seja, ausente dos BRASIL, 2017
compostos em estudo, e da amostra

fortificada com estes compostos.

Avaliacdo da linearidade das curvas
analiticas do tipo y=ax+b obtidas pela
Curva analitica e | correlagdo entre a resposta analitica e a
o _ o BRASIL, 2017
faixa linear concentracdo de cada composto injetado
no equipamento. A faixa linear foi de 0,5, 1,
2,5,10,20e 50 ug L.

Comparacdo entre as inclina¢des das retas

obtidas com as curvas analiticas
preparadas no solvente (acetonitrila) e na
matriz (extrato “branco” de Ginkgo biloba

L.) através da férmula:

x1—-x2

Efeito matriz EM =

X 100 BRASIL, 2017

x2

x1= coeficiente angular da inclinagdo da
reta da curva analitica preparada no extrato
da matriz;

Xo= coeficiente angular da inclinacdo da

reta da curva preparada no solvente

O LOQ e LOD foram calculados conforme
Limite de | a relagdo sinal/ruido calculada pelo
guantificacéo e | software do equipamento, considerando no BRASIL, 2017
deteccéo minimo 3 e 10 vezes a razao do sinal pela

linha de base (ruido), respectivamente.




Parametro

Aplicacao

Referéncia

Exatidao

Foi avaliada através de ensaios de
fortificagdo em extrato “branco” de Ginkgo
biloba L. em quatro niveis de concentragédo
(5, 10, 20 e 50 pg kg?) em replicatas (n=6).

BRASIL, 2017

Precisao
Precisao

intermediaria

Para a precisdo do método, em termos de
repetitividade, foi avaliada através da
férmula de desvio padrédo relativo (RSD)
para as 6 replicatas injetadas uma Unica
vez nos niveis de fortificacdo 5, 10, 20 e 50
ug kgt. Para a precisdo intermediaria
(RSDy) do método, foi avaliada
executando-se a mesma metodologia em
dias diferentes e com diferentes analistas,
porém nos niveis de fortificagcdo 10, 20 e 50

Hg kg™ (n=6).

BRASIL, 2017

Robustez

Foram aplicadas algumas modificacdes no
método QuEChERS citrato, com a
finalidade de avaliar a capacidade do
método em resistir a estas variagdes. As
modificagBes foram: 1) utilizacdo de sais de
particio de outros fornecedores e
pesagem dos sais em tubos de
polipropileno de 50 mL no lugar de pacotes
de sais de particdo; 2) em todas as etapas
de agitacdo, foram realizadas de modo
manual, ao invés de agitacdo em vortex; 3)
adicdo de homogeneizadores de ceramica
nos tubos com os sorventes de limpeza; 4)
utilizacdo de filtros de nylon de 0,2 um de

outro fornecedor.

BRASIL, 2017
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CONDICOES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO GC-MS/MS PARA A
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS
Apesar de ter alguns compostos com tempos de retencdo préximos, a
espectrometria de massas permitiu a identificacdo inequivoca de 74 compostos,
através da escolha de diferentes transicoes. A Tabela 9 apresenta todos os
agrotoxicos analisados por GC-MS/MS, utilizando o modo de ionizacédo EIl, modo de
aquisicdo SRM, com seus respectivos tempos de retencdo (tr), ions precursores e
ions produtos selecionados para as etapas de quantificacdo e identificacdo de cada
composto em estudo.

Tabela 9 - Agrotéxicos analisados por GC-MS/MS, utilizando modo de aquisicdo SRM,
com seus respectivos tempos de retencdo (tr), ions precursores e produtos para

quantificacdo e identificacdo e energias de colisao (EC).

12 Transicao EC 22Transicdo EC
tr (min) Compostos - -

Quantificacdo (V) Identificacdo (V)
9,0528 Alacloro 188—160 10 188—132 20
9,7058 Aldrin 262—192 35 262—190 35
9,0364 Ametrina 227—170 10 227—58 10
7,7643 Atrazina 214—200 214—58 5
7,7100 Atrazina-d5 (PC) 205127 205—105 10
16,2015 Boscalida 140122 10 140—76 25
11,5149 Bupirimato 272—193 272—108 15
7,3467 Cadusafos 158—131 158—97 15
10,1420 Ciprodinil 226—225 10 225224 10
10,7568 Clordano-trans 374—-265 15 372—265 15
11,7412 Clorfenapir 328—247 20 247—227 20
10,4029 Clorfenvinfés 295267 5 267—159 20
9,7152 Clorpirifés 314—258 15 199171 15
8,9445 Clorpirifés-metilico 286—93 25 125—-47 15
7,0329 Clorprofam 153—125 10 153—90 25
12,1277 DDT-o,p' 237—165 20 235—-199 15
12,7011 DDT-p,p' 237—165 20 235—-199 15
8,1377 Diazinona 199—-93 15 137—84 10
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_ 12 Transicao EC 22Transicdo EC
tr (min) Compostos o .
Quantificacdo (V) Identificacédo (V)
7,6771 Diclorana 206—176 10 160—124 10
8,2702 Dissulfoton 142—109 5 142—80 15
10,9822 Endossulfan alfa 194—160 194—159 5
11,9635 Endossulfan beta 207172 15 195—159 10
11,4249 Endrin 317—281 5 263—193 35
13,2354 Epoxiconazol 192—138 10 192—111 25
13,3827 Espiromesifeno 273—255 5 272254 5
12,1155 Etiona 231175 10 153—-97 10
6,9630 Etoprofos 158—114 158—97 15
8,3760 Etrinfos 292—181 181—153 10
13,8054 Fenamidona 268—180 20 238—237 10
14,7213 Fenarimol 251—-139 10 219—-107 10
9,3689 Fenitrotiona 277—260 5 125—-79 5
10,3804 Fipronil 367—213 25 351255 15
11,6787 Fluazifop-p-butilico 383—-282 10 282—238 15
15,4825 Fluquinconazol 340—298 15 340—108 40
11,4769 Flusilazol 315—-233 10 233—165 15
10,0402 Fostiazato 199102 5 195—103 5
8,0080 HCH-gama (Lindano) 219183 5 217—181 5
7,5395 HCH-alfa 219183 5 219181 5
7,8924 HCH-beta 219183 5 217181 5
9,1363 Heptacloro 274—239 15 274—237 15
7,6610 Hexaclorobenzeno 284—249 15 284—214 30
17,6402 Indoxacarbe 203—134 15 203—106 25
13,3606 Iprodiona 314—56 20 244187 5
9,5093 Malationa 173—99 15 158—125
13,8812 Metconazol 138—69 10 125—-99 20
10,7237 Metidationa 145—-85 5 14558 15
9,3589 Metiocarbe 168—153 10 168—109 15
9,6670 Metolacloro 240—162 10 238—162 10
13,6839 Metoxicloro 227—212 15 227—169 25
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_ 12 Transicao EC 22Transicdo EC
tr (min) Compostos o .
Quantificacdo (V) Identificacédo (V)
5,6417 Mevinfos 127—109 10 127—95 15
11,4346 Miclobutanil 179—-125 10 179—90 30
14,5092 Mirex 272—237 20 237—143 30
12,9611 Nuarimol 235—139 15 203—107 10
12,1296 Oxadixil 163—132 5 163—117 25
8,9445 Parationa metilica 263—109 10 125—-79 5
10,2927 Penconazol 248—192 15 248—157 25
10,2631 Pendimetalina 252—162 10 252—161 15
15,2466 Permetrina cis 183—168 10 183—153 15
17,0597 Piraclostrobina 164—132 10 132—-104 15
14,7751 Pirazofos 232—204 10 221—193 10
8,1347 Pirimetanil 198—183 15 198—158 20
8,5634 Pirimicarbe 238—166 10 166—96 15
9,3629 Pirimifés metilico 290—125 20 233—125 5
11,2556 Profenofés 339—268 15 297—268
9,0870 Prometrina 241184 10 226—184 10
11,2077 Protiofés 309—-239 15 267—239 5
10,4654 Quinalfés 157—129 15 146—118 10
12,9366 Tebuconazol 250—125 20 125—-99 20
13,7618 Tebufenpirad 333171 15 318—131 15
9,8169 Tetraconazol 336—218 20 336—204 30
11,2629 Tolifluanida 238—137 15 13791 20
9,7723 Triadimefom 208—181 5 208—111 20
13,0080 Trifenilfosfato (PI) 325—169 20 32577 40
12,6257 Trifloxistrobina 172—145 15 116—89 15
7,1591 Trifluralina 306—264 5 264—206 5
8,9146 Vinclozolina 212172 15 197—145 15
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4.2 AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA EXTRACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS

