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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINAGCAO
MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA EM UVA IN NATURA. Nos Ultimos anos, uma das consideracdes mais
importantes no sistema produtivo de frutas € a capacidade de gerar produtos de qualidade
e saudaveis, atendendo os requisitos de sustentabilidade ambiental, seguranca alimentar
e a viabilidade econémica, mediante a utilizacdo de tecnologias ndao agressivas ao meio
ambiente e a saude humana. Métodos multirresiduos para determinacao de agrotoxicos
em frutas frescas sdo cada vez mais necessarios, devido a sua importancia em analises
de rotina que envolve a saude publica, o monitoramento ambiental e o comércio
internacional. Os métodos de analise de residuos de agrotdéxicos em alimentos
compreendem, basicamente, trés etapas: a amostragem, o preparo de amostra e a
separacdo e determinacdo dos analitos. O objetivo deste estudo consistiu no
desenvolvimento de um método compreendendo o preparo de amostra, no qual foram
empregadas as técnicas de extracao liquido-liquido (ELL), extracdo em fase sélida (EFS)
ou o método QUEChERS, a definicdo da separacao, identificagdo e quantificacao, rapida e
eficiente, de alguns agrotdxicos aplicados em uva in natura, utilizando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com detector por arranjo de diodos (DAD) ou por
espectrometria de massas em série (EM/EM). O melhor método foi validado por meio do
estudo dos parametros: precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao
(recuperacao), curva analitica, intervalo de linearidade, detectabilidade (limite de deteccao,
LD, e limite de quantificagao, LQ), seletividade e robustez. O método de EFS seguido por
CL-EM/EM mostrou-se linear em uma ampla faixa de concentracdo e os LQ obtidos, em
nivel de ng mL™", permitiram que os limites maximos de residuos (LMR) impostos pelas
agéncias reguladoras fossem atingidos. Porém, o método que resultou em melhores
recuperacdes, menor tempo de anadlise, identificacdes confidveis e menor concentracdo
detectavel foi a extracdo pelo método QUEChERS seguida da determinacdo por CL-
EM/EM.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR DETERMINATION OF
MULTIRESIDUES OF PESTICIDES IN FRESH GRAPES BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY In recent years, one of the most important considerations in
fruit production is the ability to generate healthy products with high quality within the
requirements of environmental sustainability, food security and economic viability, through
the use of technologies that are not harmful to either the environment or health human.
Methods for multiresidue determination of pesticides in fresh fruits are increasingly required
due to their importance in routine analysis involving public health, environmental monitoring
and international trade. The methods for analysis of pesticide residues in foods include
three basic steps: sampling, sample preparation, and separation and determination of the
analytes. The aim of this study was to develop a method of sample preparation using
techniques such as liquid-liquid extraction (LLE), solid phase extraction (SPE), and the
QuEChERS method, followed by separation, identification and quantification using high
performance liquid chromatography (HPLC) with diode array detection (DAD) or tandem
mass spectrometry (MS/MS), for a fast and efficient multiresidue method of some
pesticides used in grape cultivation. The best methodology was validated through
determination of the parameters: precision (repeatability and intermediate precision),
accuracy (recovery), calibration curve, linearity range, detectability (detection limit (LOD)
and limit of quantification (LOQ)), selectivity and robustness. The method using SPE and
LC-MS/MS showed linearity over a wide concentration range and LQ at the level of ng mL’
! within the maximum residue limits (MRL) set by regulatory agencies. However, the
method that resulted in improved recoveries, reduced analysis time, good detectability and
reliable identifications was the QUEChERS method for extraction followed by LC-MS/MS.

Xiii



Xiv



iNDICE

Lista de Abreviaturas-------==-======mmmmmmm oo XiX
Lista de Tabelag------=-====mmmmm oo XXi
Lista de Figurag---------=-==mmmm e XXxiii
INTRODUGAQ------==mmmmm e 1
1.1 Uva — origem, caracteristicas e propriedades-------=-=-=-=-=-=-m-mmmmmmm oo 3
1.2 AQrOtOXICOS---==m=mmmmmmmmm e e oo e oo e oo e e 5
1.3 Métodos de analiS@-----=-=======mmmmmmm e 7
1.3.1 Técnicas de Preparo de amostra-----------=-=-=-==nmmmmmmmmm oo 7
1.3.1.1 Extracgéo liquido-liquido (ELL)------=-=-=mmmmmmmmmm oo 8
1.3.1.2 Extragcdo em fase sélida (EFS)-------------------m-m-momm oo 8
1.3.1.3 Método QUEChERS------------=--mem e 11
1.3.2 Técnicas de separacao e determinagéao dos analitos ------------------=-=---ememcmmmemev 15
1.3.2.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (CL-
B/ E M ) e 17
1.3.2.1.1 Fontes de ionizagdo (ou interfaces)------------=-==-=-=mmmmmmmmmmmo oo 18
1.3.2.1.2 Analisador de massa-------=============mmmmmm oo 20
1.4 Validagd@o de Metodos----=-======mmmmmmmm oo 25
1.4.1 Seletividad@-------=-==-=mmmmmm e 27
1.4.2 Linearidade e Faixa Linear de Trabalho------------=-=--mmmmmmmmmo oo 27
1.4.3 PreCiS80-----==nrmmmmmm oo oo 29
1.4.4 EX@tid80------=mmmmmmm oo oo oo 31
1.4.5 Limite de Detecga@o (LD)---------=--==mmmmmmmm oo 32
1.4.6 Limite de Quantificag@o (LQ)-------========mmmmmmmm oo 33
1.4.7 RODUSHEZ-----=mmmmmm oo oo 34
OBUETIV O S - e 35
PARTE EXPERIMENT AL---nmmmmm oo 36
3.1 Materiais € reagent@s-------=--=-===-mmmmmmo oo 36
3.1.1 Reagente, solventes e cartuchos-----------=-==-==--m-mmommooo oo 36
3.1.2 Padrdes de agrotOXiCOS-=-=============mmmmmmmm oo 37
3.2 Equipamentos e Materiaig-----------=-===-==mmmmm oo 37
3.3 Sistemas cromatografiCos-----=-=========mmmmmmmm oo 38
3.4 Sele¢do dos agrotdxicos estudados-----=-=========mmmmmmmmmmm oo 39
3.5 Solugdes estoque e de trabalno--------=--=====mmmmmmmem oo 44
3.6 Amostras de uva niagara rosada-----=--===============mm e 44
3.7 Otimizacdo das condicoes cromatograficas e identificacdo dos compostos
€8tUAAAOS == === mm oo 45

