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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGAO
DE MULTIRRESIDUOS DE AGROTOXICOS EM CULTURA DE ALFACE, POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL

RESUMO

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nos ultimos anos, a
alface tem apresentado irregularidades no Brasil, em relagdo a presencga de agrotoxicos
permitidos em limites acima do recomendavel e/ou substancias ndo autorizadas para o
produto, tornando-se necessario o desenvolvimento de métodos para a determinagao
multirresiduos de agrotéxicos nesta cultura. A separagao, confirmacgéo e quantificacéo
de 16 agrotoxicos em alface foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
de ultra eficiéncia acopladas a espectrometria de massas sequencial, com analisador
triplo quadrupolo, operando no modo de monitoramento de reag¢des multiplas e
ionizagdo positiva por eletrospray. Para a extragdo dos agrotéxicos, foi utilizado o
método QUEChERS otimizado, empregando-se acetonitrila como solvente extrator,
tampao citrato na etapa de particionamento, agitagdo por vortex, centrifugagéo por 5
minutos a 5000 rpm e uso de uma mistura de PSA, MgSO, e carbono grafitizado para
realizagcao da limpeza da amostra. Os métodos desenvolvidos foram validados, de
acordo com o Documento SANCO N° 12571/2013, mostrando-se seletivos, exatos e
precisos, com recuperagdes na faixa de 70-120% e coeficientes de variagao inferiores a
20%. A linearidade foi avaliada em 5 niveis de fortificagdo, empregando curvas
analiticas por padronizagdo externa com superposicdo de matriz, obtendo-se
coeficientes de determinagdo acima de 0,990, residuos menores que 20% e limites de
quantificacdo acima de 3 pjg/kg. Os métodos foram aplicados para diferentes
variedades de alface (crespa, lisa, americana, mimosa e roxa) e para o espinafre
(hortalica de composicao similar), obtendo-se bons resultados. Amostras adquiridas no
comércio da regido de Campinas-SP foram analisadas e agrotéxicos foram detectados
em 43% das amostras, em limites ndo autorizados pela ANVISA, comprovando a

necessidade do monitoramento continuo da cultura de alface no Brasil.

Palavras-chave: alface; agrotoxicos; QuEChERS; cromatografia liquida;

espectrometria de massas sequencial.

XV



Xvi



DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS FOR MULTI-RESIDUE
DETERMINATION OF PESTICIDES IN LETTUCE BY LIQUID CHROMATOGRAPHY
COUPLED TO TANDEM MASS SPECTROMETRY

ABSTRACT

According to the Brazilian Health Surveillance Agency, in recent years, lettuce has
shown irregularities in Brazil, due to the presence of pesticides at levels above the
permissible maximum residue level. Therefore, the development of a multi-residue
method for determination of pesticides in lettuce becomes necessary. For this, the
separation, confirmation and quantification of 16 pesticides in lettuce was realized using
high- and ultra-high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry with a triple quadrupole mass analyzer, operating in a multiple reaction
monitoring mode with positive electrospray ionization. The pesticide extraction was
performed using an optimized QUEChERS method, employing acetonitrile as extraction
solvent, citrate buffer as partitioning salt, vortex agitation, centrifugation at 5000 rpm for
5 minutes and clean-up with PSA, MgSO, and graphitized carbon black. The methods
developed were validated according to Document SANCO N° 12571/2013, and proved
to be selective, accurate and precise, presenting recoveries from 70 to 120% and a
relative standard deviation < 20% for all pesticides. Linearity was evaluated at 5 levels of
fortification, employing matrix-matched standard solutions, providing coefficients of
determination higher than 0.990, residuals < 20% and limits of quantification from 3
Ma/kg. The methods were applied to several varieties of lettuce (green-leaf, looseleaf,
iceberg, green-bowl and red-leaf) and to spinach (vegetable of similar composition),
showing good results. Samples of several varieties of lettuce were purchased from
commercial markets in Campinas, SP, and pesticides were detected in 43% of the
samples at concentrations above the levels authorized by ANVISA, indicating the need

to continue to monitor lettuce.

Keywords: lettuce; pesticides; QUEChERS; liquid chromatography; tandem mass
spectrometry.
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Areasomgéo de fortificagio em solvente: area do pico do analito obtida pela injegéo da solugéo de
fortificagdo, em solvente.

Co: concentracio inicial de trabalho.

CG: Cromatografia Gasosa.

CL: Cromatografia Liquida.

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

CLAE-EM/EM: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas sequencial.

CL-EM/EM: Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas sequencial.
CLUE: Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia.

CLUE-EM/EM: Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas sequencial.

CV: Coeficiente de Variacao.

dc: didmetro interno da coluna cromatografica.

DIC: Dissociac¢ao Induzida por Coliséo.

EFS-D: Extracdo em Fase Solida Dispersiva.

EM/EM: Espectrometria de Massas sequencial.

EM: Espectrometria de Massas.

Embrapa: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.

FE: Fase Estacionaria.

FM: Fase Mével.

GCB: Carbono Grafitizado (do inglés, Graphitized Carbon Black).

IBAMA: Instituto Brasileiro de Meio Ambiente.

ICH: do inglés, International Conference on Harmonisation of Technical Requirements

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use.
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INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Normalizag&o e Qualidade Industrial.
IUPAC: Uni&o Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés, International Union
of Pure and Applied Chemistry).

L: comprimento da coluna cromatografica.

LabCrom: Laboratério de pesquisas em Cromatografia liquida do Instituto de Quimica
da Unicamp.

LD: Limite de Deteccgao.

LMR: Limite Maximo de Residuo.

LQ: Limite de Quantificag&o.

LQi: Limite de Quantificagdo do instrumento.

m/z: relagao massa/carga de um composto quimico.

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento.

MRM: Monitoramento de Reag¢des Multiplas.

OMS: Organizagcdo Mundial de Saude.

ONUAA: Organizacao das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentagéo.

PARA: Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos.

PFPMS: copolimero poli(2-fenilpropil)metilsiloxano.

Si(PFPMS): sorvente a base de silica e do copolimero PFPMS.

PNCRC/Vegetal: Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Vegetal.

PSA: amina primaria secundaria (do inglés, Primary Secondary Amine).

PTFE: politetrafluoretileno.

PVDF: fluoreto de polivinilideno, do inglés polyvinylidene fluoride.

QuEChERS: do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust and Safe.

r?; coeficiente de determinacao de uma curva analitica.

s: estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa da equacéo da
linha de regresséo ou do coeficiente linear, quando se emprega uma curva analitica.
S: a inclinagéo ou coeficiente angular de uma curva analitica.

TFM: copolimero de tetrafluoretileno e perfluor(propil vinil éter).

TIC: Cromatograma de ions Totais, do inglés Total lon Chromatogram.

Vin: volume de inje¢gdo de um meétodo cromatografico.
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1 INTRODUGAO

1.1 A importancia e o controle do uso de agrotéxicos

A qualidade da produgéo agricola € intensamente afetada pelo aparecimento de
formas de vida indesejaveis, como insetos e ervas daninhas, que causam cerca de 42%
de danos a producgéo vegetal, de acordo com dados divulgados pela Organizagéo das
Nacoes Unidas para a Agricultura e a Alimentagao (ONUAA ou do inglés FAO - Food
and Agriculture Organization of the United Nations) em 2013". Desta forma, torna-se
necessaria a utilizagado de agrotoxicos de diversas classes quimicas, como herbicidas,
inseticidas e fungicidas, cujas fungdes basicas na agricultura incluem, principalmente, o
aumento da produtividade, evitando perdas significativas na produgé02'3.

Os agrotoxicos sdo definidos como produtos de processos quimicos ou bioldgicos,
naturais ou sintéticos, destinados ao uso nos setores de producido; no armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas; nas pastagens; e na protecao de florestas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, que possuem a finalidade de alterar a
composi¢cao da flora ou fauna, a fim de preserva-las da agcdo danosa de seres vivos
nocivos, de acordo com a Lei Federal numero 7802, de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto nimero 98816*.

Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do
Observatorio da Industria dos Agrotdoxicos da Universidade Federal do Parana,
divulgados em 2012, nos ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotdxicos cresceu
93%, enquanto que o mercado brasileiro cresceu 190%. Em 2010, o mercado nacional
movimentou cerca de US$ 7,3 bilhdes e representou 19% do mercado global de
agrotoxicos, enquanto que os Estados Unidos foram responsaveis por 17% do mercado
mundial, fazendo do Brasil o pais lider no mercado mundial de agrotdxicos®.

No entanto, se por um lado a utilizacdo de agrotéxicos em larga escala é benéfica
ao desenvolvimento da agricultura, por outro lado o uso indiscriminado e pouco
criterioso de agrotoxicos traz problemas associados a contaminagdo do meio ambiente,
como a contaminagdo de solos, da atmosfera, das aguas superficiais e subterraneas,
além da contaminacao dos alimentos, trazendo riscos a saude humana e animal®.

Apesar dos agrotoxicos sintéticos terem sido introduzidos no mercado mundial na

década de 407, somente em anos mais recentes o conhecimento cientifico e as novas
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tecnologias da area laboratorial vém permitindo a avaliagdo da qualidade dos alimentos,
que chegam ao consumo da populagao. No Brasil, a regulamentacao dos agrotéxicos é
realizada oficialmente pelos seguintes 6rgaos federais: o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA),
vinculado ao Ministério do Meio Ambiente e a ANVISA, do Ministério da Saude.

Assim, de modo a controlar o uso dos agrotéxicos nas culturas brasileiras e
assegurar a seguranga do consumidor, a ANVISA criou, em 2001, o Programa de
Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) com o objetivo de avaliar
continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura
consumidos pelos brasileiros, atendendo a seguranga alimentar e evitando agravos a
saude da populacdo. O PARA monitora a qualidade dos alimentos comercializados em
25 estados brasileiros, em diferentes culturas, quanto ao uso indevido de agrotdxicos
nao autorizados para as culturas monitoradas, bem como os agrotoxicos permitidos,
porém com residuos acima do limite maximo de residuo permitido (LMR).

De acordo com a ANVISA, o limite maximo de residuo (LMR) é a quantidade
maxima de agrotdxico legalmente aceita no alimento, expressa em miligramas de
residuos por quilograma de alimento (mg/kg), em decorréncia da aplicagdo adequada
de agrotoxicos, desde a sua produgéo até o seu consumo. Os LMR s&o baseados nas
Boas Praticas Agricolas, que sao iniciativas economicamente viaveis e seguras que
garantem uma producgao de qualidade e também preservam o meio ambiente, fazendo
com que produtos que apresentem agrotdxicos dentro dos LMR sejam considerados

toxicologicamente aceitaveis.

1.2 A cultura da alface no Brasil

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliga folhosa mais consumida no Brasil?, sendo
produzida em mais de 66 mil estabelecimentos agropecuarios e abrange uma produgao
superior a 525 mil toneladas ao ano, de acordo com o ultimo censo agropecuario do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), divulgado em 2006. A maior
producéo de alface estd centrada nas regides sudeste e sul, abrangendo 61% do total

dos estabelecimentos produtores. Também de acordo com o IBGE, cerca de 70% dos



produtores utilizam agrotéxicos na cultura da alface, sendo de natureza quimica ou
organica®.

Recentemente, a Associacdao Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas
(ABCSEM) divulgou resultados da producéo de alface no Brasil, entre outras hortaligas,
referentes ao ano de 2012'°, sendo que 1,6 bilhdes de toneladas de alface foram
produzidas em todo o pais, movimentando mais de 57 milhdes de reais em agrotoxicos.
De acordo com esses dados, pode-se observar um aumento significativo da produgao
de alface no Brasil, com a utilizagado de agrotoxicos nessa cultura.

A alface tem grande importancia na alimentagc&o e na saude humana, destacando-
se, principalmente, como fonte de fibras, vitaminas (vitaminas A, B e C; folatos; entre
outras) e sais minerais, como potassio, calcio e fésforo. Esta importancia ndo sé se
deve a sua qualidade nutritiva, mas também a facilidade de aquisicao, producédo
durante todo o ano e baixo custo''. Dentre os tipos de alface mais cultivados no Brasil,
destacam-se a alface crespa, a lisa, a americana, a mimosa e a roxa, que apresentam
composi¢coes nutricionais semelhantes, conforme informacgdes obtidas da base de
dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, denominada de USDA

Nutrient Database for Standard Reference, apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢cao nutricional das diferentes variedades de alface cultivadas no Brasil:
crespa, lisa, americana, mimosa e roxa.

Teor (%)
Alface Agua Carboidratos Fibras Proteinas Agtg::aai;es Gct’;?aui;as
Crespa 95,0 29 1,3 1,4 0,8 0,2
Lisa 95,6 2,2 1,1 1,4 0,9 0,2
Americana 95,6 3,0 1,2 0,9 2,0 0,1
Mimosa® - 1,5 1,3 0,5 - -
Roxa 95,6 23 0,9 1,3 0,5 0,2

Informacdes provenientes dos produtores de alface no Brasil, uma vez que este tipo de alface ndo se
encontra na base de dados americana.

Segundo a ABCSEM, que também realiza pesquisas de mercado nacional em
relagdo ao total de sementes de hortalicas comercializadas, tem-se que, nos ultimos
anos, a variedade de alface mais produzida no Brasil foi a do tipo crespa, seguida pela
americana e, posteriormente, a alface lisa. A Figura 1 apresenta os ultimos dados

divulgados pela ABCSEM, referentes a comercializagdo de sementes de diferentes



variedades de alface no Brasil, nos anos de 2007 a 2009, compreendendo as sementes
nuas e peletizadas (sementes tratadas e revestidas)'?>. De acordo com a Figura 1,

verifica-se que a venda de sementes desta hortalica tem aumentado nos ultimos anos.
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Figura 1: Total de sementes comercializadas no Brasil, no periodo de 2007 a 2009,
compreendendo sementes nuas e peletizadas, de acordo com a ABCSEM'2.

Em relacdo as modalidades de producéo de alface no Brasil, destaca-se o plantio
convencional em campo aberto (solo) e os sistemas de hidroponia'®. De acordo com a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o cultivo em solo € o mais
comum no pais, em termos de area cultivada e de quantidade de producgéo, sendo a
hortalica plantada diretamente no solo. O cultivo hidropdnico™, por sua vez, consiste no
plantio de sementes no interior de estufas fechadas, utilizando-se calhas ou tubos
plasticos, que contém solugdes nutritivas que irrigam as raizes das plantas e fornecem
os nutrientes essenciais para o desenvolvimento das hortalicas. Nesse tipo de cultivo, a
alface ndo é afetada pelos fatores adversos do meio ambiente, como ocorre no solo,
ficando protegida de geadas, chuvas intensas, ventos fortes, entre outros, havendo
ganhos na qualidade do produto15. Além disso, o cultivo por hidroponia apresenta
outras vantagens em relagéo ao plantio em solo, como o emprego de menores volumes
de agua e o uso de menor area para o plantio. No entanto, € uma modalidade de cultivo
de maior custo, quando comparada a producido em solo.

Em relacdo ao uso de agrotdxicos, através do monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos, realizado pelo PARA, da ANVISA, em 2009 a alface

apresentou irregularidade em 38,4% das 138 amostras analisadas em diferentes
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estados brasileiros, enquanto que no ano de 2010 houve um aumento no percentual de
irregularidades para 54,2% das 131 amostras analisadas, sendo a alface, dentre as
outras 18 culturas avaliadas, a quarta a apresentar maior porcentagem de
irregularidades, com a presenga de agrotoxicos permitidos em limites acima do
recomendavel e/ou substancias ndo autorizadas para o produto. Em 2011, de acordo
com os dados do PARA, a alface continuou a apresentar irregularidades em relagéao a
presenca de agrotdxicos, porém se observou um decréscimo na porcentagem de
amostras insatisfatérias, havendo reducéao de 54,2% para 43%, no periodo de 2010 a
2011.

No relatorio do PARA 2009, em 37,7% das amostras analisadas observou-se a
presenca de ingredientes ativos nao autorizados para a cultura, enquanto que em
apenas uma amostra se detectou a presenga de agrotoxicos acima do LMR
estabelecido pela ANVISA. Ja no PARA 2010, observou-se a presencga de ingredientes
ativos ndo autorizados em 51,9% das amostras analisadas, e outras 3 amostras
estavam contaminadas com agrotéxicos permitidos acima do LMR. Esse mesmo
comportamento foi observado nas amostras analisadas pelo PARA em 2011, nas quais
41% das amostras continham ingredientes ativos n&o autorizados, enquanto que em
trés amostras, das 134 analisadas, foram detectados agrotdéxicos acima dos limites
estabelecidos.

Assim, se torna importante o desenvolvimento de um método analitico para
determinacao de multirresiduos de agrotdéxicos em alface, para melhor controle da

qualidade de sua produc¢ao, ndao afetando o meio ambiente e a saude humana e animal.

1.2.1 Principais doencgas da alface e agrotéxicos empregados em seu
controle

As alfaces de qualidade comercial superiores tém como principais atributos a boa

formacado das plantas e a auséncia de danos, sejam eles fisicos ou provocados por

insetos-pragas e fitopatdgenos. Por isso, com a finalidade de preservar a aparéncia das

folhas por ocasido da colheita e garantir o valor comercial, o produtor agricola aplica

agrotoxicos para controlar patégenos e insetos, prevenindo-as contra os danos que

estes podem gerar'®.



De acordo com a Embrapa, foram relatadas mais de 75 doencas da alface no
mundo, sendo causadas por micro-organismos parasitas, tais como bactérias, fungos,
nematoides e virus. As principais doencas da alface, cujo controle é realizado por
agrotoxicos, estdo descritas a seguir”.

A Tabela 2 apresenta os produtos fitossanitarios registrados no MAPA e
autorizados para serem empregados no controle de doengas da alface e de insetos-

vetores de virus'®.

Tabela 2: Produtos fitossanitarios registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para o controle de doencgas da alface e de insetos-vetores de virus.

Doenga Patoégeno Principios Ativos

Tombamento Rhizoctonia solani Pencicurom

Mildio Bremia lactucae Fenamidona e mandipropamida

Septoriose Septoria lactucae Azoxistrobina e difenoconazol

Podridao-de-esclerotinia Sclerotinia sclerotiorum Procimidona e iprodiona

Insetos-vetores Nome Cientifico Principios Ativos

= . Imidacloprido, tiacloprido, clotianidina,

Pulgao-verde Myzus persicae . o
tiametoxam e azadiractina

Tripes Frankliniella schulzei Imidacloprido

Lagarta-rosca Agrotis ipsilon Beta-ciflutrina

Mosca-branca Bemisia tabaci ragca B Imidacloprido

Pulgao-da-alface Dactynotus sonchi Imidacloprido

Tripes do fumo Thrips tabaci Imidacloprido e tiacloprido

1.2.1.1 Tombamento

E uma doenca causada por fungos, atingindo a raiz e o caule da alface, uma vez
que esta associada com o solo encharcado por irrigacdo excessiva ou chuvas
frequentes ou solo argiloso e mal preparado. Seu principal sintoma € a destruicdo do
tecido da planta, podendo haver seu apodrecimento antes mesmo de sua emergéncia
do solo, comprometendo a producdo de mudas. E uma doenca de ocorréncia bastante
provavel em alfaces produzidas em solos, sendo rara em alfaces hidropénicas. A Figura

2 mostra o aspecto desta hortalica quando atingida por esta doenca'®.

Figura 2: Representagdes de mudas de alface atingidas pela doenga do tombamento®.

6



1.2.1.2 Podridao-de-esclerotinea

E uma doenca de raiz e caule, muito comum em cultivos conduzidos em
ambientes frios e umidos, sendo que o patégeno se estabelece no campo. Os sintomas
aparecem em plantas adultas, sendo que as folhas mais velhas, em contato com o solo,
sao afetadas, murchando e apresentando podriddo mole, transmitindo a doenca para

toda a planta. A Figura 3 mostra o aspecto da alface quando atingida por esta doenca'®.

Figura 3: Representagdes de alfaces atingidas pela doenca da podridrao-de-esclerotinea'®.

1.2.1.3 Mildio

E uma das principais doencas da alface, sendo frequente tanto no solo como em
cultivo hidropénico. E uma doenga causada por fungos e atinge a parte aérea da alface,
provocando manchas amareladas nas folhagens. Esta doenga & predominante em

localidades de baixa temperatura e com elevado teor de umidade. A Figura 4 mostra o
16,17

aspecto da alface quando atingida por esta doenca

Figura 4: Representagdes de alfaces atingidas pela doenca do mildio'®"’.

1.2.1.4 Septoriose

E uma doenca causada por fungos, que atinge a parte aérea da planta, de
ocorréncia comum em épocas chuvosas, sendo rara em regides de temperatura
elevada, como Norte e Nordeste do Brasil. A doenga normalmente se inicia com a
semente infectada ou com o in6culo vindo de cultivos antigos, sendo que os primeiros
sintomas sao observados nas folhas mais velhas. A Figura 5 mostra o aspecto desta

hortalica quando atingida por esta doenca'®.
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Figura 5: Representacdes das folhas de alface atingidas pela doenga da septoriose®.

1.3 Métodos para determinacao multirresiduos de agrotéxicos

Diferentes métodos analiticos sao utilizados para a determinagcdo de
multirresiduos de agrotoxicos em alimentos, sendo cada metodologia definida de
acordo com a natureza dos agrotoxicos a serem analisados e com a matriz de analise.
Idealmente, busca-se desenvolver métodos que sejam rapidos, sensiveis e seletivos, a
fim de se determinar com maior exatiddo e rapidez os agrotoxicos, conferindo maior
seguranga alimentar a populagado, amenizando os impactos ambientais decorrentes de
sua utilizagao e favorecendo, também, a exportacdo mundial dos produtos agrl'colas18.

Tipicamente, os métodos de analise de residuos de agrotoxicos em alimentos
consistem em uma etapa de preparo da amostra, na qual se realiza a homogeneizagao
da amostra, a extracdo dos analitos da matriz, a limpeza do extrato (para remogao dos
interferentes) e a concentragdo dos analitos (quando necessario); seguida da etapa de
determinacdo qualitativa e quantitativa dos analitos, empregando uma técnica

instrumental de analise'®%.

1.3.1 Técnicas de preparo de amostra empregadas na determinagao
de agrotoxicos em alimentos

Para a determinacao de agrotoxicos em alimentos, primeiramente é necessario
realizar um tratamento das amostras antes de submeté-las a analise instrumental, a fim
de remover possiveis interferentes da matriz, que podem afetar a identificacdo e
quantificacdo do analito, e de concentrar os analitos, uma vez que os compostos de
interesse geralmente se encontram em baixas concentragdes na matriz?'.

A primeira técnica de preparo de amostra empregada na extragdo multirresiduo de

/.22

agrotoxicos foi desenvolvida na década de 60, por Mills et al.““, com o objetivo de

extrair compostos organoclorados apolares de amostras de alimentos ndo gordurosos.



A técnica baseia-se em uma extragdo com acetonitrila, seguida da adicdo de agua ao
extrato orgéanico e, posteriormente, a realizagdo de uma etapa de particdo, promovida
através da adigao de solventes apolares (etér de petrdleo ou hexano), a fim de remover
os componentes polares da matriz, como agua, agucares e sais, caracterizando uma
etapa de limpeza da amostra®*.

No entanto, o desenvolvimento e aplicagdo de agrotdéxicos com caracteristicas
mais polares, como por exemplo, organofosforados e organonitrogenados, demandou
novos métodos de extracdo multirresiduo que englobassem estes compost0523. Em
1975, Luke et al.®® desenvolveram o denominado método de Luke, que consiste em
uma etapa de extracdo de 100 g de amostra com acetona (200 mL), seguida de uma
particdo liquido-liquido com solventes apolares (éter de petrdleo e diclorometano, 100
mL cada) e adicdo de cloreto de sodio na fase aquosa, a fim de favorecer a
transferéncia dos analitos para a fase organica, aumentando-se a porcentagem de
recuperacgao para os compostos polares. Além disso, para a remog¢ao de agua residual
presente na fase organica, foi adicionado sulfato de sddio anidro®.

Nas décadas de 80 e 90, o Ministério da Saude da Holanda desenvolveu em seu
laboratério o método de extragao mini-Luke, o qual € uma miniaturizacdo do método de
extragao Luke original, omitindo-se a etapa de particionamento com cloreto de sédio. O
método consiste na extracdo de 15 g de frutas ou vegetais ja processados,
adicionando-se acetona (30 mL) seguida de agitagdo em homogeneizador por 30
segundos, sendo posteriormente adicionados éter de petréleo (30 mL) e diclorometano
(30 mL), agitando-se novamente por cerca de 30 segundos. Para a remogéo de agua
da fase organica e aumento da recuperagdo dos analitos polares, sulfato de soédio
anidro é adicionado, promovendo o efeito salting-out?>. A miniaturizacdo deste método
possibilitou a reducdo da quantidade de amostra, bem como de solventes utilizados,
obtendo-se valores de recuperacgao elevados.

Por sua vez, na década de 90, ocorreu um grande desenvolvimento de métodos
alternativos de extracdo baseados na reducéo do volume de solvente utilizado na etapa
de extragdo, devido a emersdo do conceito de Quimica Verde. Entre esses novos

métodos, as técnicas mais comumente utilizadas para a extracdo de agrotoxicos em



frutas e verduras sdo a extragdo em fase sélida?®, a microextragdo em fase solida®’%%2°,

30,31 20,32

a dispersao da matriz em fase sélida e a extragao por micro-ondas

Mais recentemente, entre os anos de 2000 e 2002, Anastassiades et al.*
desenvolveram um novo procedimento de preparo de amostra, para a extracao
multirresiduos de agrotéxicos, denominado QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap,
Effective, Robust and Safe), empregando-se misturas de frutas e vegetais em seu
estudo. Publicado pela primeira vez em 2003, esse método permite a realizagao das
etapas de extracdo e limpeza do extrato, tendo como vantagens o fato de ser rapido,
facil, econémico, efetivo, robusto e seguro. Também, € um método que utiliza pouca
quantidade de solventes e reagentes, sendo atualmente empregado por érgéos oficiais
internacionais, como a Association of Official Analytical Chemists e o European
Committee for Standardization, para a determinagdo de residuos de agrotoxicos em

alimentos®.

1.3.1.1 O método de extragao QUEChERS

O método QUEChERS original, publicado por Anastassiades et al.**°

, constitui-se
por uma etapa inicial de extracao da amostra com acetonitrila, empregando 10 g de
amostra e 10 mL de solvente (proporgéo 1:1 v/v), seguida de uma segunda etapa de
extragao realizada apos a adigdo de uma mistura de sais, consistindo de 4 gramas de
sulfato de magnésio anidro e 1 grama de cloreto de s6dio, com o intuito de induzir o
particionamento entre a acetonitrila e a agua, proveniente da amostra, ocorrendo o
efeito salting-out, ou seja, a diminuigdo da solubilidade do analito na fase aquosa, e a
remogao de agua do meio. A agitagdo em vortex por 1 minuto € empregada apds cada
etapa de extrag&o, seguida por centrifugagao apos a etapa de particionamento.
Posteriormente, uma aliquota do extrato bruto € submetida a etapa de limpeza
(clean-up) por extragdo em fase solida dispersiva (EFS-D), empregando-se uma mistura
de amina primaria-secundaria (PSA, do inglés, Primary Secondary Amine, 25 mg por
mililitros de extrato) e sulfato de magnésio (150 mg por mililitros de extrato), cujo
objetivo é remover os componentes polares da matriz, como acidos organicos,
pigmentos e agucares®®. Apos agitacdo em vortex por 30 segundos e centrifugagao

das amostras, o extrato final € entdo submetido a analise instrumental.
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O método QUEChERS possui inumeras vantagens em comparagdo com outras
técnicas empregadas na analise de residuos de agrotoxicos (por exemplo, método de
Luke, mini-Luke, extracdo em fase sdlida), como: obtengdo de maiores porcentagens de
recuperacao (maior que 85%) para agrotoxicos de diferentes polaridades e
volatilidades; resultados mais precisos e exatos; utilizacdo de menores quantidades de
solvente e geracdo de menos residuos; e a utilizagcdo de equipamentos simples e de
baixo custo, como o vortex, a centrifuga e a balanga analitica, além de ser um método
rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro, como seu préprio nome sugere36.

A principal desvantagem da extragdo por QUEChERS, em comparagdo com as
técnicas de preparo de amostra mais tradicionais, é a baixa relagédo entre a quantidade
de amostra e a de solvente utilizadas. No caso, essa relacao, obtida por QUEChERS é
de 1 g/mL, enquanto que nas demais técnicas, obtém-se de 2-5 g/mL***". No entanto,
esta desvantagem pode ser contornada através da insergcéo de etapas de concentragao
durante o procedimento de extragao.

A versao original do método QUEChERS apresenta excelentes resultados para
diferentes tipos de amostras, porém, algumas aplicagbes mostram que certos
compostos possuem problemas de estabilidade e/ou recuperacdo de acordo com o pH
da matriz. Dessa forma, inumeras modificacbes deste método tém sido estudadas
mundialmente por diferentes pesquisadores, utilizando tampdes de pH (faixa de 4 a 6) e
realizando outros ajustes na metodologia originalmente proposta, a fim de promover
recuperacoes satisfatérias para todos os compostos, principalmente aqueles
dependentes do pH.

A realizacdo de modificagdes no preparo de amostras por QUEChERS é
totalmente viavel, pois este método possui grande escopo analitico, permitindo a
andlise de agrotéxicos de diferentes classes quimicas simultaneamente (altamente
polares, basicos e acidos), em matrizes de diferentes naturezas, como matrizes ricas
em gorduras, com baixo ou alto teor de agua, entre outras, sendo necessarios apenas
alguns ajustes no método original.

O método QUEChERS original pode ser modificado através da alteragéo de alguns
fatores, como o solvente extrator (acetonitrila, acetona, acetato de etila), os tipos de
sais utilizados na etapa de particionamento (MgSO4 e NaCl, tamp&o acetato, citrato,

11



entre outros) e suas quantidades, o modo e o tempo de agitagdo, a massa de amostra

utilizada e o tipo de sorvente empregado na EFS-D havendo adicdo ou n&o de C18

(usado para remocgao de lipideos e similares) e/ou de carbono grafitizado (GCB, do

inglés Graphitized Carbon Black, utilizado para remogao de clorofila e carotendides),

dependendo-se da natureza da matriz, com o objetivo de otimizar a etapa de preparo

da amostra e remover a maior quantidade de interferentes da matriz analisada.

A Tabela 3 apresenta algumas variagdes do método QUEChERS original, que sao

as mais empregadas na analise de residuos de agrotéxicos em alimentos. Geralmente,

a quantidade de amostra analisada por este método é de 10 a 15 gramas de amostra.

Tabela 3: Variagées comuns do método QUEChERS, abrangendo o tipo de solvente extrator, os
tipos de sais da etapa de particionamento e os sorventes utilizados na limpeza da amostra.

Tipo de Solvente Tipo de sal da etapa de Limpeza da amostra
Método Extrator particionamento (EFS-D)
- MgSO, anidro - PSA
L. 33 " (0,4 g/mL amostra) (25 mg/mL extrato)
Original Acetonitrila - NaCl anidro * MgSO, anidro
(0,1 g/mL amostra) (150 mg/mL extrato)
- PSA
(50 mg/mL extrato)
) Acetonitrila com MgSQ, anidro - MgSO, anidro
Tamp%)39 1% de 4cido (0,4 g/mL amo’stlra) ' (150 mg/mL extrato)
acetato™ - Acetato de sédio anidro -C18

acetico glacial 4 ' o/ml amostra)

(50 mg/mL extrato)
- Carbono grafitizado*
(7,5 mg /mL extrato)

- MgSO, anidro

(0,4 g/mL amostra)

- NaCl anidro
Tampao (0,1 g/mL amostra)
citrato®?’ Acetonitrila - Citrato trissédico diidratado

(0,1 g/mL amostra)

- Hidrogenocitrato dissodico
sesquiidratado

(0,05 g/mL amostra)

- PSA

(25 mg/mL extrato)

- MgSO, anidro

(150 mg/mL extrato)
- C18 (uso opcional)*
(25 mg/mL extrato)

- Carbono grafitizado
(uso opcional)*

*a utilizagdo ou ndo deste sorvente depende da matriz em analise.

1.3.1.1.1 O solvente extrator

A selecao do solvente extrator € uma importante etapa no desenvolvimento de um

método de extragdo multirresiduos®®. O solvente utilizado deve ser capaz de extrair

agrotoxicos de diferentes polaridades, ser seletivo, compativel com as técnicas

cromatograficas e apresentar baixo custo e toxicidade.
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Os solventes mais utilizados para extragdo de agrotoxicos atraves do método
QuEChERS séao o acetato de etila, a acetona e a acetonitrila.

O acetato de etila € um solvente parcialmente miscivel em agua e possui a
capacidade de extrair agrotoxicos de diferentes polaridades, porém nao fornece
elevadas porcentagens de recuperacdo para analitos com carater basico (pKa > 4),
devido aos problemas de degradacgéo.

A acetona e a acetonitrila, por sua vez, sdo misciveis em agua e promovem a
extragdo em fase unica quando em contato com a matriz (a adigao de sais ao extrato
faz com que ocorra a separagédo entre as fases). O uso da acetonitrila possibilita a
extragdo de uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra,
como ceras, gorduras e pigmentos, e proporciona a extragdo de uma ampla faixa de
agrotoxicos com diferentes polaridades®, além de ser altamente compativel com a

cromatografia liquida, diferentemente do acetato de etila e da acetona.

1.3.1.1.2 Os sais extratores

A adicdo de sais para promover o efeito salting-out € empregada em diferentes
métodos multirresiduos de agrotéxicos, diminuindo a solubilidade dos analitos na fase
aquosa, assim como a quantidade de agua na fase organica.

A utilizacdo de sais secantes, como o sulfato de magnésio, faz com que haja
remogao de agua da fase orgénica, além de haver o aquecimento da amostra entre 40
e 45 °C, pelo fato de sua hidratagdo ser uma reacdo exotérmica, favorecendo a
extracdo dos compostos, principalmente os menos polare324.

O emprego de tampdes salinos também pode ser realizado como, por exemplo, o
uso de tampdes acetato e citrato, evitando a degradagdo de compostos sensiveis a
mudancas de pH e proporcionando um aumento na porcentagem de recuperagao

desses analitos®,

1.3.1.1.3 Extragcao em fase sélida dispersiva (EFS-D)

A EFS-D é uma técnica empregada na limpeza de extratos de amostras, proposta
por Anastassiades et al.*®, juntamente com o método QUEChERS.
O principio basico dessa técnica é a agitacdo do extrato da amostra com o

sorvente (sal) de limpeza, geralmente na proporcao de 25 mg para 1 mL de extrato, com
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0 objetivo de distribuir uniformemente o sorvente, facilitando o processo de limpeza. O
sorvente € entdo separado por centrifugacao e o extrato organico € submetido a analise
cromatografica. Desta forma, o sal de limpeza atua como um filtro quimico, retendo
alguns componentes da matriz, que podem interferir na analise cromatogréfica42.

Uma grande vantagem dessa técnica é a possibilidade de utilizar diferentes
misturas de sorventes, dependendo da natureza dos analitos e do tipo de matriz
estudada. Simultaneamente a limpeza da amostra, pode-se realizar a remogao de agua
residual do extrato, adicionando-se, por exemplo, sulfato de magnésio, juntamente com
os sorventes de limpeza. Esta etapa de remogao de agua proporciona um extrato final
de menor polaridade, facilitando assim a precipitacdo de coextrativos polares.

Os sorventes mais utilizados na EFS-D sao o etilenodiamino-N-propil, que é uma
amina primaria e secundaria (PSA); o octadecilsilano (C18) e o carbono grafitizado.

O PSA atua como um trocador anibnico, podendo interagir com alguns
componentes da matriz através de ligagdes de hidrogénio e/ou dipolo-dipolo. A
retengao de acidos graxos livres, agucares e de outros compostos polares presentes na
matriz € muito intensa, mas nao é eficiente para a remocao de gorduras42.

O sorvente octadecilsilano (C18) promove uma limpeza mais efetiva de matrizes
que possuem elevado teor de gorduras (acima de 2%), pois remove eficientemente
interferentes apolares, como as substancias graxas e lipidios®.

O carbono grafitizado (GCB) é bastante utilizado para a redugdo do teor de
pigmentos (por exemplo, clorofila e carotendides) e de esterdis em extratos
provenientes de amostras vegetais. O GCB possui elevada area superficial e contém
grupos altamente polares em sua superficie, com elevado potencial para a formagéo de
ligacdes de hidrogénio. Em virtude disso, ocorre forte retengéo de analitos planares que
contenham um ou mais grupos ativos em sua estrutura, resultando em baixas

recuperacdes para esses compostos*?.

1.3.1.1.4 Modificagcoes no método QUEChERS

Em virtude de algumas desvantagens operacionais do método QUEChERS, como
a presenga de algumas etapas manuais, como o0 uso de vortex, que nao permite a

extragdo simultanea de varias amostras, e a transferéncia de aliquotas dos extratos
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para diferentes tubos, além da grande quantidade de vidrarias utilizadas, algumas
modificagbes podem ser realizadas no procedimento QUuUEChERS para seu
aprimoramento e a reducao ainda maior do numero das etapas de extracido e do tempo
total da etapa de preparo de amostra.

A fim de reduzir algumas etapas de agitagédo por vortex e centrifugagao, ponteiras
do tipo descartaveis (internacionalmente conhecidas como DPX — Disposable Pipette
Extraction) podem ser empregadas na etapa de limpeza da amostra.