4.2.1 Avaliacdo do teste gravimétrico na etapa de extracao/particdo

A etapa de preparo de amostra é extremamente importante no desenvolvimento
de métodos multirresiduo, principalmente, devido aos diferentes compostos presentes
na matriz estudada e as propriedades fisico-quimicas dos compostos a serem
extraidos. As plantas medicinais apresentam uma grande complexidade de
substancias quimicas, tais como &cidos organicos, compostos fendlicos, vitaminas,
pigmentos, entre outros. A presenca destes compostos no extrato onde estao
presentes os analitos pode interferir na resposta cromatografica. Dessa forma,
avaliou-se através da andlise gravimétrica, a eficiéncia de extracdo de interferentes
da matriz. As trés versdes do método QUEChERS (original, acetato e citrato) foram
avaliadas em relacéo a extragéo de coextrativos na etapa de extracao/particao (Figura
3) para todas as plantas medicinais em estudo. Os resultados foram obtidos a partir
da massa resultante da evaporacéo total sob fluxo de N2 de 5 mL de extrato. A Figura
4 mostra os resultados obtidos, em quantidade de massa residual pesada, da
evaporacao total dos extratos das matrizes estudadas.
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Figura 3 - Avaliacao visual dos extratos obtidos para cada uma das amostras de planta
avaliadas (ginkgo, espinheira-santa, guaco e camomila) pelos métodos QUEChERS
original, acetato e citrato, respectivamente.

A) Ginkgo biloba L.

B) Maytenus ilicifolia

C) Mikania glomerata Spreng
D) Matricaria chamomilla
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Figura 4 - Avaliacdo dos QUEChERS citrato, acetato e original nas matrizes em
estudo, quanto a eficiéncia de extracao de interferentes através do teste gravimétrico.

Teste Gravimétrico

Guaco

Ginkgo biloba

Esp. Santa

Matrizes em estudo

Camomila

T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Massa residual (mg)

# QUEChERS Citrato  mQUEChERS Acetato = ® QUEChERS Original

De acordo com a Figura 4, € possivel observar que para a maioria das matrizes
estudadas, o método QUEChERS citrato foi o que extraiu maior quantidade, em
massa, de coextrativos das amostras avaliadas. Além disso, dentre as matrizes
avaliadas, percebe-se que o0s extratos provenientes de Ginkgo biloba L.,
apresentaram maior quantidade de coextrativos em relacdo as outras matrizes
(Figuras 3 e 4). O Ginkgo biloba L. é constituido por flavonoides, terpenoides,
biflavonas e &cidos organicos (Figura 5) (FERMINO et al., 2015). A Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa) apresenta terpenos, flavonoides, 6leos essenciais e compostos
aromaticos (ALMEIDA et al., 2015). Entre os constituintes de Mikania glomerata
Spreng. (guaco), encontram-se flavonoides, taninos, saponinas sesquiterpenos e
diterpenos, como também acidos organicos (LOPES, 2015). A Matricaria chamomilla
(camomila) apresenta terpenos, 6leos essenciais, flavonoides e acidos organicos
(PACIFICO et al., 2018). Percebe-se que o extrato da amostra de Ginkgo biloba L.,
apresenta uma complexidade de componentes quimicos, demonstrando ser uma
matriz heterogénea no ambito das andlises quimicas, conforme a Figura 5 a seguir.
De acordo com a literatura, dentre os métodos de preparo de amostra mais

empregados para posterior determinacdo de residuos de agrotéxicos em plantas
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medicinais, estd o método QUEChERS citrato (LOZANO et al., 2012; WU et al., 2015;
TAHA, 2016; MACHADO et al., 2017).

A partir disso, os testes seguintes foram realizados em extrato de Ginkgo biloba
L. para a avaliacdo da eficiéncia de extragdo dos agrotdxicos selecionados neste
trabalho. Posteriormente, realizou-se uma extensao do escopo para as demais plantas

(camomila, espinheira-santa e guaco) em estudo.
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Figura 5 - Cromatograma obtido por GC-MS em modo scan referente ao extrato do método QUEChERS citrato de Ginkgo biloba L.
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4.2.2 Avaliacdo da eficiéncia de extracdo do método QUEChERS em plantas
medicinais para posterior determinagdo de agrotoxicos

Apos a realizacao do teste gravimeétrico, as trés versées do método QUEChERS
foram avaliadas quanto a eficiéncia de extracao dos agrotoxicos em estudo. Os testes
realizados seguiram o protocolo de cada um dos métodos, mantendo-se as
quantidades de sais de particdo. Porém, empregou-se 1 g de amostra e realizou-se a
adicdo de agua antes da adicdo do solvente de extracdo. A adicdo de agua se fez
necessaria devido a baixa concentracdo de umidade nas amostras. Desta forma,
promove melhor extracdo de compostos polares (PSOMA et al., 2015). O MgSOa4 e o
PSA foram empregados como teste preliminar na etapa de limpeza dos extratos para
cada uma das versdes do método QUEChERS. A avaliacdo da eficiéncia de extracao
foi realizada através de ensaios de fortificacdo na amostra “branco” de ginkgo no nivel

de 20 ug kg* (n=3) e posterior inje¢do no sistema GC-MS/MS.

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que o maior nimero de
compostos recuperados, dentro da faixa adequada (70-120%), foram obtidos através
do método QUEChERS citrato. No método QUEChERS citrato, emprega-se a ACN
como solvente de extracdo. A ACN apresenta a habilidade de extrair mais compostos
polares naturais das plantas (TAHA, 2016). Isto pode ser explicado pelo fato de que
no teste gravimétrico, houve maior quantidade de coextrativos extraidos no Ginkgo
biloba L.. Além disso, a ACN é amplamente empregada em processos de extracao em
inUmeras matrizes, devido a sua capacidade de extrair uma variedade de compostos
organicos de diferentes polaridades (ANASTASSIADES et al., 2003; LEE et al., 2017).
A boa eficiéncia de extracdo usando este método para determinacdo de residuos em
plantas medicinais tem sido reportada em diversos trabalhos académicos (LOZANO
etal., 2012; WU etal., 2015; MACHADO et al., 2017). Além disso, 0s sais tamponantes
de citrato permitem a constancia de pH em torno de 5,0 a 5,5 durante o processo de
extracdo em plantas medicinais, mantendo a estabilidade dos compostos basico
sensiveis (RUTKOWSKA, tOZOWICKA. e KACZYNSKI, 2018). Isto ocorre no caso
da tolifluanida, a qual possui dependéncia do pH para sua estabilidade e, nas
extracOes realizadas, demonstrou valores de recuperacdes de 112%, 68% e 169%

para os métodos QUEChERS citrato, acetato e original, respectivamente.

No método QUEChERS acetato, houve recuperacdes entre 50 a 60% para a

maioria dos compostos. Nesta versdo de QUEChERS, o meio de extracdo apresenta
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pH em torno de 4,8 (PRESTES et al., 2009). Além disso, devido ao forte
tamponamento existente, a eficiéncia de limpeza do PSA é afetada. O desempenho
de limpeza pelo PSA em método QUEChERS acetato é visivelmente pior que no
método QUEChERS original, o qual ndo apresenta procedimento de tamponamento
(REJCZAK e TUZIMSKI, 2015). A baixa resposta cromatografica, também pode ser
um dos motivos pelas baixas recuperacdes obtidas neste método em nivel de 20 ug
kg de fortificagcdo (CHEN et al., 2016).