XV



3.7.1 Empregando CLAE-DAD - oo e
3.7.2 Empregando CL-EM/EM----onmnmm oo e
3.8 Estudo de métodos de preparo de amostra ---------=-====-mmmmmm oo
3.8.1 Extracdo Liquido-Liquido (ELL)-------==nmmnmmm e oo oo
3.8.2 Extracdo em Fase Sélida (EFS)---------m-mmmm oo
3.8.3 Método QUECHERS------=-mm e oo
3.9 Validacao da metodologia--------====mnmmmmmm oo oo e
3.9.1 Seletividad@-----=-=========mm o
3.9.2 Linearidade e Faixa Linear de TrabalhQ---------=-=====mmmmmm oo
3.9.3 PreCiS@0------mmmmmmmm oo
3.9.4 EXAtidA0------=mmmmm oo oo oo e s
3.9.5 Limite de DeteCGa0 (LD )-----mmmmmmmmmmm e oo e
3.9.6 Limite de Quantificag@o (LQ)-------=-=mmmmmmmm oo oo e
3.9.7 RODUSTEZ- === m o e o
RESULTADOS E DISCUSSAQ----mmmmmmmmmnnnmmmmmmemennnecmsemnseee e e cmmem e e e
4.1 Desenvolvimento de Método Empregando CLAE-DAD-----------=-==mmmmmmmmmmmmmoeeee
4.1.1 Método de separagao 1-ELL-CLAE-DAD -------mmmm oo
4.1.2 Método de separagao 2-ELL-CLAE-DAD -------m-mmm oo
4.1.3 Método de separagao 3: EFS-CLAE-DAD----------mmmn oo
4.2. Desenvolvimento e validagao do método empregando CL-EM/EM----------------------

4.2.1 Determinacdo das condicbes cromatograficas de separacdao por CL-
E M E M e oo e e

4.2.2 Otimizagao do método de preparo de amostra para CL-EM/EM-------------------
4.2.2.1 Extracdo em fase sélida (EFS)-----------nmmmmmm oo
4.2.2.2 Método QUECHE R S-------mmm e oo e
4.2.3 Validagao do método por EFS e QUEChERS seguido por CL-EM/EM------------
4.2.3.1 Seletividade--------=-=-mmmm o
4.2.3.2 Linearidade e faixa linear de trabalhQ-------------=-=-=-m-msmemm oo
4.2.3.3 Limite de detecgao e quantificag@o-----------------=-=-=-m-m-mmrm oo
4.2.3.4 EXatidA0 € PreCiSa0-----------nmnmmm oo oo e e
4.2.3.5 RObUSEEZ-------=-mmm oo oo oo oo

4.2.4 Andlise de amostras provenientes do comércio da cidade de Campinas-SP e
do Distrito de Bardo Geraldo -------=-===========mmmmm oo

4.3 Comparacodes entre as técnicas cromatograficas CLAE-DAD x CL-EM/EM e entre
os métodos de preparo de amostras ELL, EFS e o método QUEChERS---------------------

4.3.1 Comparacgdes entre as técnicas cromatograficas CLAE-DAD x CL-EM/EM
EMPIEQAUAS - === == oo e

4.3.2 Comparagodes entre as técnicas de preparo de amostra ELL x EFS x Método
QUE CE RS- oo o

90

94

94



5 CONSIDERAGOES FINAIS ---rwmwmwmrmrmmmmememememem oo

B CONCLUSOES---nmmmmmm e
7  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS----------nmsemmrm e oo

XVii



XViii



ACN
ANVISA
AOAC
API

APCI

CID

CG

CG-EM
CG-EM/EM
CL

CLAE
CL-DAD
CL-EM
CL-EM/EM
CLUE-EM

CVv
DAD
ELL
EM
EM/EM
ESF
EFS-D
ESI

EU
FAO
FM
GARP
HAc
ICH
INMETRO
IUPAC
LD

LDi

LISTA DE ABREVIATURAS

acetonitrila

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Association of Official Analitical Chemists
ionizacdo a pressao atmosférica (do
lonization)

ionizagdo quimica a pressao atmosférica (do inglés Atmosferic Pressure
chemical lonization)

dissociacdo induzida
Dissociation)
cromatografia gasosa
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série
cromatografia liquida

cromatografia liquida de alta eficiéncia

cromatografia liqguida com deteccao por arranjo de diodos
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série

cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas

coeficiente de variacao

detector por arranjo de diodos

extracdo liquido-liquido

deteccdo por espectrometria de massas

deteccgao por espectrometria de massas em série

extragdo em fase solida

extragdo em fase solida dispersiva

ionizacao por eletronebulizacdo (do inglés Electrospray lonization)
Comunidade Européia

Food and Agriculture Organization

fase mével

Associacao Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas

acido acetico

International Conference on Harmonization

Instituto Nacional de Metrologia e Normalizacao e Qualidade Industrial
International Union of Pure and Applied Chemistry

limite de deteccéo

limite de deteccéo do instrumento

inglés Atmosferic Pressure

por colisdo (do inglés Collision-Induced

XiX



LDm
LMR
LQ
LQi
LQm
MAPA
MRM

OIE
OoMC
OMS
PARA
PIF
PNRV

PNSQV

PSA
QuEChERS
RSD
SANCO

SIM
TIC
UE
uv
WHO

limite de deteccao do método

limites maximos de residuos

limite de quantificagao

limite de quantificacdo do instrumento

limite de quantificacao do método

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

monitoramento de reac6es multiplas (do ingés multiple reaction
monitoring)

Organizacgao Internacional da Saude Animal

Organizacao Mundial do Comércio

Organizacao Mundial de Saude

Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
Producao Integrada de Frutas

Programa Nacional de Controle de Residuos Quimicos e Biol6gicos em
Vegetais

Plano Nacional de Seguranca e Qualidade dos Produtos de Origem
Vegetal

amina primaria-secundaria (do inglés Primary Secundary amine)
do inglés “quick, easy, cheap, effective, rugged and safe”
desvio padrao relativo