Esses dispositivos consistem em ponteiras para pipetas volumétricas automaticas,
contendo um sorvente disperso em seu interior, apenas retido por filtros nas duas
extremidades da ponteira. O seu emprego é vantajoso, pois ha um rapido equilibrio
entre a fase sorvente e a amostra a ser purificada e a extragao ou limpeza da amostra
pode ser realizada rapidamente, através de ciclos de aspirar e dispensar a amostra.
Com o uso dessas pipetas na etapa de limpeza da amostra do método QUEChERS, ha
reducdo de etapas de agitacdo e centrifugacdo, sendo que a limpeza ocorre
diretamente na ponteira e o extrato final obtido pode ser injetado diretamente no
sistema cromatografico. A Figura 6* esquematiza o principio de funcionamento desses

dispositivos.

Ponteira

Aspirar a amostra
Aspirar ar
Dispensar o extrato

Dispensar a amostra

Sorvente
sélido

& 4
< Virios ciclos >

Figura 6: Representacdo esquematica do funcionamento das ponteiras descartaveis contendo
sorventes sélidos, para emprego na etapa de limpeza do método QUEChERS*.

Outra modificagdo possivel para o0 método QUEChERS é o emprego da radiagao

micro-ondas para realizagdo simultdnea das etapas de extracdo em solvente e
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particionamento com sais, havendo uma redugcdo no numero de etapas de extragao,
reduzindo o tempo total do preparo de amostra.

A técnica de extragao assistida por micro-ondas vem sendo estudada como uma
alternativa na extragdo de amostras solidas para a determinagao de agrotéxicos, uma
vez que o tempo de analise € curto, ha baixo consumo de solventes e € possivel extrair
varias amostras simultaneamente, além de possibilitar alta eficiéncia de extragao?®.

Basicamente, a extragdo por micro-ondas utiliza a radiagao eletromagnética para a
dessorcdo dos analitos de suas matrizes, transferindo-os para um solvente polar. A
radiagdo n&o ionizante causa o aquecimento da amostra através da migragéo dos ions
e da rotagcdo das moléculas com momentos de dipolo. Dessa forma, a temperatura, o
tempo de extragdo e o tipo de solvente extrator sdo pardmetros importantes que
influenciam na eficiéncia da extragdo por micro-ondas**.

Embora a radiagdo micro-ondas nao modifique a estrutura molecular dos
compostos, facilmente pode ocorrer aquecimento localizado, principalmente quando se
trabalha com temperaturas elevadas e longos tempos de extragdo, provocando a
degradacao dos analitos e gerando baixas porcentagens de recuperagao.

Outra desvantagem do uso das micro-ondas é a ocorréncia da extragcado de
componentes da matriz, juntamente com os analitos, sendo necessario submeter as
amostras a uma etapa adicional de limpeza, antes de conduzi-las a analise
instrumental®®. Além disso, para compostos apolares, geralmente obtém-se baixa
eficiéncia de extracao, devido a auséncia de dipolos nas moléculas.

Em virtude de seus atrativos, torna-se interessante realizar estudos da aplicacao
das micro-ondas para otimizag¢ao da etapa de preparo de amostra, para a determinacéao

de agrotoxicos em alimentos.

1.3.2 Técnicas analiticas para determinacao multirresiduos de
agrotoxicos

As determinagdes de residuos de agrotdoxicos em alimentos sao dificeis de serem

realizadas, uma vez que os analitos, na maioria das vezes, pertencem a diferentes

grupos quimicos e se encontram em concentragdes menores que 0s compostos

interferentes da matriz. Mesmo diante dessas dificuldades, muitas analises de residuos

de agrotéxicos em alimentos sdo realizadas mundialmente, com o objetivo de garantir
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que o alimento produzido atenda as exigéncias da legislagdo, assegurando a qualidade
de vida dos seres humanos e animais.

Nesse contexto, torna-se necessario o emprego de técnicas analiticas que
permitam a identificacdo, confirmacao e quantificacdo dos residuos em baixos niveis de
concentracdo e de forma seletiva. Atualmente, as principais técnicas analiticas
utilizadas na determinagdo multirresiduos de agrotoxicos em alimentos s&o as técnicas
cromatograficas (cromatografia gasosa - CG e a cromatografia liquida - CL), que sao
empregadas dependendo da natureza da amostra a ser analisada e da polaridade,
volatilidade e estabilidade quimica dos analitos*®. Essas técnicas se destacam em
funcao de sua eficiéncia em efetuar as separacdes, identificar e quantificar as espécies
presentes na amostra, além de fornecer resultados seletivos e sensiveis, dependendo-
se do detector utilizado e da técnica de preparo de amostra.

Nos ultimos anos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
tem se mostrado uma ferramenta poderosa na determinacdo de residuos de
agrotoxicos, principalmente os mais polares, termicamente labeis e nao volateis*’ (ndo
detectaveis por cromatografia gasosa, sem a etapa de derivatizagdo), uma vez que
possui excelente detectabilidade e seletividade; é capaz de discriminar o analito do
sinal da matriz mais eficientemente que a CG; e torna possivel a determinacdo de
compostos de diferentes classes quimicas simultaneamente. Além disso, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM) é
uma técnica recente e apropriada para a analise de residuos de agrotoxicos, uma vez
que a CL é efetiva na separacdo dos analitos, enquanto que a espectrometria de
massas permite a confirmacdo e quantificacdo dos analitos, em concentragdes da

ordem de pg/L ou até ng/L, mesmo na presenca de interferentes da matriz*®4°,

1.3.2.1 Cromatografia liquida

A cromatografia liquida (CL) € uma técnica fisico-quimica de separacao
amplamente utilizada para fins qualitativos e quantitativos, na qual os componentes de
uma mistura sdo separados, através de suas distribuicbes entre duas fases: uma fase
estacionaria (FE) e uma fase moével liquida (FM) que flui através da FE, com o auxilio

de bombas de alta press&o°®°’.
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Dentre as técnicas de separagao baseadas na cromatografia liquida, destacam-se
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE), que se fundamentam nos mesmos principios, mas se diferem em
termos de instrumentacgao e tecnologia.

A CLAE tem sido empregada em diferentes areas de pesquisa, como quimica
ambiental, alimentos, farmacos, entre outras, destacando-se pelo fato de possibilitar a
separagao de espécies nao volateis e termicamente instaveis, fornecendo resultados
em poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e repetibilidade5°. Para a realizacao
das separagdes, a CLAE emprega colunas cromatograficas recheadas com particulas
porosas de diferentes naturezas, com comprimentos de 10-30 cm e didametro interno na
faixa de 2-6 mm®%2. Nos ultimos anos, muitas melhorias vém sendo incorporadas a
esta técnica, como o desenvolvimento de novas fases estacionarias e avancos na
instrumentacédo, permitindo que analises mais rapidas e seletivas sejam realizadas®>.

A CLUE desenvolveu-se a partir da introdugao das particulas de fase estacionaria
porosas de tamanho inferior a 2 ym, a fim de se alcangar analises mais rapidas e
eficientes que as obtidas através do emprego da CLAE, que utiliza fases estacionarias
com tamanhos de particula na faixa de 3 a 10 um. Além disso, as colunas empregadas
em CLUE sao de dimensdes reduzidas (5-10 cm de comprimento e diametros internos
de 1-2,1 mm), fazendo com que maiores velocidades lineares de fase movel possam
ser alcancadas, aumentando-se a resolucdo e a detectabilidade dos analitos e,
consequentemente, diminuindo o tempo e custo das analises. No entanto, para se
alcangar esse desempenho cromatografico, equipamentos mais adequados sao
necessarios, capazes de operar a pressdes mais elevadas (aproximadamente 6000-
15000 psi) que a CLAE, que opera em torno de 1400-5000 psi>>?*.

Diante das inovagdes da CLUE, muitas industrias e centros de pesquisas se
interessaram pela técnica, mas encontraram obstaculos para a sua implementacao,
uma vez que os metodos de CLAE ja estavam consolidados e protocolados. Nesse

contexto, Veuthey et al.>>*®

estudaram a transferéncia de métodos de CLAE para
CLUE, sendo passivel de ser realizada empregando-se relagcbes matematicas que
consideram os seguintes parametros cromatograficos: volume de injegao, vazao da fase

movel, o tempo total da analise e os tempos das etapas isocratica e/ou gradiente da
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separagao cromatografica. Aléem disso, para a transferéncia do método ser eficiente, a
fase estacionaria empregada deve ser similar a do método ja existente. As Equacgdes 1
e 2 mostram, respectivamente, como s&o calculados o volume de injecdo e a vazao da
fase movel, na transferéncia de um método de CLAE para CLUE®*>®,

Vinjz2 = Vinj1 -z—gz i—z (1)

& L

sendo:
Vin2: volume de injegdo a ser determinado; Viyi: volume de inje¢gdo do método
desenvolvido; dcp: didmetro interno da coluna a ser empregada; d.¢: didmetro interno da
coluna empregada no método desenvolvido; Lp: comprimento da coluna a ser
empregada e L1: comprimento da coluna empregada no método desenvolvido.

2
dCZ

F,=F.
2= My

(2)
sendo:
F,: vazido da fase mével a ser determinada e F4: vazdo da fase mdével do método

desenvolvido.

Na transferéncia de um método de separagédo no qual foi empregada eluigdo por
gradiente, o principal fator a ser considerado € o tempo de residéncia da fase mével no
sistema cromatografico. O tempo de residéncia da fase movel é expresso em termos de
volumes de coluna, que deve ser o mesmo nos dois sistemas cromatograficos (CLAE e
CLUE), a fim de que o perfil dos picos cromatograficos sejam os mesmos nos dois
sistemas. A Equacéao 3 apresenta o modo como o volume de coluna é calculado.

Vazdo fase mdvel . tempo do gradiente

Vol de col = 3
otmes ge cotuna Volume da coluna cromatografica (3)

Por sua vez, o volume da coluna cromatografica € calculado pela Equacgao 4.

Volume da coluna cromatogrifica = mw.r*. L (4)
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sendo:

r: raio interno da coluna cromatografica e L: comprimento da coluna cromatografica.

Mantendo-se o volume de coluna constante para transferéncia do método de
CLAE para CLUE, o tempo de cada etapa do gradiente € determinado através da

Equacao 5.

sendo:
t1: tempo da etapa do gradiente do método desenvolvido e t;; tempo da etapa do

gradiente do método a ser determinado.

Atualmente, existem softwares disponiveis no mercado que realizam a
transferéncia de métodos desenvolvidos por CLAE para CLUE, e vice-versa,
destacando-se o ACQUITY UPLC Columns Calculator, software comercializado pela
empresa Waters®, que considera todos os parametros da coluna cromatografica e da
fase movel para realizar a conversao de um método analitico.

Superado o obstaculo de transferéncia de métodos, a técnica de CLUE tem se
tornado uma tendéncia mundial, uma vez que ha um aumento expressivo na eficiéncia
de separacao dos analitos e reducdo de custos e tempo de analise. Por sua vez, a
combinacdo da CLUE com a espectrometria de massas fornece vantagens ainda mais

significativas, em relacdo a seletividade, detectabilidade e velocidade de analise®’.

1.3.2.2 Espectrometria de massas

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IlUPAC, do

inglés International Union of Pure and Applied Chemistry)®®°

, a espectrometria de
massas (EM) é definida como o estudo da matéria através da formacéao de ions em fase
gasosa e sua caracterizagdo pela massa, carga, estrutura ou propriedades fisico-
quimicas, empregando espectrometros de massas que, por sua vez, sao instrumentos

que medem as relagdes massa/carga (m/z) e a abundéancia dos ions na fase gasosa.
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Devido ao elevado grau informativo das analises, a EM pode ser utilizada
qualitativamente, para a identificacdo de composi¢cao elementar e elucidacao estrutural,
e para andlises quantitativas, na qual se objetiva determinar analitos em matrizes
complexas, geralmente presentes em baixas concentragdes, na ordem de pg/mL a
ng/mL.

Basicamente, o espectrometro de massas € constituido por um sistema de
introdugdo de amostras, por exemplo cromatografos; uma fonte de ionizagao, onde sao
produzidos ions na fase gasosa; um analisador de massas, que identifica as espécies
quimicas de acordo com suas relagdes massa/carga (m/z); e um detector, geralmente
constituido por um multiplicador de elétrons. Atualmente, existem diferentes
configuragdes de espectrometros de massas disponiveis no mercado, constituidos por
diferentes fontes de ionizacdo e analisadores, a fim de englobar diferentes areas de
aplicagdo, como as ciéncias quimicas, biolégicas e médicas. A escolha de uma
configuragdo frente a outra depende da natureza da amostra a ser analisada e da
polaridade, volatilidade e estabilidade quimica dos analitos™®.

A espectrometria de massas também pode ser acoplada a EM, caracterizando a
técnica de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) que, ao invés de utilizar
apenas um analisador de massas para separar os ions de mesma relagdo massa/carga,
utiliza dois estagios de espectrometria de massas, em que um deles € usado para isolar
o ion de interesse e o0 outro € empregado para estabelecer uma relagao entre este ion
de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da sua decomposigao
induzida.

Atualmente, para a analise de multirresiduos de agrotoxicos em alimentos, a
configuragcdo mais empregada € a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial (CL-EM/EM), com ionizagdo por eletrospray e analisador triplo
quadrupolo, uma vez que € seletivo, possibilita um aumento na detectabilidade e reduz
a interferéncia de compostos presentes na matriz®°.

Na ionizagao por eletrospray, representada esquematicamente na Figura 7% a
solugdo na qual o analito de interesse se encontra dissolvido (por exemplo, a fase
movel) passa através de um capilar, a pressao atmosférica, mantido sob alta voltagem.

Na saida do capilar, sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas (spray) que
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sdo dessolvatadas devido & agdo de um gas nebulizador (geralmente nitrogénio). A
medida que ocorre a dessolvatagdo, o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em
que a forgca de repulsao entre as cargas similares fica maior que as forgas de coeséo da
fase liquida (tensdo superficial). Neste momento, ocorre a o processo de “explosao
coulémbica”, gerando gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas
a partir das quais se originaram. Uma série de explosdes passa entdo a ocorrer até que
sdo produzidos ions do analito a partir destas gotas, os quais sao transferidos para o
interior do espectrometro de massas por uma série de dispositivos de focalizagao®?.
Durante a ionizacéo por eletrospray, trés tipos de ions podem ser gerados: ions
moleculares (M™ ou M™"), moléculas protonadas ou desprotonadas ([M+H]" ou [M-H]") e
moléculas cationizadas ou anionizadas (por exemplo, ([M+Na]" ou [M+CI]"), sendo M a
massa monoisotopica do analitos de interesse®. O modo de operagao positivo ou
negativo é estabelecido pelos modificadores adicionados a FM, como por exemplo, um
acido organico (modo positivo), geralmente acido formico, ou uma base organica (modo
negativo). Uma das grandes vantagens do eletrospray é o fato da ionizagao ocorrer em
solucdo, de forma branda, possibilitando que compostos sensiveis a temperatura

possam ser ionizados sem ocorrer degradacgao.

Analito Evaporacao Exploséao

Amostra carregada do solvente coulémbica

em solugao 4
J l PN J{ +@ ' 3 X J
+ — i 1 e ++@¢ _).. Jr.Jr
L i e =+ +®+ +
F 3 f
Gota carregada
positivamente Analito dessolvatado Cone

carregado positivamente

Fonte de energia
+ve —ve

Figura 7: Representagdo esquematica da ionizacdo por eletrospray, operando no modo
positivo®”.

Por sua vez, o analisador triplo quadrupolo, empregado em EM/EM e
representado esquematicamente na Figura 8, é constituido por trés quadrupolos em
série, sendo dois quadrupolos de transmissao (utilizados para separar ions de mesma

relagcdo massa/carga) interligados por um quadrupolo que atua como cela de colisédo, no
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qual ocorre a fragmentagao dos ions selecionados no primeiro quadrupolo, geralmente
por dissociacdo induzida por colisdo (DIC), e é também empregado como direcionador
dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo.
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Fonte de Selegdom/z  Celade Colisdo  Selecdo m/z Detector
lonizagao Fragmentagéo dos fragmentos

Figura 8: Representacdo esquematica do analisador triplo quadrupolo, operando no modo
MRM (monitoramento de reac¢des multiplas), sendo Q1 e Q3 quadrupolos de transmissao e Q2
um quadrupolo que atua como cela de colisdo®.

Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é acelerado por um
potencial elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo,
onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de elevada energia (geralmente
argbnio ou hélio), induzindo um aumento na energia potencial do ion até ocasionar sua
fragmentagdo, com consequente formagao de ions produtos.

Na EM/EM podem ser realizadas varias técnicas de varredura, dentre as quais se
destaca o monitoramento de reagdes multiplas (MRM), modo no qual é possivel obter
elevada detectabilidade, favorecendo sua aplicagdo na analise de agrotoxicos em
alimentos. No analisador, o ion de interesse é pré-selecionado, fragmentando na
camara de colisdo por um potencial elétrico, e, por fim, os fragmentos sdo analisados
no terceiro quadrupoloGO. O fragmento de maior intensidade é empregado na
quantificacdo do analito, enquanto o segundo fragmento de maior intensidade é
utilizado para confirmacao da identidade do analito.

1.3.2.3 O uso da CL-EM/EM na determinagao de agrotéxicos em alface

Nos ultimos anos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial tem sido bastante empregada na determinacdo de agrotoxicos em alface,

conforme alguns trabalhos relatados na literatura, descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Levantamento bibliografico de métodos desenvolvidos para a determinagao de
agrotoxicos em alface por CL-EM/EM, nos ultimos anos.

. Técnica de preparo de Técnica LQ? Recup.” CV° d
Agrotoxicos amostra analitica malkg) (%) (%) Am°
Multiresiduos (80 quechERS acetato  CLAE-EMEM — 3-360  70-120 <20 2014%

agrotoxicos)
Tiofanato metilico QUECHERS original CLAE-EM/EM  2-10  68-113 1-9 2013%
e trés metabolitos
Metalaxil e - 66
fluazifop.P-buti QUEChERS original CLAE-EM[EM 210  94-112 19 2013
6 piretrinas Extragdo com solventes o \p EM/EM 0,3-5,3  72-97  1-9 2013
(acetona/agua)
5 pirazoles QUECHERS original CLUE-EMIEM  0,3-1,8 71-101 217 2012%
Extracdo com MgSQ,,
1 carbamato EDTA?® e acetonitrila a CLAE-EM/EM 0,6 97-106 3-5 2012%
baixas temperatura
Multiresiduos (29 q gchERS citrato ~ CLUE-EMIEM 5 76-109  1-19 20127

agrotéxicos)
°LQ: limite de quantificagdo do método. "Recup.: porcentagem de recuperagdo. °CV: coeficiente de
variagdo. Ano: ano referente & publicagdo e referéncia do artigo. °EDTA: acido etilenodiamino tetra-
acético.

Como se pode observar na Tabela 4, o método QUEChERS original tem se
destacado como técnica de preparo de amostra para a extragdo de agrotdéxicos em
alface. No entanto, os métodos descritos ndo foram otimizados apenas para a extragao
de agrotoxicos em alface, uma vez que outras matrizes foram estudadas
simultaneamente, em todos os trabalhos descritos. Diante disso, torna-se clara a
necessidade do estudo de modificacbes desse método de preparo de amostra para a
matriz alface, tanto na etapa de extragao quanto na de limpeza da amostra, a fim de se
obterem extratos limpidos e isentos de interferentes, minimizando a injegcao de
contaminantes no sistema cromatografico, que podem afetar a detec¢do dos analitos.

Também, de acordo com a Tabela 4, observa-se que os métodos descritos
forneceram elevadas porcentagens de recuperagao, resultados precisos e baixos
limites de quantificacdo. No entanto, a maioria dos métodos foram desenvolvidos para a
analise de apenas um grupo quimico desses compostos, existindo ainda poucos relatos
na literatura de métodos multirresiduos de agrotoxicos, evidenciando a necessidade de
maiores estudos nessa area, desenvolvendo métodos que identifiquem e quantifiquem
simultaneamente compostos de diferentes classes quimicas.

Em relagdo a determinagdo analitica, ha poucos relatos na literatura sobre a
aplicacdo da CLUE-EM/EM na analise de residuos de agrotoxicos em alface, assim
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como estudos comparativos dessa técnica com a CLAE-EM/EM, principalmente devido

ao fato da instrumentacéo ter sido disponibilizada comercialmente apenas em 2004.
Diante disso, tem-se que nao ha relatos na literatura de métodos desenvolvidos

especificamente para a determinagao simultdnea de agrotdxicos de diferentes classes e

grupos quimicos em alface, empregando-se as técnicas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM.

1.3.3 Efeito matriz em espectrometria de massas

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas é uma técnica de
elevada seletividade e detectabilidade para a determinacdo multirresiduos de
agrotoxicos em alimentos. No entanto, esta técnica é bastante suscetivel ao efeito
matriz, principalmente quando se emprega a ionizagéo por eletrospray70’71.

O efeito matriz em espectrometria de massas foi primeiramente discutido por
Kebarle e Tang72, em 1993, e é caracterizado por alteracdes na eficiéncia de ionizagao
dos analitos, quando submetidos a analise na presenca de outros compostos, como os
componentes da matriz de analise, que podem coeluir com os analitos, resultando em
alteracao do sinal analitico, podendo ocorrer a supressao ou o ganho de sinal.

Embora os mecanismos de supressdo ou ganho de sinal ainda ndo estejam
claramente estabelecidos, o efeito matriz € altamente dependente da natureza do
analito e da matriz de analise. Comumente, observa-se que a eficiéncia de ionizacéo de
compostos polares € mais pronunciadamente influenciada por componentes da matriz
coeluidos do que quando se trabalha com compostos menos polares73.

Diante disso, torna-se indispensavel a avaliagdo do efeito matriz durante o
desenvolvimento de um método analitico, uma vez que este pode afetar
significativamente a exatidao e a precisdao da metodologia.

Um dos modos mais comuns para avaliagao do efeito matriz foi proposto em 2003

por Matuszewski et al.”*

, consistindo na comparacéao entre o sinal obtido para o analito,
que foi adicionado na matriz, apds esta ter passado pelo procedimento de extragao, e o
sinal do analito em solvente. Através da razdo entre os sinais analiticos (areas dos
picos), € possivel avaliar quantitativamente o efeito matriz para cada analito estudado,

conforme a Equagéo 6"°.

% Efeito Matriz= (érea amostra fortificada apés a extragdo 1) 100 (6)

Area golucio de fortificagio em solvente
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sendo:

Areaamostra fortificada apos a extracao. area do pico do analito obtida pela injecdo da amostra
“branco” fortificada apds o processo de extracao.

Areasomgéo de fortificagio em solvente: area do pico do analito obtida pela injegéo da solugéo de

fortificagdo, em solvente.

Através da Equagao 6, a obtencao de resultados negativos sugere a ocorréncia de
supressdo do sinal analitico, enquanto que resultados positivos sugerem ganho no
sinal, decorrentes da interagao do analito com a matriz da amostra em analise.

Uma das maneiras de minimizar e/ou eliminar o efeito matriz é reduzir a
quantidade de componentes da matriz que coeluem com os analitos no detector e isto
pode ser controlado pelo método de extracido utilizado, sendo que métodos mais
seletivos e com etapas de limpeza mais eficientes devem ser empregados.

De acordo com a literatura’®, tem-se que valores de efeito matriz acima de 20%
(em mobdulo) sado considerados significativos, influenciando na quantificagcdo dos
analitos, enquanto que valores de efeito matriz na faixa de + 20% sao considerados

despreziveis.

1.4 Validagao de métodos analiticos

Diferentes métodos analiticos para a determinagao de residuos de agrotoxicos em
alimentos tém sido desenvolvidos, a fim de assegurar que os produtos estejam
enquadrados nas determinagdes legais e nas Boas Praticas Agricolas. Para que estes
métodos garantam a disponibilidade de um alimento seguro, € preciso que sejam
normalizados e cumpram requisitos que garantam resultados confidveis. Assim, com o
objetivo de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos através de um método
analitico, sao delineados procedimentos de validagdo, como garantia da qualidade das
medidas quimicas, através da sua comparagao, rastreabilidade e confiabilidade’’.

Internacionalmente, os guias mais utilizados para a validagdo de métodos que
envolvem a determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos sdo o Codex
Alimentarius e o Documento SANCO"®7°.

O Codex Alimentarius®® é um programa conjunto da Organizagdo das Nacdes

Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (ONUAA) e da Organizagdo Mundial de
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Saude (OMS) que tem como finalidade proteger a saude da populagdo, abordando
assuntos como residuos de agrotoxicos, métodos de analise e amostragem de
alimentos e medicamentos, entre outros, assegurando praticas equitativas no comércio
regional e internacional de alimentos’”.

O Documento N° SANCO/12571/2013, elaborado pela comunidade européia,
descreve o0s requisitos para controle de qualidade dos métodos analiticos
desenvolvidos para a analise de alimentos, com o objetivo de assegurar a saude dos
consumidores. Além de ser um guia de validacao atual, também estabelece parametros
para a utilizagado da espectrometria de massas para a analise dos agrotoxicos.

Os parametros analiticos de validagdo, também denominados de figuras de
mérito, mais usados para avaliar métodos analiticos sao: seletividade, limites de

deteccao e de quantificacao, linearidade, precisao, exatidao e robustez®'.

1.4.1 Seletividade

A seletividade de um método € a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias de interesse na presenca de componentes que podem interferir na sua
determinacdo em uma amostra complexa81. Esses interferentes podem ser substancias
quimicamente relacionadas com o analito e/ou com a matriz em analise, podendo ser
produtos de degradacdo, impurezas, entre outros’’.

Para os métodos cromatograficos, a seletividade é avaliada no sentido de garantir
que o pico de resposta do analito (em um determinado tempo de retengado) seja
proveniente exclusivamente do mesmo e ndo de outros compostos (interferentes)
presentes na amostra. Caso a seletividade ndo seja assegurada, a linearidade, a
exatiddo e a precisdo sdo seriamente comprometidas®’.

Em geral, uma forma simples de verificar a seletividade de um método
cromatografico é observar a presenga de picos na regido do tempo de retengédo do
composto de interesse, injetando-se um branco obtido com a mesma matriz a ser
analisada. Nesse caso, a auséncia de picos proximos ao tempo de retencdo do analito
deve ser observada, garantindo que os componentes da matriz ndo interferirdo na

deteccio dos analitos®.
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1.4.2 Limites de deteccao e de quantificagao

Os limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) correspondem a menor
quantidade de um analito que pode ser detectada e quantificada, respectivamente,
utilizando-se uma determinada metodologia®!®2. Na pratica, esses limites podem ser
calculado de trés maneiras diferentes: o método visual, 0 método da relacao sinal/ruido
e 0 método baseado nos parametros da curva analitica.

O método visual é utilizado para determinar os limites, utilizando-se a matriz com
adicdo de concentragdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se
possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragao
visivel (detectavel e/ou quantificavel).

Através do método da relacdo sinal/ruido, compara-se a intensidade dos sinais
gerados a partir da matriz fortificada com baixas concentragbes do analito com os sinais
gerados da matriz “branco” (matriz isenta do composto de interesse). Comumente,
aceita-se como uma estimativa do LD e do LQ a concentragdo do analito que gera um
sinal 3 e 10 vezes maior, respectivamente, que o ruido do sistema.

Através do método baseado em parametros da curva analitica, os limites de

deteccao e de quantificacdo podem ser expressos através das Equacdes 7 e 8,

respectivamente.
LD =33.> 7
- ) 'S ( )
LQ = 10.2 8
Q=10.¢ (®)
sendo:

S: a estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa da equacao da
linha de regressao ou do coeficiente linear da equagao e S: a inclinagdo ou coeficiente

angular da curva analitica.

Para o calculo das variaveis s e S, uma curva analitica devera ser elaborada

utilizando a matriz contendo o analito na faixa de concentragédo préxima ao LD.
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Para as técnicas cromatograficas, o melhor método para a determinagdo dos
limites de deteccao e quantificagdo € o baseado nos parametros da curva analitica, pois
este é estatisticamente mais confiavel que os demais, uma vez que os valores destes
limites podem variar dependendo-se do tipo e tempo de uso da coluna cromatografica,

das condicdes de andlise e até mesmo da sensibilidade dos analitos®'.

1.4.3 Linearidade e curva analitica

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracido da substancia em estudo, dentro de uma
determinada faixa de aplicagao®'.

A linearidade do método pode ser definida a partir da relagdo matematica entre o
sinal medido e a concentragdo ou massa da espécie de interesse, geralmente obtida
por uma equagao de reta y = ax + b, denominada de curva analitica. Os coeficientes a
e b da curva analitica podem ser estimados a partir de um conjunto de medidas
experimentais, utilizando-se o método matematico da regressao linear. Além destes, é
importante avaliar estatisticamente os residuos (através do grafico de residuos) e a
regressdo obtida, através do coeficiente de determinacdo (r?), que permite estimar a
qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais®’.

Os residuos, também utilizados para avaliar a qualidade da curva analitica de um
meétodo, representam a diferenga entre a concentragcdo nominal (tedrica) e a
concentragdo média obtida experimentalmente, em porcentagem. Para cada curva
analitica elaborada € necessario construir um grafico dos residuos em funcao da
concentragao teorica dos analitos e, a linearidade € confirmada através da obtencao de
uma distribui¢cdo aleatoria dos valores residuais (positivos ou negativos).

Em relagdo as curvas analiticas, estas podem ser construidas utilizando-se
diferentes métodos, entre os quais se destacam a padronizacdo externa e a por
superposi¢cao de matriz, quando ndo ha necessidade do emprego de padrbes internos
nas analises e se tem disponivel matrizes isentas das substancias de interesse®’.

O método de padronizacdo externa compara a area da substancia a ser
quantificada na amostra com as areas obtidas com solugcbes de concentracdes

conhecidas preparadas em solvente, a partir de um padrao.
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O método da padronizacdo externa com superposicdo de matriz consiste na
adicdo do analito em diversas concentragcbes em uma matriz similar a da amostra,
isenta da substancia de interesse e, a curva analitica é elaborada relacionando as
areas obtidas com as concentracdes dos padroes.

A interferéncia da matriz também pode ser determinada sobrepondo-se as curvas
obtidas pela padronizacdo externa com e sem superposicdo da matriz. A obtengao de
retas paralelas indica que a matriz n&o interfere no sinal do analito, mas se as retas se
cruzarem, a matriz esta interferindo nas determinagdes e torna-se necessario realizar a

quantificacdo usando o método da superposi¢gao da matriz.

1.4.4 Precisao

A precisdo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicbes
definidas. A precisao é frequentemente avaliada pelo coeficiente de variagdo (CV),

determinado através da Equacgéao 9.

A estimativa do desvio padrédo das determinagbes
CV (%) média das determinagbes -100 (9)

Para a validacdo de métodos analiticos no laboratério, a precisdo é avaliada em
termos de repetitividade, descrevendo a concordancia entre os resultados de medidas
sucessivas, efetuadas sob as mesmas condicbes; e em relacdo a precisédo
intermediaria, indicando o efeito das variagbes dentro do laboratério devido a eventos

como diferentes dias e/ou diferentes analistas.

1.4.5 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por
uma medida perfeita e este valor é indeterminado por natureza®'.

Para a determinacéo da exatiddo de um método analitico, valores de recuperacao

sao obtidos através da Equacgao 10, que expressa a quantidade medida da substancia
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by

apdés submissdao da matriz ao processo de extracdo, em relacdo a quantidade

adicionada inicialmente na matriz.

Concentracio do analito obtida experimentalmente apés extragio

Exatidao (%) = .100% (10)

Concentragio do analito adicionado a amostra antes da extracgio

1.4.6 Robustez

A robustez de um método é a medida de sua capacidade em resistir a variacdes
dos parametros analiticos, decorrentes de seu uso rotineiro, refletindo as alteragdes
que podem ocorrer quando um método é transferido para outros laboratérios, analistas
ou equipamentos. Um meétodo diz-se robusto quando as mudancas realizadas
estiverem dentro dos limites de exatid&o, precisdo e seletividade aceitaveis®®.

A robustez € normalmente avaliada durante a etapa de desenvolvimento do
método analitico através da variacdo de parametros como a composicdo e vazao da
fase moével, diferentes lotes ou fabricantes de colunas, pH da fase moébvel e
programacao da temperatura. Pequenas modificagbes também podem ser realizadas
na etapa de preparo das amostras, como alterando-se o tempo de extragao e agitacao,

marcas de solventes, entre outros.

2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € desenvolver e validar métodos analiticos para a
determinagcdo qualitativa e quantitativa de multirresiduos de agrotoxicos em alface,
utilizando-se as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) acopladas a espectrometria de massas
sequencial, uma vez que nao ha relatos na literatura de trabalhos empregando essas
técnicas para a determinacdo simultadnea de agrotoxicos de diferentes classes quimicas

exclusivamente na matriz alface e em suas diferentes variedades.

2.1 Metas especificas

Para atingir os objetivos delineados, as seguintes metas especificas foram

realizadas:
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Na primeira etapa do trabalho, foram selecionados os agrotoxicos estudados e foi
empregada a CLAE-EM/EM para a otimizagcdo dos parametros do espectrémetro de
massas, a otimizagao da separagao cromatografica e a otimizagdo da etapa de preparo
de amostra, empregando-se a alface do tipo crespa, que € o cultivar mais
comercializado e consumido no Brasil.

O preparo da amostra foi realizado através do emprego do método QUEChERS,
estudando-se diferentes variagoes em relagdo ao tempo e velocidade de centrifugacéo,
tempo de interagdo dos agrotoxicos com a matriz, tipo de solvente extrator, tipos de sais
empregados na etapa de particionamento, modo de agitagdo (vortex ou ultrassom),
modo de extragao (por agitagao ou através do emprego da extrag&o assistida por micro-
ondas) e tipos de sais empregados na etapa de limpeza da amostra. Nessa ultima
etapa, diferentes combinag¢des dos sais PSA, MgSO,4, GCB e C18 foram estudadas,
incluindo o emprego do sorvente constituido por silica e o copolimero poli(2-
fenilpropil)metilsiloxano (PFPMS), preparado no laboratorio, além de ser estudado o uso
de ponteiras descartaveis contendo os sais de limpeza. Para cada modificacao
realizada no método QUEChERS, foram feitos estudos de recuperacéo e efeito matriz, a
fim de selecionar as melhores condi¢des de extragao.

Posteriormente a otimizagdo da etapa de preparo de amostra, o método
desenvolvido por CLAE-EM/EM foi validado, em termos de seletividade, limites de
deteccdo e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, seguindo as
recomendagdes do guia de validacdo Documento N° SANCO/12571/2013™°. Apos a
validacdo, o método foi aplicado em diferentes variedades de alface, incluindo as
alfaces lisa, americana, mimosa e roxa e na matriz espinafre, pertencente a mesma
categoria da alface, de acordo com o SANCO" (vegetal folhoso com elevado teor de
agua), realizando-se estudos de recuperagao, efeito matriz, linearidade e analises de
amostras disponiveis no comércio da regido de Campinas-SP.

Na segunda etapa do trabalho, foi realizada a transferéncia do método
desenvolvido por CLAE para a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial, a fim de comparar as duas técnicas
instrumentais, em termos de detectabilidade, efeito matriz, geragao de residuos, tempo
de analise e custos.
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3 EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes

- Acefato 97,2%, Sigma Aldrich, lote 9320X.

- Acetato de etila 99,9%, Tedia, lote 710371R.

- Acetato de sédio 99,5%, Dyne Produtos Quimicos, lote 6908.

- Acetona 99,5%, Synth, lote 147712.

- Acetonitrila 99,98%, J. T. Baker, lote KO8C81.

- Acido acético glacial 99,7%, Mallinckrodt ChromAR HPLC, lote V155KTVT.

- Acido férmico 85%, Synth, lote 108843.

- Agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore).

- Amina primaria secundaria (PSA), Bondesil, 40 ym, Varian, lotes 1207208 e 1215708.
- Azoxistrobina 99,9%, Sigma Aldrich, lote SZE8163X.

- C18, Supelco, 45 pm, lote 2903601.

- Carbaril 99,5%, Chem Service, lote 361-23B.

- Carbendazim 98,5%, Dr. Ehrenstorfer GmbH, lote 90310.

- Carbono grafitizado, sorvente SampliQ SPE, Agilent Technologies, lote 9334611.
- Citrato trissddico diidratado 99%, Sigma, lote 047K0097.

- Cloreto de sédio 99,5%, Ecibra Reagentes Analiticos, lote 18692.

- Clotianidina 99,9%, Sigma Aldrich, lote SZBA203XV.

- Copolimero poli(2-fenilpropil)metilsiloxano (PFPMS), Gelest, lote 8C-12390.

- Difenoconazol 97%, Sigma Aldrich, lote SZB9287XV.

- Fenamidona 99,9%, Sigma Aldrich, lote SZBA090XV.

- Hidrogenocitrato dissédico sesquiidratado 99%, Aldrich, lote S43364-317.

- Imidacloprido 99,9%, Sigma Aldrich, lote 6054 X.

- Iprodiona 99,3%, Sigma Aldrich, lote SZE6222X.

- Malationa 98,1%, Chem Service, lote 353-34B.

- Metamidofos 98,5%, Sigma Aldrich, lote SZE9285X.

- Metanol grau HPLC, Tedia.

- Metomil 99,9%, Sigma Aldrich, lote SZB8197XV.

- Procloraz 99,1%, Sigma Aldrich, lote SZE6220X.

- Silica gel, tamanho de particula 35-70 ym, 6 nm, Acros Organics, lote A0229122.
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- Sulfato de magnésio seco 98%, Vetec Quimica Fina, lote 0903899.
- Tebuconazol 99,6%, Sigma Aldrich, lote 5116X.

- Tiacloprido 99,9%, Sigma Aldrich, lote SZBA020XV.

- Tiametoxam 99,7%, Sigma Aldrich, lote SZB9098XV.