4.2.3 Avaliacédo da remocao de interferentes na etapa de limpeza (clean up) do
método QUEChERS em plantas medicinais

A etapa de limpeza apresenta grande importancia em relacdo aos métodos
analiticos de determinacdo de compostos organicos em matrizes complexas. Dessa
forma, esta etapa torna-se um grande desafio em métodos multirresiduo. Além disso,
em métodos para a determinacéo de residuos de agrotoxicos em plantas medicinais,
deve-se considerar que cada planta analisada apresenta uma complexidade de
constituintes, devido a falta de padronizacdo dos extratos vegetais (SOUZA-
MOREIRA et al., 2008). Com isso, avaliou-se diferentes sorventes descritos no item
3.6.3, visando a obtencdo de um método com o maior nimero de compostos
recuperados dentro da faixa aceitavel (70-120% com RSD < 20%). Os testes foram
executados com amostra branco de Ginkgo biloba L. fortificadas no nivel de 20 pg kg
! e posterior determinagédo no sistema GC-MS/MS. Os testes para avaliacdo dos
sorventes foram realizados utilizando-se kits de limpeza dispersiva (d-SPE) e material
a granel, gue possibilitou diferentes variacdes de sorventes, mantendo-se a mesma
propor¢cdo de massa empregada nos kits. A Figura 6 mostra a quantidade de
compostos recuperados dentro da faixa aceitavel para cada um dos testes de limpeza
(d-SPE) executados. O teste preliminar descrito na Figura 6, refere-se ao teste

realizado no item 4.2.2.
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Figura 6 - Numero de compostos recuperados na faixa de 70 a 120% para os testes
de limpeza por d-SPE, avaliados no nivel de fortificacdo de 20 ug kg™.
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Comumente, o uso de d-SPE na etapa de limpeza tem-se mostrado util na
melhora das percentagens de recuperagdo e precisdo de compostos organicos
(MARTINEZ-DOMINGUEZ et al., 2014). Conforme a Figura 6 pode-se observar que
0s resultados obtidos com GCB nos testes (T3, T4, T5, T9, T10 e T12) foram
satisfatorios, porém, este sorvente apresenta como caracteristica a forte retencéo de
compostos planares (MARTINEZ-DOMINGUEZ et al., 2016). Por outro lado, no T11,
houve recuperacdes satisfatorias para apenas 5 compostos (boscalida, ciprodinil,
aldrin, pirimetanil e clorprofan). No presente trabalho, pode-se perceber que a
utilizacdo de GCB para compostos como hexaclorobenzeno, apresentaram baixas
recuperacdes (< 40%) ou ndo apresentaram picos cromatogréficos (Figura 7). Isto
pode ser explicado pelo uso de grandes quantidades de GCB (50 mg), o qual
favoreceu a retencdo destes compostos, conforme avaliado no trabalho de

Rutkowska, tozowicka e Kaczynski (2018).
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Figura 7 - Sinal cromatografico do composto hexaclorobenzeno com seu respectivo
tempo de retencdo A) referente ao teste T12 e B) solucéo padrédo 2 ug L em solvente
(acetonitrila), demonstrando que o pico determinado em A) ndo corresponde ao B).
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As plantas medicinais possuem acidos organicos, flavonoides, compostos
fendlicos, entre outros, em sua composicdo (LOZANO et al., 2012). Os ensaios
realizados com PSA demonstraram bons resultados, como € o caso dos testes T2,
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T3, T5,T6, T8, T9, T11 e T12. Porém, a combinacao de sorventes PSA e CaClz (T6)
proporcionou a recuperagdo de um maior numero de compostos na faixa de 70 a
120%. O PSA tem capacidade de remover acidos graxos, acucares e acidos
organicos. Estes interferentes podem afetar a resposta cromatografica
(RUTKOWSKA, £tOZOWICKA. e KACZYNSKI, 2018). O bom desempenho do CaClz
em conjunto com PSA, ndo foi somente devido a sua habilidade de remocéo de agua
da matriz, como também proporcionou a formacao de sais de célcio insollveis com as
hidroxilas dos componentes polifendlicos presentes na matriz. Além disso, 0 emprego
desta mistura de sorventes em conjunto com ACN, promove a remog¢ao de compostos
ndo polares, como ceras e acidos graxos, que sao precipitados como “sabdes de
calcio”, favorecendo a remogao de constituintes complexos da matriz (MACHADO et
al., 2017). Em comparagdo com MgSOa4, 0 CaClz extrai menos coextrativos da matriz,
como também diminui o efeito matriz (REJCZAK e TUZIMSKI, 2015).

O Cis tem sido reportado na etapa de limpeza de métodos multirresiduo de
plantas medicinais (MORENO-GONZALEZ et al., 2015; PSOMA et al., 2015; QIN et
al., 2015). Este sorvente retém compostos ndo polares, como lipidios e pigmentos.
Porém, pode apresentar forte interacdo de agrotoxicos apolares (RUTKOWSKA,
t OZOWICKA. e KACZYNSKI, 2018). De acordo com a Figura 6, nota-se que, nos
testes com Cis (T1, T2, T4, T5, T7, T8, T10 e T11), ha uma diminuigdo no numero de
compostos. Lindano, clorpirifés e pendimetalina apresentaram menores valores de
recuperacao em testes realizados com este sorvente. Os testes de Cis e PSA, quando
comparados, mostram que o PSA apresentou uma melhor eficiéncia na etapa de
limpeza. Tripathy e colaboradores (2017) demonstram que durante a determinacéo de
11 residuos de agrotéxicos em 4 matrizes vegetais por GC-MS, o sorvente PSA
apresentou melhores resultados que o Cis. Além disso, observaram uma queda na
recuperacdo de alguns compostos apolares, como HCH alfa, HCH beta, clorpirifés,
pendimetalina e profenofds. Devido a natureza apolar destes compostos, ha uma forte

interacdo do sorvente Cis com estes (TRIPATHY et al., 2017).

O T12 apresentou 43 compostos recuperados dentro da faixa aceitavel de 70-
120%. Com base no trabalho de Han e colaboradores (2016), foi observado o uso do
EMR-Lipid® para a remocgdo de pigmento em matrizes vegetais. Este sorvente
apresentou a capacidade de promover recuperacdes de compostos com log Kow entre

1 a 6, como o hexaclorobenzeno. Para compostos apolares (log Kow > 6), a eficiéncia
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do EMR-Lipid® foi baixa (HAN et al., 2016). Porém, em compara¢do aos demais
ensaios, este teste somente apresentou maior nimero de compostos recuperados que
nos testes T3, T7 e T11.

Além dos testes efetuados na etapa de limpeza por d-SPE, testes de limpeza
empregando cartuchos de SPE foram avaliados. Inicialmente, os extratos “branco” de
Ginkgo biloba L. foram adicionados nos cartuchos e percolados sob atuagéo da
gravidade. Apoés, os extratos obtidos foram injetados no sistema cromatografico GC-
MS, em modo scan, para a avaliacdo da remocéo de interferentes da matriz. Os

cromatogramas dos ensaios estdo representados na Figura 8.

Conforme anteriormente citado, o uso do sorvente EMR-Lipid® tem sido
avaliado quanto a remocdao de pigmentos, em especial clorofila, em matrizes vegetais
(HAN et al., 2016). Com a disponibilidade deste sorvente em cartucho, avaliou-se o
EMR Captiva® quanto a remocéo de pigmentos e eficiéncia de extracéo. Este cartucho
foi testado em conjunto a outros sorventes, como NHz e Na2S0Oa4. Nota-se, de acordo
com a Figura 8, que o cromatograma referente ao teste T19, foi o melhor teste na
remocao de interferentes da matriz. A partir disso, avaliou-se os cartuchos EMR
Captiva e BeCarbon/PSA (T13, T14, T19 e T20) quanto a eficiéncia de extracdo dos
residuos de agrotdoxicos em estudo. O cartucho BeCarbon/PSA apresenta em sua
composicdo 250 mg de GCB e 250 mg de PSA. O GCB € amplamente empregado em
matrizes vegetais devido a sua habilidade de remocao de pigmentos. Dessa forma, os
extratos “branco” de Ginkgo biloba L. foram fortificados na concentragéo de 20 ug kg
1 e avaliados quanto ao nimero de compostos recuperados com o uso destes
cartuchos na etapa de limpeza. O T13 apresentou 19 compostos com recuperacdes
entre 71 a 104%. Dentre os compostos recuperados (Figura 9), estédo clordano-trans,
clorfenvinfés, endrin, flusilazol, heptacloro, malationa, metidationa, metolacloro,
miclobutanil, mirex e vinclozolina. Compostos organoclorados, provavelmente,
ficaram retidos no cartucho como os compostos HCH alfa e beta (CeHesCls), ou
apresentaram baixas recuperacdoes (mirex). Esta diferenca de percentuais de
recuperacédo obtidos nos testes com d-SPE e SPE possivelmente pode ser explicado
devido as diferencas existentes entre os sorventes avaliados. Além disso, o d-SPE
proporciona uma interacdo mais homogénea com o extrato da matriz, diferentemente

do que ocorre em SPE.