Direcao-Geral para Saude e Consumidores (do inglés Directorate
General for Health and Consumer Affairs - European Commission)

monitoramento dos ions selecionados (do inglés Selected lon Monitoring)
cromatograma de ions totais (do inglés Total lon Chromatogram)

Unido Européia

Ultra-violeta

Organizacao Mundial da Saude (do inglés World Health Organization)

XX



Tabela 01
Tabela 02
Tabela 03
Tabela 04

Tabela 05

Tabela 06

Tabela 07

Tabela 08
Tabela 09

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

LISTA DE TABELAS

Modos de analise em EM/EM-------------mmmomomo oo
Niveis de recuperacao e faixa de coeficiente de variacao
Agrotéxicos estudados, suas caracteristicas e estruturas quimicas-------------------

Recuperacbes e coeficientes de variacdo obtidos empregando o método de
ELL-CLAE-DAD (método de separagdo 1)---------==-====m==mmmmmmmmmmmm oo

Recuperacoes e coeficientes de variacao obtidos para os agrotéxicos estudados
determinados por ELL-CLAE-DAD (método de separagao 2)--------------=------------

Recuperacoes e coeficientes de variacdo obtidos para os agrotéxicos estudados
por EFS-CLAE-DAD (método de separagio 2)---------=-==========mmmmmmmmmmmmmem oo

Recuperacoes e coeficientes de variacao obtidos para os agrotéxicos estudados
por EFS-CLAE-DAD (método de separagdo 3)---------==-========mmmmmmmmmmmmommoeocoeeee

Parametros do CL-EM/EM otimizados para os 13 agrotéxicos estudados

Equacdes da reta e coeficientes de correlacdo das curvas analiticas, na matriz
uva, obtidas para os compostos estudados empregando EFS- CL-EM/EM---------

Equacdes da reta e coeficientes de correlacdo das curvas analiticas, na matriz
uva, obtidas para os compostos estudados empregando o método QUEChERS
seguido de CL-EM/EM-------s-amnemmmeme e e e

Faixas lineares obtidas por padronizacado externa com superposi¢gdo da matriz
para os agrotoxicos estudados, empregando EFS seguida de CL-EM/EM----------
Faixas lineares obtidas por padronizagdo externa com superposicdo da matriz
para os agrotéxicos estudados, empregando o método QUEChERS seguido de
C L E M/ E M - e e o e

Limites de deteccdo e quantificagdo do instrumento e do método para os
agrotoxicos estudados empregando EFS seguida por CL-EM/EM--------------------

Limites de quantificagdo do instrumento e do método para os agrotoxicos
estudados para o método QUEChERS seguido por CL-EM/EM

Recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para o método EFS
$eguido POr CL-EM/EM-----mmmmm e oo

Recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para o método
QUEChERS seguido por CL-EM/EM--------=---mmem oo

Concentragédo de tebuconazol e difenoconazol nas amostras de uva adquiridas
no comércio empregando a EFS-CL-EM/EM------------mmmmmmemmmm oo

Concentragédo de tebuconazol e difenoconazol nas amostras de uva adquiridas
no comércio empregando o método QUEChERS-CL-EM/EM----------------mmmemmmeme

Comparagéo entre as técnicas de preparo de amostra ELL x EFS x Método
QUEChE RS-

59

62

64

67
69

82

83

84

84

85

86

88

89

91

92

XXi



XXii



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

LISTA DE FIGURAS

Esquema representativo do processo de EFS--------------mmmmo oo
Estrututa do sorvente PSA-------n-mnmmmmmmm oo
Esquema representativo do procedimento original do método QUEChERS--------------
Esquema do instrumento triplo quadrupolo---=-===========mmmmm e

Esquema do espectrometro de massas em série triploquadruplo APl 1200 MS
VARIAN com fonte de i0Nizag80 ES/--------====mmmmmmmmm oo

Fluxograma do procedimento de extracao empregando ELL -------------------mmcmmmmmmo
Fluxograma referente ao procedimento de extracao usando a EFS------------------=-o---
Fluxograma referente ao procedimento do Método QUEChERS-------------=---memnmmeemv

Cromatograma obtido por CLAE-DAD para os padroes dos agrotdxicos estudados
(5 mg kg™'). Condigdes cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL; FM: ACN:H:0;
eluicdo por gradiente, programacao linear (inicia com ACN: H>O (20:80, v/v), em
12 min ACN: H,O (47:53, v/v) e aumenta linearmente até 100% de ACN); vazéo:
1 mL min™; coluna: Chromsip C18; coluna de guarda: Nova Pack C18; deteccdo em
225 nm. ldentificag&o dos picos: A: Ftalimida; B: Tiofanato metilico; C: Ciproconazol,
D: Fenarimol; E: Captam; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol----------

Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra branco. Condicdes
cromatograficas idénticas a Figura 9--------===-=-mmmmmm e

Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra fortificada com os
agrotéxicos na concentracdo de 3 mg kg’ . Condicdes cromatogréficas idénticas a
Figura 9. A: Ftalimida; B: Tiofanato metilico; C: Ciproconazol; D: Fenarimol; E:
Captam; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol----------------=-=-=mzmmumu--

Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para a separacdo da mistura dos
padrdes dos agrotéxicos estudados (10 mgkg'). Condigdes cromatogréficas:
volume de injegcao: 10 uL; FM: ACN:H,O; eluicdo por gradiente, programacao linear
(ACN: H20 (20:80, v/v) até ACN: H,O (70:30, v/v) em 28 min, voltando as condi¢des
iniciais em 7 min, permanecendo nesta condi¢gdo por 5 min, num total de 40 min);
vazdo: 1 mL min™'; coluna analitica e de guarda: Nova Pack C18; deteccdo em
205 nm;. Identificacdo dos picos: A: Simazina; B: Tiofanato metilico; C: Carbaril;
D: Diurom; E: Fenarimol; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol-----------

Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra branco. Condi¢des
cromatograficas similares as da Figura 12--------=====-mmmmmm oo

Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra de uva fortificada com os
agrotoxicos (5 mg kg'). Condigcdes cromatograficas similares as da Figura 13.
Identificacdo dos picos: A: Simazina; B: Tiofanato Metilico; C: Carbaril; D: Diurom;
E: Fenarimol; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol.---------------=---------
Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD para amostra branco. Condicbes
cromatograficas: volume de injecdo: 10 uL; FM: ACN:H2O; eluicdo por gradiente,
programacao linear (inicia com 80% de H,O e 20% de ACN, aumenta linearmente
até 70% de ACN em 28 min e retorna as condi¢gées iniciais em 40 min);
vaz&do: 1 mL min '; coluna analitica e de guarda: Nova Pack C18; deteccdo UV em
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Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD para amostra fortificada com 5 mg kg™
dos agrotoxicos estudados. Condicées cromatograficas similares as da Figura 15.
Identificacdo dos picos: A- Simazina; B- Tiofanato Metilico; C- Carbaril; D- Diurom;
E- Fenarimol; F- Triadimefom; G- Tebuconazol; H- Difenoconazol------------------=------
Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD na separacdo da mistura dos
agrotéxicos com os novos compostos (20 mg kg'). Condigdes cromatogréficas:
volume de injeg&o: 10 pL; FM: ACN:H,0; elui¢do por gradiente, programacao linear
(0 min com 20 % de ACN e 80 % de H,O para 70 % de ACN e 30 % de H,O em
28 min, voltando as condic¢ées iniciais em 7 min, permanecendo nessas condicdes
por 5 min, num total de 40 min); vazdo: 1 mL min™'; coluna analitica e de guarda:
Nova Pack C18; deteccdo em 225 nm. Identificacdo dos picos: A: Aldicarbe; B:
Simazina; C: Carbaril; D: Diurom; E: Ametrina; F: Fenarimol; G: Triadimefom; H:
Tebuconazol; I:Difenoconazol------=-=-=-==mmmmmm oo

Cromatograma obtidos por EFS- CLAE-DAD para amostra fortificada com 5 mg kg
dos agrotéxicos estudados. Condicoes cromatograficas similares as da Figura 17.
Identificacdo dos picos: A- Aldicarbe; B- Simazina; C- Carbaril; D- Diurom; E-
Ametrina; F- Fenarimol; G- Triadimefom; H- Tebuconazol; I- Difenoconazol-------------
Cromatograma de ions totais obtido por CL-EM/EM para separag¢ao da mistura de
padrdo dos agrotéxicos estudados (50 pg kg™'). Condicdes cromatograficas: volume
de injecdo: 20 pyL; FM: ACN:HAc 0,1%; eluicdo por gradiente, programacao linear
(0 min com ACN:HAc 0,1%, 20:80, v/v, aumentando linearmente até 63% de ACN
voltando as condic¢des iniciais, tempo total de 45 min); vazdo = 0,25 mL/min; coluna:
Polaris C18. Identificacdo dos picos: A: Cimoxanil; B: Aldicarbe; C: Simazina; D:
Ametrina; E: Carbaril; F: Diurom; G: Ciproconazol; H: Fenarimol, I: Miclobutanil J:
Azoxistrobina, L: Triadimefom, M: Tebuconazol, N: Difenoconazol------------------=------

Cromatograma obtido por CL-EM/EM para separacdo da mistura de padrées dos
agrotoxicos estudados (50 pg kg'). Condigdes cromatograficas similares as da
FigUIra 19, mmmmmm e e

Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra branco.
Condigbes cromatograficas idénticas as da Figura 19--------------=--m-momommmocm oo
Cromatogramas obtidos por EFS-CL-EM/EM para amostra branco, em todos os

canais dos agrotoxicos estudados. Condi¢cdes cromatograficas idénticas as da
Figura 19-emmemm e e
Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra
fortificada com os agrotéxicos em concentragdo de 50 pg kg'. Condicdes
cromatograficas idénticas a Figura 19. Identificacdo dos picos: A: Cimoxanil, B:
Aldicarbe, C: Simazina, D: Ametrina, E: Carbaril, F Diurom, G: Ciproconazol, H:
Fenarimol, |: Miclobutanil, J: Azoxistrobina, L: Triadimefom, M: Tebuconazol, N:
Difenoconazol----------=-=-mmmm oo
Cromatograma obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra fortificada com os
agrotoxicos estudados (50 pg kg'). Condicdes cromatogréficas idénticas as da
Figura 19---mmmm e e e

Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por QUEChERS-CL-EM/EM para amostra
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1 -INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial e a demanda crescente por alimentos € uma das
grandes preocupacdes atuais. Visando assegurar produtividade e qualidade tém sido
empregados agrotéxicos em diversas etapas da producao agricola: no tratamento prévio
das sementes, durante o cultivo ou apés a colheita [1]. Entretanto, o seu emprego deve
ser controlado devido a alta toxicidade de alguns deles [2].

Os agrotoxicos ao serem aplicados nas frutas para protecdo ou mesmo durante o
cultivo podem deixar residuos, constituindo em uma rota relevante para a exposicao
humana [3], visto que muitos agrotoxicos adsorvem nas cascas das frutas e legumes. A
grande maioria, no entanto, age sistemicamente por toda a planta, inclusive nos frutos [4].
Com a finalidade de assegurar a saude da populagdo quanto a contaminacado por
agrotoxicos, sdo estabelecidos pelas agéncias reguladoras, que podem ser internacionais
ou nacionais [5], limites maximos de residuos (LMR) em alimentos [6].

O LMR para residuos de agrotoxicos representa a concentracdo maxima dos
residuos (expressa em mg/kg) que é legalmente permitida em itens alimenticios
especificos, sem trazer danos a saude do consumidor. Os LMR nao sao limites
toxicologicos, mas sao toxicologicamente aceitaveis. Os LMR excedidos sao fortes
indicadores da violagdo das boas praticas agricolas [2]. A comissdo do CODEX
Alimentarius das Nacbes Unidas para a Agricultura e Alimento (FAO) e a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estabelecem os LMR em diversos alimentos [4]. Legislac6es
foram aprovadas nos Estados Unidos, na Comissdao Européia (EU) e em outros paises
estabelecendo limites maximos de residuos (LMR) mais restritos para residuos de
agrotoxicos em alimentos [7].