3.2 Equipamentos

- Balanga analitica com precisdo de 0,1 mg, marca Fisher Scientific, modelo A-250.

- Balanga analitica com precisao de 0,01 mg, marca Sartorius, modelo CP225D.

- Banho de ultrassom, marca Thornton, modelos T14 e T50.

- Bomba a vacuo 60 Hz e 3,5 mA, marca Millipore, modelo WP6111560.

- Centrifuga de alimentos Juicer Mondial, modelo CF-02, 250 W de poténcia.

- Centrifuga Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, numero de série 13107.

- Cromatografo a liquido Waters Alliance 2695 acoplado ao espectrdmetro de massas
Waters Micromass Quattro Micro™ API, com analisador triplo quadrupolo, conectado a
um microcomputador e controlado pelo software Mass Lynx v. 4.1.

- Cromatdégrafo a liquido de ultra eficiéncia Waters Acquity acoplado ao espectrometro
de massas Waters Micromass Quattro Micro™ API, com analisador triplo quadrupolo,
conectado a um microcomputador e controlado pelo software Mass Lynx v. 4.1.

- Sistema de digestdo de amostras por micro-ondas, marca Milestone, modelo STARTE.
- Pipetas automaticas Eppendorf Research Plus: 0,5-10 pL (lote 4994445); 10-100 pL
(lote 4742079); 100-1000 pL (lote 121159Z) e 500-5000 pL (lote 124251A).

- Sistema de deionizagao de agua, Milli-Q Plus, marca Millipore.

- Unidade Filtrante Millex, com membrana PTFE 0,2 um de poro, marca Millipore.

- Vortex Phoenix Luferco AP56, numero de série 15054.

3.3 Colunas cromatograficas comerciais

- Coluna comercial XTerra® MS C18, capeada, fabricada pela Waters, tamanho de
particula de 3,5 pym, comprimento de 100 mm, didmetro interno de 3,0 mm, PN:
186000418, lote 0223310481.
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- Coluna de guarda XTerra® MS C18, fabricada pela Waters, tamanho de particula de
3,5 ym, comprimento de 20 mm, didmetro interno de 3,0 mm, PN: 186000640, lote
0223303131.

- Coluna comercial Acquity UPLC® BEH C18, fabricada pela Waters, tamanho de
particula de 1,7 ym, comprimento de 50 mm, didmetro interno de 2,1 mm, PN:
186002350, lote 019731258257 .

- Coluna de guarda Van Guard® BEH C18, fabricada pela Waters, tamanho de particula
de 1,7 ym, comprimento de 5 mm, didmetro interno de 2,1 mm, PN: 186003975, lote
0179310102.

3.4 Amostras de alface

As amostras de alface de diferentes variedades (crespa, lisa, americana, mimosa
e roxa), rotuladas como organicas, foram adquiridas na cidade de Campinas-SP, para a
avaliagdo como branco das amostras e para realizacdo dos estudos de recuperacao e
de efeito matriz. Para a aplicagdo do método, adquiriram-se amostras de diferentes
variedades de alface de estabelecimentos comerciais da mesma regiao.

As amostras in natura, com ou sem lavagem (dependendo do estudo realizado),
foram processadas em centrifuga de alimentos tipo juicer, até ficarem homogéneas €, a
seguir, foram colocadas em frascos de vidro e armazenadas em freezer, para manter

sua originalidade.

3.5 Selecao dos agrotoxicos estudados

Os agrotéxicos estudados foram selecionados baseados nos resultados
divulgados pelo Programa PARA, da ANVISA, e diante da possibilidade de
determinacdo empregando a espectrometria de massas. Os agrotdxicos permitidos para
aplicagdo em alface e que foram selecionados para estudo sdo: azoxistrobina,
clotianidina, difenoconazol, fenamidona, imidacloprido, iprodiona, malationa, tiacloprido
e tiametoxam. Dentre estes, no relatério PARA, nos anos 2009 e 2010, o difenoconazol
foi detectado em um total de 3 amostras e a iprodiona foi detectada em uma amostra
em 2010, ambos em quantidades acima dos LMR permitidos para a cultura da alface.
Dentre os agrotoxicos nédo autorizados para este cultivo, mas que foram encontrados

irregularmente nas amostras analisadas pelo PARA, foram selecionados para estudo:
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carbendazim (15 amostras em 2009, 26 em 2010 e 27 em 2011), acefato (3 amostras
em 2009 e em 2011 e 2 em 2010), carbaril (2 amostras em 2009 e em 2011),
tebuconazol (1 amostra em 2009, 6 em 2010 e 4 em 2011), metamidofés (12 amostras
em 2009, 14 em 2010 e 2 em 2011), metomil (3 amostras em 2009 e 4 em 2010 e
2011) e procloraz (1 amostra em 2009).

A Figura 9 apresenta as estruturas quimicas dos 16 agrotoxicos estudados.
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Figura 9: Representagéo da estrutura quimica dos agrotoxicos estudados.
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A Tabela 5 apresenta as formulas quimicas, os grupos quimicos e as classes
agrondmicas aos quais os 16 agrotoxicos de trabalho pertencem, assim como as
massas monoisotopicas, os logaritmos dos coeficientes de particao octanol/agua (log P)

e os valores de pKa, de acordo com a IUPAC®, para cada analito.

Tabela 5: Agrotoxicos selecionados, assim como suas formulas quimicas, grupos quimicos,

classes agrondmicas, massas monoisotopicas e os valores de pKa e log P.

, a
Agrotoxico z%:rr::‘(:: Grupo Quimico Classe Agrondémica (ra) (;:E,ac) log P¢
Metamidofés CoHsNO-PS organofosforado Acaricida / Inseticida 141,00 - -0,79
Acefato C4H10NOsPS organofosforado Acaricida / Inseticida 183,01 8,35 -0,85
Carbendazim CoHoN3O> benzimidazol Fungicida 191,07 4,2 1,48
Metomil CsH1oN2028 metiicarbamato de freariada/ 162,05 ND° 0,00
Tiametoxam CsH10CINsO3S neonicotindide Inseticida 291,02 NDP -0,13
Imidacloprido CoH10CIN502 neonicotindide Inseticida 255,05 ND" 0,57
Clotianidina CsHsCIN5O2S neonicotindide Inseticida 249,01 11,1 0,91
Tiacloprido C10HoCIN4S neonicotinoide Inseticida 252,02 ND" 1,26
. metilcarbamato de Inseticida / Regulador
Carbaril CizH1NO; oroam oicdal Reguiador 90108 104 2,36
Azoxistrobina C22H17N30s estrobilurina Fungicida 403,12 ND° 2,50
Fenamidona C17H17N30S imidazolinona Fungicida 311,11 ND° 2,80
Malationa C10H1906PS> organofosforado Acaricida / Inseticida 330,04 ND" 2,75
Iprodiona C13H13CI2N303 dicarboximida Fungicida 329,03 NDP 3,10
Procloraz C15H16Cl3N302 imidazolilcarboxamida Fungicida 375,03 3,8 3,50
Tebuconazol C16H22CIN3O triazol Fungicida 307,14 - 3,70
Difenoconazol  C19H17CI2N303 triazol Fungicida 405,06 1,07 4,36

M (massa monoisotdpica): massa calculada a partir da massa do isétopo de ocorréncia natural mais
abundante de cada elemento. °ND: n&o dissociavel. °Logaritmo do coeficiente de partigéo octanol/agua,
em pH 7 e 20 °C, de acordo com a IUPAC®*.

Além do PARA, o MAPA, através da Secretaria de Defesa Agropecuaria, criou o
Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Vegetal (PNCRC/Vegetal), para monitorar a presenca de residuos de agrotéxicos em
diferentes culturas agricolas, incluindo a alface. De acordo com os dados publicados no
Diario Oficial da Uniao, referentes ao ano-safra 2010/2011, a alface apresentou indice
de conformidade de apenas 54%, do total de 35 amostras analisadas, sendo que as
amostras analisadas no estado de Sdo Paulo (30 amostras) apresentaram indice de
50% de conformidade. Em amostras provenientes de Pernambuco (3 amostras), houve
a deteccao dos agrotoxicos carbendazim (ndo autorizado) e imidacloprido (acima dos
LMR permitido); enquanto que nas amostras provenientes de Sao Paulo, foram

encontrados os agrotoxicos carbendazim, metomil e tebuconazol (n&o autorizados para
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serem aplicados) e imidacloprido, fora da faixa aceita pela legislagdo, entre outros
agrotoxicos. As amostras provenientes de Minas Gerais (2 amostras) ndo apresentaram
irregularidades. Em relacdo aos dados divulgados pelo PNCRC/Vegetal, referente ao
ano safra de 2011/2012, todas as 7 amostras de alface analisadas apresentaram
conformidades, quanto a presencga de agrotoxicos.

Através destas informacgdes, é possivel verificar que os agrotoxicos estudados
abrangem aqueles mais empregados na cultura da alface, seja regular ou
irregularmente.

A Tabela 6 apresenta os limites maximos de residuos dos 16 agrotoxicos
estudados, em alface, estabelecidos por diferentes legislagbes. A Tabela 6 também
apresenta a modalidade de aplicagéo de cada agrotoxico na alface.

Tabela 6: Limites maximos de residuos dos 16 agrotoxicos estudados, quando aplicados em

alface, estabelecidos por diferentes legislacdes, assim como a modalidade de aplicagao de
cada agrotoxico.

Adgrotéxico Modalidade de LMR (mg/kg) para a alface (folhas e caule)
9 Aplicagio® ANVISA CODEX® EPA° UE®
Metamidofds Foliar NA® NA® 1 0,01*
Acefato Foliar e Sementes NA® NA® 0,02 0,01*
Carbendazim Foliar e Sementes NA® 5 NAP® 0,1*
Metomil Foliar NA® 0,2 5 0,02*
Tiametoxam Foliar e Solo 0,05 3 4 5
Imidacloprido Foliar 0,5 2 3,5 2
Clotianidina Foliar 0,1 2 3 2
Tiacloprido Foliar 0,2 NA® NA® 2
Carbaril Foliar NA® NA® 10 0,01*
Azoxistrobina Foliar 1 3 30 15
Fenamidona Foliar 2 NA® 60 2
Malationa Foliar 8 NAP 8 0,02*
Iprodiona Foliar 1 10 25 10
Procloraz Foliar e pos-colheita NA® NA® NA® 5
Tebuconazol Foliar e Sementes NA® 5 NA® 0,5
Difenoconazol Foliar 0,5 2 NAP® 0,05*

#Modalidade de aplicagao dos agrotdxicos na alface, durante sua produgéo, transporte ou armazenamento. Para os
agrotdxicos ndo autorizados para uso nessa cultura, considerou-se a forma de aplicagdo em culturas semelhantes.
°NA: agrotéxico ndo autorizado para a alface. “CODEX: Codex Alimentarius. YEPA: United States Environmental
Protection Agency (dados obtidos da United States Department of Agriculture, disponivel em
http://www.mrldatabase.com/). °Uniao Européia: EU Pesticides Database (disponivel em:
http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/). * limite da determinagéo analitica.

De acordo com a Tabela 6, observa-se que a legislagao brasileira € mais restritiva
para a maioria dos agrotéxicos estudados, exceto para o difenoconazol, a fenamidona,
a malationa e o tiacloprido, que sdo agrotoxicos ndo autorizados para emprego em

alface, de acordo com algumas legislagdes. Para o desenvolvimento do trabalho, foram
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considerados os limites maximos de residuos estabelecidos pela legislagao brasileira,
uma vez que as amostras analisadas foram adquiridas no comércio da regidao de
Campinas-SP, devendo estar de acordo com as normas do pais, em relagcao a presenca
de agrotoxicos.

Além disso, na Tabela 6 observa-se que a maioria dos agrotéxicos estudados sao
aplicados sobre a superficie foliar das hortalicas, durante sua producédo, transporte ou

armazenamento.

3.6 Preparo das solugodes analiticas dos agrotoxicos

As solugbes analiticas estoque, contendo 1000 mg/L de cada agrotéxico, foram
preparadas através da dissolugdo do padrdo sélido em metanol. Considerando-se o
grau de pureza dos agrotoxicos de trabalho, foram pesados cerca de 10,0 mg de cada
analito em balancga de alta precisdo, com o auxilio de naviculas, e a massa pesada foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, utilizando-se metanol.

Para o carbendazim, que é um analito pouco soluvel em metanol (359-480 mg/L a
24 °C), sua solugédo estoque foi preparada na concentragdo de 200 mg/L (5 mg de
analito em 25 mL de solvente).

As solucbes estoque foram armazenadas em freezer, em frascos de vidro com
tampas de teflon, envoltos por papel aluminio, durante um periodo maximo de 6
meses®®. Para o carbendazim, sua solucdo foi armazenada por até 2 meses.

A partir das solugbes estoque foram feitas diluicbes em concentracdes
adequadas para preparar as solugdes de trabalho empregadas nos diferentes estudos
realizados. As solugdes mais diluidas também foram armazenadas em freezer, porém

utilizadas por um periodo menor de tempo, de até 7 dias.

3.7 Definicao das condi¢ées instrumentais de analise

As anadlises cromatograficas, na primeira etapa do trabalho, foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE-EM/EM), com analisador triplo quadrupolo. Os parédmetros do EM
foram ajustados para operar no modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM) e

ionizagao por eletrospray no modo positivo.
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3.7.1 Definicdo dos ions monitorados e dos parametros de
fragmentacgao

A definigdo dos ions de cada analito a serem monitorados foi realizada através da
infusdo direta, no espectrometro de massas, de solu¢des de 1,0 mg/L dos analitos, em
metanol, utilizando-se a fase mével metanol:H,O 0,1% de acido férmico (50:50 v/v) e
vazéao de 0,1 mL/min.

Para cada agrotoxico estudado, foram monitorados o ion molecular e dois
fragmentos, dos quais o de maior intensidade foi utilizado para a quantificagdo do
analito, enquanto que o segundo fragmento de maior intensidade foi utilizado para a
confirmacdo da natureza do analito. Também, através da infusdo direta, foram
otimizadas a voltagem do cone e a energia de colisdo, que sao paréametros

instrumentais definidos para cada transicdo de massa monitorada.

3.7.2 Separagao cromatografica dos agrotéxicos

A separacgao dos agrotéxicos por CLAE-EM/EM foi realizada utilizando-se a coluna
cromatografica XTerra® MS C18 (100 x 3,0 mm, 3,5 um), a coluna de guarda XTerra®
C18 (20 x 3,0 mm, 3,5 ym) e a fase movel composta por metanol e agua (modificada
com 0,1% de acido formico). O acido férmico foi utilizado como modificador orgéanico da
fase movel, com o intuito de favorecer o processo de ionizagao dos analitos.

Os solventes empregados na fase movel foram filtrados a vacuo, através de
membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno, do inglés polyvinylidene fluoride) com
tamanho de poro de 0,45 um, e desgaseificados em ultrassom por 20 minutos, a
temperatura ambiente (25 °C).

A separagao cromatografica foi avaliada no modo isocratico e por gradiente, sendo
que as proporgdes dos solventes na fase movel foram variadas com o intuito de
conseguir uma separagao mais completa dos analitos, em menor tempo de analise.

Os cromatogramas foram obtidos por ions totais (TIC, do inglés Total lon
Chromatogram), ou seja, quando ha o monitoramento simultdneo das transi¢cées de
massa de todos os agrotoxicos estudados, durante todo o intervalo de tempo no qual o

cromatograma é adquirido.
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Empregando a deteccdo por espectrometria de massas, a separagéo
cromatografica completa dos analitos pode ndo ser necessaria, uma vez que o detector
€ capaz de monitorar diferentes analitos no mesmo tempo de retencao, através de suas
transicdes de massa. No entanto, quanto melhor a separacédo entre os analitos, maior
sera a detectabilidade do método, sendo que quanto menos transicdes de massa sao
monitoradas simultaneamente a cada tempo de retengao ou intervalo de tempo (janela
de retencao), atinge-se maior detectabilidade. Por isso, € necessario desenvolver um
método cromatografico em que haja a separagéo mais completa possivel dos analitos.

Para avaliar a separagéo cromatografica, foi utilizada uma solugéo contendo todos
os padrdes dos agrotoxicos em metanol, na concentragédo de 0,5 mg/L.

3.7.3 Avaliacao dos parametros do espectrometro de massas

A otimizagcdo dos parametros instrumentais do espectrdbmetro de massas
(temperatura da fonte, temperatura e vazdo do gas de dessolvatagido, voltagem do
capilar e do cone extrator, vazdo do gas do cone e RF Lens) foi realizada para todos os
agrotoxicos simultaneamente, com o objetivo de selecionar as melhores condi¢cdes de
fragmentagcdo dos ions, que conferem maior detectabilidade. Dessa forma, a
detectabilidade dos analitos foi avaliada através da area do pico referente a transicao
de quantificagdo, injetando-se uma solu¢cdo de concentragdo de 0,5 mg/L contendo a
mistura de todos os analitos em metanol.

Apods a definicdo dos parametros instrumentais otimizados, o cromatograma de
ions totais obtido a partir da separagado cromatografica otimizada foi subdividido em
janelas de tempo (intervalos de tempo), possibilitando monitorar apenas as transi¢des
de massa dos analitos que eluem em cada intervalo de tempo definido. Este
procedimento, assim como o ajuste no dwell time de cada janela, foram realizados a fim
de conferir elevada detectabilidade, sem a perda de definicdo dos picos
cromatograficos.

O dwell time especifica o intervalo de tempo, em segundos, no qual as transi¢coes
de massa selecionadas serdo monitoradas. Quanto maior seu valor (escala de 0,1 a 0,9
segundos), maior sera a detectabilidade do analito monitorado, porém quanto mais

transicoes forem monitoradas simultaneamente, perde-se a resolugao dos picos.
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De acordo com a literatura®, para que haja repetitividade na quantificagdo dos
analitos e integracdo adequada, o pico de cada composto deve possuir um minimo de
10 a 15 pontos de aquisicdo, sendo que o numero de pontos por pico pode ser

modificado através de alteragdes no dwell time.

3.7.4 Determinagao das concentragoes iniciais de trabalho

Para a determinagao das concentragdes iniciais de trabalho (Cp) de cada analito,
foram preparadas solugdes de diferentes concentragdes contendo todos os agrotoxicos
(1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100 e 150 pg/L), em metanol e injetadas no
cromatégrafo a liquido, em triplicata.

A C, foi definida visualmente, observando-se a menor concentragcado detectavel na
qual & possivel distinguir claramente entre o sinal analitico e o ruido, e também
considerando a repetitividade das areas dos picos obtidas nas trés diferentes injecoes
de cada concentragdao. A Cy, foi empregada na otimizacdo do preparo de amostra,
empregando o método QUEChERS, nos estudos de efeito matriz e na validagdo do
método desenvolvido, para a determinagao dos limites de detecg¢ao e de quantificagao

do instrumento.

3.8 Otimizacao do método de preparo de amostra QUEChERS

Para a definicdo do método de extracio otimizado a ser aplicado em amostras de
alface, foram avaliadas as porcentagens de recuperagdo dos analitos e seus
coeficientes de variagdo, o efeito matriz’> em dois niveis de fortificacdo e a andlise
gravimétrica do residuo sdlido®, em diferentes versdes do método QUEChERS. Para
isso, foram utilizadas amostras de alface organica, do tipo crespa, uma vez que este
cultivar € o mais comercializado e consumido no Brasil.

O procedimento de extragdo por QUEChERS foi realizado da seguinte maneira:

1) Pesar (10,0 £ 0,1) g de amostra homogeneizada em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL.

2) Fortificar as amostras com solu¢do de padrdes de agrotéxicos de concentragao
conhecida (quando aplicavel).
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3) Agitar os tubos em vortex por 1 minuto e, aguardar, no minimo, 30 minutos para
0s agrotéxicos interagirem com a amostra.

4) Adicionar 10 mL do solvente extrator e agitar em vortex por 1 minuto.

5) Adicionar os sais extratores ao tubo, agitar em vortex por 1 minuto e centrifugar.

6) Retirar 7 mL do sobrenadante e transferir para outro tubo de centrifuga,
contendo a mistura salina para limpeza da amostra (EFS-D).

7) Agitar o tubo com os sais de limpeza por 30 segundos e centrifugar.

8) Retirar 5 mL do sobrenadante e coloca-lo em um frasco de vidro, juntamente
com 50 pL de uma solugdo 5% de acido férmico em acetonitrila (para estabilizagdo do
extrato).

9) Secar a solugao sob fluxo de nitrogénio.

10) Ressuspender o extrato seco em 1 mL de metanol ou com solugido de
fortificacdo de agrotdxicos, em se tratando da amostra “branco” fortificada. Nessa etapa,
tem-se que a amostra € concentrada 5 vezes, uma vez que ha a secagem de 5 mL do
extrato e o residuo solido é ressuspendido em 1 mL. A possibilidade de concentracao
do extrato nessa etapa do método QUEChERS é vantajosa, fazendo com que o método
seja capaz de detectar concentragdes dos analitos dentro dos LMR estabelecidos pelos
orgaos governamentais.

11) Agitar a solugdo em vortex por 1 minuto e sonicar por 10 segundos.

12) Filtrar a solugdgo em filtro de seringa com membrana PTFE
(politetrafluoretileno) de 0,2 um de poro e injeta-la no cromatdgrafo a liquido.

As modificagdes realizadas experimentalmente no método QUEChERS original
foram em relagdo ao solvente extrator, tipo de sal da etapa de particionamento,
sorventes de limpeza da amostra, tempo e velocidade de centrifugagdo, tempo de
interacdo dos agrotoxicos com a amostra e forma de agitacdo dos extratos. As
variagdes avaliadas para cada tipo de modificagao estdo descritas na Tabela 7.

Para o estudo de cada modificacdo do método QUEChERS, a fim de definir as
melhores condicbes aplicaveis para as amostras de alface, foram analisadas 5
amostras, sendo 3 amostras fortificadas com solugdes padrées dos analitos; 1 amostra
“branco” (sem a fortificacdo) e uma amostra “branco” fortificada apds a realizagdo da
extracdo. A otimizagcdo da etapa de preparo de amostra foi realizada de forma
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univariada, sendo que um parametro foi otimizado de cada vez e a melhor condicéo foi
fixada para o estudo do proximo tipo de modificagdo. As amostras foram fortificadas
com 3 vezes a concentracédo de trabalho (3xCy), definida para cada analito e, apos a

definicdo das condi¢des otimizadas, o método foi aplicado para a concentragao Co.

Tabela 7: Variagbes para cada tipo de modificagdo realizada no método QUEChERS para
aplicagao em amostras de alface.

Tipo de Modificagao Variagoes

- 5 min a 4000 rpm
Tempo e velocidade de -5 min a 5000 rpm

centrifugacao - 10 min a 5000 rpm
- 5 min a 5500 rpm
Tempo de interacdo - 30 minutos
dos agrotdxicos®’ - 1 hora

- MgS0O, e NaCl (Original)

- MgSOQ, (Original sem NaCl)
Tipo de Sal - Tampao citrato

- Tampéao acetato

- Tampéao citrato sem NaCl

- Acetato de etila

- Acetonitrila

- Acetona

- Acetonitrila e acetona (1:1 v/v)

Solvente Extrator

- 175 mg PSA + 1,050 g MgSO,
- 175 mg PSA + 1,050 g MgSO,+ 175 mg C18
- 175 mg PSA + 1,050 g MgSO, + 17,5 mg GCB?®
- 175 mg PSA + 1,050 g MgSO, + 35 mg GCB®
- 175 mg PSA + 1,050 g MgSO, + 70 mg GCB?
Sorventes de limpeza - 175 mg PSA + 35 mg GCB?®

da amostra - 175 mg PSA + 1,050 g MgSO, + 35 mg GCB? + 175 mg C18
- 175 mg Si(PFPMS)® + 1,050 g MgSO,
- 175 mg Si(PFPMS)® + 1,050 g MgSO, + 35 mg GCB
- 175 mg Si(PFPMS)® + 175 mg PSA + 1,050 g MgSO,
- 37,5 mg PSA + 225 mg MgSQO, + 7,5 mg GCB® em ponteiras
descartaveis

- Vortex

Modo de agitacéo _ Ultrassom

®GCB (Graphitized Carbon Black): carbono grafitizado. °Si(PFPMS): sorvente preparado no laboratério,
conforme descrito no item 3.8.1, a base de silica e do copolimero poli(2-fenilpropil)metilsiloxano.

Para cada modificagdo estudada, a porcentagem de recuperagao de cada analito

foi determinada, através da Equagao 1172

Area do analito (fortificagdo no branco da matriz) 100% (1 1 )
. 0

R (%) =

Area do analito (fortificagio no extrato final)
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De acordo com o Documento N° SANCO/12571/2013"°, a porcentagem de
recuperacao dos analitos deve estar entre 70 e 120%, com coeficientes de variagao
inferiores ou iguais a 20%.

Com os resultados de porcentagem de recuperagdo obtidos nas analises das 3
amostras fortificadas antes do processo de extracdo, também foram realizados testes
de significancia, através da analise de varidncia (ANOVA, do inglés Analysis of

Variance)®°

, a fim de se avaliar, estatisticamente, se as alteracbes realizadas no
método QUECHERS foram significativas ou n&o. Para a realizacdo destes testes, foi
utilizado o programa Design-Expert®, considerando-se o nivel de 95% de confianca.
Quando os resultados da ANOVA levam a rejeicao da hipdétese nula, que representa a
afirmagao de que os resultados das diferentes variagées sao iguais, tém-se evidéncias
de que os valores obtidos diferem significativamente. Através dos testes ANOVA, sao
fornecidos valores de P (nivel descritivo, que considera a diferenga média e a variancia
dos dados analisados) que, quando inferiores a 0,05 (ou seja, 5% de significancia),
sugerem que os valores analisados possuem diferencgas significativas entre si%.

Também, durante o processo de otimizagao da extragao, foi feita a determinacao
gravimétrica do residuo sélido obtido apos a extragdo da amostra branco e secagem do
extrato sob fluxo de nitrogénio, a fim de avaliar a quantidade de componentes da matriz
extraidos em cada modificacdo do QUEChERS, que podem interferir na separacéo,
detecgdo e quantificagdo do analito. A analise gravimétrica foi feita pesando-se um
frasco de vidro de 10 mL vazio. A seguir, adicionaram-se 5 mL do extrato obtido apds o
procedimento de extracdo da amostra “branco” e o extrato foi seco sob fluxo de
nitrogénio. A diferenga de massa entre o frasco contendo o residuo seco do extrato e o
frasco vazio forneceu a quantidade de componentes da matriz extraidos®.

A determinagao gravimétrica foi obtida em quadruplicata (4 amostras diferentes),
para cada modificacdo do método QUEChERS avaliada. Teoricamente, o método de
extracdo mais apropriado € aquele capaz de extrair os analitos eficientemente,
coextraindo a menor quantidade possivel dos componentes da matriz, a fim de que haja
menor influéncia do efeito matriz. Nesse contexto, a fim de se avaliar os componentes
da matriz extraidos, os extratos “branco” das diferentes variagbes do método
QuUEChERS estudadas também foram injetados no cromatégrafo a liquido, sendo
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detectados pelo EM operando no modo de varredura, abrangendo faixa de massas no
intervalo de 30-1000 m/z. Através da contagem do numero de picos detectados, pode-
se avaliar, quantitativamente, o nimero de componentes da matriz extraidos nas
diferentes variagdes estudadas™.

O efeito matriz também foi estudado para as diferentes variagées da extragcéo por
QUuEChERS, utilizando-se uma amostra “branco” fortificada no Co e uma amostra
“branco” fortificada em 3xC,, cujas areas dos analitos nessas amostras foram
comparadas com a area dos compostos em solugdes da mesma concentracdo. Os

resultados foram obtidos através da Equacao 6.

3.8.1 Preparagao de um sorvente do tipo fenil para avaliagao na
etapa de limpeza da amostra do método QUEChERS

Um sorvente do tipo fenil foi preparado no laboratério, para emprego na etapa de
limpeza da amostra do método de extragdo QUEChERS, a fim de avaliar seu uso como
possivel substituinte ou complemento ao PSA, que € um reagente de custo elevado.

O sorvente, constituido por silica e o copolimero poli(2-fenilpropil)metilsiloxano
(PFPMS), cuja estrutura esta representada na Figura 10, foi primeiramente
desenvolvido e estudado para ser utilizado como fase estacionaria reversa, para
cromatografia liquida de alta eficiéncia® . De acordo com os estudos realizados, a
fase desenvolvida apresentou carater mais polar que as fases convencionais do tipo
C18, sugerindo que este material possa ser empregado como sorvente de limpeza,

podendo interagir com os interferentes polares da matriz.

ch_il H
CHy CH,
I I
Si — O Si—
| |
CH; m-CH, n

Figura 10: Representacdo da estrutura do copolimero poli(2-fenilpropil)metilsiloxano (PFPMS).
As letras m e n representam o comprimento da cadeia polimérica.

O sorvente do tipo fenil pode interagir com os analitos e/ou interferentes da matriz
através das interagbes hidrofébicas e do tipo n-n que ocorrem entre grupos funcionais
insaturados.
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O sorvente foi preparado de acordo com as seguintes etapas®' %%

1) Ativacao da silica (35-70 um de tamanho de particula) em estufa a vacuo a 140
°C por 16 horas.

2) Preparacéo de uma suspensdo 10% (m/v) de silica em diclorometano e outra
solugédo 10% (m/v) do PFPMS também em diclorometano. Agitagdo das misturas por 10
minutos em agitador magnético e sonicagdo também por 10 minutos.

3) Adicao da solucao de PFPMS a suspenséo de silica e agitagdo da mistura por
10 minutos, sonicagao por 10 minutos e agitagao por mais 3 horas.

4) Repouso da solugado, na capela, por 6 dias, a fim de sorver o copolimero nos
poros e na superficie da silica e evaporar o solvente.

5) Imobilizagdo do sorvente por radiagdo micro-ondas, a 540 W por 80 minutos (2
ciclos de aquecimento de 40 minutos, com etapa intermediaria de resfriamento de 15
minutos).

6) Repouso do sorvente por 8 dias, na capela.

7) Submissao do sorvente a extragao com cloroférmio por 3 horas a uma vazéao de
1,0 mL/min, seguido da extragdo com metanol por 2 horas, também a uma vazao de 1,0
mL/min, a fim de eliminar o copolimero ndo imobilizado na superficie da silica.

8) Secagem do sorvente sob fluxo do gas nitrogénio, para uso na etapa de
limpeza da amostra do método QUEChERS.

3.8.2 Emprego de ponteiras descartaveis na etapa de limpeza da
amostra do método QUEChERS

Para a avaliagdo do emprego de ponteiras descartaveis na etapa de limpeza da
amostra, primeiramente realizou-se o procedimento de extracdo QUEChERS, conforme
descrito no item 3.8, sendo feitas as etapas experimentais de 1 a 5, seguidas pela
transferéncia do extrato para um frasco de vidro, para a realizagao do procedimento de
limpeza com as ponteiras.

Foram empregadas ponteiras plasticas descartaveis de 5 mL, concedidas pela
empresa americana DPX Labs, que foram montadas no laboratério, adicionando-se a
mistura de sais de limpeza do método QUEChERS, previamente otimizada. As ponteiras
foram conectadas a seringas descartaveis de 10 mL, para realizagdo dos

procedimentos de aspirar e dispensar a amostra.
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Para a realizagdo da etapa de limpeza da amostra empregando essas ponteiras,
utilizaram-se apenas 1,5 mL de amostra, uma vez que a capacidade das ponteiras &
inferior a dos tubos de centrifuga, empregados no método QUEChERS original. Foram
realizados 5 ciclos de aspirar e dispensar a amostra, dentro de um frasco de vidro e o
extrato obtido apds a limpeza foi transferido para outro frasco, sem a necessidade de
filtracdo em filtros de seringa, uma vez que os filtros das ponteiras ja retiveram as
particulas do extrato. As amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio e
ressuspendidas em metanol, ou com solugao de fortificacdo de agrotdxicos, para serem
injetadas no cromatografo a liquido.

Comparando-se o experimento realizado com o procedimento de limpeza da
amostra do método QUEChERS original, ndo foram necessarias etapas de agitacdo em
vortex, centrifugacao e filtragdo da amostra, havendo diminuigcdo no tempo total de
preparo de amostra.

Para a avaliacéo da eficiéncia de limpeza da amostra com o uso dessas ponteiras,
as recuperacgdes dos analitos, o efeito matriz e a determinagao gravimétrica do residuo

solido foram determinados, conforme descrito na secao 3.8.

3.8.3 Estudo da radiagao micro-ondas para a extragcao dos
agrotoxicos

Uma modificacdo do método QUEChERS, empregando a radiagdo micro-ondas

para a extragao dos agrotoxicos da matriz foi realizada baseando-se no estudo feito por

Paiga et al.®®

, ho qual se empregou a extragdo assistida por micro-ondas para extrair
sete agrotoxicos, pertencentes aos grupos quimicos dos carbamatos e uréias, em
amostras de vegetais frescos, como a alface.

O procedimento de extragéo foi realizado da seguinte maneira, empregando-se as
condigdes otimizadas do método QUEChERS (solvente extrator, tempo e velocidade de
centrifugacgéao e tipos de sais de limpeza de amostra):

1) Pesar (1,0 £ 0,1) g de amostra homogeneizada em um tubo de copolimero de
tetrafluoretileno e perfltor(propil vinil éter)®, quimicamente inerte, adequado para uso
em sistemas de micro-ondas.

2) Fortificar a amostra com solugado de padrdes de agrotéxicos de concentragao

conhecida (quando aplicavel).
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3) Adicionar 20 mL de acetonitrila.

4) Adicionar 9,0 g de sulfato de magnésio anidro.

5) Colocar acetonitrila em outro tubo de tetrafluoretileno e perfluor(propil vinil éter),
para controle da temperatura da extracao.

6) Realizar a extragdo dos agrotoxicos a 60 °C (300 W), por 10 minutos, sob
agitacédo, com etapa de aquecimento da amostra em 5 minutos.

7) Apds extragao, transferir o conteudo do frasco para um tubo de centrifuga.
Centrifugar por 5 minutos a 5000 rpm.

8) Retirar 1 mL do sobrenadante, transferi-lo para um frasco de vidro e secar o
extrato sob fluxo de nitrogénio. Ressuspender o extrato seco em 1 mL de metanol ou
com solugcao de fortificagdo de agrotoxicos, em se tratando da amostra “branco”
fortificada.

9) Retirar outros 7 mL do sobrenadante e transferi-los para outro tubo de
centrifuga, contendo a mistura salina para limpeza da amostra (EFS-D) otimizada.
Agitar o tubo por 30 segundos em vortex e centrifugar por 5 minutos a 5000 rpm.
Coletar 1 mL do sobrenadante, secar sob fluxo de nitrogénio e ressuspender em
metanol ou com solugao de fortificagdo de agrotoxicos.

10) Agitar as solu¢des em vortex por 1 minuto e sonicar por 10 segundos.

11) Filtrar os extratos obtidos em filtro de seringa com membrana PTFE
(politetrafluoretileno) de 0,2 um de poro e injeta-los no cromatégrafo a liquido.

Para a avaliagdo do emprego da radiagdo micro-ondas na extragdo dos
agrotoxicos em alface, as recuperagdes dos analitos, o efeito matriz e a determinagao
gravimétrica do residuo solido foram determinados, conforme descrito na secéo 3.8,

para amostras preparadas com e sem a etapa de limpeza.

3.9 Validagcao do método

O método desenvolvido foi validado, avaliando-se os limites de deteccdo e de
quantificacdo do método, linearidade, seletividade, precisao (repetibilidade e precisao
intermediaria), exatiddao e robustez. Para avaliagdo dos parametros, foram seguidas,
principalmente, as recomendacdes do Documento N° SANCO/12571/20137°, que
aborda o emprego da espectrometria de massas na quantificagdo de agrotoxicos em

alimentos.
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3.9.1 Limites de deteccao e de quantificagao

Para a determinacdo dos limites de deteccédo e de quantificacdo do instrumento,
LDi e LQi, respectivamente, foi utilizado o método baseado nos paradmetros da curva
analitica, elaborando-se uma curva com a matriz “branco” fortificada com os analitos de
interesse, na faixa de concentracdo proxima a concentracdo de trabalho Co,
determinada em solvente pelo método visual.

Para a elaboragcdo da curva, solugbes contendo todos os agrotoxicos foram
preparadas nas concentracdes de 0,7xCy, 1xCq, 2xCq, 3xCy, 4xXCy € 5xCy. A partir dos
resultados obtidos, os limites de deteccdo e de quantificacdo do instrumento foram
determinados através das Equacdes 7 e 8, para cada analito.

Definiram-se como LDi e LQi as quantidades minimas do analito que podem ser
detectadas e quantificadas pelo instrumento, respectivamente, na presenca dos

componentes da matriz alface extraidos pelo método QUEChERS otimizado.

3.9.2 Linearidade e curva analitica

As curvas analiticas foram elaboradas com 5 diferentes niveis de concentragao,
baseados nos limites de quantificagdo do instrumento e/ou nos LMR de cada agrotoxico
para a alface, e a partir de dois modos: a padronizagao externa (curva em solvente) e a
padronizagao externa com superposi¢do de matriz (matriz “branco” fortificada com os
analitos). Para cada nivel de fortificagdo, as solugbes foram injetadas em triplicata no
cromatdégrafo a liquido.