Figura 8 - Cromatogramas obtidos a partir de inje¢cdes no sistema GC-MS/MS em modo scan, do extrato "branco
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Figura 9 - Recuperacao (%) para os compostos Clordano-Trans, Clorfenvinfés, Endrin,
Flusilazol, Heptacloro, Malationa, Metidationa, Metolacloro, Miclobutanil, Mirex e
Vinclozolina, apos realizacao dos ensaios de limpeza com cartuchos de SPE.
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Com base nos testes realizados com os cartuchos de SPE, os resultados nao
foram satisfatérios, pois apresentaram a habilidade de recuperar um baixo niumero de
compostos. Portanto, para a escolha da validacdo de método, utilizou-se o teste T6

dos ensaios por limpeza dispersiva, 0o qual apresentou a recuperacdo de 67
compostos dentro da faixa de 70-120%.
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4.3 VALIDACAO DO METODO PARA A ANALISE DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM PLANTAS MEDICINAIS

A validacdo do método QUEChERS utilizado neste estudo foi realizada com
Ginkgo biloba L., utilizando o sistema GC-MS/MS nas condi¢des descritas no item 3.5.
As solucdes analiticas para o preparo da curva e fortificagdes foram realizadas em
solvente (acetonitrila) e na matriz (extrato branco). A partir disso, pode-se avaliar os
parametros de validacdo do método analitico para os 74 compostos em estudo, com
base na RDC 166/2017 (BRASIL, 2017).

4.3.1 Seletividade

Para este parametro descrito no artigo 19 da RDC 166/2017 (BRASIL, 2017),
analisou-se os extratos “branco” de Ginkgo biloba L. quanto a presenca de sinal
analitico dos compostos em estudo. O extrato “branco” desta amostra ndo apresentou
resposta cromatogréafica para os agrotoxicos em estudo. Exemplo disso é o composto
atrazina, conforme a Figura 10, em que o cromatograma do extrato da amostra Ginkgo
biloba L. ndo apresentou sinal analitico para este analito em comparacdo a amostra
fortificada no nivel de 50 ug L. Apesar da matriz apresentar uma complexidade de
constituintes, esta avaliacao foi assegurada com base nos tempos de retencdo dos
compostos analisados, como também, a partir dos ions de quantificacdo e
identificagdo selecionados. Sendo assim, os extratos “branco” de Ginkgo biloba L.

foram utilizados para a construcéo da curva analitica e para os ensaios de fortificacao.

4.3.2 Linearidade

Em relacdo a linearidade do método proposto, avaliou-se este parametro pela
aplicacdo da regressdo linear dos pontos da curva analitica e a obtencdo do
coeficiente de determinacdo (r?). Foram realizados 7 pontos em diferentes
concentracdes, n=3, obtendo-se uma faixa linear de 0,5 a 50 ug L%, com r2 2 0,99 para
a maioria dos compostos (Tabela 10), exceto para buprofezina, DDT p,p’,

indoxacarbe, metiocarbe, piraclostrobina que obtiveram r? < 0,990.
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos por GC-MS/MS, modo SRM, para 0 composto
atrazina em A) amostra branco e B) ponto da curva no nivel de 50 pug L™ no extrato
branco da amostra Ginkgo biloba L.
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4.3.3 Efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz (EM) € necessaria em estudos de amostras
complexas, como as plantas medicinais. Esta avaliacdo foi realizada a partir da
comparacao das inclinacdes das curvas de calibracao obtidas no solvente e no extrato
da matriz (ginkgo) para os compostos em estudo. Os valores obtidos de EM est&o
representados na Figura 11. Em analises cromatograficas por GC, coextrativos da
matriz podem aumentar a resposta cromatografica, resultando em uma quantificacéo
inapropriada dos compostos (RUTKOWSKA, £t OZOWICKA. e KACZYNSKI, 2018.

Conforme a Figura 11 nota-se que para a maioria dos compostos em estudo
ocorreu aumento de sinal. Este aumento de sinal, para a maioria dos compostos, foi
observado nos trabalhos de Lee e colaboradores (2017), Palenikova e colaboradores
(2015). No presente estudo, somente o composto diclorana apresentou supressao de
sinal. A supresséo de sinal € menos comum em cromatografia gasosa, em relagdo a
cromatografia liquida (RUTKOWSKA, tOZOWICKA. e KACZYNSKI, 2018).

Devido a variacdo de comportamento de cada composto, adotou-se a
calibragdo da curva na matriz para a execuc¢ao da validacdo e ampliagcdo de escopo,
com a finalidade de obter resultados mais exatos (SLOWIK-BOROWIEC, 2015).

4.3.4 Exatidao, Precisdo e Precisdo Intermediaria

A exatidao e precisdo do método foram avaliadas em termos de recuperacéo e
RSD dos compostos nos niveis de 5, 10, 20 e 50 ug kg* (n=6) e estéo representados
na Tabela 10. Para a aceitacdo do método, as recuperacdes devem apresentar
valores de 70 a 120% e RSD < 20%. Pode-se observar que com o aumento do nivel
de fortificacdo, aumentou o nimero de compostos com recuperacdes e RSD dentro

da faixa aceitavel (Tabela 10 e Figura 12).
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Efeito Matriz

Figura 11 - Efeito matriz dos residuos de agrotoxicos avaliados no sistema GC-MS/MS, a partir de solucdes preparadas em

acetonitrila e na matriz Ginkgo biloba L.

0

j=] f=) (=) [==) f=] (=] (=]
(=) j=] (=] (=] (=) (=] (=]
=t o o [==] w =t o™
~— — —

(%) zupew oysye

agrotoxicos avaliados



93

Figura 12 - Percentagem de compostos com recuperacfes e RSD dentro da faixa de
70 a 120% e < 20%, respectivamente, para os niveis de fortificagdo 5, 10, 20 e 50 ug
kgt (n=6) na etapa de validacao.
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Alguns compostos foram excluidos na etapa de validacdo, como é o caso dos
compostos buprofezina, DDT p,p’, diclorana, dissulfotom, HCH gama (lindano),
indoxacarbe, metiocarbe, metoxicloro, piraclostrobina, tolifluanida e trifloxistrobina, em
razdo de néo terem atendido os critérios de aceitacdo para recuperacao (70 a 120%)
e RSD (= 20%). O composto dissulfotom apresentou valores de recuperagéao < 70% e
valores de RSD entre 7 a 19%. Devido aos valores aceitaveis de RSD, este composto
pode ser analisado qualitativamente pelo método proposto (TAHA, 2016). O composto
metiocarbe apresentou valores de recuperagéo satisfatorios (70 a 89%), os valores de
RSD ficaram entre 11 a 70% e, portanto, ndo foi considerado para a validacao pelo
método. HCH gama (lindano), buprofezina, DDT p,p’, indoxacarbe, piraclostrobina e
tolifluanida ndo foram incluidos no escopo do método devido aos resultados
insatisfatorios de recuperacdo e RSD nos niveis avaliados. Recuperagfes fora da
faixa aceitavel para o composto HCH gama (lindano) também foi observado no
trabalho de Tong e colaboradores (2014). Os resultados obtidos para o composto
tolifluanida (valores de RSD com variacdo de 26 a 245% para todos os niveis de
fortificag&o e valor de recuperacdo < 70% no nivel mais baixo de fortificagdo) podem
estar relacionados com o pH do extrato apos a realizacdo da etapa de limpeza com
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PSA. Este composto apresenta estabilidade em pH &cido e, se ocorrer a acidificagdo
da ACN, a atividade do sorvente pode diminuir para os demais compostos (WONG et
al., 2010). Resultados de RSD insatisfatorios para o DDT p,p’ pode ser explicado pela
atuacao do efeito matriz. No trabalho de Huo e colaboradores. (2016), observaram
recuperagcbes > 120% deste composto, como também o efeito matriz foi positivo,
provocando interferéncias nos percentuais de recuperagcdes. O composto
piraclostrobina foi excluido do método devido a grande variagcdo nos valores de
recuperacao para todos os niveis de fortificacdo, como também nos valores de RSD.
Isto pode ser explicado devido a interferéncia da matriz durante a analise
cromatografica para este composto (CHEN et al., 2016). Os resultados obtidos para
0s compostos buprofezina e indoxacarbe também podem ser explicados devido a
atuacao de efeito matriz (CHO et al., 2016; ASENSIO-RAMOS et al., 2010).