Como a presenca de residuos de agrotdxicos em alimentos pode oferecer riscos a
saude humana e ao meio ambiente, nos Ultimos anos, paises de todo o mundo tornaram-
se mais exigentes em relacéo a qualidade dos alimentos que consomem, quer produzidos
internamente ou importados. Para garantir tal qualidade, tém sido estabelecidas regras e
controles cada vez mais rigorosos ao que se refere as determinacdes de residuos de

agrotoxicos. Muitos obstaculos comerciais hoje existentes, como barreiras alfandegarias,



prejudicam os avancos da exportacdo, principalmente para a Unido Européia, que é o
principal mercado agricola dos produtos brasileiros. Este mercado passa por frequentes
ajustes internos relacionados ao estabelecimento de normas de qualidade e de
comercializacdao de produtos alimentares. As cadeias de distribuidores e de redes
varejistas tém exigido dos exportadores o cumprimento de LMR de agrotéxicos, muitas
vezes inferiores aos acordados no CODEX Alimentarius [8].

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em
conjunto com os produtores estdo investindo em cadeias de acées como, por exemplo, o
Programa Nacional de Monitoramento e Controle de Residuos Quimicos e Bioldégicos em
Vegetais (PNCRYV), instituido pela portaria n® 709 de 13/12/1996, que apds revogacgodes, da
seguimento e integra o Plano Nacional de Seguranca e Qualidade dos Produtos de
Origem Vegetal (PNSQYV), instituido pela Instrucdo Normativa n®10 de 31/07/2003. Faz
parte dos objetivos do PNSQV, o controle dos niveis de contaminantes e residuos
guimicos e bioldgicos, conforme os limites estabelecidos nas legislagdes pertinentes, além
de evitar perdas e agregar valores aos produtos de origem vegetal na cadeia produtiva [9].

Com a finalidade de padronizar, da producéo a comercializagdo, o agronegécio de
frutas, preconizadas pela Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) e 6rgaos auxiliares
como a Food and Agriculture Organization (FAQO), Organizagao Internacional da Saude
Animal (OIE) e Organizagdao Mundial de Saude (WHO), o MAPA criou o programa de
Producéao Integrada de Frutas (PIF), através da Instrugdo normativa n°20 de 27/09/2001
publicado no Diario Oficial da Unido de 15/10/2001, o qual consiste em um sistema de
cultivo de frutas de alto padrdo de qualidade e de sanidade. Através da PIF, o MAPA
prevé o emprego de normas de sustentabilidade ambiental, seguranca alimentar,
viabilidade econbmica e socialmente justa, mediante o uso de tecnologias ndo agressivas
ao meio ambiente e ao homem [10].

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou, em 2001, o Programa
Nacional de Monitoramento de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). O PARA
tem como um dos seus principais objetivos avaliar a seguranca para o consumo do
alimento tratado; detectar residuos devido ao uso impréprio do agrotéxico ou de
agrotoxicos de uso ndo autorizado para determinada cultura; fornecer a credibilidade de

exportadores perante seus clientes e melhorar agcées contra o uso impréprio destes
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produtos [11].

Apesar da cultura de uva nao ter sido selecionada para monitoramento na primeira
etapa do PARA, escolheu-a como matriz neste estudo, pois o Estado de Sao Paulo, com
cerca de duas mil propriedades vinicolas, destaca-se como maior produtor nacional de uva
de mesa, com aproximadamente 39 milhdes de plantas e producédo de 189 mil toneladas.
Os cultivares de uva comum, representados principalmente pela “Niagara Rosada”,
correspondem a 89% do total de plantas e 49% da producéo de uva no Estado [12]. Este
cenario demonstra a necessidade de se desenvolver métodos devidamente validados que
permitam avaliar os niveis de residuos de agrotéxicos nas uvas in natura que chegam a
mesa do consumidor, fortalecendo a capacidade do governo em atender a seguranca
alimentar, evitando assim, possiveis agravos a saude da populagao.

1.1 -Uva - origem, caracteristicas e propriedades

A cultura da uva tem grande valor, ndo apenas por representar a maior producao
mundial de horticultura, mas também por trazer conexdes histéricas com o
desenvolvimento da humanidade [13].

Desde a antiguidade, a uva é uma das frutas mais apreciadas pela humanidade.
Originou-se no Caucaso, Asia, de onde foi levada para a Europa. No Brasil, as primeiras
mudas desembarcaram com o colonizador Martin Afonso de Sousa, em 1532. Mas, coube
ao cavaleiro-fidalgo portugués Bras Cubas o titulo de viticultor pioneiro. “Fiel as tradicdes
de seu povo, plantou as primeiras videiras na Capitania de Sao Vicente, reconhecida
como o berco da viticultura brasileira. A imigracéao italiana em Sao Paulo e no Rio Grande
do Sul, no final do século XIX proporcionou um grande impulso a cultura [14-16].

A videira € uma planta sarmentosa, de habito trepador, sendo a principal fruteira
cultivada no mundo. Pertence a familia Vitaceae e ao género Vitis, se apresentando em
espécies diversas, destacando-se a Vitis vinifera — produz frutos apropriados a producao
de vinho, de origem européia — e a Vitis labrusca e outras, adequadas para servir de porta-

enxerto ou para produzir uvas de mesa, sendo originarias da América do Norte [14].

As uvas podem ser classificadas em quatro grupos: [14-16]:



- Uvas rusticas de mesa: sdao também chamadas de uvas comuns. Sao rusticas
pela maior resisténcia a determinadas doencas e maior facilidade em alguns tratos
culturais. Seus frutos apresentam polpa que se desprende facilmente da pelicula (casca),
sendo muito apreciados para o consumo ao natural. Também sao utilizadas para fins
industriais, para a producao de vinhos, sucos, destilados, vinagre e geléia. Geralmente
sao de espécies americanas ou hibridas. As principais variedades sdo: Niagara Rosada,
Nidgara Branca, Madalena, Isabel, dentre outras.

- Uvas finas de mesa: Sao chamadas de finas pela alta qualidade de seus frutos,
favorecendo o consumo ao natural. Sdo da espécie Vitis vinifera; sendo extremamente
sensiveis as doencas fungicas. As principais variedades sao: Italia, Rubi, Benitaka, Brasil,
Red Globe, Piratininga, Ribier, dentre outras.