A principio, objetivou-se elaborar uma curva analitica incluindo o LQi do analito e
seu LMR (quando aplicavel). No entanto, para os agrotéxicos com LMR elevado,
observou-se perda da linearidade (residuos superiores a £ 20%), em virtude da ampla
faixa de concentracdo estabelecida. Em virtude disso, para esses compostos
(azoxistrobina, fenamidona, malationa e difenoconazol), uma nova curva analitica foi
elaborada, em funcdo do LMR, uma vez que, de acordo com o Codex Alimentarius,
para analitos que possuem um LMR estabelecido, o primeiro ponto da curva analitica,
ou seja, o LQ do método, pode ser especificado como uma fragdo deste valor.

A Tabela 8 apresenta os pontos definidos para a elaboragao da curva analitica.
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Tabela 8: Pontos definidos para a elaboracdo das curvas analiticas de cada agrotédxico, para
avaliagao da linearidade do método.

Niveis da curva analitica

Agrotéxico

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Metamidofos 1XLQI 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQi
Acefato 1xLQI 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQi
Carbendazim 1XLQiI 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQi
Metomil 1xLQI 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQi
Tiametoxam 1xLQi 0,7xLMR 1XxLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Imidacloprido 1xLQiI 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Clotianidina 1xLQi 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Tiacloprido 1xLQi 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Carbaril 1xLQiI 2xLQi 3xLQi 4xL Qi 5xLQi
Azoxistrobina 0,5xLMR 0,7xLMR 1xLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Fenamidona 0,5xLMR 0,7xLMR 1XxLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Malationa 0,4xLMR 0,5xLMR 0,75xLMR 1XxLMR 1,05xLMR
Iprodiona® 1xLQI 2xLQi 3xLQi 4xLQiI 5xLQiI
Procloraz 1xLQiI 2xLQi 3xLQi 4xL Qi 5xLQi
Tebuconazol 1xLQiI 2xLQi 3xLQi 4xL Qi 5xLQi
Difenoconazol 0,5xLMR 0,7xLMR 1xLMR 1,2xLMR 1,4xLMR

A iprodiona possui LMR igual a 1 mg/kg, porém, em estudos prévios, injetando-se no cromatdgrafo a liquido
solugbes de concentragédo proximas a 1 mg/L, observou-se que este analito ndo apresentou linearidade nesse
intervalo de concentracdo. Portanto, este foi o Unico composto permitido para ser aplicado em alface no qual
nao foi possivel abranger o LMR na curva analitica, sendo esta elaborada em fungéo apenas do LQi.

A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinacao (r?) da regressao
linear, pois quanto mais proximos de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais, e através dos residuos, que representam a diferenca entre a

concentragao tedrica e a concentragao obtida experimentalmente, em porcentagem.

3.9.3 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se os sinais analiticos obtidos
para amostras “branco” submetidas ao processo de extracdo e para amostras “branco”
fortificadas apos a extragdo (picos referentes as transicbes de quantificagdo de cada
analito), no limite de quantificacdo do método (LQ), definido como sendo o primeiro
ponto da curva analitica que descreve a linearidade do método (Tabela 8).

De acordo com os guias de validagdao Codex Alimentarius e SANCO, os picos
porventura presentes nas amostras “branco” devem ser reportados e, em matrizes que
possuem compostos interferentes no tempo de retencdo do analito, a resposta dos

picos interferentes deve ser inferior a 30% da resposta no limite de quantificagao.
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3.9.4 Precisao

A precisdo do método desenvolvido foi avaliada em termos de repetitividade
(preciséo intraensaio) e precisdo intermediaria (precisao interensaio, em dois diferentes
dias), em dois niveis de fortificacdo: no limite de quantificagdo do método (LQ) e no
LMR (ou 3xLQ, para analitos n&o autorizados para uso em alface), conforme sugerido
pelo guia SANCO.

Para determinagcao da repetitividade, 5 diferentes amostras de alface isentas do
analito de interesse (“branco”) foram fortificadas e submetidas ao processo de extragao
pelo método QUEChERS. Os extratos finais obtidos foram submetidos a analise
instrumental e injetados em triplicata no cromatégrafo a liquido. O coeficiente de
variagao de cada analito foi determinado através da razdo entre a média e a estimativa
do desvio padrao das 5 amostras diferentes analisadas, considerando, para cada
amostra, as areas médias das trés inje¢des. De acordo com o SANCO, o coeficiente de
variagao maximo aceitavel € de 20%. O mesmo procedimento foi realizado, porém em

um dia diferente, a fim de avaliar a precisao intermediaria do método.

3.9.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacdo, em dois
niveis de fortificagao: no limite de quantificacdo do método (LQ) e no LMR (ou 3xLQ,
para analitos ndo autorizados para uso em alface) e com 5 replicatas em cada nivel,
conforme sugerido pelo guia de validagdo SANCO.

Amostras de alface isentas dos analitos de interesse foram fortificadas nos
diferentes niveis e submetidas ao processo de extragao. A exatiddo do método, para
cada analito, foi calculada através da Equagdo 10, que expressa a razdo entre a
concentracdo do analito obtida experimentalmente e a concentragao tedrica adicionada
na amostra antes da extracdo. A concentragcdo do analito experimental foi calculada
através da equacao da reta obtida por regresséao linear de amostras “branco” de alface
fortificadas no final da etapa de extracao.

Para avaliagdo da exatiddo, foi preparada uma nova curva analitica por
superposicao de matriz, submetendo as amostras de alface “branco” ao processo de

extracao, e posteriormente fortificando-as com diferentes niveis de concentracdo.
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A curva analitica elaborada para a determinacdo da exatiddo do método difere-se
da curva analitica apresentada para a avaliagdo da linearidade, uma vez que é
necessaria a adicdo de mais um nivel de concentracédo, no caso o correspondente ao
0,7xLQ (ou 0,2xLMR, para o analitos azoxistrobina, fenamidona, malationa e
difenoconazol).

A adicao deste nivel inferior ao limite de quantificacdo do método a curva analitica
€ necessaria, a fim de assegurar a quantificagdo das amostras de alface que serao
fortificadas no inicio e submetidas ao processo de extragdo. Uma vez que a
porcentagem de recuperagdo dos analitos pode ser inferior a 100%, ao fortificar uma
amostra no inicio com o LQ, apds a extracdo, o extrato final podera fornecer uma
concentracgao inferior ao LQ e, para determinacéo da exatiddo do método, esse valor
deve ser quantificado.

Para a avaliagao da exatidao, utilizaram-se os mesmo resultados obtidos para as
amostras usadas na determinacdo da precisdo do método, uma vez que as amostras

foram fortificadas antes da etapa de extragéo, nos niveis LQ e LMR (ou 3LQ).

3.9.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada variando-se em 5% o0s seguintes parametros:
temperatura da coluna cromatografica, composicdo da fase moével (teor de acido
férmico na agua deionizada) e alteragdo da marca do solvente organico extrator
utilizado na etapa de preparo das amostras (acetonitrila).

A robustez foi avaliada através dos coeficientes de variagdo determinados pela
comparagao das areas dos analitos e das porcentagens de recuperagao, obtidas nas
diferentes condicbes experimentais de analise e em dois diferentes niveis de
fortificacdo (LQ e LMR ou 3xLQ).

A Tabela 9 apresenta todas as variagcdes estudadas, para avaliagdo da robustez
do método. Para cada variagao, foram preparadas 4 amostras, sendo 2 fortificadas no
inicio da extracdo (uma no LQ e outra no LMR ou 3xLQ) e 2 amostras fortificadas no

extrato, nos mesmos niveis.
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Tabela 9: Variagdes de alguns parametros do método desenvolvido para a determinacao de
agrotoxicos em alface, para avaliacdo da robustez.

Denominagao da Marca acetonitrila Temperatura da coluna Teor de acido féormico
condigéao (solvente extrator) cromatografica (°C) na agua (%)
1 (método original) J.T.Baker 25,0 0,100
2 J.T.Baker 25,0 0,105
3 J.T.Baker 26,3 0,100
4 J.T.Baker 26,3 0,105
5 Tedia 25,0 0,100
6 Tedia 25,0 0,105
7 Tedia 26,3 0,100
8 Tedia 26,3 0,105

3.10 Aplicacao do método otimizado e validado por CLAE-EM/EM

3.10.1 Estudo de diferentes variedades de alface

A fim de avaliar a aplicabilidade do método analitico otimizado e validado para a
determinacdo de agrotéxicos em alface crespa, empregando o método de extragao
QuUEChERS e determinacdo analitica por CLAE-EM/EM, foram estudadas diferentes
variedades de alface, incluindo as alfaces lisa, americana, mimosa e roxa.

Para essas matrizes, foram realizados estudos de porcentagem de recuperagéo,
efeito matriz e determinacdo gravimétrica do teor de residuo sdlido, feitos da mesma
forma que para a alface crespa. Também, curvas analiticas foram elaboradas para cada
matriz, nos mesmos niveis das curvas elaboradas para a alface crespa, e a qualidade
da linearidade foi avaliada.

O preparo das amostras foi realizado utilizando-se o método QUuEChERS
otimizado, empregando-se fator de concentragao de 5 vezes. Para a determinagao das
porcentagens de recuperagao, as amostras foram fortificadas com a concentragédo de

3xCy, definida para cada analito.

3.10.2 Determinagao de agrotéxicos em amostras comerciais de
alface

Apoés o desenvolvimento e validagdo do método analitico, amostras de diferentes

variedades de alface, cultivadas em solo ou em hidroponia, foram adquiridas no

comércio de Campinas-SP, a fim de serem analisadas em relagdo a presenga ou nao

de agrotoxicos.
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As amostras adquiridas foram subdivididas em diferentes porgoes,
compreendendo as folhas e o caule, quando possivel. As folhas foram analisadas sem
lavagem e apos lavagem com agua de torneira e/ou lavagem com solugdo de
aproximadamente 1,5% de hipoclorito de sédio (folhas mantidas por 30 min em uma
mistura de 1 L de agua e 15 mL de agua sanitaria comercial e, posteriormente, lavadas
com agua de torneira), que sdo procedimentos comumente empregados pelos
consumidores, a fim de se avaliar se ocorre uma redugéo da quantidade de agrotoxicos,
quando as hortalicas sdo submetidas a diferentes tipos de lavagem. O caule isolado
somente foi analisado para algumas amostras de alface crespa.

Para a quantificacdo das amostras de alface, foram elaboradas curvas analiticas
por padronizagao externa com superposi¢cao de matriz (matriz “branco” fortificada com
os analitos), para cada matriz, nos mesmos niveis das curvas elaboradas para a alface
crespa e a qualidade da linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinacéo
(r?) da regressao linear e dos residuos.

3.10.3 Aplicagao do método para a analise de espinafre

De acordo com o guia de validagdo SANCO/12571/2013"°, se um método analitico
for desenvolvido e validado para uma categoria de alimentos, ele pode ser estendido
para a analise de outras matrizes pertencentes ao mesmo grupo, desde que os critérios
de recuperacgéo (70-120%) e desvios aceitaveis (= 20%) sejam mantidos. No mesmo
grupo da alface, ou seja, grupo de vegetais folhosos, com elevado teor de agua,
destaca-se o espinafre.

O espinafre € uma hortalica folhosa cultivada durante todo o ano no Brasil,
constituido basicamente por 91,4% de agua, 2,9% de proteinas, 3,6% de carboidratos,
2,2% de fibras, 0,4% de acgucares e lipidios e possui quantidades significativas de
vitaminas e sais minerais, como por exemplo, potassio, calcio, vitaminas A, C e folatos.
Embora muito consumido no Brasil, ainda ha poucos estudos sobre essa hortalica,
principalmente em relagcdo a analise de agrotoxicos. A ANVISA, por exemplo, ndo
monitora essa cultura no programa PARA.

Diante disso, estudos de recuperacdo e efeito matriz foram realizados em

espinafre, empregando o método desenvolvido e validado, a fim de ampliar o escopo
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analitico e avaliar esta hortalica em relagdo a presenga ou nao de agrotoxicos.
Amostras de espinafre também foram adquiridas no comércio de Campinas-SP, a fim
de identificar e quantificar agrotoxicos. No Brasil, de acordo com a ANVISA, os 16
agrotoxicos estudados ndo sao autorizados para uso em espinafre.

Para a quantificacdo de agrotdxicos nas amostras de espinafre, foram elaboradas
curvas analiticas em solvente e por padronizagdo externa com superposi¢ao de matriz
(matriz “branco” fortificada com os analitos), nos mesmos niveis de fortificagcdo que os

empregados para a alface.

3.11 Transferéncia do método desenvolvido para a CLUE-EM/EM

O meétodo desenvolvido para a determinagcdo de agrotoxicos em alface foi
inicialmente otimizado e validado com o uso da técnica de CLAE-EM/EM. No entanto,
em virtude das grandes vantagens apresentadas pela cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM), em relagao
ao menor tempo de analise, melhores resolucéo e detectabilidade, e redugéo de custos,
o0 método desenvolvido foi transferido para a CLUE-EM/EM com o objetivo de se
comparar estas duas técnicas instrumentais, quanto ao tempo de analise,

detectabilidade, efeito matriz e custos.

3.11.1 Definicao das condi¢gdes instrumentais de analise por CLUE-
EM/EM

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo a liquido de
ultra eficiéncia Waters Acquity, acoplado ao espectrobmetro de massas Quattro Micro™
API, com analisador triplo quadrupolo e ionizagao por eletrospray no modo ion positivo.
Os parametros do espectrdmetro de massas foram ajustados para operar no modo de
monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

Uma vez que se objetiva a transferéncia do método desenvolvido e validado em
CLAE-EM/EM para a CLUE-EM/EM e comparagao dos resultados obtidos por ambas as
técnicas, os paradmetros instrumentais do espectrometro de massas foram mantidos
constantes, sendo: temperatura da fonte: 140 °C; temperatura do gas de dessolvatagao:
500 °C; voltagem do capilar: 4,0 kV; voltagem do cone extrator: 3 V; vazao do gas do

cone: 60 L/h; vazao do gas de dessolvatagao: 800 L/h e RF Lens: 02V.
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3.11.1.1 Definicdo dos ions monitorados e dos parametros de
fragmentagao por CLUE-EM/EM

Uma vez que sera realizada a transferéncia do método desenvolvido para outro
equipamento, torna-se necessario realizar novamente a infusdo dos agrotéxicos no
espectrometro de massas, pois alteragdes sutis podem ocorrer na fragmentagéo dos
analitos, principalmente em relagdo ao centro de massa e nos valores de voltagens do
cone e energia de coliséo.

Diante disso, a definigdo dos ions a serem monitorados, assim como a voltagem
do cone e a energia de colisao, foi realizada através da infusdo direta no espectrdmetro
de massas de solugbes de 1,0 mg/L dos analitos, em metanol, utilizando-se a fase

movel metanol:H,0 0,1% de acido formico (50:50 v/v) e vaz&o de 0,1 mL/min.

3.11.1.2 Separagao cromatografica dos agrotéxicos por CLUE-
EM/EM

A transferéncia de um método de separagdo cromatografica desenvolvido por
CLAE para um sistema CLUE pode ser realizada facilmente, empregando softwares
comerciais, desde que a natureza da fase estacionaria das colunas empregadas em
ambas as técnicas seja similar.

Neste trabalho, foi empregado o software Acquity UPLC Columns Calculator
versdao 1.1.1, comercializado pela Waters, através do qual foram inseridas as
dimensdes da coluna cromatografica utilizada em CLAE, assim como as condi¢des de
separagao otimizadas no modo gradiente (tempo e composi¢céo da fase movel), vazao
de analise e volume de injecdo. Através desses dados, o software ajusta essas
informacdes para serem aplicadas em colunas de CLUE, que possuem menores
dimensdes e tamanho de particula.

Apos a definicdo das condigbes de separagdo empregando CLUE-EM/EM, o
cromatograma de ions totais obtido foi subdividido em janelas de tempo (intervalos de
tempo), possibilitando monitorar apenas as transigcdes de massa dos analitos que eluem
em cada intervalo de tempo definido. Este procedimento, assim como o ajuste no dwell
time de cada janela, foi realizado a fim de conferir elevada detectabilidade, sem a perda

de definicdo dos picos cromatograficos.
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3.11.1.3 Determinagcao das concentragdes iniciais de trabalho por
CLUE-EM/EM

Para a determinagédo das concentragdes iniciais de trabalho (Cp) de cada analito,
foram preparadas solugdes de diferentes concentragcées de todos os agrotoxicos (0,5,
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100 e 150 ug/L), em metanol e injetadas no
cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia, em triplicata.

A Cy foi definida visualmente, da mesma maneira como descrito na seg¢ao 3.7.4,
para a CLAE-EM/EM. Em CLUE-EM/EM, a C, foi empregada nos estudos de
recuperacao, efeito matriz e na validagao do método desenvolvido, para a determinagao

dos limites de detecg¢ao e quantificagao do instrumento.

3.11.2 Estudos de recuperacao e efeito matriz da alface crespa por
CLUE-EM/EM

Para a realizagdo dos estudos de recuperagdo, empregando a CLUE-EM/EM,
amostras de alface crespa foram fortificadas com concentragdes de 3xCy e as amostras
foram submetidas a extragdo, empregando-se o método QUEChERS otimizado, com a
etapa de concentracao do extrato (5 vezes), conforme foi realizado por CLAE-EM/EM. A
porcentagem de recuperagao de cada analito foi determinada através da Equagéo 11.

Em relagédo ao efeito matriz, este foi determinado utilizando-se amostras “branco”
fortificadas nas concentragées Cp e 3xCy, cujas areas obtidas dos analitos foram
comparadas com a area dos compostos em solugdes da mesma concentracao,

empregando-se a alface crespa. Os resultados foram obtidos através da Equacgao 6.

3.11.3 Estudo do efeito matriz nas diferentes variedades de alface e
espinafre por CLUE-EM/EM

O efeito matriz realizado através do método da comparacdo do sinal analitico,
determinado pela Equacao 6, foi estudado para as diferentes variedades de alface
(crespa, lisa, americana, mimosa e roxa) e para o espinafre, empregando-se a técnica
CLUE-EM/EM, nas concentragdes de Cp e 3xCyo. O estudo da determinacao
gravimétrica, que influencia no efeito matriz, ndo foi realizado, uma vez que esta
relacionado com a etapa de preparo de amostra e ndo com a determinacao analitica.

Os resultados de efeito matriz foram comparados com os obtidos por CLAE-EM/EM.

58



3.11.4 Validagao do método por CLUE-EM/EM

O meétodo desenvolvido por CLUE-EM/EM foi validado, avaliando-se os limites de
detecgdo e quantificagao, linearidade, seletividade, precisdo (repetibilidade e precisao
intermediaria) e exatidao (recuperagao), seguindo as recomendag¢des do Documento N°
SANCO/12571/2013"°. Os parametros foram determinados de modo analogo a
validagao por CLAE-EM/EM, conforme descrito no item 3.9.

Apenas para o estudo da linearidade, algumas alteragbes foram realizadas, em
relagdo aos pontos da curva analitica, sendo que alguns analitos ndo apresentaram
comportamento linear elaborando-se a curva analitica conforme os pontos
apresentados na Tabela 8. Sendo assim, novos estudos de linearidade foram
realizados, injetando-se diferentes concentracdes dos analitos no cromatografo a

liquido e estabeleceram-se novos intervalos de concentracdo, mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Pontos definidos para a elaboragédo das curvas analiticas de cada agrotoxico, para
avaliagao da linearidade do método por CLUE-EM/EM.

Niveis da curva analitica por CLUE-EM/EM

Agrotéxico

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Metamidofés 1xLQi 2xLQi 3xLQi AxLQi 5xLQi
Acefato 1xLQI 2xLQi 3xLQi AxLQi 5xLQi
Carbendazim 1xLQi 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQi
Metomil 1xLQi 2xLQi 3xLQi AxLQi 5xLQi
Tiametoxam 0,5xLMR 0,7xLMR 1XxLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Imidacloprido 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Clotianidina 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Tiacloprido 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Carbaril 1xLQi 2xLQi 3xLQi AxLQi 5xLQi
Azoxistrobina 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Fenamidona 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR
Malationa 0,4xLMR 0,5xLMR 0,75xLMR 1XLMR 1,05xLMR
Iprodiona 0,5xLMR 0,7xLMR 1xLMR 1,2xLMR 1,4xXLMR
Procloraz 1xLQi 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQiI
Tebuconazol 1xLQi 2xLQi 3xLQi 4xLQi 5xLQiI
Difenoconazol 0,5xLMR 0,7xLMR 1XLMR 1,2xLMR 1,4xLMR

De acordo com a Tabela 10, as concentracbes em negrito representam as
alteracdes feitas, comparando-se com a curva analitica elaborada em CLAE-EM/EM. As
principais modificacdes foram realizadas para os analitos tiametoxam, imidacloprido,
clotianidina e tiacloprido, na qual a curva analitica foi elaborada apenas em fung¢ao do
LMR, e para o analito iprodiona, no qual foi possivel elaborar uma curva analitica em
funcdo do LMR, o que nao ocorreu em CLAE-EM/EM.

59



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Definigao das condi¢oes de analise por CLAE-EM/EM

4.1.1 Definicdo dos ions monitorados e dos parametros de
fragmentacgao

Através da infusdo direta no espectrometro de massas, os analitos em estudo, na
presencga de acido formico (modificador da fase movel) e na fonte de eletrospray, foram
ionizados na forma [M+H]’, formando ions precursores, sendo M a massa
monoisotopica de cada analito. No analisador, o ion precursor foi selecionado no
primeiro quadrupolo e fragmentado na camara de colisdo, gerando fragmentos de
diferentes intensidades que foram analisados no terceiro quadrupolo.

Dessa forma, foi possivel definir o ion precursor e seus fragmentos, estabelecendo
as transi¢cées de massa para a quantificacdo de cada analito (ion precursor > fragmento
de maior intensidade) e para a confirmagcdo de cada agrotéxico (ion precursor >
fragmento com a segunda maior intensidade), assim como a voltagem do cone e a

energia de colisdo, parametros otimizados para cada transicao de massa.

A Tabela 11 apresenta as transicées de massas dos agrotoxicos utilizados, assim

como a energia de colisdo e a voltagem do cone de cada analito.

Tabela 11: Apresentacao das transicdes de massa definidas para cada agrotdxico estudado,
assim como a energia de colisdo e a voltagem do cone otimizadas para cada transigao.

Analito Transigao de Transigao de Energia de Voltagem

Quantificagao Confirmagao Colisdo (eV) do cone (V)
Metamidofds 141,87>93,3 141,87>124,5 14 (Q%) 14 (C") 20
Acefato 184,06>142,7 184,06>124,5 10 (Q%) 22 (C") 10
Carbendazim 192,13>159,8 192,13>131,7 16 (Q°) 28 (C") 25
Metomil 163,00>87,2 163,00>105,4 12 (Q%) 10 (C") 10
Tiametoxam 292,13>210,9 292,13>180,9 12 (Q%) 22 (C") 15
Imidacloprido 256,13>174,9 256,13>209,1 18 (Q%) 12 (C") 15
Clotianidina 250,13>168,8 250,13>131,5 12 (Q%) 14 (C") 15
Tiacloprido 253,13>125,5 253,13>89,4 20 (Q%) 42 (C" 25
Carbaril 202,19>144,7 202,19>126,7 12 (Q%) 28 (C") 10
Azoxistrobina 404,25>372,0 404,25>344,1 12 (Q%) 24 (C") 20
Fenamidona 312,19>91,3 312,19>236,0 24 (Q%) 14 (C" 20
Malationa 331,19>126,6 331,19>98,3 12 (Q%) 22 (C") 10
Iprodiona 330,06>244,9 330,06>287,9 16 (Q°) 10 (C") 25
Procloraz 376,13>308,0 376,13>266,0 12 (Q%) 16 (C") 15
Tebuconazol 308,25>69,1 308,25>124,6 20 (Q@%) 32(C" 25
Difenoconazol 406,13>251,0 406,13>337,0 24 (Q%) 16 (C") 30

Transicdo de quantificacdo. "Transi¢do de confirmac&o.
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4.1.2 Otimizagcao da separagao cromatografica

A separagao cromatografica foi avaliada inicialmente através da eluicdo no modo
isocratico, empregando-se a fase mével MeOH:H,0O 0,1% de acido formico (% v/v) nas
diferentes proporg¢des: 20:80 (% v/v), 30:70 (% v/v), 40:60 (% v/v), 50:50 (% v/v), 60:40
(% v/v), 70:30 (% v/v) e 80:20 (% v/v). Através desses resultados, foi possivel avaliar o
tempo de eluicdo de cada agrotoxico e estudar o emprego da separagdo no modo
gradiente, empregando-se variagdo na composigao da fase movel durante a separagao
cromatografica, a fim de que os analitos eluam em menor tempo e com a minima
sobreposi¢ao de picos, evitando perdas na detectabilidade de cada analito.

A separagdo cromatografica que conferiu melhor separagdo dos compostos em
menor tempo de analise, para os 16 agrotdxicos estudados, foi a realizada no modo
gradiente linear, variando-se a composi¢cao da fase movel MeOH:H,O 0,1% de acido
férmico (% v/v) da seguinte maneira: 0 min — 15:85; 4 min — 15:85; 7 min - 40:60; 10 min
— 60:40; 15 min — 70:30; 20 min — 70:30; 25 min — 85:15; 28 min — 85:15; 30 min —
15:85; 40 min — 15:85, empregando-se vazao de 0,3 mL/min, temperatura de 25 °C e
volume de injegao de 7 pL.

O cromatograma de ions totais (TIC: Total lon Chromatogram) obtido, ou seja,
quando ha o monitoramento simultdneo das 32 transicbes de massa, durante os 40
minutos da analise cromatografica, esta representado na Figura 11. A Tabela 12
apresenta o tempo de retencdo de cada analito, assim como o logaritmo do coeficiente
de particdo octanol/agua, de acordo com a IUPAC®.

Tabela 12: Tempo de retencdo de cada agrotoxico estudado, no modo gradiente otimizado da

separagdo cromatografica por CLAE, assim como o logaritmo do coeficiente de particao
octanol/agua de cada analito.

Tempo de retengéao Tempo de retengéao

Agrotoxico (min) logP? Agrotoxico (min) logP?
Metamidofds 3,25 -0,79 Carbaril 16,21 2,36
Acefato 3,84 -0,85 Azoxistrobina 18,79 2,50
Carbendazim 6,47 1,48 Fenamidona 19,14 2,80
Metomil 9,72 0,09 Malationa 20,11 2,75
Tiametoxam 10,68 -0,13 Iprodiona 22,44 3,10
Imidacloprido 12,29 0,57 Procloraz 22,77 3,50
Clotianidina 12,51 0,91 Tebuconazol 24,09 3,70
Tiacloprido 13,86 1,26 Difenoconazol 27,21 4,36

®logaritmo do coeficiente de partigdo octanol/agua em pH 7 e 20 °C, de acordo com a IUPAC™.
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Figura 11: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido na separagdo cromatografica dos 16
agrotoxicos estudados, utilizando-se coluna analitica XTerra® MS C18 (100 x 3,0 mm, 3,5 um) e
coluna de guarda XTerra® C18 (20 x 3,0 mm, 3,5 pm). Condigbes cromatograficas: volume de
injecéo: 7 uL; fase movel MeOH:H,O 0,1% de acido formico (% v/v) variando linearmente: 0 min
—15:85, 4 min — 15:85, 7 min - 40:60, 10 min — 60:40, 15 min — 70:30, 20 min — 70:30, 25 min —
85:15, 28 min — 85:15, 30 min — 15:85 e 40 min — 15:85; vazao de 0,3 mL/min e temperatura de
25 °C. Identificagdo dos picos: (1) metamidofos, (2) acefato, (3) carbendazim, (4) metomil, (5)
tiametoxam, (6) imidacloprido, (7) clotianidina, (8) tiacloprido, (9) carbaril, (10) azoxistrobina,
(11) fenamidona, (12) malationa, (13) iprodiona, (14) procloraz, (15) tebuconazol e (16)
difenoconazol.

4.1.3 Otimizacao dos parametros do espectrometro de massas

A Tabela 13 apresenta os parametros do espectrometro de massas avaliados. A
definicdo das condi¢cdes otimizadas foi baseada no comportamento do analito menos
sensivel, no caso, a iprodiona, sendo que os parametros selecionados conferiram maior
detectabilidade a este composto, ndo prejudicando significativamente a ionizagdo dos

demais analitos.

Tabela 13: Parametros instrumentais do espectrometro de massas avaliados e otimizados para
0 aumento da detectabilidade dos agrotoxicos estudados.

Parametros Niveis avaliados Condicao otimizada
Temperatura da Fonte (°C) 80; 100; 120; 140; 150 140
gemperat““’l do gas de 150; 250: 350; 400; 450; 500 500

essolvatagao (°C)
Voltagem do capilar (kV) 2,0;2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 4,0
Voltagem do cone extrator (V) 0;1;2;3;4;5 3
Vazao do gas do cone (L/h) 50; 60; 70; 80; 90; 100 60
Vazao do gas de dessolvatacio (L/h) 200; 400; 500; 600; 800; 900 800
RF Lens (V) 0;0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5 0,2
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ApoOs a definicdo dos parametros instrumentais, o cromatograma de ions totais
obtido foi dividido em janelas, a fim de aumentar a detectabilidade dos analitos (modo
MRM). Posteriormente, definiu-se o dwell time de cada janela, de modo que os picos
cromatograficos fossem adquiridos com, no minimo, 15 pontos.

A Tabela 14 apresenta a subdivisdo do cromatograma otimizado em janelas,

assim como o dwell time definido para cada intervalo de tempo.

Tabela 14: Compostos monitorados em cada intervalo de tempo da analise cromatografica,
assim como o dwell time definido para cada janela.

Numero da Intervalo c_ie Tempo Compostos Monitorados Dwell Time
Janela (min) (s)
y 0,00 — 11,85 Metam!dofé§, Acefato, Carbendazim, 0,2
etomil e Tiametoxam
2 11,30 — 13,30 Imidacloprido e Clotianidina 0,3
3 12,50 — 15,50 Tiacloprido 0,9
4 15,00 — 17,75 Carbaril 0,9
5 17,75 - 21,75 Azoxistrobina, Fenamidona e Malationa 0,3
6 20,75 - 26,25 Iprodiona, Procloraz e Tebuconazol 0,4
7 25,00 - 40,00 Difenoconazol 0,9

4.1.4 Determinacao das concentragoes iniciais de trabalho

Apods a definigdo das condi¢gdes cromatograficas de analise, foram injetadas no
cromatégrafo a liquido solugdes de diferentes concentragées dos analitos (1 a 150
Mg/L), em metanol, a fim de definir as concentragdes de trabalho (Cy) para cada analito.
Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 15.

As C, foram definidas para cada analito como sendo a concentragcao que forneceu
area de aproximadamente 1000 unidades para os analitos, sendo concentracdes nas
quais se pode facilmente distinguir o sinal analitico e o ruido do equipamento. Além
disso, nessas concentragdes, também foi possivel garantir a repetibilidade da area em
diferentes inje¢des. Para a iprodiona, que é o analito menos sensivel, a Cy foi definida
como a concentracao na qual se obteve area de 700 unidades, havendo distingdo entre
o sinal analitico e o ruido e baixo desvio entre as injecdes.

As Cy definidas também se encontram abaixo do LMR permitido para cada
agrotoxico, em alface.

A partir dos dados obtidos para a determinacdo das concentragdes de trabalho,

também foi possivel determinar a razdo entre a intensidade dos ions de quantificagao e
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de confirmacéo, gerados por eletrospray no modo ion positivo. Esta razdo é constante,
sendo independente da concentragdo dos analitos e é importante para garantir a
qualidade dos resultados obtidos, confirmando a identidade dos agrotéxicos analisados.
As razdes foram determinadas experimentalmente, através dos dados obtidos na
analise da mistura de 50 ug/L, e os resultados estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Concentragdes iniciais de trabalho (Co) para os agrotdoxicos estudados e a razao

entre os ions de quantificagdo e confirmagéo, obtida experimentalmente, assim como seus
desvios tedricos aceitos, de acordo com o SANCO.

Agrotéxico Co 3xCo Razao entre os ions de Tolerancia de desvio da razao
(Mg/L) (mg/L) quantificagdo e confirmagéao entre os ions (SANCO)®
Metamidofés 20 60 2,3:1 (44%) 25%

Acefato 15 45 19,2:1 (5%) 50%
Carbendazim 5 15 8,3:1 (12%) 30%

Metomil 25 75 1,0:1 (99%) 20%
Tiametoxam 35 105 2,1:1 (47%) 25%
Imidacloprido 45 135 1,4:1 (70%) 20%
Clotianidina 30 90 1,5:1 (65%) 20%
Tiacloprido 15 45 5,6:1 (18%) 30%

Carbaril 10 30 5,4:1 (18%) 30%
Azoxistrobina 5 15 4,8:1 (21%) 25%
Fenamidona 5 15 1,7:1 (59%) 20%

Malationa 15 45 1,7:1 (58%) 20%

Iprodiona 45 135 5,6:1 (18%) 30%

Procloraz 10 30 8,9:1 (11%) 30%
Tebuconazol 5 15 13,9:1 (7%) 50%
Difenoconazol 10 30 3,0:1 (33%) 25%

As tolerancias aceitaveis de desvio da razdo entre os ions expressas na tabela e utilizadas no trabalho
estdo descritas no Documento N° SANCO/12495/2011. No entanto, em revisbes mais recentes deste
guia (SANCO/12571/2013), as tolerancias foram alteradas para 30%, independente do valor da razéo
entre os ions. Valores de tolerancia maiores que 30% foram empregadas apenas para os analitos acefato
e tebuconazol, porém nao comprometeram a qualidade dos resultados obtidos.

A razao entre a intensidade dos ions é obtida normalizando a intensidade do ion
de quantificacdo para 100%. Por exemplo, para o agrotdoxico metamidofés, a
intensidade do ion de quantificagdo € 2,3 vezes maior que a do ion de confirmacao,

sendo este 44% da altura do ion mais intenso.

4.2 Otimizacao do método de preparo de amostra QUEChERS

Para a definicdo do melhor procedimento de extracio a ser aplicado em alface, as
amostras submetidas aos diferentes procedimentos de extragdo QUEChERS
(apresentados na Tabela 7) foram fortificadas com solu¢des padrao de cada agrotoxico
nas concentragoes de 3xCy, apresentadas na Tabela 15.
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A escolha das condi¢cbes de extragdo mais apropriadas para as amostras de
alface foi feita com base nas porcentagens de recuperagdo de cada analito e nos
coeficientes de variagcdo (CV) obtidos na analise de trés amostras. Para as
modificagdes envolvendo a natureza do solvente extrator, modo de agitagao, tipo de sal

e sais de limpeza, também foram avaliados o efeito matriz e o teor de residuo sdlido.

4.2.1 Otimizagcao do tempo e velocidade de centrifugacao

A Figura 12 apresenta as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos em estudo, variando-se o tempo e a velocidade de centrifugacgéao,
empregando-se a acetonitrila como solvente, tampao salino citrato e limpeza da
amostra com PSA e sulfato de magnésio.
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Figura 12: Porcentagens de recuperagcao dos analitos em estudo, empregando o método
QuEChERS, variando-se o tempo e a velocidade de centrifugagéao.

Analisando-se a Figura 12, observa-se que todos os tempos e rotagdes
empregados forneceram resultados aceitaveis de recuperagao (70-120%), de acordo
com o SANCO, exceto para o composto acefato, ao utilizar-se rotacdo de 5 min a 5500
rom. Os coeficientes de variagdo foram menores que 20%, em todos os ensaios,
variando-se na faixa de 0,8 a 17%.

Em relagdo aos resultados da ANOVA (Tabela A.1 e Figura A.1 do Apéndice),
69% dos analitos apresentaram variagao significativa ao empregar diferentes tempos e
velocidades de centrifugagao, além de maiores recuperagdes terem sido obtidas, para a
maior parte dos analitos, ao empregar-se a rotagdo de 5000 rpm por 5 minutos.
Portanto, essa condigao foi selecionada para ser empregada no método QUEChERS.
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4.2.2 Tempo de interagao dos agrotdéxicos nas amostras fortificadas

A Figura 13 apresenta as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos em estudo, variando-se o tempo de interagdo da mistura de agrotoxicos
adicionada nas amostras fortificadas antes da extragdo, empregando-se a acetonitrila
como solvente extrator, tampao salino citrato, limpeza da amostra com PSA e sulfato de

magneésio e centrifugagédo de 5 min a 5000 rpm.

140 - 130 minutos B 1 hora
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Figura 13: Porcentagens de recuperagcdo dos analitos em estudo, empregando o método
QuEChERS, variando-se o tempo de interagéo entre os agrotéxicos adicionados as amostras,
antes da realizacéo da extragao.

De acordo com os resultados, obtiveram-se porcentagens de recuperagao na faixa
de 70-120%, com coeficientes de variagdo menores que 20% (na faixa de 3 a 13%),
para ambas as condigdes avaliadas. Em relagdo a ANOVA (Tabela A.2 e Figura A.2 do
Apéndice), todos os analitos, exceto a malationa, apresentaram variagdo nao
significativa ao empregar-se 30 minutos ou 1 hora. Diante disso, o tempo de interagcéo
de 30 minutos foi selecionado para ser empregado no método, por ser o menor tempo e

ser suficiente para possibilitar a interagdo dos agrotéxicos com a matriz>>8’,

4.2.3 Definigao do tipo de sal

A Figura 14 apresenta as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos em estudo, variando-se a natureza dos sais utilizados na segunda etapa de
extracdo do QUEChERS, empregando-se a acetonitrila como solvente, limpeza da

amostra com PSA e sulfato de magnésio e centrifugacédo de 5 minutos a 5000 rpm.
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Figura 14: Porcentagens de recuperagcao dos analitos em estudo, empregando o método
QUuEChERS, variando-se a natureza dos sais utilizados na segunda etapa de extragéao.