Nos niveis de fortificacdo de 5 e 10 pg kg* foi observado que os compostos
clordano-trans, clorprofam, clorpirifés, endrin, fenamidona, HCH beta, penconazol,
permetrina cis, pirazofds, protiofés e pirimetanil (Tabela 10), apresentaram valores de
recuperacgdo ou de RSD ou ambos, fora da faixa aceitavel. Nestes niveis, a dificuldade
em obter recuperagfes razoaveis é maior em virtude destes compostos serem
altamente polares (log Kow < 6) (TAHA, 2016). Porém, todos estes compostos
apresentaram boa linearidade (r?) > 0,990, como também apresentaram resultados de
recuperacdo e RSD adequados nos niveis de fortificacéo 20 e 50 ug kg. Dessa forma,
todos estes compostos foram validados e avaliados na etapa de preciséo

intermediaria.

Na avaliacdo da precisdo intermediaria, os compostos clorpirifés, DDT o,p’,
endrin, heptacloro e mirex apresentaram resultados fora da faixa satisfatéria de
recuperacgao (70 a 120%) e RSD (=< 20%) somente no nivel de fortificagdo (10 ug kg-
1) (Tabela 10). Para o composto clorpirifés, este comportamento foi similar na etapa
de precisdo. Os compostos DDT o,p’ e endrin apresentaram consideravel efeito matriz
(197% e 68%, respectivamente) (Figura 11) e portanto, na etapa de precisao
intermediéria, sua resposta cromatografica pode ter sido afetada, como foi observado
no trabalho de tozowicka, Rutkowska e Jankowska (2017). Além disso, no trabalho
de Taha e Gadalla (2017) obteve-se percentuais de recuperacéo entre 60-70% para
DDT o,p’, com valor aceitavel de RSD (= 20%). Heptacloro apresentou valor de

recuperacdo de 191%, porém com valor de RSD dentro da faixa satisfatéria (6%),
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demonstrando que as condi¢des laboratoriais de repetitividade e reprodutibilidade
estdo adequadas (MAESTRONI et al.,, 2018). No estudo de Nie e colaboradores
(2015), os autores também observaram recuperagdes < 80% para 0 CoOmposto mirex,

assim como neste estudo.
4.3.5 Limite de Quantificacao e de Deteccao

A variacéo para o LOQ foi de 5 a 20 ug kg, enquanto que o LOD variou de 1,5
a 6 ug kg*. O método apresentou valores de LOD de 1,5 ug kg? e LOQ 5,0 ug kg*
para a maioria dos compostos analisados, exceto para clordano-trans, clorprofam,
etrinfés, fenamidona, HCH beta, permetrina-cis, pirazofds, protiofés que apresentaram
LOD de 3,0 pg kg* e LOQ de 10 pg kg? (Tabela 10). Além disso, os compostos
clorpirifés etilico, DDT-o0,p, heptacloro, mirex, penconazol apresentaram LOD de 6,0
ug kg! e LOQ de 20 pg kgt. Estes valores estdo abaixo dos LMRs de alguns
compostos definidos pela Farmacopeia Europeia, a qual apresenta valores que variam
de 20 a 4000 pg kg*. Dessa forma, mostra que o método proposto apresenta boa
aplicabilidade em rotinas laboratoriais, como também demonstra a habilidade de

realizar determinacdes a niveis trago.

4.3.6. Robustez

Para a avaliacao da robustez, algumas mudancas foram realizadas no decorrer
do processo de extracdo, conforme descrito no item 4.3.7. Para avaliagcdo das
recuperacdes e RSD, foi realizada uma etapa de fortificacdo no extrato “branco” de
Ginkgo biloba L. no nivel de 20 ug kg* (n=3). Os resultados estdo descritos na Tabela
10.

Somente 0s compostos endrin e quinalfés apresentaram valores de
recuperacdo < 70% (24 e 28%, respectivamente) e valores de RSD fora da faixa
satisfatéria (55 e 16%, respectivamente), porém com boa linearidade (r> = 0,990).
Além disso, nas etapas de precisdo, exatiddo e precisédo intermediaria, no nivel de
fortificacdo de 20 pg kg?, estes compostos apresentaram resultados aceitaveis de
recuperacdo e RSD. Os compostos restantes, todos apresentaram bons resultados

de linearidade, exatidao e precisao.
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4.3.7 Método QUEChERS citrato modificado validado neste trabalho

O método de extracdo validado neste trabalho esta descrito na Figura 13. A
metodologia consiste em pesar 1 g de amostra em um tubo de polipropileno de 50 mL
e adicionar 10 mL de &gua ultrapura para hidratar a amostra. O tubo é agitado em
vortex por 1 min e apdés 15 min, adiciona-se 10 mL de acetonitrila (ACN). O tubo é
agitado vigorosamente em vértex durante 1 min. Adiciona-se 4 g de sulfato de
magnésio anidro (MgS0Oa4), 1 g de cloreto de sodio (NaCl), 1 g de citrato de sodio
diidratado (CeHsNaz07.2H20) e 0,5 g de hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado
(CeHsNa207.1,5H20). O tubo é agitado manualmente durante 1 min e depois
centrifuga-se a 6000 rpm (8 min/ 4°C) a fim de obter a separacao das fases organica
e aquosa. Transfere-se 1 mL do sobrenadante, o qual é colocado em um tubo de
eppendorf contendo 150 mg CaClz e 50 mg PSA. O tubo é centrifugado a 10000 rpm
(8 min, 4°C) e, apas, o extrato é filtrado com filtro de nylon (0,2 um). Apés a filtracao,

adiciona-se o Pl (20 pg L1) antes da inje¢éo no sistema GC-MS/MS.

Figura 13 - Fluxograma do método QUEChERS citrato utilizado neste estudo.

1 g amostra + 10 mL agua ultrapura agitacéo
vortex (1 min)
Repouso por 15 min

10 mL acetonitrila

agitacao
vortex (1 min)
4 g de MgSO, + 1 gde NaCl + 1 gde
CgHsNaz;07.2H,0 + 0,5 g de
CgHgNa,057.1,5H,0

agitacdo manual (1 min)

centrifugacéo
1 mL sobrenadante (6.000 rpm, 8 min, 4 °C)

150 mg CaCl, + 50 mg PSA

agitacéo vortex (1 min)
Filtracao
centrifugacéo
Analise cromatografica no GC-MS/MS (6.000 rpm, 8 min, 4 °C)
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Com base nos parédmetros de validacdo de métodos analiticos descritos na
RDC 166/2017, dos 74 compostos inicialmente propostos neste trabalho, 63
agrotoxicos foram validados para a amostra Ginkgo biloba L. A partir disso, foi
sugerido uma extensdo do método validado para outras plantas medicinais (Maytenus
ilicifolia  (espinheira-santa), Mikania glomerata Spreng. (guaco) e Matricaria

chamomilla (camomila)).
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Tabela 10 - Resultados obtidos na etapa de validacdo do método QUEChERS para os parametros de validacdo exatidao, preciséo,

precisao intermediaria e robustez.