- Uvas sem sementes: Sao chamadas de apirenas ou sem sementes pela auséncia
completa ou presenga apenas de vestigios de sementes. Seus frutos sdo muito
apreciados para o consumo ao natural. Geralmente sdo da espécie Vitis vinifera, ou
hibridos desta espécie com outras. As principais variedades sao: Perlette, Centennial e
Thompson Seedless.

- Uvas para vinho: Seus frutos sao utilizados como matéria-prima para producao de
vinhos finos de exceléncia, devido ao elevado potencial de acumulo de acucar nas bagas.
Sao sensiveis as doencas fungicas e altamente exigentes em tratos culturais. Englobam
variedades da espécie Vitis vinifera L. de origem européia.

Dentre as diversas espécies de uva, as mais conhecidas no Brasil sdo: uva italia,
niagara branca e rosada [16]. A uva niagara rosada é a mais aceita pelo consumidor
brasileiro. Seu gosto perfumado e doce faz com que seja considerada a uva de mesa mais
vendida no pais, sendo que a regido de Campinas é uma das principais produtoras [17].
Pode ser cultivada para fins comercias em quase todas as regides do Estado de Sao
Paulo, a excec¢éo do litoral, devido as condicdes de alta umidade e temperatura [14].

A uva niagara rosada € o resultado de uma mutagdo somatica ocorrida na
variedade niagara branca (Vitis labrusca L. x Vitis vinifera L.), em 1933, em Louveira-SP,
que rapidamente predominou sobre a forma original [18-19]. A uva nidgara rosada
apresenta bagas com um revestimento branco sobre a casca denominada "Pruina". Trata-

se de uma cera que protege a epiderme da fruta e que melhora sua aparéncia. [19].



O sabor da uva varia muito de acordo com o tipo de solo, podendo ser doce, citrico
ou &cido. A uva além de ser altamente apreciada para consumo “in natura” e ser utilizada
na fabricacdo de diversos produtos, como passa, suco, doce, geléia, vinho e vinagre,
fornece, também, outros subprodutos, como corantes naturais, acido tartarico, éleo de
semente e taninos. E rica em carboidratos e vitaminas, como tiamina, riboflavina e
vitamina C. Os minerais presentes sao calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre e, em maior
quantidade, potassio. E uma fruta altamente energética por ser rica em carboidratos,
apresentando também pequenas quantidades de vitamina do complexo B. Nao é muito
caldrica, pois 100 gramas de uva possuem, aproximadamente, 50 calorias [16,20].

Devido a presenca de compostos fendlicos na casca, especialmente o resveratrol,
as catequinas e flavondides, o consumo da uva e de seus derivados tem sido indicado
como fator de protecdo ao sistema circulatério e ao coracdo. Os compostos fendlicos
agiriam como antioxidantes, impedindo a ag¢ado de radicais livres no organismo, e teriam
também, atividade anti-inflamatéria, impedindo a aglomeracao das plaquetas sanguineas,
reduzindo assim os riscos de ocorréncia de infartos e derrames. Outra forma de agao seria
como agente protetor de moléculas essenciais como o DNA, impedindo alguns processos
desencadeadores do cancer [21].

1.2 Agrotoxicos

O Decreto Federal 5981/2006 da uma nova redacao e inclui dispositivos ao Decreto
n® 4074 de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei n® 7802, de 11 de julho de 1989,
que dispde sobre o0 uso de agrotéxicos e afins e define-os como produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinado ao uso nos setores de producao, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa dos seres vivos considerados nocivos,
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento [22].

Os efeitos toxicos dos agrotoxicos sao seletivos uma vez que eles agem contra
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determinados organismos sem adversamente afetar a outros. Contudo, a seletividade
absoluta é dificil de ser alcangada e, dessa forma, a maioria dos agrotoxicos produz algum
risco a saude humana. Os residuos oriundos do tratamento com agrotéxicos podem
penetrar nos tecidos das plantas, na polpa, nos sucos das frutas e nos vegetais, o que
torna de particular importancia determina-los [23].

Os agrotéxicos podem ser divididos quanto ao modo de acao entre sistémicos e de
contato. Os sistémicos sdo aqueles que, quando aplicados nas plantas, circulam através
da seiva, por todos os tecidos vegetais, de forma a distribuirem-se uniformemente e
ampliarem o seu tempo de acdo. Os de contato sdo aqueles que agem externamente no
vegetal, tendo necessariamente que entrarem em contato com o alvo biologico. Os
agrotoxicos de contato sdo também, em boa parte, absorvidos pela planta, penetrando em
seu interior através de suas porosidades. Uma lavagem dos alimentos somente em agua
corrente poderia remover parte dos residuos de agrotoxicos presentes na superficie dos
mesmos. Os agrotoxicos sistémicos e uma parte dos de contato, por terem sido
absorvidos por tecidos internos da planta, caso ainda ndo tenham sido degradados pelo
préprio metabolismo do vegetal, permanecerdo nos alimentos mesmo que esses sejam
lavados. Neste caso, uma vez contaminados com agrotéxicos, estes alimentos levardo o
consumidor a ingerir seus residuos [24].

A viticultura e a producao de vinho possuem um papel fundamental no mundo, e o
uso de agrotéxicos, para controle de pestes e de doencas, € uma pratica comum em
vinhedos para aumentar a colheita. Contudo, esses produtos quimicos podem atingir os
tecidos das plantas, carregando residuos que podem ser detectados em uvas e em
produtos processados como vinho e suco. Isto pode tornar uma rota significativa para a
exposicdo humana a estes compostos téxicos [25].

O nivel de residuos de agrotdéxicos em alimentos depende de fatores agricolas e
climaticos e, muitos paises estabelecem seus proprios limites baseados nas boas praticas
agricolas exercidas localmente [6]. Em tese, o cumprimento destes limites maximos de
residuos permite preservar a saude do consumidor da acao téxica destes produtos.

De acordo com o status de todos os principios ativos marcados pela Unido
Européia (UE), mais de 1100 agrotdxicos estédo registrados atualmente. Mais de 17000
LMR tém sido fixados para varios produtos e agrotéxicos [26].



Atualmente, um numero cada vez maior de agrotdxicos deve ser monitorado e em
concentracdes inferiores aos LMR, o que requer métodos altamente sensiveis e seletivos.
Consequentemente, o preparo da amostra torna-se uma etapa chave no procedimento
analitico [25].