De acordo com a Figura 14, obtiveram-se porcentagens de recuperagao na faixa
aceita pela literatura (70-120%), exceto para o analito acefato, que apresentou
recuperagcdes menores que 70%, para todos os tipos de sais testados, com excec¢ao do
sal sulfato de magnésio, utilizado no método original sem cloreto de sddio. Esse
comportamento do acefato pode ser justificado pelo fato deste analito ser o mais polar
entre todos os agrotoxicos estudados, conforme se pode observar pelos valores do
coeficiente de particdo octanol/agua apresentados nas Tabelas 5 e 12, tendo maior
afinidade pelo meio aquoso, ndo sendo extraido facilmente pela acetonitrila.

A utilizagdo do método original e do tampéo citrato sem a presenca do cloreto de
sbédio foi avaliada com o intuito de aumentar as porcentagens de recuperagdo dos
analitos mais polares (metamidofés e acefato, principalmente), uma vez que a
literatura*' relata que menores quantidades deste sal, ou sua auséncia, fornece maiores
porcentagens de recuperacao. No entanto, experimentalmente, apenas se observou um
aumento significativo na porcentagem de recuperagao destes analitos com o emprego
do método original sem NaCl, ou seja, somente com a adigdo de sulfato de magnésio.
No entanto, com o emprego desse sal, para os demais analitos (mais apolares),
obtiveram-se menores recuperagdes, sendo seu uso mais desfavoravel que o emprego
de outras misturas de sais.

As melhores porcentagens de recuperagdo foram obtidas empregando-se o
método original e o método que emprega o tampao citrato. Os coeficientes de

recuperacao obtidos foram menores que 10%, para todas as modificacbes avaliadas.
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Através dos resultados da ANOVA (Tabela A.3 e Figura A.3 do Apéndice), o emprego
de sais de diferentes naturezas forneceu variagbes significativas nos valores de
porcentagens de recuperagdo para todos os analitos estudados, além de ser
comprovada, estatisticamente, a obtencdo de maiores porcentagens de recuperacgao
para o uso dos sais dos métodos original e citrato.

Empregando-se o tampao acetato, duas possibilidade de limpeza da amostra
foram avaliadas, a primeira com 175 mg de PSA e 1,050 g de MgSO,4, como os demais
ensaios e, a segunda, usando o dobro da quantidade de PSA, como sugerem artigos na
literatura®>?®. Os resultados obtidos estéo apresentados na Figura 15.

De acordo com os resultados obtidos e através da ANOVA (Tabela A.4 e Figura
A.4 do Apéndice), pode-se verificar que a utilizagdo de maior quantidade de PSA na
etapa de limpeza da amostra, juntamente com o tampao acetato, nao foi
significativamente diferente para a maioria dos compostos estudados, com excecgao da
fenamidona. No entanto, mesmo empregando-se menor quantidade de PSA, o tampéao
acetato apresentou recuperagdes menores que as obtidas nos métodos que utilizaram
os sais original e tampdo citrato, para a maioria dos analitos (exceto para o

metamidofos e o acefato), conforme observado na Figura 14.
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Figura 15: Porcentagens de recuperacdo dos analitos em estudo, empregando o método
QUEChERS com o tamp&o salino acetato, variando-se a quantidade de PSA utilizada na etapa
de limpeza da amostra.

A Tabela 16 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparagao do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragao (Cy e 3xCy),
determinados através da Equagdo 6, empregando-se o procedimento de extragao
QuEChERS com diferentes tipos de sais.
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Tabela 16: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificagao, empregando-se
extracado por QUEChERS com sais de diferentes naturezas na segunda etapa de extragéao.

Efeito Matriz (%)
Tipo de sal e nivel de fortificagao

Agrotoxico Original Acetato Citrato Citrato sem NaCl Original sem NaCl
Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO
Metamidofés 46 38 -11 -14 89 78 25 133 -47 -59
Acefato 1 -7 -4 -13 13 4 17 66 -21 -36
Carbendazim 15 -2 9 -3 15 0 11 1 -16 -33
Metomil 6 -3 6 -4 5 -5 8 -1 -8 -25
Tiametoxam 0 -10 -5 -12 1 -12 -2 -11 -31 -50
Imidacloprido -5 -16 -20 -21 -7 -15 -18 -20 -39 -52
Clotianidina -12 -24 -26 -29 -12 -21 -26 -30 -47 -60
Tiacloprido -14 -18 -25 -24 -13 -17 -20 -19 -28 -45
Carbarril -23 -30 -30 -32 -27 -28 -27 -26 -33 -42
Azoxistrobina 4 4 -16 -10 -1 0 -7 4 -13 -27
Fenamidona 9 -2 60 12 5 -3 21 3 78 -4
Malationa 3 -4 -5 -7 -2 -4 1 -2 -8 -22
Iprodiona -14 35 -20 15 -16 35 -15 27 -5 12
Procloraz 5 -3 -5 -1 8 -4 -3 0 -1 -18
Tebuconazol 6 -1 4 -2 9 -1 11 5 2 -17
Difenoconazol -1 -8 -10 -9 -5 -7 -1 -5 -7 -21

A Figura 16 (Figuras 16A e 16B) apresenta o numero de analitos que possuem
efeito matriz negligenciaveis ou significativos, em dois niveis de fortificagdo (Co e 3xCy),
baseados nos dados da Tabela 16. A Figura 16C apresenta os estudos de efeito matriz
realizados através do método gravimétrico, expressando a quantidade média de matriz

extraida, utilizando-se diferentes tipos de sais no método QUEChERS.
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Figura 16: Distribuigdo numérica do efeito matriz em fungdo do tipo de sal empregado no
método QUEChERS, avaliado nos niveis de fortificagdo: (A) Co; (B) 3xCo; e (C) representagéo
da quantidade média de matriz extraida, obtida pelo método gravimétrico.
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Analisando-se a Tabela 16 e as Figuras 16A e 16B, observa-se que nos dois
niveis de fortificagdo, os métodos original e com tamp&o citrato apresentaram apenas
12,5% e 25% dos analitos, respectivamente, nos niveis Cy e 3xCpy, com efeito matriz
significativo (superior/inferior a 20%/-20%), sendo estes os sais que apresentaram
maior numero de analitos com efeito matriz na faixa de 0 * 20% (efeito matriz
desprezivel). Em relacdo aos demais sais estudados, empregando-se o método com o
sal sulfato de magnésio (original sem NaCl) observa-se que mais de 50% dos analitos
apresentam efeito matriz significativo, enquanto que os métodos com uso dos sais
citrato sem NaCl e acetato apresentam mais de 25% dos compostos com efeito matriz
significativo, nos dois niveis de fortificagdo avaliados. Esse efeito matriz pronunciado
nao é favoravel, uma vez que pode interferir na analise dos agrotéxicos.

Colaborando com estes resultados, na Figura 16C pode-se observar que os sais
empregados nos métodos original e com tampdo citrato forneceram as menores
quantidades de matriz extraida, além de menor numero de picos (aproximadamente 57)
terem sido observados nos cromatogramas desses extratos, obtido no modo varredura,
em comparagao com os resultados obtidos pela analise dos demais extratos estudados
(mais de 70 picos), indicando que menos componentes da matriz estdo sendo extraidos
juntamente com os analitos, o que é desejavel a fim de minimizar a interferéncia da
matriz na quantificagdo dos analitos e preservar o sistema cromatografico.

Diante desses resultados, dentre os sais do método original e o tampao citrato, o
uso do tampéao foi preferido para ser empregado no método em desenvolvimento, pelo
fato de fornecer a menor quantidade de matriz extraida, e por fornecer as maiores
porcentagens de recuperagdo para os analitos, principalmente os polares, em virtude
da adicdo de maior quantidade de sal, diminuindo a solubilidade dos analitos na fase

aquosa, assim como a quantidade de agua na fase organica.

4.2.4 Definigdo do solvente extrator

A Figura 17 apresenta as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos, variando-se o solvente utilizado na extragdo do método QUEChERS,
empregando-se tampé&o citrato, limpeza com PSA e MgSO, e centrifugagdo de 5 min a
5000 rpm.
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Figura 17: Porcentagens de recuperagao dos agrotéxicos em estudo, empregando o método
QuUECHhERS, variando-se o solvente extrator utilizado na primeira etapa de extragao.

Analisando-se a Figura 17, o uso da acetonitrila forneceu as maiores
porcentagens de recuperagao, estando na faixa aceita pela literatura (70-120%), exceto
para o analito acefato, que apresentou porcentagem de recuperacédo abaixo de 70%.
Além disso, os coeficientes de variagdo foram menores que 11%. Através dos
resultados da analise de variancia (Tabela A.5 e Figura A.5 do Apéndice), o emprego
de diferentes solventes extratores forneceu variagdes significativas nos valores de
porcentagens de recuperagao para todos os analitos estudados, além de ter sido
comprovado, estatisticamente, a obtengdo de maiores porcentagens de recuperagao
para 75% dos analitos, com o uso da acetonitrila.

O uso da acetona forneceu porcentagens de recuperagdo mais baixas,
possivelmente devido ao fato de ser miscivel em &agua, ndo havendo uma boa
separagao entre as fases organica e aquosa, mesmo apos a adicdo dos sais na etapa
de particdo do método QUEChERS, ficando os analitos, em sua maioria, na fase
aquosa. Com o uso da acetonitrila, embora também seja miscivel em agua, a adicéo de
sais ao extrato faz com que ocorra a separagao entre as fases, garantindo elevadas
recuperacoes para analitos de diferentes polaridades.

Em relagdo aos demais solventes, o emprego da mistura acetonitrila e acetona
(1:1) apresentou porcentagens de recuperagdao menores do que as obtidas apenas com
0 uso da acetonitrila, para a maioria dos analitos. O acetato de etila, por sua vez,

forneceu as recuperag¢des mais baixas para a maioria dos agrotéxicos estudados (63%),
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principalmente para os analitos mais polares (metamidofés e acefato), possivelmente
pelo fato desse solvente possuir carater mais apolar que a agua e os demais solventes
estudados.

A Tabela 17 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparacéo do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragéo (Co e 3xCy),
determinado através da Equacdo 6, empregando-se o procedimento de extragao

QUuECHhERS com diferentes solventes.

Tabela 17: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificagao, empregando-se
o método QUEChERS com diferentes solventes extratores.

Efeito Matriz (%)
Tipo de solvente extrator e nivel de fortificagao

Agrotoxico

Acetato de Etila Acetonitrila:acetona 1:1 Acetona Acetonitrila

Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO

Metamidofés 369 288 -16 -41 -70 -75 89 78
Acefato 91 111 -12 -38 -48 -52 13 4
Carbendazim 9 -4 2 -14 -13 -29 15 0
Metomil 3 -8 0 -18 -21 -29 5 -5
Tiametoxam 1 -10 -24 -39 -50 -54 0 -12
Imidacloprido 0 -9 -28 -40 -50 -57 -7 -15
Clotianidina -5 -13 -35 -49 -58 -62 -12 -21
Tiacloprido -3 -14 -16 -34 -32 -41 -13 -17
Carbaril -8 -16 -30 -42 -44 -47 -27 -28
Azoxistrobina -5 -13 -1 -16 -18 -20 -1 0
Fenamidona -3 -11 86 5 92 13 5 -3
Malationa 1 -7 3 -12 -8 -12 -2 -4
Iprodiona -10 28 -5 19 -18 34 -16 35
Procloraz -1 -8 5 -8 -1 -4 8 -4
Tebuconazol 1 -7 20 -8 3 -3 9 -1
Difenoconazol -1 -8 -7 -15 -9 -9 -5 -7

A Figura 18 (Figuras 18A e 18B) apresenta o numero de analitos que possuem
efeito matriz negligenciaveis ou significativos, baseados nos dados da Tabela 17. A
Figura 18C apresenta os resultados obtidos pelo método gravimétrico, utilizando-se
diferentes tipos de solvente no método QUEChERS.

Analisando-se a Tabela 17 e as Figuras 18A e 18B, observa-se que nos niveis de
fortificacdo Co e 3xCy, 0s solventes acetato de etila e acetonitrila apresentaram menor
numero de analitos com efeito matriz significativo (menos de 25% dos analitos). Com o
emprego da mistura de acetonitrila:acetona (1:1) e com o uso de apenas acetona,

respectivamente, mais de 31% e 56% dos compostos apresentam efeito matriz
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significativo. Em relagdo a quantidade de matriz extraida, de acordo com a Figura 18C,
a acetonitrila forneceu os melhores resultados, sendo o solvente que extraiu a menor
quantidade de componentes da matriz, o que também foi possivel observar através dos
cromatogramas obtidos no modo varredura, havendo a presenga de menor numero de
picos nos extratos obtidos com o uso da acetonitrila, em comparacdo com os demais
solventes (para a acetona, por exemplo, obteve-se o cromatograma com maior numero
de picos). Esse comportamento pode ser justificado possivelmente pelo fato da
acetonitrila remover uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da

amostra, como ceras, gorduras e pigmentos®.
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Figura 18: Distribuicdo numérica do efeito matriz em fungdo do tipo de solvente extrator
empregado em QUEChERS, avaliado nos niveis de fortificagdo: (A) Co, (B) 3xCq; € (C)
representacao da quantidade média de matriz extraida, obtida pelo método gravimétrico.

Portanto, analisando-se as porcentagens de recuperacao e o efeito matriz de cada
tipo de solvente empregado, pode-se concluir que a acetonitrila € o solvente mais
adequado para ser empregado como solvente extrator no procedimento de extragdo por
QUECHhERS.

4.2.5 Definigdo dos sais de limpeza da amostra

A Figura 19 apresenta as porcentagens de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos, variando-se os sais de limpeza da amostra. Cada experimento foi realizado

utilizando-se acetonitrila, tampao citrato e centrifugagéo de 5 min a 5000 rpm.
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Figura 19: Porcentagens de recuperagdo dos analitos em estudo, empregando o método
QUECHhERS, variando-se os sais de limpeza da amostra.

Inicialmente, estudou-se a quantidade de carbono grafitizado (GCB) a ser
empregada (0, 17,5, 35 e 70 mg), juntamente com os sais PSA e MgSO4, uma vez que
este sorvente tem demonstrado ser eficiente na remocgao de clorofila, presente em
grande quantidade na alface.

Analisando-se a Figura 19, observa-se que as maiores porcentagens de
recuperacao, para a maioria dos analitos, foram obtidas utilizando-se a mistura de PSA
e MgSOy, juntamente com 35 mg de GCB. Para todos os analitos, exceto a iprodiona, o
emprego de 70 mg de GCB néo foi favoravel, havendo diminuigdo da porcentagem de
recuperacdo, comparando-se com os resultados obtidos com a adigdo de 35 mg de
GCB, possivelmente devido a absor¢cdo dos analitos no excesso de GCB. A utilizagao
de 17,5 mg de GCB também nao foi favoravel, havendo baixas porcentagens de
recuperacgao, principalmente para os analitos azoxistrobina e malationa (recuperagao
abaixo de 70%). Em relacdo a analise de variédncia (Tabela A.6 e Figura A.6 do
Apéndice), para 63% dos analitos estudados a quantidade de GCB presente na mistura
de sais de limpeza afeta significativamente a porcentagem de recuperag¢ao dos analitos.

Com o emprego da mistura de sais PSA, MgSO,4 e 35 mg GCB todos os analitos,

inclusive o acefato, apresentaram recuperagdes acima de 70%. O composto
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fenamidona, por sua vez, apresentou recuperagao acima de 120%, devido ao efeito
matriz. Para todas as combinag¢des de sais estudadas, os coeficientes de variagao
obtidos foram menores que 15%.

Além das boas recuperagdes obtidas com o uso de 35 mg de GCB, visualmente,
observa-se que os extratos obtidos sdo mais limpidos e com coloracdo menos intensa,
comparado ao extrato obtido sem o uso do GCB, fazendo com que menos interferentes
possam ser injetados no cromatégrafo a liquido. As coloragdes dos extratos obtidos

estao apresentadas na Figura 20.

Figura 20: llustracdo das coloragdes dos extratos obtidos apds extracdo por QUEChERS e
limpeza da amostra com PSA, MgSO, e diferentes quantidades de carbono grafitizado.

Apos a definicdo da quantidade de GCB a ser utilizada no método de extracéao,
realizaram-se outros ensaios, empregando-se C18 e outras combinagdes de sais,
também apresentados na Figura 19, com intuito de otimizar a etapa de limpeza da
amostra.

Analisando-se os resultados obtidos (Figura 19), tem-se que o0 uso das misturas
PSA/GCB e PSA/MgS0O,/GCB/C18 nao foi favoravel para o analito acefato, obtendo-se
porcentagens de recuperacéo abaixo de 70%. Para a mistura de sais PSA/MgS0O,/C18,
obtiveram-se porcentagens de recuperagdo na faixa de 70-120%, para todos os
agrotoxicos estudados. Portanto, em termos de recuperagédo, as misturas de sais que
conferiram melhores resultados foram: PSA/MgS04/C18 e PSA/MgS04/35 mg GCB.

A Tabela 18 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparacéo do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragéo (Co e 3xCy),

empregando-se diferentes sais na etapa de limpeza da amostra.
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Tabela 18: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificagao, empregando-se

QUuEChERS com diferentes sais de limpeza da amostra.

Agrotoxico

Efeito Matriz (%)

Sais de limpeza® e nivel de fortificagdo

1 2 3 4 5 6 7
Co 3XCo Co 3XCo Co 3XCo Co 3XCo Co 3XCo Co 3XCo Co 3XCo
Metamidofés 89 78 96 31 28 27 85 30 47 44 -2 -7 149 185
Acefato 13 4 50 19 20 13 42 11 20 21 0 -6 64 131
Carbendazim 15 0 18 -2 13 -5 13 -4 13 1 3 -8 11 0
Metomil 5 -5 0 -7 -1 -7 3 -6 -6 -1 12 12 -4 -2
Tiametoxam 0 12 12 17 14 18 -12 -16 -1 -10  -31 -29 -7 -11
Imidacloprido -7 -15 15 23 14 22 14 -21 -17 17 -30 -30 -16 -17
Clotianidina 12 -21 26 -32 26 -31 25 30 -28 -25 -41 -38 -28 -27
Tiacloprido 13 17 -16 -23 -16 -23 -15 -21 -18 -18 -24 -25 -17 -19
Carbaril 27  -28 -31 35 -31 -35 -28 -33 -30 -31 -32  -30 -33 -32
Azoxistrobina -1 0 3 4 9 -8 14 1 15 7 -10 -8 6 3
Fenamidona 5 -3 33 2 33 2 27 5 17 4 69 16 18 6
Malationa -2 -4 7 -3 8 -1 9 0 5 1 -1 -3 3 0
Iprodiona -16 35 -2 51 5 56 6 52 -2 52 -6 59 -4 67
Procloraz 8 -4 8 0 5 1 5 3 4 2 3 2 4 2
Tebuconazol 9 -1 7 -1 16 -1 7 1 5 2 3 3 3 2
Difenoconazol -5 -7 25 -10 1 -5 -1 -5 1 0 2 -3 2 -4

Sais de limpeza da amostra: 1) 175 mg PSA e 1,050 g MgSOy; 2) 175 mg PSA, 1,050 g MgSO, e 17,5 mg GCB; 3)
175 mg PSA, 1,050 g MgSO4 e 35 mg GCB; 4) 175 mg PSA, 1,050 g MgSO4 e 70 mg GCB; 5) 175 mg PSA, 1,050 g
MgSQO4 e 175 mg C18; 6) 175 mg PSA e 35 mg GCB e 7) 175 mg PSA, 1,050g MgSQy4, 35 mg GCB e 175 mg C18.

A Figura 21 apresenta os estudos de efeito matriz, empregando o método da

comparacéo do sinal analitico (Figura 21A) e o método gravimétrico (Figura 21B).

Numero de Analitos
eTherreI?

O =2NWHUOION®O
v

PSA +MgSO,

PSA + MgSO,
+17,5 mg CGB

PSA + MgSO,
+35mg CGB

PSA + MgSO,
+70 mg GCB

Sais de Limpeza

PSA + MgSO,
+175mg C18

PSA +
35 mg GCB

C1<-20%

B -20% a 0%
I 0 2 20%

XY > 20%

PSA +MgSO,
+35mg GCB + C18

(B)

Matriz extraida (mg)

6,5
6,0
5,5
5,0
4,54
4,0
3,5
3,0
2,54
2,0
1,5
1,04
0,5

C_JPSA +MgSO,

PSA + MgSO, + 17,5 mg GCB

I PSA + MgSO, + 35 mg GCB

2288 PSA + MgSO, + 70 mg GCB

[ PSA + 35 mg GCB

EPSA+ MgSO, + 35 mg GCB + 175 mg C
I PSA + MgSO, +175mg C,

18

0,0

Sais de Limpeza

Figura 21: (A) Distribuicdo numérica do efeito matriz em funcédo do tipo de sal de limpeza
empregado em QUECHhERS, avaliado em dois niveis de fortificagdo (Co, e 3xCy) e (B)
representacao da quantidade média de matriz extraida, obtida pelo método gravimétrico.
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Analisando-se a Tabela 18 e a Figura 21A, pode-se observar que as amostras
submetidas a etapa de limpeza com PSA/MgSO4, PSA/MgSO04/35 mg GCB,
PSA/MgSO4/GCB/C18 e PSA/MgSO4/C18 apresentaram menor numero de analitos
com efeito matriz significativo, em ambos os niveis de fortificagdo. Também, foi possivel
observar que o uso do C18 n&o conferiu nenhuma limpeza adicional a amostra,
possivelmente pelo fato de ser eficiente na remocao de lipidios, que estdo em baixas
quantidades na matriz estudada.

Através da Figura 21B, pode-se observar que menor quantidade de componentes
sélidos foi extraida da amostra, empregando-se os sais PSA/MgSO, e
PSA/MgSO4/GCB na etapa de limpeza da amostra do procedimento QUEChERS. Em
relagdo a analise cromatografica dos extratos “branco”, menor numero de picos foi
visualizado ao se empregarem as misturas de sais PSA, MgSO, e diferentes
quantidades de GCB.

Portanto, a partir dos resultados de recuperacao e efeito matriz, conclui-se que a
mistura de sais 175 mg PSA, 1,050 g de MgSO4 e 35 mg de GCB sera empregada na
etapa de limpeza das amostras de alface, uma vez que forneceu as maiores
porcentagens de recuperagdo, baixo teor de residuo solido e efeito matriz pouco

pronunciavel.

4.2.5.1 Avaliacao do sorvente Si(PFPMS)

A Figura 22 apresenta as porcentagens de recuperagao obtidas para os
agrotoxicos, empregando-se o sorvente Si(PFPMS) na etapa de limpeza da amostra
juntamente com combinagdes dos sais PSA, MgSO, e GCB. Cada experimento foi
realizado utilizando-se tampé&o citrato, acetonitrila e centrifugagdo de 5 min a 5000 rpm.

Analisando a Figura 22, observa-se que para a maioria dos compostos obtiveram-
se porcentagens de recuperagdo na faixa de 70 a 120%, exceto para o composto
fenamidona, nos trés diferentes experimentos estudados. O composto malationa
também apresentou baixa porcentagem de recuperagédo, quando submetido a limpeza
da amostra com o Si(PFPMS) e o MgSO,. Os coeficientes de variagdo encontraram-se

abaixo de 20%, na faixa de 1 a 12%, para todos os agrotoxicos analisados.

77



O comportamento da fenamidona frente ao sorvente Si(PFPMS) pode ser
explicado devido ao mecanismo de seletividade diferencial dos sorventes do tipo fenil,
uma vez que estes podem interagir com os analitos através de intera¢des hidrofébicas
e interagdes do tipo n-n (entre grupos funcionais insaturados ou aromaticos). No caso
da fenamidona, que possui em sua estrutura dois anéis aromaticos, atomos de
nitrogénio e ligagdes duplas, sendo um composto com elevada densidade eletronica
(Figura 9), ha uma forte interagcao do tipo n-r com o sorvente fenil, que também possui

elétrons ©m em sua estrutura.

[C_ISi(PFPMS) + MgSO,  EE53 Si(PFPMS) + MgSO, + GCB  [HI Si(PFPMS) + PSA + MgSO,

140

0T O

100

80+

Porcentagem de Recuperagao (%)

Figura 22: Porcentagens de recuperagcao dos analitos em estudo, empregando o método
QUEChERS com o sorvente Si(PFPMS) na etapa de limpeza da amostra.

Para os demais analitos que possuem anéis aromaticos em sua estrutura (Figura
9), ha também substituintes altamente eletronegativos no anel, como cloro e oxigénio,
fazendo com que a densidade eletrbnica desses anéis seja diminuida, disponibilizando
menos elétrons n para interagirem fortemente com o sorvente fenil. Para esses
compostos, obtiveram-se recuperagdes na faixa aceitavel da literatura.

Através da analise de variancia (Tabela A.7 e Figura A.7 do Apéndice), em termos
de recuperacdo, as variagdes estudadas ndo foram significativas para 56% dos
analitos. A fim de se avaliar a possivel substituicdo do PSA pelo Si(PFPMS), realizou-se
analise de variancia comparando-se os resultados de recuperacdo obtidos com o
emprego das misturas PSA/MgS0O4/GCB e Si(PFPMS)/MgSO4/GCB. De acordo com os

resultados obtidos (Tabela A.8 e Figura A.8 do Apéndice), para 81% dos analitos
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(exceto o metamidofés, o acefato e a fenamidona), a variagdo estudada nao foi
significativa, podendo o sorvente Si(PFPMS) ser empregado em substituicdo ao PSA,
obtendo-se resultados satisfatorios de recuperagdo, para a maioria dos analitos
estudados (com excegéo da fenamidona, para a qual se obteve recuperagdes abaixo de
50%), além de reduzir os custos envolvidos na etapa de preparo de amostra.

A Tabela 19 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparagéao do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragao (Cp e 3xCo).
Na Figura 23, pode-se visualizar o numero de analitos que apresentam efeito matriz
negligenciaveis ou significativos, baseado nos dados da Tabela 19, assim como a
quantidade média de matriz extraida, determinada pelo método gravimétrico (Figura
23C), empregando-se o sorvente do tipo fenil em diferentes combinagdes com outros

sais de limpeza da amostra.

Tabela 19: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificagdo, empregando-se
o método QUEChERS com o sorvente Si(PFPMS) como um dos sais de limpeza da amostra.

Limpeza da amostra® com Si(PFPMS) — Efeito Matriz (%)
Agrotéxico  Si(PFPMS) + MgSO, Si(PFPMS) + MgSO, + GCB Si(PFPMS) + PSA + MgSO,

LDi 3LDi LDi 3LDi LDi 3LDi
Metamidofés -42 -42 -36 -37 -16 -15
Acefato -12 -23 -7 -15 -12 -10
Carbendazim -11 -18 -13 -10 -2 8
Metomil 23 -11 42 -6 73 1
Tiametoxam -30 -25 -26 -24 -6 -3
Imidacloprido -27 -29 -24 -25 1 -8
Clotianidina -31 -36 -24 -35 -4 -15
Tiacloprido -23 -25 -19 -19 -10 -7
Carbaril -20 -22 -15 -15 -6 -10
Azoxistrobina 70 -5 63 17 90 39
Fenamidona -8 -91 -6 -63 1 -19
Malationa 0 187 -1 2 108 7
Iprodiona 412 224 442 232 408 245
Procloraz 8 1 9 6 5 6
Tebuconazol 4 0 5 6 6 7
Difenoconazol -1 -4 0 2 -4 4

®Limpeza da amostra realizada com misturas de 175 mg Si(PFPMS), 1,050 g MgSO,4, 175 mg PSA
(quando utilizado) e 35 mg GCB (quando utilizado).

Analisando-se a Tabela 19 e as Figuras 23A e 23B, verifica-se que efeito matriz
menos pronunciado é observado empregando-se a mistura Si(PFPMS)/PSA/MgSOy,
nos dois niveis de fortificagdo. Comparando-se os resultados com a mistura

Si(PFPMS)/MgSO, sem PSA, observa-se um aumento pronunciavel do numero de
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compostos que apresenta efeito matriz significativo, com valores inferiores a -20%.
Portanto, diante disso, pode-se verificar que o PSA possui grande influéncia na

eficiéncia da limpeza da amostra do que o Si(PFPMS).

9.% 9.3xC, [ 1<-20%
o R 8 BERR -20% a 0%
1 I 0 2 20% 1 I 0 a 20% 1 Si(PFPMS) + MgSO

(2] [7:] N| 144 g
8 7 8 7 S > 20% [ Si(PFPMS) + MgSO, + GCB
= 6l £ 4] S 127 EEE Si(PFPMS) + PSA + MgSO,
c c £ 10
< 5] < 5 =
(] (] kel
S 4] S 4] 2
[} () 5
5 3 5 34 % 6
§ 2 § 2 N4
4 4 ®

1 11 S 2

0_ o 5 & O_ 2 £ 0

S) + MgSO, Si(PFPMS) + PSA i ,  Si(PFPMS) + PSA Sais de limpeza
+35 mg CGB +MgSO, Mgso, +35mg CGB +MgSo,
Sais de limpeza Sais de limpeza

Figura 23: Distribuicdo numérica do efeito matriz, empregando o sorvente Si(PFPMS) na etapa
de limpeza do método QUEChERS, avaliado nos niveis de fortificagdo: (A) Co, (B) 3xCo; € (C)
representacdo da quantidade média de matriz extraida, obtida pelo método gravimeétrico.

Analisando-se a Figura 23C, tem-se que menor quantidade de residuo solido &
obtida utilizando-se a mistura de Si(PFPMS)/PSA/MgSO,4. Também, através da injegao
no cromatégrafo dos extratos “branco”, observou-se menor numero de picos ao
empregar-se essa mistura de sais, em relacdo as demais combinag¢des estudadas,
contendo o sorvente Si(PFPMS). No entanto, a quantidade extraida €& maior
(aproximadamente 1,3 vezes) que a quantidade de matriz extraida empregando-se a
limpeza da amostra com PSA/MgS04/35 mg GCB, sendo esse comportamento também
observado ao se comparar os cromatogramas dos extratos “branco” das misturas
Si(PFPMS)/MgS04/35 mg GCB e PSA/MgS04/35 mg GCB, nas quais se observou
menor numero de picos ao empregar-se o PSA.

Portanto, através dos resultados de recuperacao, efeito matriz e teor de matriz
sélida, o uso do sorvente Si(PFPMS), embora promissor, ndo se mostrou vantajoso
para ser empregado na etapa de limpeza de amostras de alface, uma vez que fornece
recuperagcdes muito baixas para o composto fenamidona e € menos eficiente que o
PSA para a limpeza do extrato, possivelmente pelo fato da matriz possuir elevado teor

de pigmentos.
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4.2.5.2 Emprego de ponteiras descartaveis na etapa de limpeza

A Tabela 20 apresenta os resultados de porcentagem de recuperagao e efeito
matriz avaliado através do método da comparagao do sinal analitico (em dois niveis de
fortificacdo), empregando-se as ponteiras descartaveis na etapa de limpeza da
amostra, contendo a mistura de sais otimizada 37,5 mg PSA, 225 mg MgSO,4 e 7,5 mg
GCB (quantidades proporcionais para a limpeza de 1,5 mL de extrato). O procedimento
de preparo da amostra foi realizado utilizando-se tampao citrato, acetonitrila e
centrifugagédo de 5 min a 5000 rpm apenas na etapa de extragao.

Tabela 20: Porcentagens de recuperagdo e coeficientes de variagdo de cada agrotoxico

estudado e estudos de efeito matriz realizado em dois niveis de fortificagdo, empregando-se o
método QUEChERS com o uso de ponteiras descartaveis na etapa de limpeza da amostra.

Agrotéxico Porcentagem de Coeficiente de Efeito Matriz (%)®
Recuperagao (%) Variagao (%) Co 3xCy
Metamidofés 91 3 22 7
Acefato 85 2 12 0
Carbendazim 96 4 2 5
Metomil 103 5 -4 -3
Tiametoxam 102 4 1 5
Imidacloprido 105 5 0 8
Clotianidina 102 4 -1 2
Tiacloprido 105 5 -3 0
Carbaril 106 5 -4 1
Azoxistrobina 105 10 14 13
Fenamidona 109 4 2 4
Malationa 102 4 6 4
Iprodiona 102 7 7 -4
Procloraz 96 4 2 1
Tebuconazol 100 2 2 5
Difenoconazol 109 2 0 1

®Efeito matriz obtido pelo método da comparacéo do sinal analitico, determinado através da Equacao 6.

Analisando-se os dados da Tabela 20, observa-se que todos os agrotoxicos
estudados apresentaram porcentagens de recuperagdo na faixa de 70-120%, com
coeficientes de variagdo abaixo de 20%.

Em termos de recuperacao, realizou-se a analise de varidncia comparando-se 0s
resultados obtidos com o método QUEChERS original, com agitacdo por vértex e
centrifugagdo, e o método empregando as ponteiras. De acordo com os resultados
obtidos (Tabela A.9 e Figura A.9 do Apéndice), para a maioria dos analitos, com
excecgao do acefato e da fenamidona, obteve-se variagao nao significativa ao empregar

ambos os métodos, indicando o uso promissor das ponteiras descartaveis.
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Em relacdo ao efeito matriz, nos dois niveis de fortificagdo avaliados, observou-se
que apenas o analito metamidofés apresentou efeito matriz significativo (acima de
20%), no nivel Cyo. Comparando-se esses resultados com os obtidos pelo método
QUECHhERS realizado com os mesmos sais de limpeza, mas empregando-se agitagao
por vortex e centrifugagdo, no qual 8 analitos apresentaram efeito matriz significativo,
de acordo com a Tabela 18, observou-se que o uso das ponteiras descartaveis foi mais
favoravel, em relacdo ao efeito matriz. Esse comportamento pode ser explicado pelo
fato das ponteiras reterem os sais, conforme observado experimentalmente, nao
permitindo que eles migrem para o extrato. Com a realizagdo do procedimento de
limpeza empregando agitagao por vortex e centrifugagéo, ao coletar o sobrenadante, ha
possibilidades de pipetar quantidades de sais, que podem estar dispersos no extrato,
influenciando na ionizagdo do analitos e consequentemente, nos resultados de efeito
matriz.

Também foram realizados estudos da quantidade de matriz extraida, através do
método gravimétrico, empregando-se as ponteiras. Para a analise de 4 amostras de
alface “branco” pesaram-se os extratos secos e obteve-se massa média de 2,9 mg de
componentes da matriz extraidos. Comparando-se com os resultados do método
gravimétrico empregando-se o método QUEChERS com agitacdo por vortex e
centrifugacgéo, no qual se obteve 3,9 mg de componentes da matriz extraidos, conforme
observado na Figura 21B, comprova-se que as ponteiras sdo eficientes na etapa de
limpeza, principalmente evitando a dispersao dos sais no extrato.

Além disso, o uso das ponteiras descartaveis em substituicdo as etapas de
agitacéo por vortex e centrifugacdo, na etapa de limpeza da amostra, apresenta outras
vantagens como a realizagdo de analises mais rapidas (etapa realizada em apenas 1
minuto, para cada amostra) e a nao necessidade de etapa adicional de filtragdo da
amostra, uma vez que a ponteira ja atua como filtro.

No entanto, uma desvantagem do uso dessas ponteiras é a disponibilidade
comercial desses dispositivos, uma vez que ha poucas empresas que comercializam
esse produto, além de disponibilizarem poucas combinacbes de sais presentes no

interior das ponteiras.
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A Figura 24 apresenta uma ilustragcdo das ponteiras utilizadas na etapa de limpeza
do método QUEChERS, assim como os extratos de amostras de alface “branco” antes e

apo6s a submissao a etapa de limpeza da amostra, com o uso das ponteiras.

(A) (B)

Figura 24: Representacéo ilustrativa das ponteiras descartaveis utilizadas na etapa de limpeza
do método QUEChERS: (A) Ponteiras descartaveis, contendo a mistura de 37,5 mg PSA, 225
mg MgSO, e 7,5 mg de GCB. (B) Coloracao dos extratos de amostra de alface antes e apos a
etapa de limpeza da amostra, empregando as ponteiras.

Portanto, através dos resultados obtidos, pode-se concluir que o uso das ponteiras
descartaveis é vantajoso, havendo reducdo no tempo e no numero de etapas do
preparo de amostra. No entanto, em virtude de sua indisponibilidade comercial, para

analises de rotina o seu uso torna-se desfavoravel.

4.2.5.3 Estudo do ultrassom como forma de agitagao

O ultrassom é uma onda sonora que necessita de um meio fisico para se propagar
(por exemplo, agua e solventes orgéanicos), sendo bastante empregado na analise de
amostras solidas que necessitam de solventes para a extragado dos analitos, gerando
ciclos de expansdao e compressdo no meio liquido, que podem formar bolhas. O
processo de formacéao e colapso das bolhas de ar na interface entre a matriz sélida e o
meio liquido (cavitagao) possibilita a extragéo de diferentes compostos da matriz para o
solvente organico, devido as diferengas de pressao geradas, além de haver aumento da
temperatura do meio, favorecendo a difusdo dos analitos. Assim, de acordo com esse
processo, o ultrassom pode ser empregado como forma de agitagdo no método
QuEChERS, em substituicdo ao vortex (agitagcdo mecanica), favorecendo também o

processo de extracdo dos analitos®.
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A Tabela 21 apresenta os resultados de porcentagem de recuperagao e efeito
matriz (em dois niveis de fortificacdo), empregando-se a agitagdo por ultrassom, nas
etapas de extracdo e limpeza de amostra do método QUEChERS. O procedimento de
extragao foi realizado utilizando-se tampao citrato, acetonitrila, centrifugagdo de 5 min a

5000 rpm e limpeza da amostra com PSA, sulfato de magnésio e 35 mg de GCB.