Validacéo Precisdo Intermediaria Robustez
Compostos r2  LOQ LOD R e RSD (%)
Mg kg  5pgkg* 10ug kg? 20pg kg" 50 pg kgt 10 pg kgt 20 ug kgt 50 pg kg™ 20 pg kgt
Alacloro 0991 5 15 74(12) 78 (9) 77 (12) 95 (7) 81 (18) 86 (7) 105 (6) 90 (5)
Aldrin 0991 5 15 76(16) 79(17) 72 (16) 76 (13) 77 (17) 83 (7) 87 (7) 78 (7)
Ametrina 0,993 5 15 7714 79 (9) 78 (13) 86 (3) 86 (11) 94 (9) 96 (5) 87 (3)
Atrazina 0992 5 15 81 (8) 84 (5) 81 (13) 91 (7) 84 (13) 94 (7) 96 (4) 89 (4)
Boscalida 0995 5 15 107 (11) 98(11) 83 (13) 91 (4) 71 (8) 92 (12) 86 (15) 92 (11)
Bupirimato 0995 5 15 85 (9) 82 (7) 81 (12) 90 (6) 93 (9) 96 (6) 98 (4) 89 (4)
Cadusafos 0996 5 15 96 (7) 90 (8) 83 (12) 88 (13) 104 (10) 102 (3) 97 (7) 93 (5)
Ciprodinil 0991 5 15  74(6) 75 (5) 72 (11) 81 (9) 81 (10) 86 (9) 89 (5) 81 (6)
Clordano-trans 0991 10 3,0 67(22) 71 (2) 78 (8) 91 (13) 80 (19) 83 (10) 90 (5) 77 (16)
Clorfenapir 0991 5 1,5 90 (16) 79 (17) 75 (13) 92 (14) 87 (19) 109 (10) 94 (12) 94 (10)
Clorfenvinfés 0998 5 15 91(10) 91 (4) 89(10) 104 (13) 105(19) 103 (10) 100 (7) 96 (3)
Clorpirifés 0992 20 6,1 85(29) 67 (17) 84 (19) 88 (10) 60 (22) 77 (12) 84 (4) 82 (15)
Clorpirifés-metil 0995 5 15 88 (9) 87 (6) 83 (10) 88 (9) 100 (6) 102 (4) 99 (5) 96 (4)
Clorprofam 0,994 10 3,0 43(31) 95 (4) 82 (16) 92 (13) 100 (15) 104 (5) 101 (7) 95 (6)
DDT-o,p' 0992 20 6,1 87(15  71(15) 72 (11) 75 (18) 52 (11) 70 (10) 72 (15) 87 (14)
Diazinona 0994 5 15 79(8) 84 (7) 81 (11) 89 (10) 100 (9) 96 (4) 89 (6) 89 (6)
Endossulfan alfa 0,994 5 15 87(9) 105 (12) 89 (19) 92 (10) 103 (5) 90 (19) 94 (12) 70 (2)
Endossulfanbeta 0,991 5 1,5 83(16) 87 (7) 83 (16) 90 (4) 71 (12) 85 (12) 94 (6) 84 (5)
Endrin 0992 20 6,1 114(34) 91(15) 100(12) 85 (12) 105 (36) 95 (17) 87 (12) 24 (55)
Epoxiconazol 0,998 5 1,5 92 (10) 88 (4) 80 (9) 97 (19) 77 (9) 90 (8) 92 (4) 93 (6)
Espiromesifeno 0,997 5 1,5 88 (16) 81 (5) 78 (9) 92 (13) 81 (7) 93 (11) 94 (5) 88 (5)
Etoprofés 0996 5 15 100 (7) 98 (5) 87 (13) 92 (14) 110 (6) 110 (3) 102 (6) 95 (3)
Etrinfés 0,993 10 3,0 102(11) 85(11) 77 (9) 93 (11) 101 (18) 109 (10) 99 (8) 87 (16)
Fenamidona 0994 10 3,0 64(16) 72(11) 80 (13) 93 (15) 97 (14) 101 (5) 100 (2) 83 (3)
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Validagao Precisdo Intermediaria Robustez
Compostos P LOQ LOD R e RSD (%)
Mg kg*  5pgkg* 10ug kg? 20pg kgt 50 pg kgt 10 pg kgt 20 ug kgt 50 pg kg™ 20 pg kg

Fenarimol 0998 5 15 101(10) 95 (5) 83(10) 100 (14) 70 (3) 85 (8) 90 (8) 94 (5)
Fenitrotiona 099 5 15 83(9) 84 (5) 82 (11) 90 (3) 110 (9) 103 (3) 100 (4) 92(2)

Fipronil 099 5 15 107(12) 101 (9) 88 (8) 98 (4) 80 (12) 99 (9) 95 (6) 96 (8)
Fluazifop-p-butyl 0,997 5 15  97(7) 92 (5) 86 (13) 97 (12) 83 (9) 95 (9) 97 (5) 94 (2)
Fluquinconazol 0996 5 15 96(7) 93 (5) 82 (13) 98 (19) 76 (9) 87 (6) 91 (8) 82 (8)
Flusilazol 099 5 15 88(10) 87 (2) 85 (12) 98 (18) 89 (11) 92 (6) 100 (2) 85(5)

Fostiazato 0993 5 15 101(13) 80 (14) 70 (5) 81 (20) 93 (19) 97 (14) 99 (18) 112 (7)
HCH-alfa 0993 5 15 85(7) 79 (5) 77 (12) 83 (13) 120 (7) 109 (7) 94 (8) 86 (7)
HCH-beta 0,992 10 3,0 54(18) 74 (7) 77 (15) 88 (6) 88 (11) 89 (5) 89 (6) 82 (7)
Heptacloro 0,992 20 6,1 81(10) 80(12) 71(14) 78 (17) 191 (6) 120 (11)  101(10) 82 (14)
Hexaclorobenzeno 0,990 5 15 71(13) 71 (12) 70 (8) 70 (19) 78 (14) 79 (10) 79 (12) 70 (6)
Iprodiona 0992 5 15 92(20) 82 (6) 74 (17) 89 (19) 70 (5) 79 (14) 92 (15) 94 (15)
Malationa 0995 5 15 72(19) 83(14) 84 (9) 96 (6) 98 (15) 108 (11) 102 (5) 103 (8)
Metconazol 0997 5 15 87(19) 84 (9) 84 (10) 97 (19) 72 (12) 82 (8) 88 (5) 79 (9)
Metidationa 0995 5 1,5 84(14) 87 (5) 84 (8) 96 (9) 100 (7) 101 (4) 100 (4) 89 (5)
Metolacloro 0994 5 15 90(18)  88(19) 92 (12) 99 (6) 101 (8) 95 (5) 98 (4) 86 (7)
Mevinfds 0996 5 15 109(14) 90 (14) 72 (14) 83 (16) 82 (16) 99 (13) 90 (19) 89 (20)
Miclobutanil 0994 5 1,5 89(12) 87 (3) 84 (13) 96 (17) 74 (9) 84 (4) 95 (3) 70 (5)
Mirex 099 20 6,1 76(5) 73 (6) 70 (10) 72 (6) 61 (8) 71 (13) 75 (7) 83 (6)
Nuarimol 0998 5 15 89(15) 91 (6) 86 (12) 96 (17) 81 (12) 86 (3) 94 (3) 86 (5)
Oxadixil 0997 5 15 89(7) 87 (6) 83 (13) 89 (3) 71 (13) 83 (5) 93 (3) 83 (6)
Parationa metilica 0,995 5 15 88 (9) 87 (6) 83 (10) 88 (9) 100 (6) 102 (4) 99 (5) 96 (4)
Penconazol 0994 20 6,1 107 (18) 94 (30) 70 (5) 101 (14) 89(16) 88 (3) 94 (4) 99 (15)
Pendimetalina 0996 5 15 83(14) 78(10) 77 (13) 89 (8) 98 (5) 100 (10) 96 (6) 97 (7)
Permetrina-cis 0,993 10 3,0 120 (44) 90 (14) 90 (13) 82 (11) 74 (19) 82 (14) 79 (7) 84 (19)
Pirazofos 0,996 10 3,0 254(88) 108 (13) 91 (8) 101 (13) 95 (18) 95 (8) 96 (13) 80 (3)