1.3 Meétodos de analise

Os meétodos de andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos compreendem,
basicamente, quatro etapas: a amostragem, o preparo da amostra, a separagao e
determinacao dos analitos e o tratamento de dados [27]. O preparo da amostra é uma
etapa que requer uma atencdo especial do analista em qualquer desenvolvimento de
método analitico.

1.3.1 Técnicas de preparo de amostra

Nos ultimos anos, extensos esforcos tém sido feitos para o desenvolvimento de
novas técnicas de preparo de amostra que reduzam tempo, trabalho, consumo de solvente
e, consequentemente, aumentam o desempenho analitico do processo [25].

O preparo da amostra €, frequentemente, a fase critica de um método multirresiduo,
devido a diversidade de substancias que podem ser extraidas em matrizes com
caracteristicas e composi¢oes proprias [28].

O objetivo do preparo de amostra reside no isolamento dos analitos de interesse de
matrizes, tentando reduzir ou mesmo eliminar simultaneamente os interferentes da matriz,
para facilitar suas determinagdes em baixas concentracbes e concentra-los [29].

Um método multirresiduo de preparo de amostras para a analise de agrotoxicos
deve apresentar as seguintes propriedades: abranger, em um Unico procedimento, uma
ampla faixa de agrotoxicos com propriedades distintas e de diversas classes, atingir
recuperacbes proximas a 100%, remover 0s possiveis compostos interferentes da
amostra, proporcionar boa precisdo, robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e
seguranca, além de utilizar volumes reduzidos de solventes que sejam de baixa toxicidade
[29].



A seguir, encontram-se descritas as técnicas de preparo de amostras empregadas
neste estudo.

1.3.1.1 Extracao liquido-liquido (ELL)

A ELL é uma das técnicas de preparo de amostras mais tradicional. Na ELL
transferem-se os analitos de interesse presentes em uma matriz liquida para outro liquido
imiscivel. A extragdo mais comum é realizada separando os analitos de uma solucéo
aquosa, biolégica ou ambiental, para solventes organicos apolares ou com polaridade
menor que o solvente da matriz. A ELL classica é trabalhosa, exige manipulacdes
repetitivas e a separacdo de fases pode ser muito lenta quando se forma emulsdo e
também gera um grande volume de residuos organicos [30, 31]. Apresenta como
vantagem o fato de ndo necessitar de equipamentos caros e os solventes organicos de
alta pureza sao facilmente encontrados, mesmo que com precos elevados. Na Figura 1
esta apresentado o sistema utilizado para a extragao liquido-liquido.

Atualmente, os solventes mais comumente utilizados em ELL para determinacao de
multirresiduos de agrotdxicos em frutas e vegetais sdo: acetona, acetonitrila e acetato de
etila, a partir dos quais os analitos de interesse sao transferidos para camada organica,
deixando na fase aquosa o0s coextrativos indesejaveis e alguns agrotdxicos altamente

polares.

1.3.1.2 Extracao em fase solida (EFS)

Dentre as técnicas de extracdo desenvolvidas como alternativa a ELL destaca-se a
EFS [32]. A ESF é uma técnica bem estabelecida em métodos multirresiduais, sendo
empregada, com frequéncia, na extracao de agrotoxicos em amostras de alimento [29] e,
muitas vezes, em conjunto com a ELL, como etapa de “clean-up” [33]. Ela requer
pequenos volumes de solvente e é de facil operacéo e automacao [23, 34].

A EFS é uma técnica de preparo de amostra na qual, na sua forma mais simples,
pode ser descrita como uma cromatografia liquida classica, na qual se usa uma pequena
coluna aberta, denominada cartucho de extragdo, que contem a fase sdélida, também
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chamada de sorvente. Utilizam-se cartuchos contendo um sorvente sélido que isola o
analito de interesse dos interferentes da matriz. Os sorventes utilizados nos cartuchos sao
semelhantes aos materiais empregados como fases estacionarias na cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com dimensdes de particulas diferentes. Porém, os cartuchos
apresentam um custo consideravel, devido ao fato de serem importados e utilizados uma
Unica vez, e uma baixa reprodutibilidade entre os lotes.

As etapas da EFS consistem no condicionamento dos cartuchos, na aplicacdo da
amostra, na lavagem do sorvente e na eluicdo dos analitos. O condicionamento é feito
para ativar o sorvente através da passagem de um solvente compativel com o sorvente a
ser ativado. Um dos fatores importantes nesta etapa é nao deixar que o material contido
no cartucho seque, para que nao sejam formados caminhos preferenciais,
comprometendo a separagdo. A ativacdo do material existente dentro do cartucho se da
através do emprego de um solvente que condicione a superficie do sélido, cujo tipo
depende do material a ser ativado. A adicdo da amostra ao cartucho, ja condicionado,
deve ser lenta, com vazdo inferior a 2mL min”, por meio de vacuo ou pressao.
Idealmente, nesta etapa, o analito de interesse fica retido na fase sélida e os interferentes
passam pelo cartucho. A fase sélida é lavada com um solvente apropriado, retirando os
interferentes da matriz ou parte deles, sem eliminar os analitos de interesse. A seguir,
ocorre a eluicdo do analito de interesse do sorvente com um solvente apropriado [35-37].
A Figura 2 apresenta um esquema do processo de extracao em fase solida.



1. Condicionamento 2. Aplicagiio 3. Lavagem 4. Eluigdo
do cartucho da amostra do sorvente dos analitos

, .
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Elui¢do dos interferentes Compostos
.' B deinteresse

Vi <> Interferentes

5 Compostos de interesse
Figura 1: Esquema representativo do processo de EFS

Existem varios procedimentos de tratamento de amostra por EFS, que variam no
tipo de sorventes e solventes, no volume de amostra, assim como nos volumes de
solventes para ativacdo dos cartuchos e para eluicdo dos analitos.

Em 2003, Otero et al. [38] desenvolveram um método multirresiduo para analise de
14 fungicidas em uvas. O método proposto baseou-se em extracao liquido-liquido e
extracdo em fase sélida, seguida por andlise por CLAE-DAD. O método apresentou
recuperacdes acima de 85% para a maioria dos compostos e precisédo entre 1,5 ¢ 16%.