Tabela 21: Porcentagens de recuperagdo e coeficientes de variagdo de cada agrotoxico
estudado e estudos de efeito matriz realizado em dois niveis de fortificacdo, empregando-se o
método QUEChERS com uso de ultrassom em substituicdo ao vortex.

Agrotéxico Porcentagem de Coeficiente de Efeito Matriz (%)°
Recuperacgao (%) Variagao (%) Co 3xCy
Metamidofés 79 20 99 59
Acefato 85 11 -7 8
Carbendazim 96 6 8 0
Metomil 102 4 -6 -8
Tiametoxam 104 6 11 15
Imidacloprido 102 3 -7 -2
Clotianidina 101 2 -23 -22
Tiacloprido 102 4 -31 -30
Carbaril 102 5 -28 -23
Azoxistrobina 101 6 -9 -8
Fenamidona 103 6 7 -6
Malationa 92 4 -3 -1
Iprodiona 91 2 13 25
Procloraz 87 5 -13 -4
Tebuconazol 103 5 -4 -3
Difenoconazol 101 5 -22 -13

“Efeito matriz obtido pelo método da comparacéo do sinal analitico, determinado através da Equac&o 6.

Analisando-se os dados apresentados na Tabela 21, observa-se que todos os
agrotoxicos estudados apresentaram porcentagens de recuperagcao na faixa de 70-
120%, com coeficientes de variagao abaixo de 20%.

Em termos de recuperagéo, a fim de se avaliar se existe diferenga significativa
entre o emprego da agitacédo por vortex e o uso do ultrassom, realizaram-se estudos da
analise de variancia. De acordo com os resultados obtidos (Tabela A.10 e Figura A.10
do Apéndice), para 69% dos analitos ndo houve diferencga significativa (P > 0,05) entre
as porcentagens de recuperagéo obtidas com o uso do vortex e do ultrassom.

Em relacédo ao efeito matriz, através do método da comparacgao do sinal analitico
(Tabela 21), observou-se que 6 analitos apresentaram efeito matriz significativo,

considerando os dois niveis de fortificagdo, com o uso do ultrassom. Além disso, em
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relacdo ao método gravimétrico, obteve-se uma quantidade média de matriz extraida
igual a 15,8 mg. Essa quantidade elevada de componentes extraidos da matriz deve-
se, principalmente, a presenca de sais no extrato, uma vez que nao se observou uma
separagao completa entre as fases organica e aquosa, mesmo apods centrifugagcéo das
amostras. Através da analise cromatografica do extrato “branco” obtido empregando-se
ultrassom, observou-se a presenca de 250 picos, sendo um valor aproximadamente 6
vezes maior do que o numero de picos observados com o uso da agitagao por vortex.
Em relacdo ao procedimento operacional, ao empregar o ultrassom ao invés da
agitacéo por vortex, ha ganhos em relagdo ao tempo total da etapa de extracdo, uma
vez que varias amostras podem ser extraidas simultaneamente no ultrassom, o que nao
ocorre ao empregar o vortex, que permite a agitagdo de apenas uma amostra por vez.
Portanto, de acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o uso do
ultrassom em substituicdo ao vortex seria vantajoso, reduzindo o tempo total da etapa
de preparo de amostra, porém o0 seu uso nao permitiu uma separagido completa entre
as fases aquosa e organica, durante as etapas de particdo com sais e de limpeza da
amostra, fazendo com que grande quantidade de sal permanecesse no extrato,

influenciando na ionizag&o dos analitos e comprometendo o sistema cromatografico.

4.2.6 Estudo da radiagdao micro-ondas para a extragcdao dos
agrotoxicos

A Tabela 22 apresenta os resultados de porcentagem de recuperagao e efeito
matriz obtidos através do método da comparagao do sinal analitico (em dois niveis de
fortificacdo), empregando-se a radiagdo micro-ondas na extragdo dos agrotéxicos em
amostras de alface.

Analisando-se o0s resultados da Tabela 22, observa-se que resultados
semelhantes foram obtidos para as amostras submetidas a etapa de extragdo por
micro-ondas com e sem a etapa adicional de limpeza da amostra, com os sais PSA,
MgSO,s e GCB, ndo se observando variagdo significativa para todos os analitos
estudados, com excecdo do carbendazim, de acordo com os resultados da ANOVA,
apresentados na Tabela A.11 e na Figura A.11 do Apéndice.

Em relacdo ao efeito matriz, apenas 4 analitos apresentaram efeito matriz

significativo, no entanto, entre esses analitos, o metamidofés apresentou efeito matriz
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muito elevado, acima de 300% no nivel Cop, indicando que houve a extragdo de algum
componente da matriz que esta influenciando na ionizacao deste analito.

Em relagdo aos resultados obtidos pelo método gravimétrico, obtiveram-se
elevadas quantidades de matriz extraida em ambos os experimentos realizados (6,0
mg), sugerindo que ha maior quantidade de componentes da matriz extraidos ao
utilizar-se a radiacdo micro-ondas em relagdo ao método QUEChERS otimizado, o que
também foi observado na analise do numero de picos dos cromatogramas dos extratos

“branco”, havendo 4 vezes mais picos no extrato obtido com o uso das micro-ondas.

Tabela 22: Porcentagens de recuperagao e coeficientes de variagdo de cada agrotoxico
estudado e estudos de efeito matriz realizado em dois niveis de fortificagdo, empregando-se o
método QUEChERS com uso de micro-ondas com e sem a etapa de limpeza da amostra.

~ . . Extragado por micro-ondas com
Extragdo por micro-ondas sem limpeza® gaop

limpeza®
- . . c Efeito Matriz
Agrotoxico Recuperagdo CV Efeito Matriz (%) Recuperagdo CV (%)°
o, () [}) ()
(%) (%) Co 3xC, (%) (%) Co 3xC,
Metamidofds 99 20 587 79 71 6 506 341
Acefato 103 15 66 35 83 5 23 9
Carbendazim 104 10 -5 25 78 6 3 0
Metomil 85 20 -4 19 79 7 -12 3
Tiametoxam 111 9 -6 24 100 11 -8 3
Imidacloprido 107 4 -4 14 101 6 -3 7
Clotianidina 105 5 4 12 100 5 0 6
Tiacloprido 103 4 8 -1 102 5 -1 2
Carbairil 98 5 -3 -1 93 8 -3 3
Azoxistrobina 106 4 10 14 102 5 2 6
Fenamidona 106 6 -1 4 100 5 0 4
Malationa 85 11 2 8 76 11 6 4
Iprodiona 118 3 4 8 103 18 -12 -13
Procloraz 95 4 -1 0 92 6 1 0
Tebuconazol 89 7 -1 5 102 8 26 2
Difenoconazol 98 7 3 -7 100 8 48 0

“Resultados obtidos através da extracdo por micro-ondas com o uso de acetonitrila e sulfato de
magnesio, sem etapa adicional de limpeza da amostra. *Resultados obtidos através da extragao por
micro-ondas com etapa de limpeza da amostra empregando 175 mg PSA, 1,050 g MgSO, e 35 mg GCB.
°Efeito matriz realizado através do método da comparacéo do sinal analitico.

Em termos de porcentagem de recuperacdo dos analitos, comparando-se a
extragdo por micro-ondas com o método QUEChERS otimizado, observa-se que houve
uma reducao na recuperagdo para a maioria dos analitos, empregando-se as micro-
ondas, fato que foi estatisticamente comprovado através dos resultados da analise de

variancia, apresentados na Tabela A.12 e na Figura A.12 do Apéndice.
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Portanto, tem-se que a realizagdo da extragdo dos agrotdéxicos em alface por
micro-ondas ndo € mais vantajoso que o uso do método QUEChERS otimizado, uma
vez que menores recuperagdes foram obtidas, além de maiores quantidades de

componentes da matriz serem extraidas, afetando na ionizagao dos analitos.

4.3 Quantificagao dos agrotéxicos em alface pelo método QUEChERS

Através dos estudos para a otimizacdo do preparo da amostra pelo método
QuEChERS, definiu-se que a extragao sera realizada com o uso de acetonitrila, tampao
salino citrato, centrifugagcéo por 5 minutos a 5000 rpm, limpeza da amostra com 175 mg
PSA, 1,050 g MgSO,4 e 35 mg GCB e agitagao com vortex. Esta condigcéo foi definida
estudando as porcentagens de recuperagao dos analitos no nivel de fortificagao 3xCy. A
fim de confirmar a eficiéncia deste método, aplicaram-se essas condi¢cdes otimizadas
em amostras de alface, porém fortificadas na concentragao Cy, em dois diferentes dias.
Analisando-se os resultados, obtiveram-se porcentagens de recuperagao na faixa de 73
a 118%, com coeficientes de variacdo entre 0,6 e 9%, comprovando que o método de
extragao otimizado é eficiente para a analise de amostras de alface.

Apos a otimizacdo da etapa de preparo da amostra e antes da validagdo do
método, realizaram-se alguns estudos, a fim de definir como seriam elaboradas as
curvas analiticas para quantificagdo dos agrotoxicos.

No Brasil, para a quantificagdo de agrotoxicos em alimentos, comumente observa-
se que a curva analitica é elaborada incluindo o LMR de cada agrotoxico permitido para
ser aplicado na cultura, uma vez que se objetiva saber se as amostras analisadas
encontram-se dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA ou n&o. Por outro lado,
para os agrotoxicos nao permitidos, a curva analitica € elaborada abrangendo a menor
concentragdo possivel dos agrotéxicos, geralmente em fungdo do Ilimite de
quantificacdo, uma vez que, de acordo com as legislacbes, esses agrotoxicos nao
devem ser encontrados nas culturas.

Para as amostras de alface, alguns agrotoxicos permitidos para aplicagéo
possuem limites maximos de residuos muito elevados, como a malationa (8 mg/kg) e a
fenamidona (2 mg/kg). Nesses casos, o emprego da extragdo por QUEChERS com fator

de concentracdo de 5 vezes ndo se torna viavel, uma vez que serdo injetadas no
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cromatégrafo a liquido solugdes de elevadas concentragdes, que poderdo influenciar na
eficiéncia de ionizagao dos analitos no EM e até mesmo, saturar o detector.

Em relacdo aos agrotoxicos que nao possuem LMR, em virtude da elevada
deteccdo do espectrometro de massas, ainda € possivel determinar pequenas
quantidades desses analitos, mesmo sem a etapa de concentracdo dos extratos das
amostras. Portanto, diante disso, sera empregado o método de preparo de amostra

QuEChERS sem a etapa de concentragao da amostra.

4.4 Validagao do método por CLAE-EM/EM

4.4.1 Limites de deteccao e de quantificagcao por CLAE-EM/EM

A Tabela 23 apresenta os dados das curvas analiticas obtidas para cada analito,
elaboradas a partir da concentragdo de trabalho Cy, utilizando-se a matriz “branco”

fortificada, para determinacao dos limites de deteccao e quantificagao do instrumento.

Tabela 23: Dados das curvas analiticas obtidas para cada agrotdoxico, empregadas na
determinacgao dos limites de deteccao e quantificagdo do instrumento.

Dados da curva analitica por CLAE-EM/EM

- Desvio do . LDi® LQi® LMR
Agrotoxico . ficiente linear COCficiente > o (Mg/L) (Mg/L) (ng/kg)®
(s) angular (S)
Metamidofos 118,2 65,7 0,998 1,8 5,9 18,0 NA®
Acefato 96,3 66,8 0,998 14 4.8 14,4 NA®
Carbendazim 245,3 487,6 0,998 0,5 1,7 5,0 NA®
Metomil 90,8 37,5 0,998 24 8,0 24,2 NA®
Tiametoxam 62,0 20,2 0,998 3.1 10,1 30,7 50
Imidacloprido 88,7 23,5 0,998 3,8 12,5 37,7 500
Clotianidina 102,1 32,1 0,998 3,2 10,5 31,8 100
Tiacloprido 145,4 98,9 0,998 1,5 49 14,7 200
Carbaril 40,4 81,5 0,999 0,5 1,6 5,0 NA®
Azoxistrobina 214 .1 4041 0,998 0,5 1,7 5,3 1000
Fenamidona 119,3 361,4 0,999 0,3 1,1 3,3 2000
Malationa 105,4 130,3 0,999 0,8 2,7 8,1 8000
Iprodiona 33,7 7,3 0,998 4,6 15,2 46,1 1000
Procloraz 218,0 213,8 0,998 1,0 3,4 10,2 NA°
Tebuconazol 184,9 450,7 0,999 04 1,4 4.1 NA®
Difenoconazol 176,4 259,6 0,999 0,7 2,2 6,8 500

°LDi (limite de detecgdo do instrumento) calculado como 3,3 vezes a razdo s/S; "LQi (limite de
quantificagéo do instrumento) calculado como 10 vezes a razdo s/S. °LMR de acordo com a ANVISA para
a alface; °NA: agrotéxico nao autorizado para emprego em alface.
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A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que os limites de deteccao e
quantificacdo do instrumento alcancaram valores bem menores que os LMR
estabelecidos pela ANVISA para os agrotoxicos autorizados para uso na cultura da
alface. Para os agrotoxicos nao permitidos para aplicagdo em alface (carbendazim,
acefato, carbaril, tebuconazol, metamidofés, metomil e procloraz) obtiveram-se limites

de quantificagdo abaixo de 24 ug/L.

4.4.2 Linearidade e curva analitica por CLAE-EM/EM

A Tabela 24 apresenta os intervalos definidos para a elaboracdo da curva
analitica, os limites de quantificacdo do método (LQ) ajustados para cada agrotoxico
estudado e os dados de regressdo linear das curvas elaboradas em solvente
(padronizagao externa) e por padronizagdo externa com superposi¢cdo de matriz, assim
como os residuos obtidos. De acordo com o documento SANCO, os residuos devem
ser inferiores a £ 20% e para niveis de fortificagdo superiores ou iguais aos LMR os
residuos nao devem ultrapassar + 10%.

Tabela 24: Pontos definidos para a elaboragao das curvas analiticas de cada agrotdxico, assim

como os intervalos de concentracdo compreendidos pela curva, o limite de quantificacdo do
meétodo e os dados das curvas analiticas elaboradas em solvente e por superposi¢do de matriz.

Intervalo de LQ® Padronizacao externa Superposi¢ao de matriz
Agrotoxico linearidade Coef. Coef. 2 ¢+ Coef. Coef. 2 f
(ng/kg) (uglkg) linear angular Res. Jinear angular Res.
Metamidofés 18 — 90° 18 47,2 32,6 1,000 <2%  -284,7 112,5 0,999 <5%
Acefato 14 - 70° 14 138,4 44,4 0,999 <8%  -251,1 755 0,999 <3%
Carbendazim 5-25° 5 -99,0 340,8 0,999 <4%  -487,8 527,7 0,999 <3%
Metomil 24 — 120° 24 -116,4 31,8 0,998 <3% -1429 38,0 0,999 <3%
Tiametoxam 31-70° 31 -8,2 13,9 0,998 <2% -89,5 20,7 0,996 <5%
Imidacloprido 38 — 700° 38 120,1 16,9 1,000 <9% -12,9 21,4 0,999 <9%
Clotianidina 32 -140° 32 3,6 20,8 0,996 <7% -102,7 28,8 0,999 <3%
Tiacloprido 15 — 280° 15 -46,3 75,6 1,000 <4% -114,7 97,1 1,000 <8%
Carbaril 5-25° 5 71,5 96,7 0,998 <5% 52,1 1056 0,999 <3%

Azoxistrobina 500 — 1400° 500 20470,5 290,1 1,000 <1% -11222,7 3786 0,998 <5%

Fenamidona 1000 — 2800° 1000  35638,3 279,3 0,998 <4% -10507,6 3455 0,996 <6%

Malationa 3200 — 8400° 3200  55074,0 86,8 0,992 <9% 1224,0 1171 0,995 <3%

Iprodiona 46 — 230° 46 154 3,0 0,999 <4% -30,0 5,2 0,997 <5%
Procloraz 10 — 50° 10 -12,4 189,2 0,998 <3% -274,3 2181 0,998 <3%
Tebuconazol 5-25° 5 113,4 3243 1,000 <3% -211,0 405,2 0,999 <3%
Difenoconazol 250 — 700° 250 3727 1 1886 0998 <3% 67470 2325 0,994 <7%

Intervalo de linearidade: *LQi-5LQi; "LQi-1,4LMR; °0,5LMR-1,4LMR e “0,4LMR-1,05LMR. °LQ (limite de
quantificacdo do método) estabelecido como o primeiro ponto da curva analitica. 'Residuos da curva
analitica, em maodulo.

A Figura 25 apresenta as curvas analiticas obtidas para cada agrotoxico estudado
e a Figura 26 apresenta o grafico de residuos da regresséo linear.
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Figura 25: Curvas analiticas obtidas em solvente e por padronizagdo externa com superposi¢cao
de matriz para cada um dos analitos estudados.
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Figura 26: Residuos da regresséo linear obtida para cada um dos analitos estudados.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 24 e na Figura 25, tem-se
que o modelo de regressdo linear € adequado para as determinagdes analiticas em
estudo, apresentando coeficiente de determinagao acima de 0,99 e residuos abaixo de
9% e valores visualmente aleatdrios (Figura 26), ndo mostrando tendéncia, confirmando
a linearidade do método.

Analisando-se a Figura 25, comparando-se as curvas elaboradas em solvente e
por superposi¢cao de matriz, observa-se que elas sao diferentes, possuindo coeficientes
linear e angular bem distintos, caracterizando a necessidade de se utilizarem curvas
analiticas elaboradas com a matriz, para a quantificagdo dos agrotéxicos, devido ao
efeito matriz presente, conforme também observado nos estudos realizados na
otimizacao da etapa de preparo de amostra. Também, pode-se observar que as curvas
analiticas elaboradas na matriz apresentaram maior coeficiente angular que as curvas
em solvente, para todos os analitos estudados, indicando ganho de sinal dos analitos

na presenga da matriz, nos niveis de concentragdo na qual as curvas foram elaboradas.

4.4.3 Seletividade por CLAE-EM/EM

A Figura 27 apresenta a comparagao entre os sinais analiticos de amostras de
alface “branco” e fortificadas no nivel do limite de quantificacdo do método
(apresentados na Tabela 24), a fim de avaliar a seletividade do método.

Analisando-se as Figuras 27A e 27B, que foram apresentadas em escalas
diferentes para facilitar a visualizagdo dos ruidos na Figura 27A, observa-se que na
amostra “branco” ha um pico intenso em 18,4 minutos, que poderia interferir na
quantificacdo do composto fenamidona, que elui em aproximadamente 19 minutos. No
entanto, como a concentracdo deste analito é elevada no LQ, a area do interferente
tornou-se desprezivel frente a area do analito, como pode ser observado também
comparando a intensidade dos picos (a intensidade do sinal do analito é
aproximadamente 1000 vezes maior que a intensidade do interferente).

Para os demais analitos, ndo se observou a presenca de interferentes proximos
aos tempos de retencdo dos compostos.

Portanto, através desse estudo, conclui-se que o método desenvolvido é seletivo.
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Figura 27: Comparacao dos sinais analiticos dos 16 agrotdxicos estudados, obtidos através da
analise de: (A) uma amostra de alface crespa “branco” apos a extragéo e (B) uma amostra de
alface crespa fortificada apds a extracao, no limite de quantificagdo do método.

4.4.4 Precisao e exatidao por CLAE-EM/EM

A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da repetitividade e
precisdo intermediaria do método, assim como os resultados obtidos para a
determinacao da exatidao, calculada através da Equagao 10.

Para a determinacédo da exatidao, foram elaboradas curvas analiticas para cada
agrotéxico, acrescentando um nivel inferior ao LQ (sendo 0,7xLQ para todos os
agrotoxicos, exceto para a azoxistrobina, a fenamidona, a malationa e o difenoconazol,
para os quais se definiu o nivel 0,2xLMR), cujos dados da regresséo linear também
estdo na Tabela 25.

A precisado e a exatidao foram avaliadas em dois niveis de fortificacdo: LQ (limite
de quantificagdo do método) e no LMR, para analitos autorizados para uso em alface,

ou 3xLQ, para analitos n&o autorizados.
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Tabela 25: Precisio, curva analitica e exatidao obtidas na analise de 5 amostras fortificadas em
dois niveis de concentragao.

Precisao Exatidao
CV (%) CV (%) entre - Recuperagio
Agrotéxico Dia 1 Dia 2 o(s d)iasa Curva analitica (F‘,%) ¢
LMR ou LMR ou LMR ou Coef. Coef. 2 LMR ou
LQ 3xLQ LQ 3xLQ LQ 3xLQ linear angular r LQ 3xLQ

Metamidofés 17 4 5 8 13 0 11,2 102,8 0,998 86 91
Acefato 4 3 4 8 2 5 13,8 70,1 0,999 96 86
Carbendazim 2 3 4 10 3 3 -131,7 531,6 0,997 99 79
Metomil 6 6 3 6 1 4 -30,8 38,0 0,999 106 84
Tiametoxam 12 5 5 4 4 5 -48,1 20,7 0,992 98 88
Imidacloprido 13 5 4 5 5 3 2,0 22,2 0,996 97 88
Clotianidina 12 5 4 5 6 4 -84,2 29,7 0,998 99 92
Tiacloprido 12 5 4 5 6 4 -68,4 101,0 0,996 95 93
Carbaril 2 3 3 8 1 3 60,5 102,8 0,996 114 92
Azoxistrobina 4 5 2 5 5 3 7049,6 3745 0,997 103 101
Fenamidona 4 4 3 3 5 3 -6707,9 351,7 0,998 106 96
Malationa 8 9 8 4 7 1 232428 115,9 0,994 110 82
Iprodiona 10 3 8 6 4 3 -30,3 4,9 0,999 113 98
Procloraz 3 3 4 8 1 5 -208,3 219,9 0,999 105 88
Tebuconazol 3 4 4 8 1 1 -204,0 408,9 0,999 115 96

Difenoconazol 4 3 4 4 6 0 -2490,2 228,0 0,996 102 91

“coeficiente de variagéo calculado através da média e estimativa do desvio padréo de 2 medidas: a area média das 5
amostras analisadas no dia 1 e a area média das 5 amostras analisadas no dia 2, para cada analito.

Através dos dados da Tabela 25, observa-se que os valores de coeficiente de
variagdo encontram-se abaixo de 20%, considerando ambos os niveis de fortificagao e
a comparagao entre os resultados obtidos em dois dias diferentes, concluindo que o
método desenvolvido € preciso. Em relacdo a exatiddo, todas as recuperacdes
avaliadas nos dois niveis de fortificacdo apresentaram valores na faixa aceita pela
literatura (70-120%, de acordo com o SANCO), indicando a adequada exatiddo do
método. Convém salientar que a diferencga entre as recuperacdes dos mesmos analitos,
para dois niveis de fortificacdo diferentes, pode ser justificada devido as possiveis

interacdes entre os analitos e os componentes da matriz.

4.4.5 Robustez por CLAE-EM/EM

A Tabela 26 apresenta os coeficientes de variagdo calculados, através da
comparagao entre as areas dos analitos obtidas no método “original” e apds alteragdes
realizadas na temperatura da coluna, porcentagem de acido féormico na agua da fase
movel e marca da acetonitrila utilizada no procedimento de extragdo QUEChERS.

O método “original” corresponde ao emprego de temperatura da coluna de 25 °C,

0,1% de acido férmico na agua da fase mével e acetonitrila da marca J.T.Baker.
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Tabela 26: Coeficientes de variagao calculados comparando-se as areas dos analitos obtidas
no método original e apds alteragdes em alguns parametros do método.

Coeficientes de variagao (%)

Baker Baker Baker Tedia Tedia Tedia Tedia
Agrotoéxico 26,3 °C 25°C 26,3 °C 25°C 26,3 °C 25°C 26,3 °C
0,1% ac. 0,105% ac. 0,105% ac. 0,1% ac. 0,1% ac. 0,105% ac. 0,105% ac.

2> 17 2° 12 2> 1 2> 7 2> 12 2 7 2P

Metamidofés 3 1 7 3 3 0 1 5 4 1 0 3 2
Acefato 9 1 6 2 5 1 5 9 6 4 2 6 6 3
Carbendazim 7 2 12 8 1 9 4 1 3 6 4 7 4 8
Metomil 6 4 3 1 6 2 3 4 3 2 5 2 1 4
Tiametoxam 6 3 6 6 0 6 2 4 8 8 2 14 2 13
Imidacloprido 9 5 2 2 6 4 4 3 10 5 7 7 8 6
Clotianidina 5 3 5 2 1 4 2 0 6 1 5 5 6 3
Tiacloprido 7 4 7 7 0 5 3 6 8 1 3 2 5 2
Carbaril 1 1 8 4 11 3 1 6 3 1 10 5 12 4
Azoxistrobina 6 0 5 4 0 4 2 1 9 1 3 3 2 0
Fenamidona 1 0 3 1 1 1 1 2 4 0 4 0 3 3
Malationa 1 0 5 0 1 0 17 0 19 4 20 2 20 4
Iprodiona 9 1 9 0 6 8 5 14 1 8 1 8 0 9
Procloraz 6 1 2 2 6 0 4 3 11 0 6 0 8 0
Tebuconazol 0 0 4 1 2 1 1 4 3 0 0 0 0 2
Difenoconazol 2 1 2 1 5 4 3 2 7 4 5 3 6 2

@ nivel de fortificagdo LQ; ° nivel de fortificagdio LMR ou 3xLQ.

A Tabela 27 apresenta os coeficientes de variacdo calculados, através da
comparagao entre as porcentagens de recuperagdo obtidas para os analitos

empregando as condigdes originais do método e as modificagdes realizadas.

Tabela 27: Coeficientes de variagdo calculados comparando-se as porcentagens de
recuperagao dos analitos obtidas no método original e apds alteragdes em alguns parametros.

Coeficientes de variagao (%)

Baker Baker Baker Tedia Tedia Tedia Tedia
Agrotéxico 26,3 °C 25°C 26,3 °C 25°C 26,3 °C 25 °C 26,3 °C
0,1% ac. 0,105% ac. 0,105% ac. 0,1% ac. 0,1% ac. 0,105% ac. 0,105% ac.

1 2 17 2P 1° 2> 17 2> 1 2 17 2> 47 2

Metamidofos 2 2 1 5 11 1 4 6 9 3 6 5 7 1
Acefato 12 1 15 2 12 2 13 6 12 2 8 4 10 0
Carbendazim 3 1 1 1 8 1 3 6 1 2 8 1 1 0
Metomil 7 5 2 1 15 0 1 5 3 1 8 1 2 3
Tiametoxam 5 2 6 2 14 2 3 3 8 8 12 8 5 10
Imidacloprido 3 1 6 3 15 2 6 0 8 5 15 4 9 4
Clotianidina 1 2 4 2 10 2 5 4 5 1 11 4 8 2
Tiacloprido 2 0 3 2 10 2 6 8 5 2 11 2 6 1
Carbaril 2 2 2 1 7 1 1 5 3 3 0 3 1 2
Azoxistrobina 4 1 2 1 8 0 5 3 6 1 8 1 1 0
Fenamidona 0 1 0 0 7 1 3 3 3 1 4 1 2 1
Malationa 0 0 1 1 5 1 20 2 16 5 20 2 17 6
Iprodiona 3 4 2 0 2 7 4 11 3 4 4 4 4 3
Procloraz 5 1 4 2 11 1 7 5 6 2 8 0 4 4
Tebuconazol 2 1 2 1 8 1 5 4 3 0 4 1 2 2
Difenoconazol 2 2 6 1 10 3 6 3 4 3 7 4 3 3

@ nivel de fortificagdo LQ; ° nivel de fortificagdio LMR ou 3xLQ.
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Analisando-se as Tabelas 26 e 27, verifica-se que foram obtidos coeficientes de
variagao abaixo de 20% para todas as variagdes estudadas, inclusive aquelas na qual
se empregaram, simultaneamente, a variagdo de 5% nos trés parametros avaliados,
confirmando que o método é robusto no laboratério no qual foi desenvolvido.

Portanto, tem-se que o método desenvolvido é seletivo, preciso, exato e robusto,

podendo ser empregado para a analise de agrotoxicos em amostras de alface.

4.5 Aplicacao do método otimizado e validado por CLAE-EM/EM
4.5.1 Estudo de diferentes variedades de alface

Para a determinacao das porcentagens de recuperagado, amostras de alface lisa,
americana, mimosa e roxa, isentas de agrotoxicos, foram fortificadas com
concentracdes de 3xCp e submetidas a extracdo pelo método QUEChERS otimizado.
Para todos os analitos estudados, nas diferentes variedades de alface avaliadas,
observaram-se porcentagens de recuperacao na faixa aceita pela literatura (70-120%) e
coeficiente de variacdo abaixo de 20% (na faixa de 0,2 a 12%), conforme se pode

observar na Figura 28.
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Figura 28: Porcentagens de recuperacdo dos analitos em estudo, empregando o método
analitico otimizado e validado para diferentes variedades de alface.

A Tabela 28 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparagao do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragao (Cy e 3xCy),

determinado através da Equacgao 6, empregando-se as diferentes variedades de alface.
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Tabela 28: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificacdo, para as
diferentes variedades de alface, empregando o método analitico otimizado e validado.

Efeito Matriz® (%)
Variedades de alface

Agrotéxico - - -
Crespa Lisa Americana Mimosa Roxa
Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO

Metamidofés 28 27 5 3 28 -2 6 34 -1 22
Acefato 20 13 -10 -3 -10 -13 -12 -7 -18 -11
Carbendazim 13 -5 2 -2 2 -4 -17 -8 -6 0
Metomil -1 -7 -7 0 -3 0 2 -2 -5 4
Tiametoxam -14 -18 5 -1 -2 -2 -9 -2 -7 5
Imidacloprido -14 -22 -8 -11 -11 -10 -4 -6 -10 1
Clotianidina -26 -31 -21 -23 -19 -18 -9 -10 -19 -7
Tiacloprido -16 -23 -9 -9 -11 -7 -13 -8 -16 -3
Carbaril -31 -35 -14 -17 -13 -8 -11 -5 -8 3
Azoxistrobina 9 -8 47 8 28 10 5 13 4 18
Fenamidona 33 2 -9 0 -7 -2 -8 -3 -6 1
Malationa 8 -1 -1 1 -4 2 -4 1 -3 7
Iprodiona 5 56 52 2 43 3 45 3 32 10
Procloraz 5 1 -4 4 -7 5 -6 2 -2 9
Tebuconazol 16 -1 8 3 -1 3 0 3 3 3
Difenoconazol 1 -5 289 -2 -7 3 7 3 -4 6

“Efeito matriz realizado através do método da comparagao do sinal analitico.

A Figura 29 (Figuras 29A e 29B) apresenta o numero de analitos que possuem
efeito matriz negligenciaveis ou significativos, baseados nos dados da Tabela 28. A
Figura 29C apresenta a quantidade média de componentes da matriz extraidos,

determinada pelo método gravimétrico.
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Figura 29: Distribuicdo numérica do efeito matriz em diferentes variedades de alface, avaliado
nos niveis de fortificagao: (A) Co, (B) 3xCy; e (C) representacido da quantidade média de matriz
extraida, obtida pelo método gravimétrico.
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Analisando-se a Tabela 28 e a Figura 29A, observa-se que no nivel Cy, 0 maior
numero de analitos possui efeito matriz na faixa de 0 £ 20% (efeito matriz desprezivel),
para todas as variedades de alface estudadas. As alfaces crespa e lisa apresentaram
maior numero de analitos (25%) com efeito matriz significativo, enquanto que as alfaces
mimosa e roxa apresentaram apenas um analito (6,25% dos analitos) com efeito matriz
superior a 20%. A alface americana, por sua vez, apresentou 3 analitos com efeito
matriz significativo.

Em relacao ao nivel de fortificagdo 3xCq (Tabela 28 e Figura 29B), a alface crespa
€ a variedade com maior numero de analitos com efeito matriz significativo (37,5% dos
analitos), enquanto as variedades lisa, mimosa e roxa apresentam apenas 1 analito
com efeito matriz superior a 20% ou inferior a -20%. Por sua vez, a alface americana
apresentou efeito matriz nao significativo para todos os analitos.

A partir da Figura 29C, pode-se observar que quantidades semelhantes de
componentes da matriz foram extraidos das diferentes variedades de alface, indicando
semelhanga na composicao deste vegetal folhoso.

Diante disso, mesmo com poucos analitos possuindo efeito matriz significativo, a
elaboragao de curvas analiticas por superposicao de matriz € mais adequada, para fins
de quantificagdo dos agrotdxicos nas diferentes matrizes, uma vez que mesmo pouco
pronunciavel, o efeito matriz existe.

Apos estudos de efeito matriz, curvas analiticas por superposi¢ao de matriz foram
elaboradas para cada matriz estudada, nos mesmos niveis de fortificacdo apresentados
na Tabela 8.

Os resultados de regressdo das curvas analiticas obtidas para as diferentes
variedades de alface estdo apresentadas na Tabela 29, exceto para a alface crespa,
cujos dados estdo na Tabela 24. Como se pode observar, para todas as variedades
estudadas, obtiveram-se coeficientes de determinacdo acima de 0,991 e residuos
menores que 20% (valores em mddulo), confirmando a linearidade do método.

Portanto, através desses estudos, pode-se concluir que o método desenvolvido

pode ser aplicado para amostras de alface de diferentes variedades.
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Tabela 29: Resultados de regresséo linear obtidos para as diferentes variedades de alface.

Alface Lisa Alface Americana
Agrotéxico Coeficiente  Coeficiente Residuos Coeficiente  Coeficiente 2 Residuos
linear angular linear angular
Metamidofos -114,6 44,8 0,999 <10% -131,7 51,0 0,998 <14%
Acefato -23,1 48,8 0,998 <11% -17,7 49,2 0,997 <15%
Carbendazim -72,8 302,4 0,999 <6% -60,1 298,9 0,998 <14%
Metomil -29,2 32,8 1,000 <6% -17 .1 31,2 0,998 <10%
Tiametoxam 25,5 17,8 0,998 < 6% 50,2 16,6 0,999 < 3%
Imidacloprido 148,8 14,7 1,000 <16% 149,3 13,8 0,999 <16%
Clotianidina 27 1 20,7 0,999 < 3% 38,2 19,9 1,000 <2%
Tiacloprido 74,6 67,2 1,000 < 9% 69,4 65,9 1,000 <5%
Carbaril 37,7 76,3 0,999 <7% 33,4 77,6 0,997 <10%
Azoxistrobina -3317,4 246,6 0,995 < 6% -823,4 250,5 0,999 < 3%
Fenamidona -13212,7 2457 0,996 < 6% -8183,0 2544 0,998 <4%
Malationa 14401 97,0 0,999 <4% 2205,2 96,3 0,999 <4%
Iprodiona -26,6 51 0,998 <18% -11,2 4.4 0,999 <3%
Procloraz -56,8 144,2 0,999 < 8% -104,7 147,2 0,999 <10%
Tebuconazol -113,0 283,8 0,999 < 8% -126,8 293,5 0,999 <10%
Difenoconazol 1262,8 199,5 0,994 < 8% -1217,3 203,3 0,997 <5%
Alface Mimosa Alface Roxa
Agrotoéxico Coe_ficiente Coeficiente Residuos Coe_ficiente Coeficiente 2 Residuos
linear angular linear angular
Metamidofos -211,7 71,6 0,995 < 20% -317,6 78,7 0,991 < 20%
Acefato -101,6 52,3 0,995 < 20% -73,6 42,8 0,996 <20%
Carbendazim -171,4 307,2 0,996 <14% -319,7 296,6 0,997 <18%
Metomil -100,3 32,0 0,998 <12% -63,6 26,4 0,998 < 9%
Tiametoxam -29,6 18,3 0,993 <7% -34.4 14,7 0,995 <6%
Imidacloprido -58,6 14,8 0,996 < 20% -140,5 13,7 0,994 < 20%
Clotianidina -70,2 22,0 0,995 <10% -106,8 19,3 0,994 <11%
Tiacloprido -253,6 70,3 0,995 < 20% -379,9 65,1 0,993 < 20%
Carbaril 3,5 78,1 0,997 < 8% -87.4 74,2 0,995 <18%
Azoxistrobina -4134,3 248,2 0,996 <5% -14634,7 232,9 0,993 <17%
Fenamidona -7117,0 252,8 0,997 <5% -24199,6 242,0 0,996 <12%
Malationa -12016,2 98,1 0,998 <5% -29796,0 87,2 0,996 <10%
Iprodiona -44 5 4,8 0,994 < 20% -32,7 4,3 0,996 <19%
Procloraz -214,0 149,4 0,995 <13% -244.8 144,1 0,995 <12%
Tebuconazol -185,6 302,3 0,998 <13% -227,8 284,5 0,999 <11%
Difenoconazol -4794,9 200,9 0,995 <11% -6060,7 186,1 0,991 <14%
4.5.2 Determinacdao de agrotéxicos em amostras de alface

disponiveis no comércio

A Tabela 30 apresenta os resultados obtidos na determinagédo de agrotoxicos em

amostras de diferentes variedades de alface adquiridas no comércio de Campinas-SP,

assim como a adequacdo dessas amostras frente a ANVISA. A Tabela 30 também

apresenta a natureza, procedéncia, tipo de cultivo e as por¢des analisadas de cada

amostra.
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Tabela 30: Agrotdxicos detectados e suas respectivas concentragdes, nas diferentes porgoes e
variedades de amostras de alface analisadas.