Pirimetanil 0990 5 15 80(15 94(17) 89(21)  91(11) 77 (20) 80 (7) 88 (8) 82 (8)
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Validacéo Precis&o Intermediaria Robustez
Compostos 2 LOQ LOD R e RSD (%)
Mg kg*  5pgkg* 10ug kg? 20pg kgt 50 pg kgt 10 pg kgt 20 ug kgt 50 pg kg™ 20 pg kg
Pirimicarbe 0994 5 15 77(8) 84 (5) 81 (11) 84 (8) 95 (7) 96 (2) 97 (4) 84(4)
Pirimifés-metil 0995 5 15 87(11) 86 (4) 88 (15) 93 (4) 93 (7) 97 (6) 96 (4) 90 (3)
Profenofés 0995 5 15 85(17) 78 (8) 75 (5) 94 (9) 110 (15) 101 (10) 99 (11) 93 (12)
Prometrin 0993 5 15 73(13) 82(1l) 80 (15) 87 (4) 90 (9) 92 (3) 95 (4) 86 (5)
Protiof6s 0994 10 3,0 114(42) 105(19) 87 (10) 96 (9) 79 (2) 89 (20) 91 (8) 88 (13)
Quinalfés 0990 5 15 106(13) 94(12) 96 (11) 93(10) 110 (17) 95 (9) 99 (6) 28 (16)
Tebuconazol 0998 5 15 82(18)  76(19) 75 (19) 97 (16) 102 (13) 102 (4) 97 (5) 106 (11)
Tebufenpirada 0994 5 15 82(8) 86 (3) 84 (12) 94 (15) 72 (12) 85 (4) 96 (2) 84 (6)
Tetraconazol 0996 5 15 93(12) 92 (8) 85(11) 102 (19) 74 (11) 91 (12) 93 (6) 90 (5)
Triadimefon 0994 5 15 84(8) 85 (6) 86 (9) 99 (11) 102 (10) 97 (4) 99 (6) 93 (5)
Trifluralina 0994 5 15 93(11) 91 (8) 80 (11) 88 (16) 120 (8) 112 (4) 98 (9) 93 (5)
Vinclozolina 0991 5 15 77(10) 82 (4) 87 (15) 91 (4) 94 (10) 95 (4) 98 (4) 84 (6)
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4.4 EXTENSAO DO ESCOPO VALIDADO PARA OUTRAS PLANTAS MEDICINAIS
A fim de verificar a aplicabilidade do método validado para outras amostras de
plantas medicinais (Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), Mikania glomerata Spreng.
(guaco) e Matricaria chamomilla (camomila)), avaliou-se a possibilidade de uma
extensdo do escopo (SANTE, 2017). Para todas as matrizes, construiu-se uma curva
analitica com 7 concentracdes de 0,5 a 50 pug L no solvente (acetonitrila) e no extrato
“branco” da matriz. Para a avaliagao da exatidao, foi realizada etapa de fortificacdo no
nivel de fortificagdo de 20 pg kg™. Este nivel foi escolhido com base no menor valor
de LMR contido na Farmacopeia Europeia. Também, foram avaliados linearidade,
precisdo e efeito matriz. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 11. A
extensdo de escopo para outras matrizes também foi realizada no trabalho de Taha e
Gadalla (2017). Usou-se camomila para o processo de validacédo e o método proposto

foi aplicado em tomilho e manjerona.

Foram considerados validados 39 compostos para camomila, 57 compostos
para espinheira-santa e 48 compostos para o0 guaco. Apesar da complexidade de
constituintes em que cada amostra estudada apresenta, foi possivel validar para cada
uma das amostras, um numero consideravel de agrotoxicos. Dessa forma, pode-se
afirmar que o método validado para Ginkgo biloba L. teve boa aplicabilidade para as

demais matrizes.
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Tabela 11 - Resultados obtidos na extenséo do escopo do método QUEChERS para as demais plantas medicinais em estudo, com

respectivas recuperacdes (Rec), RSD, coeficiente de determinacéo (r?) e efeito matriz (EM).

Camomila Espinheira-santa Guaco
Compostos Nivel de fortificagdo 20 ug kg (n=3)
(2 Rec e RSD EM (2 Rec e RSD EM (2 Rec e RSD EM
(%) (%0) (%) (%0) (%) (%)
Alacloro - - - 0,999 85,23 (14) 180 0,999 75,49 (9) 291
Aldrin 0,997 75 (16) 69 0,994 79,80 (14) 38 - - -
Ametrina 0,996 56 (10) 257 0,999 106,29 (8) 207 1,000 81,42 (5) 358
Atrazina 0,999 73 (3) 183 0,997 98,01 (8) 116 1,000 86,55 (5) 184
Boscalida 0,999 97 (15) 76 0,991 86,81 (18) 47 0,996 108,36 (5) 56
Bupirimato 0,998 95 (2) 31 0,998 108,78 (7) 43 0,998 92,26 (4) 47
Cadusafos - - - 0,995 95,92 (7) 566 - - -
Clorfenapir 0,999 88(4) 438 0,998 111,39 (6) 233 0,999 84,10 (7) 324
Clorpirifos - - - 0,998 96,32 (9) 88 0,998 74,83 (8) 301
Clorpirifés-metil 0,992 86(40) 481 0,996 94,50 (7) 275 0,999 86,14 (6) 281
Ciprodinil - - - 0,999 96,02 (10) 51 - - -
Clordano-trans - - - 0,995 100,56 (14) 153 0,997 76,20 (5) 258
Clorfenvinfos 0,998 98 (13) 956 0,996 96,20 (12) 523 0,999 106,85 (11) 997
Clorprofam 0,999 100 (12) 69 0,995 95,25 (9) 13 - - -
DDT-o,p'
Diazinona 0,999 94 (13) 179 0,996 95 (7) 144 0,999 79 (8) 285
Endossulfan alfa - - - 0,995 104 (10) 121 - - -
Endossulfan beta 0,996 91 (14) 147 0,997 102 (12) 134 0,999 85 (5) 180
Endrin - - - - - - - - -
Epoxiconazol 1,000 100 (8) 119 0,995 94 (7) 78 0,999 94 (6) 127
Espiromesifeno 0,999 86 (4) 108 0,994 86 (3) 92 0,998 98 (13) 171
Etoprofos 0,999 101 (12) 71 0,993 94 (7) 89 0,996 91 (7) 143
Etrinfés 0,999 72 (6) 725 0,998 93(18) 337 0,998 74 (6) 539
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Camomila Espinheira-santa Guaco
Compostos Nivel de fortificacdo 20 ug kg (n=3)
(2 Rec e RSD EM 2 Rec e RSD EM 2 Rec e RSD EM
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Fenamidona 0,997 96 (3) 384 0,997 89 (10) 223 0,998 95 (13) 307
Fenarimol 1,000 103 (11) 216 - - - 0,998 117 (4) 184
Fenitrotiona - - - 0,998 98 (8) 303 - - -
Fipronil 0,999 107(12) 918 0,995 108 (10) 407 0,996 115 (1) 666
Fluazifop-p-butil 0,993 102 (7) 227 0,998 102 (4) 170 0,999 98 (9) 358
Fluguinconazol 1,000 91 (17) 1195 0,996 89 (10) 467 0,997 101 (6) 668
Flusilazol 0,999 102 (6) 524 0,998 101 (7) 271 0,998 91 (7) 459
Fosthiazate - - - - - - 0,994 113 (9) 409
HCH alfa - - - 0,991 93 (12) 909 0,994 75 (1) 1332
HCH beta - - - 0,995 95 (12) 601 0,996 71 (6) 872
Heptacloro - - - 0,995 78 (9) 18 1,000 74 (20) 18
Hexaclorobenzeno - - - 0,990 74 (4) 380 - - -
Iprodiona - - - - - - - - -
Malationa - - - 0,998 92 (5) 410 - - -
Metconazol 1,000 94 (9) 450 0,997 101 (12) 339 0,997 105 (7) 497
Metidationa 0,998 105 (6) 476 0,997 100 (7) 451 0,999 95 (6) 419
Metolacloro - - - 0,998 103 (7) 231 0,995 78 (34) 256
Mevinfés 0,995 97 (15) 348 - - - 0,992 79 (10) 256
Miclobutanil 0,999 97 (8) 506 0,998 108 (7) 236 0,999 88 (5) 342
Mirex - - - 0,997 76 (9) 313 - - -
Nuarimol 0,999 107 (14) 488 0,997 109 (4) 210 0,999 104 (6) 476
Oxadixil 0,999 98 (11) 226 0,997 103 (3) 148 - - -
Parationa metilica - - - 0,996 94 (7) 194 0,999 86 (6) 363
Penconazol 0,997 114 (3) 256 0,998 104 (3) 183 0,999 89 (9) 304
Pendimetalina 0,998 75 (12) 125 0,998 107 (3) 308 0,999 96 (9) 588
Permetrina-cis - - - 0,995 103 (12) 200 - - -
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Camomila Espinheira-santa Guaco
Compostos Nivel de fortificacdo 20 ug kg (n=3)
(2 Rec e RSD EM 2 Rec e RSD EM 2 Rec e RSD EM
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Pirazofos 0,999 109 (1) 1127 0,993 91 (16) 704 0,994 101 (8) 1028
Pirimethanil 0,999 80 (17) 14897 0,997 96 (7) 163 0,999 75 (10) 312
Pirimicarbe - - - 0,996 99 (8) 170 0,999 79 (7) 269
Pirimifés metil 0,994 78 (6) 90 0,998 99 (10) 2343 1,000 78 (5) 1570
Profenofos 0,997 107 (18) 1290 0,996 84 (12) 532 0,997 102 (12) 727
Prometrina - - - 0,998 104 (8) 136 0,999 82 (4) 226
Protiofos - - - 0,999 104 (11) 199 0,999 81 (1) 349
Quinalfés - - - 0,999 112 (4) 395 - - -