Concentragao do agrotéxico (ug/kg)

Concentracdes
ori ti A - Folhas encontradas
Amostra® l;;gem e tipo grotéxicos Folhas sem Folhas lavadas Caule estio de
e cultivo detectados lavadas com .
lavagem com agua  hipoclorito isolado acordo com a
ANVISA?
de sodio
c1 Paulinia-SP Imidacloprido <LQ <LQ <LQ <LQ Sim (<LMRP)
(Solo) Difenoconazol <LQ <LQ <LQ <LQ Sim (<LMR®)
co Paulinia-SP Imidacloprido <LQ <LQ <LQ <LQ Sim (<LMRP)
(Solo) Clotianidina <LQ <LQ <LQ <LQ Sim (<LMR")
Metamidofos 161 £ 6* 693 756 14 £1 Nao (NA®)
c3 Campinas-SP Acefato 2196 £ 162* 667 + 69* 947 + 33* 103 £ 5* Nao (NA®)
(Solo) Carbendazim 84 + 6* 17 +£1 131 31+2* Nao (NA°)
Imidacloprido <LQ <LQ <LQ <LQ Sim (<LMR®)
ltatiba-SP Imidacloprido 1853 + 142* - 1624 + 91* - Nzo (>LMR®)
c4 (Hidroponia) Tebuconazol 19+ 1 - 11+1 - Nao (NA®)
P Difenoconazol <LQ - <LQ - Sim (<LMR®)
Metamidofés 31+1 - 191 - Nao (NA°)
c5 Campinas-SP Acefato 812 - 69 +4 - Nao (NA®)
(Hidroponia) Imidacloprido 1274 + 52* - 1255 + 72* - Nzo (>LMR®)
Azoxistrobina <LQ - <LQ - Sim (<LMR®)
Nova Odessa-  Imidacloprido <LQ - <LQ - Sim (<LMRP)
c6 SP Fenamidona <LQ - <LQ - Sim (<LMR®)
(Hidroponia) Tebuconazol <LQ - <LQ - Nao (NA®
Metamidofés <LQ <LQ - - Nao (NA®)
Acefato <LQ <LQ - - Nao (NA®)
L1 Campinas-SP Tiametoxam <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
(Solo) Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Azoxistrobina <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Difenoconazol <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Tiametoxam <LQ <LQ - - Sim (<LMRP)
Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Ibitina-SP Clotianidina <LQ <LQ - - Sim (<LMRZ)
L2 (Hidroponia) Azoxistrobina 222 + 14 <LQ - - Sim (<LMRb)
Fenamidona <LQ <LQ - - Sim (<LMR")
Iprodiona <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Difenoconazol 211+ 26 131+ 11 - - Sim (<LMR")
Acefato <LQ <LQ - - Nao (NA®)
A1 Campinas-SP Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
(Solo) Azoxistrobina <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Difenoconazol <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
A2 Paulinia-SP Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMRP)
(Solo) Difenoconazol <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
M1 Solo Difenoconazol <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Tiametoxam <LQ <LQ - - Sim (<LMRP)
Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
M2 Ibiuna-SP Clotianidina <LQ <LQ - - Sim (<LMR®)
(Hidroponia) Azoxistrobina 405+ 13 <LQ - - Sim (<LMR®)
Iprodiona <LOQ <LQ - - Sim (<LMR®)
Difenoconazol 445 + 14 144 + 24 - - Sim (<LMR®)
R1 Paulinia-SP Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMRP)
(Solo) Azoxistrobina <LQ <LQ - - Sim (<LMR:)
Imidacloprido <LQ <LQ - - Sim (<LMR")
R2 Solo Azoxistrobina <LQ ND* - - Sim (<LMR®)

*Natureza das amostras: C1 a C6 (alface crespa); L1 e L2 (alface lisa); A1 e A2 (alface americana); M1 e M2 (alface
mimosa) e R1 e R2 (alface roxa). Uma amostra compreende 1 pé de alface selecionado aleatoriamente, sendo
subdividido em folhas e caule, quando aplicavel. °LMR: limite maximo de residuo. °NA: analito n&o autorizado. *Amostras
foram diluidas, na matriz “branco”, empregando-se diferentes taxas de diluigdo, para a quantificagdo dos agrotéxicos.
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Analisando-se a Tabela 30, para a alface crespa, dentre as 3 amostras cultivadas
em solo, apenas uma apresentou agrotdéxicos n&o permitidos para serem empregados,
sendo o metamidofds, o acefato e o carbendazim. Além disso, esses agrotéxicos foram
determinados em maiores concentracoes nas folhas do que no caule, evidenciando a
ocorréncia da aplicagcado foliar dos mesmos. Em relacdo as amostras hidropdnicas,
todas apresentaram agrotoxicos acima do LMR e/ou ndo permitidos para uso em alface.

A elevada incidéncia de agrotdéxicos em amostras de origem hidropdnica, que sao
produzidas em estufas protegidas, com o uso de solugdes aquosas contendo nutrientes
essenciais, que teoricamente seriam menos afetadas por insetos e patdogenos, pode ser
justificada pela aplicagao foliar dos agrotoxicos, assim como a possibilidade de adig&o
destes produtos na solugédo de hidroponia, fazendo com que haja elevada absor¢ao do
agrotoxico pela planta, o que ndo ocorre no solo, uma vez que 0s agrotoxicos sao
aplicados por pulverizacdo, sendo parte dissipada no meio ambiente, podendo ser
absorvido pelo solo, conduzido pelas aguas de chuva, entre outros.

Também a partir da Tabela 30, para as outras variedades de alface, dentre as 8
amostras de alface analisadas, duas apresentaram inconformidades frente a ANVISA,
uma vez que foram detectados os agrotoxicos metamidofés e acefato, ndo autorizados
em alface, além do fato do uso do metamidofés ter sido proibido no Brasil, desde 2012.
As demais amostras analisadas apresentaram agrotoxicos em concentragdes abaixo do
LQ do método e, consequentemente, abaixo do LMR estipulado pela ANVISA.

Em relacdo ao agrotoxico metamidofds, nao foi possivel confirmar sua presenca
nas amostras em que foi detectado, uma vez que este analito € um produto de
degradagao do acefato, podendo nao ter sido aplicado diretamente nas amostras de
alface. A propria ANVISA afirma que, para fins de monitoramento de residuos, a
presenca do metabdlito metamidofos sera aceitavel apenas quando em concentragao
inferior & concentragdo de acefato®. Analisando-se os resultados obtidos, observa-se
que em todas as amostras na qual se detectou o acefato, o metamidofés também
estava presente em menores concentracoes.

Analisando-se o efeito das etapas de lavagem, observou-se uma diminuicao na
concentragao de todos os agrotéxicos apos submissdo das folhas a lavagem com agua
ou com uma mistura de agua e hipoclorito de sédio. No entanto, a etapa de lavagem
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nao removeu completamente os agrotoxicos presentes na alface, contribuindo apenas
para a remoc¢ao de parte dos agrotoxicos que se encontravam na superficie das folhas.
Dentre os dois tipos de lavagem estudados, observou-se pouca diferenga entre eles,
sendo o hipoclorito de sédio responsavel, principalmente, por eliminar os possiveis
agentes microbioldgicos presentes na alface.

De modo geral, de acordo com a Tabela 30, observou-se que 43% das amostras
analisadas nao estdo satisfatérias, de acordo com a ANVISA, apresentando, em sua
maioria, agrotoxicos nao permitidos para serem aplicados em alface. Essa mesma

tendéncia foi observada nas analises realizadas pelo PARA, nos anos de 2009 a 2011.

4.5.3 Aplicagcao do método para a analise de espinafre

Inicialmente, adquiriu-se uma amostra de espinafre, isenta de agrotoxicos, no
comeércio de Campinas-SP e avaliou-se a seletividade do método, a fim de verificar a
possivel presenca de interferentes da matriz, com eluicdo proxima aos analitos.
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Figura 30: Comparagéao dos sinais analiticos dos 16 agrotoxicos estudados, obtidos através da
analise de: (A) uma amostra de espinafre “branco” apds a extragdo e (B) uma amostra de
espinafre fortificada apds a extragao, no limite de quantificagdo do método.
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Nesse estudo, apresentado na Figura 30, comparando os sinais analiticos obtidos
através da analise de uma amostra “branco” e uma amostra fortificada, no limite de
quantificacdo do método, ndo se observou a presenca de picos interferentes,
garantindo a seletividade do método.

Posteriormente, estudos de porcentagens de recuperagdo foram realizados,
fortificando as amostras com concentracdo 3xC,, definido para cada analito, e
submetendo-as a extragao pelo método QUEChERS otimizado. O efeito matriz também
foi avaliado para amostras de espinafre, através da comparagao do sinal analitico e da
analise gravimeétrica. A Tabela 31 apresenta os resultados de recuperagao e efeito
matriz obtidos para a matriz espinafre.

Tabela 31: Porcentagens de recuperagido, coeficientes de variacdo de cada agrotodxico
estudado e estudos de efeito matriz realizado em dois niveis de fortificacdo, empregando-se o
método QUEChERS para a analise de espinafre.

Agrotéxico Porcentagem de Coeficiente de Efeito Matriz (%)®
Recuperagao (%) Variagao (%) Co 3xC,
Metamidofds 74 3 4 2
Acefato 85 6 -11 -6
Carbendazim 98 7 -3 -4
Metomil 99 3 0 -3
Tiametoxam 101 5 2
Imidacloprido 106 11 1 -2
Clotianidina 103 9 -1 -4
Tiacloprido 104 11 -15 -12
Carbairil 106 11 5 2
Azoxistrobina 104 10 -2 8
Fenamidona 105 5 -5 0
Malationa 106 6 -2 0
Iprodiona 99 5 -12 4
Procloraz 105 8 -3 0
Tebuconazol 99 5 -2 1
Difenoconazol 114 14 -12 3

“Efeito matriz obtido pelo método da comparacéo do sinal analitico, determinado através da Equacao 6.

Analisando-se a Tabela 31, obtiveram-se porcentagens de recuperagdo na faixa
de 74% a 114%, com coeficientes de variagao inferiores a 14%, indicando que o
método de extracdo otimizado para a alface também pode ser utilizado para a extragao
de agrotoxicos de amostras de espinafre. Em relagdo ao efeito matriz, obtiveram-se
resultados na faixa de 0 £ 20% para todos os analitos estudados, indicando que o efeito

matriz pode ser considerado desprezivel, nas amostras de espinafre.
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Em relacdo a analise gravimétrica, para 4 determinagdes, obteve-se uma
quantidade média de residuo sdlido de 6,4 mg, maior que a massa de residuo solido
encontrada nas amostras de alface, possivelmente devido a maior pigmentagado do
espinafre frente a alface. No entanto, mesmo com elevado teor de residuo solido, os
compostos presentes n&o interferem significativamente na detecgdo dos analitos,
conforme demonstrado nos estudos de efeito matriz.

Curvas analiticas em solvente e na matriz “branco” fortificada apds o processo de
extracdo foram elaboradas, para avaliacdo da linearidade do método, nos mesmos
niveis de fortificacdo estabelecidos para a alface crespa e apresentados na Tabela 8.
Os resultados obtidos da elaboragao das curvas analiticas para a matriz espinafre estao
apresentados na Tabela 32. Analisando-se o0s resultados obtidos, obtiveram-se
coeficientes de determinagédo superiores a 0,990 e residuos menores que 20%, para

ambas as curvas elaboradas, confirmando a linearidade do método.

Tabela 32: Resultados de regresséao linear obtidos pelas curvas analiticas elaboradas para a
matriz espinafre em solvente e pelo método de superposi¢cdo de matriz (fortificagdo de uma
matriz “branco” extraida).

Curvas Analiticas para o Espinafre

Agrotéxico — Cur\c/:a efm Solvente CCu:;va porCSu;:erposigéo de Matriz

oer. oer. . a oer. oer. . a

linear angular r Residuos linear angular r Residuos
Metamidofés -113,5 39,4 1,000 <1% 2,5 40,0 0,990 <7%
Acefato -38,2 443 0,999 <2% 52,7 35,1 0,997 <4%
Carbendazim -138,7 305,1 1,000 <2% 256,7 248,8 1,000 <4%
Metomil -23,4 284 0,999 <2% 95,2 21,6 0,999 <4%
Tiametoxam -91,1 15,0 0,999 <2% 21,4 12,0 0,996 < 3%
Imidacloprido -36,1 14,3 0,999 <2% 93,7 14,5 0,999 <15%
Clotianidina -26,6 18,1 0,999 <3% 19,5 18,6 0,998 <5%
Tiacloprido 111,4 61,8 0,999 <15% 119,6 61,4 0,999 <16%
Carbairil 82,0 65,0 0,998 <8% 100,7 65,2 0,999 <4%
Azoxistrobina 11609,8 195,5 0,992 <8% 11640,6 198,9 0,994 <7%
Fenamidona 94247 203,4 0,994 <7% 26407 ,1 199,1 0,996 <6%
Malationa -17542,2 83,2 0,999 <3% -1255,9 82,5 0,999 < 3%
Iprodiona 70,8 1,4 0,988 <20% -20,2 3,6 0,999 <4%
Procloraz 160,2 112,7 0,998 <5% 141,7 117,9 1,000 <4%
Tebuconazol 49,9 2456 1,000 <1% 123,5 2511 1,000 <2%
Difenoconazol 8839,9 151,5 0,994 <6% 3719,0 211,7 0,996 <3%

“Residuos da curva analitica, em madulo.

A Figura 31 apresenta as curvas analiticas obtidas para cada agrotoxico estudado

e a Figura 32 apresenta o grafico de residuos da regresséo linear.
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Figura 31: Curvas analiticas obtidas em solvente e por padronizagao externa com superposigao
de matriz para cada um dos analitos estudados, na matriz espinafre.
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Figura 32: Residuos da regressao linear obtida para os agrotdxicos estudados, em espinafre.
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Analisando-se a Figura 31, comparando-se as curvas elaboradas em solvente e
por superposi¢cao de matriz, observa-se que, para a maioria dos agrotoxicos, as curvas
se sobrepdem ou sao paralelas, confirmando a baixa incidéncia de efeito matriz nas
amostras de espinafre, conforme também observado nos estudos de efeito matriz
realizados por comparacao do sinal analitico nas concentragdes de Cy e 3xCy.

Dessa forma, através dos estudos de recuperacio, efeito matriz e linearidade,
concluiu-se que o método desenvolvido e validado pode ser aplicado na analise de
amostras de espinafre, fornecendo resultados confiaveis.

Uma vez que o método desenvolvido pode ser aplicavel, amostras de espinafre
foram adquiridas no comércio de Campinas-SP e foram submetidas a analise para
verificar a presenga de agrotoxicos. As caracteristicas das amostras adquiridas e os
respectivos resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 33. As amostras foram
analisadas in natura, sem nenhuma etapa de lavagem antes da homogeneizagao.

Na Tabela 33, estdo apresentados os resultados de concentragdo dos agrotéxicos,
obtidos através do emprego das curvas analiticas elaboradas em solvente e por
superposicao de matriz. Como o efeito matriz em amostras de espinafre € pouco
pronunciavel para todos os analitos, espera-se que sejam obtidos resultados
semelhantes empregando-se ambas as curvas, havendo pequenos desvios entre os
resultados.

Tabela 33: Agrotoxicos detectados e suas respectivas concentragdes, assim como a
procedéncia das amostras de espinafre adquiridas no comércio de Campinas-SP.

Concentragido do agrotoxico (ug/kg)

a . Agrotoxicos Curva por . .
Amostra Procedéncia detectados Céurva em superposizéo de Estu_’natlva c~ioa
olvente . desvio padrao
matriz
Carbendazim <LQ <LQ -
Tiametoxam 104 £ 1* 111 +£1* 5
1 Paulinia-SP Imidacloprido 1135 106 £5 5
Clotianidina 52 +1 49 £ 1 2
Difenoconazol <LQ <LQ -
° ) Imidacloprido <LQ <LQ -
Difenoconazol <LQ <LQ -
3 Campinas-SP  Imidacloprido 674 60+4 5
Carbendazim 202 22+ 2 2
4 Teresopolis-RJ  Imidacloprido 54 +2 48 £ 2 4
Difenoconazol <LQ <LQ -

“Estimativa do desvio padrdo entre os resultados de concentracdo, obtidos pelas curvas analiticas
elaboradas em solvente e por superposi¢cao de matriz. *Amostras foram diluidas, na matriz “branco”.
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Analisando-se a Tabela 33, através dos pequenos desvios obtidos na
determinacdo da concentragdo dos agrotoxicos empregando diferentes curvas
analiticas, observa-se que a quantificagdo de agrotoxicos em amostra de espinafre
pode ser realizada empregando qualquer uma das curvas analiticas, uma vez que
foram obtidos desvios na faixa de incerteza da medida dos resultados. Além disso,
pode-se verificar que houve a deteccdo de agrotdxicos nas quatro amostras de
espinafre analisadas, que n&o sao autorizados para serem empregados nessa cultura,
sugerindo a necessidade de se realizar o monitoramento dessa cultura, a fim de

minimizar a incidéncia de agrotoxicos fora dos limites estabelecidos pela ANVISA.

4.6 Transferéncia do método desenvolvido para a CLUE-EM/EM

O método desenvolvido para a determinagao de agrotdxicos em alface otimizado e
validado com o uso da técnica de CLAE-EM/EM foi transferido para a CLUE-EM/EM. O
mesmo procedimento de preparo de amostra QUEChERS otimizado foi empregado para
a extragdo dos agrotoxicos e analise dos extratos por CLUE-EM/EM. Os parémetros
instrumentais do espectrometro de massas também foram mantidos constantes,

conforme descrito na secéo 3.11.1.

4.6.1 Definicdo dos ions monitorados e dos parametros de
fragmentag¢ao por CLUE-EM/EM

Através da infusao direta no espectrometro de massas, os analitos em estudo, na
presenca de acido formico e na fonte de eletrospray, foram ionizados na forma [M+H]",
formando ions precursores, sendo M a massa monoisotdépica de cada analito. No
analisador, o ion precursor foi selecionado no primeiro quadrupolo, fragmentado na
camara de colisdo por um potencial elétrico, gerando fragmentos de diferentes
intensidades que foram analisados no terceiro quadrupolo.

Dessa forma, através da infusdo direta dos analitos no espectrémetro de massas,
foi possivel definir o ion precursor e seus fragmentos, definindo as transigcdes de massa
para a quantificagcdo e a confirmagao dos agrotdxicos, assim como a voltagem do cone
e a energia de colisdo, parametros otimizados para cada transi¢do de massa.

A Tabela 34 apresenta as transi¢des de massas dos agrotoxicos estudados, assim

como a energia de colisdo e a voltagem do cone de cada analito.
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Tabela 34: Apresentacado das transicbes de massa definidas para cada agrotdxico estudado,
assim como a energia de colisdo e a voltagem do cone otimizadas para cada transigdo,
empregando-se CLUE-EM/EM.

Agrotéxico Transigao dea Transigao deb Energia de Voltagem

Quantificagao Confirmagao Colisdo (eV) do cone (V)
Metamidofds 141,91>93,8 141,91>124,9 14 (Q%) 12 (C") 25
Acefato 184,03>143,0 184,03>125,0 8 (Q@%) 20 (C” 10
Carbendazim 192,09>160,1 192,09>132,1 18 (Q°) 28 (C") 25
Metomil 163,03>87,8 163,03>105,9 8 (Q% 10(C” 15
Tiametoxam 292,16>211,1 292,16>181,1 12 (Q%) 24 (C") 20
Imidacloprido 256,16>175,1 256,16>209,3 20 (Q@%) 12(C" 25
Clotianidina 250,09>169,0 250,09>132,0 12 (Q%) 16 (C") 20
Tiacloprido 253,16>126,0 253,16>89,9 20 (Q%) 38 (C") 30
Carbaril 202,16>145,0 202,16>127,0 8 (Q%) 28 (C" 15
Azoxistrobina 404,22>372,2 404,22>344,2 14 (Q%) 24 (C") 25
Fenamidona 312,22>91,9 312,22>236,3 24 (Q%) 16 (C") 20
Malationa 331,16>127,0 331,16>98,9 12 (Q%) 20 (C") 15
Iprodiona 330,16>245,1 330,16>288,2 16 (Q°) 10 (C") 20
Procloraz 376,16>308,1 376,16>266,1 12 (Q%) 16 (C") 20
Tebuconazol 308,28>69,7 308,28>125,0 20 (Q@%) 30 (C") 30
Difenoconazol 406,22>251,2 406,22>337,1 24 (Q%) 16 (C") 35

*Transicdo de quantificacdo. "Transi¢do de confirmac&o.
4.6.2 Separacao cromatografica dos agrotéxicos por CLUE-EM/EM

As condigdes cromatograficas de separagao foram inicialmente determinadas por
meio da transferéncia dos parametros do método desenvolvido por CLAE para o
sistema CLUE, empregando-se o software Acquity Column Calculator (Waters).

O software converteu as condigbes cromatograficas otimizadas em CLAE, para a
CLUE, do seguinte modo: separagdo cromatografica no modo gradiente linear,
variando-se a composi¢ao da fase mével MeOH:H,O 0,1% de acido formico (% v/v) da
seguinte maneira: 0 min — 15:85; 2,82 min — 15:85; 4,32 min - 40:60; 5,82 min — 60:40;
8,32 min — 70:30; 10,82 min — 70:30; 13,32 min — 85:15; 14,82 min — 85:15; 15,82 min —
15:85; 20 min — 15:85, empregando-se vazdo de 0,147 mL/min, temperatura de 25 °C e
volume de injecdo de 1,7 uL. As condi¢cdes de separagao obtidas pelo software foram
avaliadas experimentalmente e nenhuma alteracdo adicional foi necessaria, uma vez
que a separacgao cromatografica apresentou-se satisfatoria.

O cromatograma de ions totais obtido, durante os 15 minutos da separagao
cromatografica e de mais 5 minutos de reequilibrio da coluna, estd apresentado na
Figura 33. A Figura 33 também mostra um comparativo entre os cromatogramas,
obtidos através das técnicas CLAE e CLUE.
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Figura 33: (A) Cromatograma de ions totais obtido na separagdo cromatografica dos 16
agrotoxicos estudados por CLUE, utilizando-se coluna analitica Acquity UPLC® BEH C18 (50 x
2,1 mm, 1,7 um) e coluna de guarda Van Guard® BEH C18 (5 x 2,1 mm, 1,7 ym). Condi¢des
cromatograficas: volume de injecao: 1,7 uL; fase movel MeOH:H,O 0,1% de &cido férmico (%
v/v) variando linearmente: 0 min — 15:85; 2,82 min — 15:85; 4,32 min - 40:60; 5,82 min — 60:40;
8,32 min — 70:30; 10,82 min — 70:30; 13,32 min — 85:15; 14,82 min — 85:15; 15,82 min — 15:85;
20 min — 15:85; vazao de 0,147 mL/min e temperatura de 25 °C. (B) Comparativo entre os
cromatogramas de ions totais obtidos na separagdo cromatografica dos agrotoxicos pelas
técnicas de CLAE e CLUE. As condigbes cromatograficas de analise por CLAE estao descritas
na Figura 11. Identificacdo dos picos: (1) metamidofds, (2) acefato, (3) carbendazim, (4)
metomil, (5) tiametoxam, (6) imidacloprido, (7) clotianidina, (8) tiacloprido, (9) carbaril, (10)
azoxistrobina, (11) fenamidona, (12) malationa, (13) iprodiona, (14) procloraz, (15) tebuconazol
e (16) difenoconazol.

A Tabela 35 apresenta o tempo de retencdo de cada analito, assim como o
logaritmo do coeficiente de particio octanol/agua, de acordo com a IUPAC®.
Tabela 35: Tempo de retencéo de cada agrotdxico estudado, no modo gradiente otimizado para

a separagao cromatografica por CLUE, assim como o logaritmo do coeficiente de particdo
octanol/agua de cada analito.

Tempo de retengéao

Agrotéxico Tempo (t:?i;?tengao logP? Agrotéxico (min) logP?
Metamidofés 1,64 -0,79 Carbaril 7,71 2,36
Acefato 1,92 -0,85 Azoxistrobina 8,84 2,50
Carbendazim 4,29 1,48 Fenamidona 9,16 2,80
Metomil 4,58 0,09 Malationa 9,51 2,75
Tiametoxam 5,14 -0,13 Iprodiona 10,67 3,10
Imidacloprido 5,94 0,57 Procloraz 11,05 3,50
Clotianidina 5,99 0,91 Tebuconazol 11,44 3,70
Tiacloprido 6,62 1,26 Difenoconazol 13,16 4,36

®logaritmo do coeficiente de partigdo octanol/agua em pH 7 e 20 °C, de acordo com a IUPAC™.
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Analisando-se a Figura 33A e a Tabela 35, observa-se que houve separagdo dos
analitos em 15 minutos por CLUE-EM/EM, sendo metade do tempo empregado para a
separagao dos 16 agrotdoxicos por CLAE-EM/EM, indicando a maior velocidade de
analise pela técnica CLUE-EM/EM.

Analisando-se a Figura 33B, observa-se que os analitos mantiveram a mesma
ordem de eluigdo, empregando-se as técnicas de CLAE e CLUE, uma vez que as
colunas cromatograficas empregadas possuem fase estacionaria de mesma natureza
(C18), embora com propriedades e tecnologias diferentes, como dimensdes da coluna,
tamanho e tipo de particula. Em relacdo ao comportamento dos analitos nas diferentes
colunas e sistemas cromatograficos, obtiveram-se pequenas alteragbes na eluicdo dos
compostos carbendazim, metomil, imidacloprido e clotianidina que coeluiram no sistema
de CLUE-EM/EM, enquanto apresentaram maior resolugdo em CLAE-EM/EM, podendo
afetar na detectabilidade desses analitos.

A Tabela 36 apresenta a subdivisdo do cromatograma otimizado em janelas,
assim como o dwell time definido para cada intervalo de tempo de analise por CLUE-
EM/EM, a fim de otimizar a detectabilidade dos analitos e garantir que os picos

cromatograficos sejam adquiridos com, no minimo, 15 pontos.

Tabela 36: Compostos monitorados em cada intervalo de tempo da analise cromatografica por
CLUE-EM/EM, assim como o dwell time definido para cada janela.

Janela Intervalo de Tempo (min) Compostos Monitorados Dwell Time (s)
1 0,00 -4,00 Metamidofés e Acefato 0,5
Carbendazim, Metomil, Tiametoxam,
2 2,50 - 7,60 Imidacloprido, Clotianidina e Tiacloprido 0.1
3 7,10 -8,70 Carbaril 0,8
4 8,30 -10,60 Azoxistrobina, Fenamidona e Malationa 0,3
5 10,10 - 13,20 Iprodiona, Procloraz e Tebuconazol 0,3
6 12,20 — 20,00 Difenoconazol 0,9

A Tabela 37 apresenta uma comparacdo dos resultados obtidos em relacdo a
separagao cromatografica por CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, em relagao ao tempo de
analise, vazao da fase movel, volume de injegao e volume da fase movel.

Através dos dados apresentados na Tabela 37, pode-se observar que houve uma
reducao de 50% no tempo da anadlise cromatografica, quando se emprega o sistema

CLUE-EM/EM, além do fato de menores vazdes de fase movel serem empregadas,
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reduzindo a quantidade de solvente utilizada em aproximadamente 4 vezes e os custos
das analises. Além disso, o volume de amostra a ser utilizado em CLUE-EM/EM
também reduziu cerca de quatro vezes, fazendo com que menores quantidades de
amostra sejam injetadas no equipamento, preservando a coluna e todo o sistema
cromatografico.

Tabela 37: Comparacao dos resultados obtidos para a separagdo cromatografica dos
agrotoxicos, empregando os sistemas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM.

Parédmetro CLAE-EM/EM CLUE-EM/EM  Vantagens da CLUE-EM/EM
Tempo de andlise (min) 30 15 Redugéo 50%
Vazéo da fase mével (mL/min) 0,3 0,147 Redugéo 51%
Volume de injec&o (uL) 7 1,7 Redugéo 76%
Volume de fase mével (mL) 9,0 2,2 Redugéo 76%

4.6.3 Determinagao das concentragdes iniciais de trabalho por
CLUE-EM/EM

A Tabela 38 apresenta as concentragdes iniciais de trabalho (Cop), definidas
visualmente em solvente, empregando-se CLUE-EM/EM, observando-se a menor
concentragao detectavel na qual foi possivel distinguir claramente entre o sinal analitico
e o ruido, e também considerando a repetitividade das areas dos picos obtidas em trés
diferentes inje¢des. A Tabela 38 também apresenta os valores de C, obtidos por CLAE-
EM/EM, anteriormente apresentados na Tabela 15, para fins de comparacéo.

Além dos valores de Cp, a Tabela 38 também apresenta as razbes entre a
intensidade dos ions de quantificagdo e confirmacéo, gerados por eletrospray no modo
ion positivo, empregando-se a CLUE-EM/EM.

Através da Tabela 38, observa-se que a maioria dos analitos apresentou valores
de concentragdo Cy menores ou iguais ao empregar a CLUE-EM/EM, com excec¢ao do
analito acefato. Os valores dessas concentracbes s&o indicativos da maior
detectabilidade do sistema CLUE-EM/EM em relacdo a CLAE-EM/EM. Também,
através desses valores, pode-se notar que a detectabilidade dos analitos carbendazim
e metomil ndo foi afetada, em relagdo a CLAE-EM/EM pelo fato de estarem coeluindo
no sistema CLUE-EM/EM. No entanto, uma vez que os valores de Cy sdo obtidos
visualmente, o aumento da detectabilidade do sistema CLUE-EM/EM em relagdo ao
CLAE-EM/EM apenas pode ser comprovada através dos estudos de determinacéo dos

limites de deteccao do instrumento.
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Tabela 38: Concentragdes iniciais de trabalho (C,) para os agrotoxicos estudados empregando-
se a CLAE-EM/EM e a CLUE-EM/EM e a razao entre os ions de quantificagdo e confirmacéo,
obtida por CLUE-EM/EM, assim como seus desvios aceitos, de acordo com o SANCO.

CLUE-EM/EM CLUE-EM/EM CLAE-EM/EM
Agrotéxico Razao ent.r? osjons Tolgréncia dg Co 3%C, Co 3%C,
de quantificacéo e desvio da razéo (Mgll)  (ug/L) (Hg/L) (Hg/L)
confirmagao entre os ions® Hg Hg Hg Hg
Metamidofés 1,8:1 (55%) 20% 15 45 20 60
Acefato 16,7:1 (6%) 50% 35 105 15 45
Carbendazim 6,1:1 (16%) 30% 5 15 5 15
Metomil 1,4:1 (70%) 20% 10 30 25 75
Tiametoxam 1,7:1 (58%) 20% 20 60 35 105
Imidacloprido 1,4:1 (73%) 20% 15 45 45 135
Clotianidina 1,2:1 (85%) 20% 15 45 30 90
Tiacloprido 4,71 (21%) 25% 5 15 15 45
Carbaril 41 1(24%) 25% 5 15 10 30
Azoxistrobina 1:1 (32%) 25% 5 15 5 15
Fenamidona 0:1 (98%) 20% 5 15 5 15
Malationa 6:1 (64%) 20% 5 15 15 45
Iprodiona 3:1 (23%) 25% 40 120 45 135
Procloraz 6 9:1 (14%) 30% 5 15 10 30
Tebuconazol 10,4:1 (10%) 50% 5 15 5 15
Difenoconazol 3,0:1 (34%) 25% 5 15 10 30

@As tolerancias aceitaveis de desvio da razdo entre os ions expressas na tabela e utilizadas no trabalho
estdo descritas no Documento N° SANCO/12495/2011. No entanto, em revisbes mais recentes deste
guia (SANCO/12571/2013), as tolerancias foram alteradas para 30%, independente do valor da razéo
entre os ions. Valores de tolerancia maiores que 30% foram empregadas apenas para os analitos acefato
e tebuconazol, porém nao comprometeram a qualidade dos resultados obtidos.

Os valores de C, obtidos foram empregados nos estudos de porcentagem de
recuperacao e efeito matriz, avaliado através da comparacao do sinal analitico, de

acordo com a Equacéao 6.

4.6.4 Estudos de recuperacao e efeito matriz da alface crespa por
CLUE-EM/EM

A Tabela 39 apresenta os resultados de porcentagem de recuperagao (obtidos na
concentragao 3xCy) e efeito matriz avaliado através do método da comparacgéo do sinal
analitico (em dois niveis de fortificagcdo, Co e 3xCp), empregando-se o método
QuEChERS otimizado, utilizando-se tampao citrato, acetonitrila, agitagdo por vortex,
centrifugagdo de 5 min a 5000 rpm e limpeza da amostra com 175 mg PSA, 1,050 g
MgSO4 e 35 mg GCB.
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Tabela 39: Porcentagens de recuperagao e coeficientes de variagdo de cada agrotéxico
estudado e estudos de efeito matriz realizado em dois niveis de fortificacdo, empregando-se o
método QUEChERS com o uso da CLUE-EM/EM.

Agrotéxico Porcentagem de Coeficiente de Efeito Matriz (%)°
Recuperagao (%) Variagao (%) Co 3xC,
Metamidofés 78 12 12 -4
Acefato 90 17 10 8
Carbendazim 97 12 28 8
Metomil 98 19 -32 -19
Tiametoxam 102 20 -23 -28
Imidacloprido 106 16 -12 -10
Clotianidina 112 18 -18 -1
Tiacloprido 107 15 -23 -34
Carbaril 109 18 -13 -12
Azoxistrobina 103 15 -8 -15
Fenamidona 107 11 -8 -2
Malationa 100 12 -2 0
Iprodiona 115 17 -3 12
Procloraz 93 7 -5 2
Tebuconazol 102 13 -4 2
Difenoconazol 105 11 -4 0

“Efeito matriz obtido pelo método da comparacéo do sinal analitico, determinado através da Equac&o 6.

Analisando-se os dados da Tabela 39, observa-se que todos os agrotoxicos
estudados apresentaram porcentagens de recuperagdo na faixa de 70-120%, com
coeficientes de variagao abaixo de 20%.

Em relac&o ao efeito matriz, nos dois niveis de fortificagdo avaliados, observou-se
que apenas 4 analitos apresentaram efeito matriz significativo (superior a 20% ou
inferior a -20%). Comparando-se esses resultados com os obtidos empregando-se a
CLAE-EM/EM, no qual 8 analitos apresentaram efeito matriz significativo, de acordo
com a Tabela 19, pode-se observar uma menor influéncia dos componentes da matriz
na ionizagdo dos analitos, empregando a técnica de CLUE-EM/EM, para a alface
crespa. A fim de se obterem maiores informacdes sobre a influéncia da técnica analitica
nos resultados de efeito matriz, este também foi estudado para diferentes variedades

de alface (lisa, americana, mimosa e roxa) e para a matriz espinafre.

4.6.5 Estudo do efeito matriz nas diferentes variedades de alface e
espinafre por CLUE-EM/EM

A Tabela 40 apresenta os estudos de efeito matriz realizados através do método
da comparacéo do sinal analitico, avaliado em dois niveis de concentragéo (Co e 3xCy),

para as alfaces lisa, americana, mimosa e roxa e para o espinafre.
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Tabela 40: Porcentagens de efeito matriz obtidas em dois niveis de fortificagao, para as alfaces
lisa, americana, mimosa e roxa e para o espinafre, empregando-se CLUE-EM/EM.

Efeito Matriz® (%)

Alface

Agrotoxico Lisa Americana Mimosa Roxa Espinafre
Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO Co 3XCO
Metamidofés 81 99 64 146 9 -5 6 63 -4 -25
Acefato 129 186 72 186 40 15 38 141 13 3
Carbendazim 55 38 70 55 32 16 20 25 16 9
Metomil -27 0 -3 -11 -24 -31 -34 -24 -38 -23
Tiametoxam -17 -10 5 -5 -39 -24 -44 -7 -24 -30
Imidacloprido -27 -18 4 -21 -13 -20 200 60 -14 -13
Clotianidina -13 -14 -9 -20 -23 -15 -7 -13 -9 -15
Tiacloprido -41 -23 -13 -34 -17 -29 -15 -26 -36 -35
Carbaril -10 -13 -9 -16 -14 -9 -6 -6 3 -9
Azoxistrobina -17 -18 -13 -19 -13 -17 -16 -17 -11 -14
Fenamidona 1 -1 2 -12 -1 -4 4 0 2 0
Malationa 1 1 -3 4 1 -5 1 0 -9 2
Iprodiona -6 5 11 20 -7 19 -7 27 33 20
Procloraz 1 -1 -1 -12 0 -1 -4 5 -2 -4
Tebuconazol -2 6 1 -8 3 1 -1 3 -7 -2
Difenoconazol 2 1 -5 -15 -6 -2 -6 4 2 -6

“Efeito matriz obtido pelo método da comparacéo do sinal analitico, determinado através da Equacao 6.

Na Figura 34, pode-se visualizar o numero de analitos que apresentam efeito
matriz negligenciaveis ou significativos, para todas as variedades de alface estudadas,

inclusive a crespa, baseado nos dados das Tabelas 39 e 40.

(A) (B)

11-% 1< -20% 3xC, [ 1<-20%
B -20% a 0% 94 B -20% a 0%

104 I 0 2 20% I 0 2 20%

XY > 20% Y > 20%

Numero de Analitos
Numero de Analitos
(9]
1

Crespa Lisa Americana Mimosa Roxa Espinafre Crespa Lisa AmericanaMimosa Roxa Espinafre

Variedades de Alface e Espinafre Variedades de Alface e Espinafre

Figura 34: Distribuicdo numérica do efeito matriz em fungdo do tipo de matriz estudada,
avaliado por CLUE-EM/EM nos niveis de fortificagao: (A) Cy e (B) 3xC,.
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Através das Tabelas 39 e 40 pode-se verificar que, para as variedades de alface
estudadas, considerando os dois niveis de fortificacdo estudados, o efeito matriz foi
significativo para os analitos que eluem no inicio da separagdo cromatografica,
principalmente os analitos metamidoféos e acefato, apresentando valores de efeito
matriz na faixa de 40% a 186%. De acordo com a Figura 34, as alfaces lisa, americana
e mimosa apresentaram um total de 37,5% dos analitos com efeito matriz significativo,
enquanto que a alface roxa apresentou 50% dos analitos com efeito matriz superior a
20% (ou inferior a -20%). A alface crespa, por sua vez, conforme discutido
anteriormente, apresentou 25% dos analitos com efeito matriz significativo. Em relagao
ao espinafre, cinco analitos (31,2%) apresentaram efeito matriz superior a 20% (ou
inferior a -20%), com valores abaixo de 40%.

Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 39 e 40 e na Figura 34,
em relacdo aos dados de efeito matriz obtidos por CLAE-EM/EM, apresentados
anteriormente na Tabela 28 e na Figura 29, pode-se observar um aumento no numero
de analitos que apresentaram efeito matriz significativo, para todas as variedades de
alface estudadas e para o espinafre. Enquanto que por CLAE-EM/EM a alface crespa
foi a matriz que apresentou maior numero de compostos com efeito matriz significativo,
em CLUE-EM/EM essa matriz foi a que obteve menor influéncia dos componentes da
matriz na ionizacdo dos analitos. Em relacdo ao espinafre, o efeito matriz foi maior em
CLUE-EM/EM do que em CLAE-EM/EM, no qual pode ser considerado desprezivel nas
concentragdes estudadas (Cp e 3xCy).

O fato da CLUE-EM/EM apresentar maior incidéncia de efeito matriz pode ser
justificada pelo fato da concentragdo dos analitos nos extratos ser inferior a
concentracao estudada por CLAE-EM/EM, fazendo com que os componentes da matriz,
que estdo na mesma concentragao nos extratos, interfiram mais pronunciadamente na
quantificacdo dos analitos em menores concentracées. Também, uma vez que o tempo
de analise em CLUE-EM/EM é metade do tempo da CLAE-EM/EM, tem-se que os
componentes da matriz estdo eluindo no inicio da separagdo cromatografica,
juntamente com varios analitos, fazendo com que haja maior influéncia desses

compostos na ionizagado dos agrotoxicos.
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4.6.6 Validagcdao do método por CLUE-EM/EM
4.6.6.1 Limites de deteccao e de quantificagao por CLUE-EM/EM

A Tabela 41 apresenta os dados das curvas analiticas para cada analito,
elaboradas a partir da concentracdo de trabalho Cy, obtida por CLUE-EM/EM,
utilizando-se a matriz “branco” fortificada (alface crespa), para determinagao dos limites

de deteccdo e quantificacdo do instrumento.

Tabela 41: Dados das curvas analiticas obtidas para cada agrotdoxico, empregadas na
determinacgao dos limites de deteccao e quantificagdo do instrumento por CLUE-EM/EM.

Dados da curva analitica por CLUE-EM/EM

‘o Desvio do . LDi® LQi® LMR
Agrotoxico coeficiente linear Coeficiente r? sIS (ng/L) (ng/L) (ug/kg)®
(s) angular (S)
Metamidofds 11,6 19,1 0,999 0,6 2,0 6,1 NA?
Acefato 41,5 27,6 0,999 1,5 5,0 15,0 NA’
Carbendazim 47,7 150,9 0,998 0,3 1,0 3,2 NA’
Metomil 22,3 27,7 0,997 0,8 2,6 8,0 NA’
Tiametoxam 10,3 8,6 0,998 1,2 4,0 12,0 50
Imidacloprido 8,6 11,5 0,999 0,8 2,5 7,5 500
Clotianidina 6,3 10,6 0,999 0,6 2,0 6,0 100
Tiacloprido 8,4 51,9 1,000 0,2 0,5 1,6 200
Carbaril 11,2 39,3 0,999 0,3 0,9 2,8 NA’
Azoxistrobina 68,3 187,6 0,998 0,4 1,2 3,6 1000
Fenamidona 251 80,8 0,998 0,3 1,0 3.1 2000
Malationa 12,5 448 0,999 0,3 0,9 2,8 8000
Iprodiona 11,2 4,2 0,998 2,7 8,9 26,9 1000
Procloraz 55,4 145,5 0,997 0,4 1,3 3,8 NA’
Tebuconazol 55,8 180,4 0,998 0,3 1,0 3,1 NA’
Difenoconazol 89,3 179,3 0,996 0,5 1,6 5,0 500

°LDi (limite de detecgdo do instrumento) calculado como 3,3 vezes a razdo s/S; "LQi (limite de
quantificagéo do instrumento) calculado como 10 vezes a razdo s/S. °LMR de acordo com a ANVISA para
a alface; °NA: agrotéxico ndo autorizado para emprego em alface.

A partir dos resultados da Tabela 41, pode-se observar que os limites de deteccao
e de quantificacdo do instrumento alcangcaram valores menores que os LMR
estabelecidos pela ANVISA para os agrotoxicos autorizados para uso na cultura da
alface. Para os agrotoxicos nao permitidos para aplicagdo em alface (carbendazim,
acefato, carbaril, tebuconazol, metamidofés, metomil e procloraz) obtiveram-se limites
de quantificacdo abaixo de 15 ug/L.

A Figura 35 apresenta um comparativo entre os limites de detecgdo do
instrumento obtidos pelas técnicas analiticas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM.
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Figura 35: Comparativo entre os limites de detecgéo do instrumento, obtidos para a analise de
16 agrotoxicos em alface, empregando-se as técnicas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM.

De acordo com a Figura 35, menores limites de detecc&o do instrumento puderam
ser obtidos através da técnica de CLUE-EM/EM para a maioria dos agrotoxicos
estudados, com excecéo do acefato, que apresentou menor LDi empregando-se CLAE-
EM/EM. Através desse comportamento, observa-se aumento na detectabilidade dos
analitos ao empregar-se a técnica de CLUE-EM/EM, sendo vantajoso principalmente na
deteccao dos analitos ndo autorizados para uso em alface, uma vez que, idealmente,
nao devem estar presentes na hortalica. Para os analitos autorizados para serem
empregados em alface, na qual ha LMR estipulados, com valores muito superiores aos
LDi, o ganho em detectabilidade observado em CLUE-EM/EM nao afetara nos
resultados de conformidade das amostras, quando submetidas as analises para

verificagdo da presenga dos agrotoxicos.

4.6.6.2 Linearidade e curva analitica por CLUE-EM/EM

A Tabela 42 apresenta os intervalos definidos para a elaboracdo da curva
analitica, os limites de quantificacdo do método (LQ) ajustados para cada agrotoxico
estudado e os dados de regressdo linear das curvas elaboradas em solvente
(padronizagao externa) e por padronizagdo externa com superposi¢cao de matriz, assim
como os residuos obtidos.
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Tabela 42: Intervalos de concentragao das curvas analiticas obtidas por CLUE-EM/EM, o limite
de quantificacdo do método e os dados de regressdo das curvas analiticas elaboradas em
solvente e por superposi¢do de matriz.

Intervalo de

Padronizagao externa

Superposigado de matriz

- athn LQ*

Agrotéxico linearidade Coef. Coef. e Coef. Coef. e

(ng/kg) (glkg) linear  angular r*  Res. linear angular Res.

Metamidofds 6 — 30° 6 -21,7 251 0,997 <9% -15,3 247 0,993 <7%
Acefato 15 - 75° 15 -67,5 31,5 0,993 <10% 97,0 30,5 0,995 <5%
Carbendazim 3-16° 3 -220,2 207,2 0,992 <10% -25/4 174,3 0,995 <5%
Metomil 8 — 40° 8 -73,5 48,0 0,994 <7% -87,7 47,7 0,997 <6%
Tiametoxam 25 — 70° 25 95,3 43,5 0,993 <5% -27 1 23,3 0,990 <6%
Imidacloprido 250 — 700° 250 1338,9 211 0,995 <4% -194,7 155 0,993 <4%
Clotianidina 50 — 140° 50 107 1 16,6 0,989 <5% -22,8 13,9 0,997 <5%
Tiacloprido 100 — 280° 100 4408,1 1344 0995 <5% -211,8 75,2 0,995 <4%
Carbaril 3-14° 3 49,7 102,0 0,997 <6% 1,2 78,0 0,999 <7%
Azoxistrobina 500 — 1400° 500 101758,6 2834 0,995 <5% 394521 2894 0,999 <2%
Fenamidona 1000 — 2800° 1000 699,9 1036 0,996 <4% -1004,7 101,0 0,995 <4%
Malationa 3200 — 8400° 3200 94903,8 82,5 1,000 <2% 18996,4 79,9 0,999 <2%
Iprodiona 500 — 1400° 500 -120,7 7,2 0,995 <5% 32,2 7,3 0,997 <4%
Procloraz 4-19° 4 -18,4 190,8 0,999 <2% -37,3 180,1 1,000 <1%
Tebuconazol 3-16° 3 -99,1 1945 0,997 <5% 0,8 186,5 0,997 <7%
Difenoconazol 250 — 700° 250 -2133,0 198,0 0,997 <3% -40114 211,3 0,995 <4%

Intervalo de linearidade: °LQi-5LQi; °0,5LMR-1,4LMR e °0,4LMR-1,05LMR. °LQ (limite de quantificacdo
do método) estabelecido como o primeiro ponto da curva analitica. “Residuos da curva analitica, em
maodulo.

A Figura 36 apresenta as curvas analiticas obtidas para cada agrotoxico estudado
e a Figura 37 apresenta o grafico de residuos da regresséo linear.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 42 e na Figura 36, tem-se
que o modelo de regressdo linear € adequado para as determinagdes analiticas em
estudo, apresentando coeficiente de determinacdo acima de 0,990 e residuos abaixo de
10% e valores visualmente aleatérios (Figura 37), ndo apresentando tendéncia,
confirmando a linearidade do método.

Também na Figura 36, pode-se observar que as curvas analiticas elaboradas na
matriz apresentaram coeficientes angulares iguais ou inferiores aos coeficientes das
curvas em solvente, para a maioria dos agrotdxicos estudados, com excegao do
procloraz. Esse comportamento indica a supressao de sinal dos analitos, na presenca
dos componentes da matriz, nos niveis de concentracdo nos quais as curvas foram
elaboradas. Essa tendéncia foi contraria a observada nas curvas analiticas elaboradas
por CLAE-EM/EM. Diante disso, observa-se a presencga do efeito matriz, fazendo com
que seja necessaria a elaboragdo de curvas na matriz, para a quantificagdo de

agrotoxicos em alface.
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Figura 36: Curvas analiticas obtidas em solvente e por padronizagao externa com superposigao
de matriz para cada um dos analitos estudados, empregando-se a CLUE-EM/EM.

120



METAMIDOFOS

Curva Solvente

Residuos (%)

Curva Matriz

2 4.6 8

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Concentragao (ug/L ou uglkg))

METOMIL

Curva Solvente

Residuos (%)
©
!

Curva Matriz

8 12 16 20

28 32 36 40 44

Concentragao (ug/L ou pg/kg))

CLOTIANIDINA

Curva Solvente

Residuos (%)

Curva Matriz

40 5 60 70 80

90

00 110 120 130 140 150

Concentrag&o (ug/L ou uglkg))

AZOXISTROBINA

Curva Solvente

Residuos (%)

Curva Matriz

400 500 600

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Concentragéo (ug/L ou g/kg))

IPRODIONA

Curva Solvente

Residuos (%)
2

Curva Matriz

400 500 600

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Concentragao (ug/L ou pg/kg))

Figura 37: Residuos da regressao linear obtida para os analitos analisados por CLUE-EM/EM.
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A Figura 38 apresenta um comparativo entre os limites de quantificacdo do
método obtidos pelas técnicas analiticas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, para os
analitos nao autorizados para uso em alface (Figura 38A) e para os analitos autorizados
(Figura 38B).
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Figura 38: Comparativo dos limites de quantificagcdo do método, obtidos através das técnicas
analiticas CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM para a analise de: (A) agrotoxicos ndo autorizados
para uso em alface; e (B) agrotoxicos autorizados.

Analisando-se a Figura 38A, observa-se que menores limites de quantificagéo
foram obtidos para a maioria dos agrotoxicos nao autorizados para uso em alface, com
excegdao do acefato, empregando-se a técnica de CLUE-EM/EM. A obtencédo de
menores LQ para analitos ndo autorizados € altamente vantajoso, uma vez que estes
compostos, idealmente, ndo devem estar presentes nas amostras de alface. Em relacéo
a Figura 38B, observa-se que houve um aumento no LQ dos agrotdxicos imidacloprido,
clotianidina, tiacloprido e iprodiona, empregando-se a CLUE-EM/EM. No entanto, uma
vez que esses agrotoxicos sdo autorizados para uso em alface, mesmo com maiores

valores de LQ, eles ainda se encontram inferiores aos LMR de cada analito.
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4.6.6.3 Seletividade por CLUE-EM/EM

A Figura 39 apresenta a comparagéo entre os sinais analiticos de amostras de
alface crespa “branco” e fortificadas no nivel do limite de quantificacdo do método

(apresentados na Tabela 42), a fim de avaliar a seletividade do método.
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Figura 39: Comparacao dos sinais analiticos dos 16 agrotéxicos estudados, obtidos por CLUE-
EM/EM através da analise de: (A) uma amostra de alface crespa “branco” apds a extracao e (B)
uma amostra de alface crespa fortificada apds a extragéo, no limite de quantificagdo do método.

Analisando-se as Figuras 39A e 39B, que foram apresentadas em escalas
diferentes para facilitar a visualizagdo dos ruidos na Figura 39A, observa-se que na
amostra “branco” ndo houve a presenca de interferentes proximos aos tempos de
retencdo dos compostos, nem mesmo para o agrotoxico fenamidona, que apresentou
sinal na amostra “branco” quando analisada por CLAE-EM/EM. Portanto, pode-se

concluir que o método aplicado em CLUE-EM/EM ¢ seletivo.
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4.6.6.4 Precisao e exatidao por CLUE-EM/EM

A Tabela 43 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da repetitividade e
precisdo intermediaria do método, assim como os resultados obtidos para a
determinacdo da exatidao, através da Equacdo 10, avaliados em dois niveis de
fortificagcao: LQ e no LMR (analitos autorizados) ou 3xLQ (analitos nao autorizados).

Para a determinacdo da exatidao, foram elaboradas curvas analiticas para cada
agrotoxico, acrescentando um nivel inferior ao LQ (sendo 0,7xLQ para todos os
agrotoxicos ndo autorizados e 0,2xLMR para todos os agrotdxicos autorizados), cujos
dados da regresséo linear também estdo mostrados na Tabela 43.

Tabela 43: Precisao, curva analitica e exatidao obtidas na analise de 5 amostras fortificadas por
CLUE-EM/EM, em dois niveis de concentracao.

Precisao Exatidao
CV (% CV (%) entre " Recuperagao
Agrotéxico Dia 1 ol Dia 2 o(s d)iasa Curva analitica (F"%) ¢
LMR ou LMR ou LMR ou Coef. Coef. 2 LMR ou
LQ 3xLQ LQ 3xLQ LQ 3xLQ linear angular LQ 3xLQ

Metamidofos 5 7 4 8 1 1 -15,6 24,7 0,995 97 84
Acefato 5 8 5 6 0 1 47,7 31,3 0,995 102 88
Carbendazim 5 9 4 8 1 1 -13,9 173,4 0,996 110 93
Metomil 4 9 3 7 1 1 -69,1 47 1 0,998 117 96
Tiametoxam 5 4 4 5 1 1 -6,1 229 0,994 86 83
Imidacloprido 2 3 2 6 0 2 -150,7 15,4 0,996 95 94
Clotianidina 5 1 1 5 3 3 -34,4 14,0 0,998 94 93
Tiacloprido 2 4 3 6 1 1 -140,0 74,9 0,998 95 94
Carbaril 3 8 3 7 0 1 0,3 78,0 0,999 110 97
Azoxistrobina 3 3 2 3 1 0 23354,0 304,0 0,997 84 83
Fenamidona 2 3 2 5 0 1 -1641,8 101,2 0,997 102 100
Malationa 2 3 1 3 1 0 16639,6 80,2 1,000 82 110
Iprodiona 3 6 7 2 3 3 -31,2 7,4 0,998 75 77
Procloraz 2 6 4 7 1 1 -38,1 180,1 1,000 105 92
Tebuconazol 5 7 6 7 1 0 -20,8 188,3 0,998 119 107
Difenoconazol 2 2 4 7 1 4 -2599,9 208,7 0,997 114 112

@Coeficiente de variagéo calculado através da média e desvio de 2 dados: a 4rea média das 5 amostras
analisadas no dia 1 e a d&rea média das 5 amostras analisadas no dia 2, para cada analito.

Analisando-se a Tabela 43, observa-se que os valores de coeficiente de variagao
encontram-se abaixo de 20%, considerando ambos os niveis de fortificagdo e a
comparagao entre os resultados obtidos em dois dias diferentes, concluindo que o
método desenvolvido € preciso. Em relacdo a exatiddo, todas as recuperacdes
avaliadas nos dois niveis de fortificacdo apresentaram valores na faixa aceita pela

literatura (70-120%), indicando a adequada exatiddo do método.
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5 CONCLUSOES

Métodos analiticos para a determinagdo de 16 agrotoxicos em alface foram
desenvolvidos, otimizados e validados, empregando-se o método de preparo de
amostra QUEChERS e as cromatografias liquidas de alta e de ultra eficiéncia acopladas
a espectrometria de massas sequencial.

O método de extragcdo QUEChERS foi otimizado para a extragado de agrotoxicos
em amostras de alface, de modo que o uso dos seguintes reagentes forneceram
porcentagens de recuperagado na faixa aceita pela literatura, com desvios inferiores a
20% e efeito matriz pouco pronunciavel: acetonitrila como solvente extrator, tampéao
salino citrato, etapa de limpeza realizada com 175 mg PSA, 1,050 g de MgSO4 e 35 mg
de GCB, centrifugagao de 5 min a 5000 rpm e uso da agitagao por vortex. Além disso, o
método de extragdo otimizado mostrou-se rapido e eficiente, quando aplicado em
amostras de alface.

Em relacdo a analise instrumental, o emprego da técnica de CLAE-EM/EM foi
inicialmente estudada, sendo que as condi¢des cromatograficas otimizadas foram
transferidas para a CLUE-EM/EM e ambos os métodos foram validados, avaliando-se
os limites de deteccdo e de quantificagcdo, linearidade, seletividade, preciséo
(repetibilidade e preciséo intermediaria) e exatidao (recuperagao).

Os limites de quantificagao dos métodos variaram na faixa de 5 a 3200 ug/kg para
a CLAE-EM/EM e na faixa de 3 a 3200 pg/kg para a CLUE-EM/EM. Em relagdo aos
limites de deteccao dos instrumentos, estes variaram na faixa de 1,4 a 15,2 pg/L e de
0,5 a 8,9 ug/L para a CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, respectivamente. Os limites de
quantificacdo dos métodos para os analitos permitidos para serem empregados na
cultura de alface foram menores que os limites maximos de residuos, definidos pela
ANVISA.

As curvas analiticas, elaboradas por padronizacdo externa com superposicdo da
matriz, apresentaram coeficientes de determinagao (r2) maiores que 0,990 para os
intervalos de concentragao estudados, com residuos menores que 20%.

Os métodos mostraram-se precisos, em termos de repetitividade para a analise de
5 amostras e precisdo intermediaria, obtendo-se coeficientes de variagdo abaixo de
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20%. Para avaliagcao da exatidao do método, os valores meédios de recuperacgao obtidos
em diferentes niveis de fortificagdo variaram na faixa de 75 a 119%.

Em relacdo a seletividade, comparando-se os sinais analiticos dos agrotéxicos,
obtidos através da analise de uma amostra “branco” e uma amostra fortificada, no limite
de quantificagdo do método, ndo se observou a presencga de picos interferentes.

Portanto, tem-se que os métodos desenvolvidos sédo seletivos, precisos e exatos,
podendo ser empregados para a analise de agrotdxicos em amostras de alface.

Os métodos analiticos desenvolvidos, otimizados e validados, inicialmente para a
alface crespa, foram aplicados nas analises de diferentes variedades de alface,
incluindo a lisa, a americana, a mimosa e a roxa, obtendo-se porcentagens de
recuperacédo dos analitos na faixa aceita na literatura (70-120%), com coeficientes de
variagao inferiores a 20% e efeito matriz pouco significativo. Os métodos também foram
estudados para a determinagdo de agrotoxicos em espinafre, que € uma hortalica de
composicéo similar a alface, possuindo elevado teor de agua, obtendo-se excelentes
resultados em relagdo a porcentagem de recuperagdo dos analitos (70-120%),
coeficiente de variagdo (abaixo de 20%), linearidade adequada (> acima de 0,990 e
residuos menores que 20%) e efeito matriz pouco significativo.

As anadlises de amostras de diferentes variedades de alface adquiridas no
comércio da regido de Campinas-SP mostraram que 43% das 14 amostras analisadas
nao estavam em concordancia com a ANVISA, apresentando, em sua maioria,
agrotoxicos nao permitidos para serem aplicados em alface. Para o espinafre, no qual
nenhum dos agrotoxicos estudados € autorizado para ser aplicado, foram detectados
agrotoxicos nas quatro amostras analisadas. Nesse contexto, torna-se indispensavel o
monitoramento dessas culturas, fiscalizando e regulamentando a produgédo agricola
dessas hortaligas, a fim de que produtos de melhores qualidades sejam disponibilizados
no comércio, assegurando a qualidade do meio ambiente e da saude humana e animal.

A transferéncia do método desenvolvido por CLAE-EM/EM para a CLUE-EM/EM
mostrou uma redugao significativa no tempo da analise cromatografica, de 30 para 15
minutos e menores vazbes de fase movel foram empregadas, reduzindo
significativamente os custos das analises. Além disso, o volume de amostra a ser

utilizado em CLUE-EM/EM também reduziu, fazendo com que menores quantidades de
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amostra sejam injetadas no sistema, aumentando o tempo de vida util da coluna e
preservando todo o sistema cromatografico.

Portanto, os métodos desenvolvidos e validados mostraram-se inovadores, uma
vez que, até o presente momento, e conforme discutido anteriormente, ndo ha relatos
na literatura de trabalhos que envolvam a analise de agrotoxicos pertencentes a
diferentes grupos quimicos simultaneamente (analise multirresiduos), otimizados para a
analise matriz alface. Conforme dados disponibilizados na literatura para a analise
multirresiduos de agrotéxicos em diferentes matrizes, inclusive a alface (Tabela 4), as
porcentagens de recuperagéo e os coeficientes de variagdo obtidos foram semelhantes
aqueles dos métodos desenvolvidos e validados neste trabalho. No entanto, em relacéo
aos limites de quantificagdo do método, menores limites foram atingidos para a analise
dos agrotoxicos estudados, aplicando-se o método QUEChERS otimizado e a detecgao
por CLUE-EM/EM, fato que é altamente vantajoso, uma vez que se objetiva a
determinacdo de quantidades cada vez menores de residuos de agrotdxicos em alface.
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APENDICE

Tabela A.1: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se diferentes tempos e velocidades de centrifugacao.

Valores de P* nas diferentes combinagbes das variagdes estudadas

Agrotoxico 1vs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
Metamidofés 0,591 0,100 0,845 0,231 0,469 0,074
Acefato 0,866 0,610 0,042 0,501 0,055 0,018
Carbendazim 0,825 0,274 0,813 0,372 0,987 0,380
Metomil 0,283 0,195 0,010 0,799 0,060 0,090
Tiametoxam 0,220 0,255 0,849 0,920 0,289 0,333
Imidacloprido 0,150 0,032 0,637 0,349 0,304 0,069
Clotianidina 0,066 0,026 0,661 0,573 0,032 0,013
Tiacloprido 0,173 0,063 0,001 0,529 0,009 0,023
Carbaril 0,075 0,692 0,043 0,140 0,737 0,082
Azoxistrobina 0,331 0,234 0,026 0,807 0,006 0,004
Fenamidona 0,897 0,796 0,183 0,699 0,150 0,268
Malationa 0,015 0,007 0,039 0,624 0,557 0,294
Iprodiona 0,075 0,011 0,202 0,252 0,531 0,095
Procloraz 0,080 0,086 0,491 0,962 0,235 0,252
Tebuconazol 0,618 0,809 0,024 0,795 0,054 0,035
Difenoconazol 0,033 0,109 0,189 0,460 0,286 0,724

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga (correspondem a probabilidade de se obter valores estatisticamente
diferentes para os resultados observados). Tempo e velocidade de centrifugacao (fatores) - 1: 5 min a
4000 rpm, 2: 5 min a 5000 rpm, 3: 10 min a 5000 rpm € 4: 5 min a 5500 rpm.

Tabela A.2: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se diferentes tempos de interagdo dos agrotoxicos com a matriz.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagoes estudadas

Agrotoxico

1vs2

Metamidofés 0,633
Acefato 0,988
Carbendazim 0,910
Metomil 0,917
Tiametoxam 0,929
Imidacloprido 0,628
Clotianidina 0,799
Tiacloprido 0,681
Carbaril 0,326
Azoxistrobina 0,780
Fenamidona 0,866
Malationa 0,035
Iprodiona 0,166
Procloraz 0,827
Tebuconazol 0,534
Difenoconazol 0,962

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferencga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confiangca. Tempo de interagcdo dos agrotéxicos com a matriz - 1: 30 minutos e
2: 1 hora.
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Tabela A.3: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se diferentes sais na etapa de particionamento.

Agrotoxico

Valores de P* nas diferentes combinagbes das variagdes estudadas

1vs2 1vs3 1vsd4d 1vs5 2vs3 2vs4 2vs5 3vs4d 3vs5 4vs5

Metamidofés 0,179 0,111 0,573 0,004 0,010 0,408 0,047 0,042 0,000 0,011
Acefato 0,000 0,029 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,265 0,015 0,109
Carbendazim 0,653 0,006 0,867 0,086 0,011 0,539 0,180 0,004 0,123 0,064
Metomil 0,002 0,000 0,095 0,000 0,031 0,034 0483 0,001 0,106 0,010
Tiametoxam 0,292 0,002 0624 0,080 0,015 0,137 0,424 0,001 0,062 0,034
Imidacloprido 0,945 0,005 0,926 0,071 0,006 0,871 0,079 0,004 0,150 0,060
Clotianidina 0,937 0,006 0,722 0,107 0,006 0,781 0,094 0,003 0,123 0,058
Tiacloprido 0,001 0,003 0,914 0,023 0,529 0,001 0,079 0,002 0,222 0,019
Carbaril 0,000 0,000 0,265 0,000 0476 0,001 0,326 0,003 0,776 0,005
Azoxistrobina 0,001 0,001 0,088 0,019 0,000 0,000 0,000 0,017 0,077 0,395
Fenamidona 0,507 0,520 0,945 0,026 0,983 0,550 0,084 0,564 0,081 0,030
Malationa 0,000 0,000 0,388 0,002 0,351 0,002 0,418 0,000 0,098 0,008
Iprodiona 0,004 0,060 0,141 0,003 0,131 0,000 0,464 0,004 0,398 0,001
Procloraz 0,004 0,002 0,257 0,008 0,766 0,028 0,662 0,016 0,467 0,059
Tebuconazol 0,034 0,000 0,013 0,000 0,016 0,569 0,069 0,043 0,409 0,178
Difenoconazol 0,175 0,003 0,305 0,007 0,033 0,713 0,084 0,017 0,590 0,044

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianca. Tipo de sal - 1: MgSO, e NaCl (Original), 2: MgSQO, (Original sem
NaCl), 3: Tampao citrato sem NaCl, 4: Tampéao citrato e 5: Tampao acetato.

Tabela A.4: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se tampao acetato e diferentes quantidade de PSA na etapa de limpeza.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagdes estudadas

Agrotéxico 1vs 2
Metamidofés 0,473
Acefato 0,190
Carbendazim 0,472
Metomil 0,576
Tiametoxam 0,866
Imidacloprido 0,380
Clotianidina 0,570
Tiacloprido 0,182
Carbaril 0,341
Azoxistrobina 0,282
Fenamidona 0,009
Malationa 0,630
Iprodiona 0,802
Procloraz 0,360
Tebuconazol 0,051
Difenoconazol 0,465

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianca. Quantidade de PSA na etapa de limpeza, empregando-se tampéao

acetato com sal de particionamento - 1: 175 mg PSA e 2: 350 mg PSA.

136



Tabela A.5: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se diferentes solventes extratores.

Valores de P* nas diferentes combinagbes das variagdes estudadas

Agrotoxico

1vs 2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4

Metamidofds 0,000 0,000 0,000 0,546 0,639 0,296
Acefato 0,000 0,000 0,000 0,062 0,092 0,799
Carbendazim 0,486 0,107 0,006 0,035 0,002 0,096
Metomil 0,799 0,578 0,054 0,424 0,036 0,131
Tiametoxam 0,073 0,201 0,010 0,521 0,243 0,089
Imidacloprido 0,911 0,235 0,023 0,276 0,027 0,165
Clotianidina 0,354 0,142 0,010 0,539 0,047 0,128
Tiacloprido 0,901 0,325 0,025 0,274 0,020 0,126
Carbaril 0,474 0,320 0,064 0,108 0,020 0,307
Azoxistrobina 0,183 0,059 0,009 0,006 0,001 0,254
Fenamidona 0,113 0,001 0,001 0,018 0,006 0,485
Malationa 0,165 0,003 0,000 0,023 0,001 0,074
Iprodiona 0,004 0,001 0,000 0,357 0,000 0,000
Procloraz 0,097 0,001 0,000 0,018 0,003 0,275
Tebuconazol 0,096 0,000 0,000 0,001 0,001 0,733
Difenoconazol 0,011 0,000 0,000 0,006 0,002 0,449

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Solventes extratores - 1. Acetato de etila, 2: Acetona, 3:
Acetonitrila:acetona (1:1 v/v) e 4: Acetonitrila.

Tabela A.6: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se diferentes combinag¢des dos sais de limpeza PSA, MgSO, e GCB.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagdes estudadas

Agrotoxico 1vs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
Metamidofés 0,003 0,000 0,303 0,147 0,001 0,000
Acefato 0,083 0,045 0,712 0,711 0,045 0,025
Carbendazim 0,187 0,695 0,057 0,102 0,456 0,030
Metomil 0,186 0,121 0,708 0,781 0,321 0,215
Tiametoxam 0,221 0,137 0,868 0,753 0,173 0,106
Imidacloprido 0,407 0,537 0,846 0,824 0,314 0,423
Clotianidina 0,074 0,136 0,697 0,702 0,137 0,245
Tiacloprido 0,536 0,630 0,517 0,888 0,222 0,273
Carbaril 0,000 0,103 0,569 0,000 0,000 0,248
Azoxistrobina 0,017 0,029 0,250 0,000 0,003 0,194
Fenamidona 0,002 0,005 0,035 0,434 0,065 0,227
Malationa 0,000 0,377 0,138 0,000 0,000 0,032
Iprodiona 0,038 0,161 0,393 0,379 0,154 0,539
Procloraz 0,863 0,148 0,658 0,192 0,542 0,073
Tebuconazol 0,081 0,011 0,070 0,001 0,004 0,271
Difenoconazol 0,787 0,035 0,410 0,023 0,284 0,136

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Sais de limpeza da amostra - 1: PSA e MgSQ,; 2: PSA, MgS0O, e
17,5 mg GCB; 3: PSA, MgSO, e 35 mg GCB e 4: 2: PSA, MgSO, e 70 mg GCB.
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Tabela A.7: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
empregando-se o sorvente Si(PFPMS) na etapa de limpeza.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagdes estudadas

Agrotoxico

1vs2 1vs3 2vs3

Metamidofés 0,490 0,349 0,790
Acefato 0,507 0,027 0,070
Carbendazim 0,108 0,038 0,476
Metomil 0,010 0,168 0,074
Tiametoxam 0,278 0,298 0,058
Imidacloprido 0,121 0,804 0,085
Clotianidina 0,168 0,164 0,020
Tiacloprido 0,300 0,023 0,105
Carbaril 0,711 0,970 0,683
Azoxistrobina 0,919 0,135 0,117
Fenamidona 0,000 0,000 0,004
Malationa 0,000 0,000 0,232
Iprodiona 0,948 0,593 0,637
Procloraz 0,893 0,156 0,189
Tebuconazol 0,615 0,282 0,138
Difenoconazol 0,493 0,796 0,356

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Combinagbes de sais com o sorvente Si(PFPMS) - 1: Si(PFPMS) e
MgSO,, 2: Si(PFPMS), MgSO, e GCB e 3: Si(PFPMS), PSA e MgSO,.

Tabela A.8: Valores de P (probabilidade) obtidos nas combinagdes estudadas do método QUEChERS,
comparando-se a limpeza da amostra com os sais PSA/MgS0,/GCB e Si(PFPMS)/MgS0O,/GCB.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagdes estudadas

Agrotéxico 1vs 2
Metamidofés 0,027
Acefato 0,024
Carbendazim 0,620
Metomil 0,245
Tiametoxam 0,777
Imidacloprido 0,604
Clotianidina 0,422
Tiacloprido 0,348
Carbaril 0,100
Azoxistrobina 0,128
Fenamidona 0,000
Malationa 0,407
Iprodiona 0,891
Procloraz 0,144
Tebuconazol 0,543
Difenoconazol 0,146

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Sais empregados na etapa de limpeza - 1: PSA, MgSO, e GCB e 2:
Si(PFPMS), MgSO, e GCB.
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Tabela A.9: Valores de P (probabilidade) obtidos comparando-se o0 método QUEChERS original, com
agitacao por vortex e centrifugacéo, e o método empregando ponteiras descartaveis.

Valores de P* nas diferentes combinagbes das variagdes estudadas

Agrotoxico

1vs 2

Metamidofés 0,543
Acefato 0,025
Carbendazim 0,534
Metomil 0,118
Tiametoxam 0,058
Imidacloprido 0,623
Clotianidina 0,071
Tiacloprido 0,098
Carbaril 0,082
Azoxistrobina 0,141
Fenamidona 0,015
Malationa 0,835
Iprodiona 0,750
Procloraz 0,093
Tebuconazol 0,083
Difenoconazol 0,307

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Método QUEChERS empregando - 1: Agitagdo e centrifugagéo
(original) e 2: Ponteiras descartaveis.

Tabela A.10: Valores de P (probabilidade) obtidos empregando-se o método QUEChERS com agitacao
por vortex ou ultrassom.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagoes estudadas

Agrotéxico 1vs 2
Metamidofés 0,440
Acefato 0,136
Carbendazim 0,590
Metomil 0,092
Tiametoxam 0,136
Imidacloprido 0,259
Clotianidina 0,029
Tiacloprido 0,040
Carbaril 0,036
Azoxistrobina 0,145
Fenamidona 0,010
Malationa 0,103
Iprodiona 0,136
Procloraz 0,013
Tebuconazol 0,269
Difenoconazol 0,071

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confiangca. Modo de agitagao- 1: Vértex e 2: Ultrassom.
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Tabela A.11: Valores de P (probabilidade) obtidos comparando-se o emprego da extragdo por micro-
ondas com e sem a etapa adicional de limpeza da amostra, com os sais PSA, MgSO, e GCB.

Valores de P* nas diferentes combinagbes das variagdes estudadas

Agrotoxico

1vs 2

Metamidofés 0,277
Acefato 0,087
Carbendazim 0,021
Metomil 0,553
Tiametoxam 0,276
Imidacloprido 0,215
Clotianidina 0,321
Tiacloprido 0,866
Carbaril 0,356
Azoxistrobina 0,327
Fenamidona 0,253
Malationa 0,283
Iprodiona 0,239
Procloraz 0,441
Tebuconazol 0,096
Difenoconazol 0,806

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenga significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Extragdo por micro-ondas - 1: Sem etapa de limpeza e 2: Com etapa
de limpeza.

Tabela A.12: Valores de P (probabilidade) obtidos comparando-se o emprego do método QUEChERS
otimizado com a extragao por micro-ondas.

Valores de P* nas diferentes combinagdes das variagdes estudadas

Agrotéxico 1vs 2
Metamidofés 0,001
Acefato 0,080
Carbendazim 0,002
Metomil 0,004
Tiametoxam 0,158
Imidacloprido 0,236
Clotianidina 0,053
Tiacloprido 0,055
Carbaril 0,013
Azoxistrobina 0,098
Fenamidona 0,005
Malationa 0,015
Iprodiona 0,812
Procloraz 0,046
Tebuconazol 0,309
Difenoconazol 0,099

*Valores de P inferiores a 0,050 (P < 0,050) indicam diferenca significativa entre os fatores analisados,
considerando-se 95% de confianga. Método de extracdo - 1: QUEChERS otimizado e 2: Extragao por
micro-ondas.
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de cada analito, variando-se o solvente extrator utilizado na primeira etapa de extracdo do método QUEChERS.
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recuperacdo de cada analito, variando-se a quantidade de carbono grafitizado empregado na etapa de
limpeza da amostra do método QUEChERS.
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recuperagao de cada analito, comparando-se o método QUEChERS original, com agitagao por vortex e
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Figura A.10: Graficos de intervalo de confianga das médias, obtidos com os valores de porcentagens de
recuperagcado de cada analito, comparando-se o emprego da agitagao por vortex e o uso do ultrassom
como formas de agitagdo do método QUEChERS.
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Figura A.11: Gréficos de intervalo de confianga das médias, obtidos com os valores de porcentagens de
recuperacgao de cada analito, comparando-se o0 emprego da extragdo por micro-ondas com e sem a etapa
adicional de limpeza da amostra, com os sais PSA, MgSO, e GCB.
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Figura A.12: Graficos de intervalo de confianga das médias, obtidos com os valores de porcentagens de
recuperacdo de cada analito, comparando-se o emprego do método QUEChERS otimizado com a
extragao por micro-ondas.
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