Tebuconazol 0,999 105 (6) 775 0,997 100 (4) 299 0,999 91 (13) 559
Tebufenpirada 0,997 97 (1) 950 0,999 97 (9) 395 0,999 98 (10) 641
Tetraconazol 0,997 96 (2) 365 0,999 100 (5) 181 1,000 88 (7) 329
Triadimefon 0,991 79 (5) 236 0,998 110 (6) 203 0,999 91 (8) 373
Trifluralina 0,996 83 (9) 6 0,994 101 (8) 92 0,997 87 (5) 117
Vinclozolina 0,998 78(5) 21 0,997 93 (10) 66 1,000 72 (1) 127
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4.5 ANALISE EM AMOSTRAS REAIS

A andlise em amostras reais foi realizada com adicdo de padréo de controle
(atrazina deuterada) na concentracédo de 20 ug kg. Foram analisadas 11 amostras
no total (4 amostras de guaco, 2 amostras de espinheira-santa, 3 amostras de ginkgo
e 2 amostras de camomila), coletadas em diferentes lojas de produtos naturais na
cidade de Santa Maria, RS. Foi encontrado o composto (clorpirifés) em uma amostra
real de guaco, com concentracdo abaixo do LMR determinado pela Farmacopeia
Europeia (200 pg kgt). O composto esta representado na Figura 14. Nas demais
amostras nao foram encontrados residuos de agrotdéxicos em estudo.

Figura 14 - Composto A) clorpirifés obtido por GC-MS/MS em amostra real de guaco,
com seu B) pico de confirmacé&o e identificacao.

A)

+ MRM (196.9 -> 169.0) Amostra_P570.D
£ x105

9.758 min.
24 Chlorpyrifos

T T T T T
9.55 9.6 9.65 9.7 9.75 9.8 9.85 9.9 9.95
Acquisition Time (min)

B)

196.9->169.0 , 198.9 -> 171.0

£ x105 | Ratio = 141.8 (146.5 %)
3 264
o

244
2.2

24

1.84
1.6
1.4+

1.24

14
0.8
0.6
0.4

02—/\/\/\/\ g

04

T T T T T
9.55 9.6 9.65 9.7 9.75 9.8 9.85 9.9 9.95
Acquisition Time (min)



106

5 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou o uso de diferentes sorventes na etapa de
limpeza do método QUEChERS para a remocdo de coextrativos, presentes em
extratos de amostras de plantas medicinais. O sorvente PSA (amina primaria e
secundéria), juntamente com cloreto de calcio, apresentaram excelente eficiéncia na
limpeza dos extratos, com reduc¢édo satisfatoria dos teores de co-extrativos sem perdas
significativas de analitos, tendo em vista que a obtencdo de extratos limpos é
fundamental para o alcance de resultados confiaveis e para a preservacao do sistema

cromatografico.

Para isto, foram realizados diversos testes com diferentes proporcdes e
combinac¢Bes de sorventes empregando metodologias distintas para o preparo das
amostras e avaliacdo dos extratos através de técnicas auxiliares, como testes
gravimétricos e avaliacédo da eficiéncia de extracao, para fins de otimizacdo do método
desenvolvido e posterior validacdo do mesmo empregando GC-MS/MS para a
determinacdo dos agrotoxicos selecionados. As técnicas complementares utilizadas
se mostraram adequadas para 0 monitoramento de testes no desenvolvimento de

novas metodologias analiticas.

pY

O método QUEChERS citrato associado a limpeza do extrato por d-SPE
demonstrou ser eficiente para a extracdo e determinacdo de residuos de 63
agrotoxicos em amostras de gingko biloba (Ginkgo biloba L.) por GC-MS/MS. Os
resultados de recuperacao obtidos foram satisfatérios, na faixa entre 70 a 120% para
63 dos 74 agrotoxicos inicialmente avaliados, com valores de RSD < 20%. Este
método apresentou valores de LOD de 1,5 ug kg e LOQ 5,0 ug kg para a maioria
dos compostos analisados. Além disso, 0 método teve seu escopo de matriz extendido
para camomila (Matricaria chamomilla), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) e guaco
(Mikania glomerata Spreng).

As solucdes analiticas, utilizadas para a construcao das curvas de calibracéo e
consequente obtencao dos resultados de preciséo e exatiddo, foram preparadas no
extrato da matriz, devido ao método ter evidenciado efeito matriz significativo, com a
finalidade de descontar as interferéncias provenientes da matriz e, assim, evitar falsos

resultados.
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O método validado foi aplicado para a determinacdo de residuos dos 63
agrotoxicos estudados em 11 amostras de plantas medicinais adquiridas em comércio
local, dos quais 1 agrotoxico foi detectado (clorpirifés) estando dentro do limite
estabelecido (200 pg kg?') pela Farmacopeia Europeia, sendo que as demais
amostras ndo apresentaram residuos dos compostos estudados, nos niveis avaliados

neste estudo.

O método QUEChERS citrato utilizado neste estudo apresenta como vantagens
em relacdo aos métodos tradicionais de extracdo, ser um procedimento simples e
rapido, com um menor nimero de etapas analiticas, o que diminui a probabilidade de
erros e perdas, além de ser relativamente barato e ambientalmente correto, devido ao

baixo consumo de solventes organicos.

Portanto, conclui-se que o método desenvolvido é adequado a andlise de
residuos de agrotoxicos em plantas medicinais, 0 mesmo teve seu escopo extendido
para outras plantas e utilizado em andlises de rotina de laboratorios, visto que, todos
0s parametros de validagao encontraram-se dentro dos limites exigidos para validacao
de métodos cromatograficos, atendendo satisfatoriamente os objetivos tragados para

este trabalho.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Durante o desenvolvimento deste trabalho, os residuos gerados foram
armazenados em recipientes adequados e encaminhados para o almoxarifado do
Departamente de Quimica (DQ) da UFSM, o qual é responsavel pela destinacéo
correta dos residuos gerados, os quais serdo posteriormente tratados por uma
empresa capacitada nesta area..



109

7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS
% Ampliacdo do escopo de residuos de agrotoxicos a serem analisados,
presentes no Anexo V da RDC 105/2016, visando atender a legislacao
brasileira;

% Desenvolver um método de andlise cromatografica por UHPLC-MS/MS para
expandir o escopo para analitos que somente atendem a esta modalidade
cromatografica,

+« Avaliar a aplicacdo do método QUEChERS modificado para a determinacao de
outros contaminantes organicos, como micotoxinas;

% Auvaliar o uso de cartuchos de SPE para a realizacdo de pré-concentracdo dos
analitos, como também, avaliar diferentes solventes de eluicdo para melhorar
a extracdo dos compostos;

% Aplicacdo do método QUEChERS modificado em outras espécies vegetais
empregadas na producao de fitoterapicos;

+ Realizar monitoramento da matéria-prima vegetal ativa, desde o cultivo até o
preparo de medicamentos fitoterapicos, a fim de avaliar a persisténcia de

residuos de agrotoxicos e outros contaminantes.
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