Teixeira et al. [39], em 2004, estudaram a mobilidade de agrotoxicos em uvas, pela
comparagdo de seus residuos. As uvas foram analisadas por uma metodologia validada

empregando CLAE-DAD. Eles utilizaram no preparo de amostra duas técnicas de
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extracdo, extracao liquido-liquido seguida por extracao em fase sélida. O LD obtido foi de
1,7 mg L™ e as recuperagées ficaram entre 56,7 e 79,4%.

Em 2005, Topuz et al. [6] desenvolveram um método para a determinacao
simultanea de cinco agrotdéxicos em sucos de frutas utilizando EFS empregando cartuchos
C18 e CL-DAD e obtiveram recuperacdes entre 93,8 a 99,5% e coeficientes de variagao
(CV) inferiores a 3,4%. O limite de deteccdo alcancado foi de 0,5 a 1ugkg ' e a
linearidade foi maior que 0,9988.

Watanabe et al. [34], em 2007, desenvolveram um método de preparo de amostra
baseado em ELL seguida de EFS para determinacdo multirresiduo de sete inseticidas
neonicotindides em maca, uva, péssego, tomate, cenoura, pepino, pimentdo e espinafre,
sendo analisados por CLAE-DAD. Depois de extragdo em acetona, os extratos foram
transferidos para cartuchos Chem Elut e, em seguida, Envi-Carb/NH,, obtendo assim uma
maior eficiéncia de limpeza. As recuperagdes obtidas ficaram entre 80 e 115%,
alcancando LD na faixa de 0,01 a 0,03 mg kg™

1.3.1.3 Método QUEChERS

QUuEChERS é um novo método de extracao voltado para analise multirresidual de
agrotoxicos que foi desenvolvido entre 2000 e 2002, sendo publicado pela primeira vez em
2003 por Anastassiades et al. [40]. Apesar de ser um método relativamente novo,
QuEChERS tem sido amplamente aceito pela comunidade internacional de analistas de
residuos de agrotdxicos, uma vez que muitos trabalhos tém sido publicados empregando
sua forma original ou com variagdes [26].

O procedimento do método QUEChERS envolve uma extragdo inicial com
acetonitrila, seguida de uma etapa de particdo realizada pela adicdo de uma mistura de
sais composta por sulfato de magnésio anidro, que tem a funcdo de remover o excesso de
agua da amostra; cloreto de sodio, para o ajuste da forca idnica; hidrogenocitrato de sédio
e citrato de sdédio, para constituicdo do tampao citrato e ajuste do pH do meio em,
aproximadamente, 5. Uma por¢cédo do extrato é entdo submetida a uma etapa de limpeza
por extracdo em fase sélida dispersiva (EFS-D), na qual é empregado um sorvente
trocador aniénico composto por grupos etilenodiamina-N-propil ligados a silica, PSA (do
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inglés Primary — Secundary Amine). Este sorvente tem a funcdo de remover agucares,
acidos graxos, acidos organicos, agua e pigmentos [41]. O sorvente retém os interferentes
da matriz, sendo que o extrato final, em acetonitrila, obtido pelo método QUEChERS, pode
ser diretamente analisado empregando-se técnicas cromatograficas. A estrutura bidentada
do PSA tem um elevado efeito quelante devido a presenca dos grupos amino primario e
secundario. Como resultado a retencao de acidos graxos livres e de outros compostos
polares presentes na matriz € muito forte. Um clean up eficiente garante uma vida util mais
longa para o sistema cromatografico e colunas [41, 42]. A estrutura do PSA esta
apresentada na Figura 2.

\,
f ]

MH

\_\

MH,

Figura 2: Estrutura do sorvente PSA

As vantagens do método QUEChERS estado inseridas no préprio nome (do inglés
“quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), ou seja, incluem a rapidez, simplicidade,
baixo custo, eficiéncia, robustez e confiabilidade. O método QUEChERS é aplicado a um
amplo numero de agrotéxicos, incluindo agrotdéxicos com carater acido, basico e aqueles
muito polares. Ele fornece recuperacbes adequadas para um grande numero de
agrotoxicos com diferentes propriedades fisico-quimicas. Devido a estas vantagens, o
método QUEChERS tem sido amplamente aceito, e esta sendo aplicado nos métodos
oficiais da AOAC para andlises de residuos de agrotéxicos em frutas e outros vegetais que
podem ser determinados tanto por cromatografia gasosa (CG) como por cromatografia
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liguida de alta eficiéncia (CLAE) [42]. Também este método tem sido sugerido pelas
Normas Européias [25, 3]. A Figura 3 apresenta um esquema do método QUEChERS
original.

Paya et al. [43], em 2007, desenvolveram e validaram um método multirresiduo
empregando o método QUEChERS para a extracdo de 80 agrotdxicos. Trinta e oito
agrotoxicos foram quantitativamente recuperados das matrizes liméo, uva passa e pepino
e determinados usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em
série (CG-EM/EM). Quarenta e dois agrotéxicos foram determinados nas matrizes
estudadas, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (CL-
EM/EM). A maioria das recuperacdes obtidas ficou entre 70 e 110% e CV abaixo de 10%.

Lesueur et al. [44], em 2008, analisaram 140 agrotoxicos, onde 105 agrotdxicos
foram analisados por CG-EM e 46 agrotéxicos analisados por CL-EM nas matrizes uva,
liméo, cebola e tomate, empregando como técnica de extracdo o método QUEChERS.
Utilizando CG-EM, eles obtiveram limite de detecgdo (LD) de 0,4 a 48,2 pg kg™ e limite de
quantificacdo (LQ) de 1,2 a 161 pgkg'. Para a maioria dos agrotéxicos obtiveram
recuperacdes de 70 a 110%. Por CL-EM, o LD obtido foi de 1,0 a 115 pg kg e o LQ de
3,3 a 380 ug kg'. As recuperacdes obtidas, para a maioria dos agrotéxicos estudados,
foram de 70 a 110%, com CV abaixo dos 20%.
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Adicionar acetonitrila
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E ffective S — Agitar vigorosamente
R ugged 50mL por 1 min

S afe Adicionar

MgSO, + NaCl +

Hidrogenocitrato de sodio e citrato de sodio
pH5,0

Agitar vigorosamente
por 1 min

10g de amostra

Pegar uma aliquota
do extrato (1 mL)

Analise Cromatografica

Adicionar
MgSO, e PSA
Agitar por 30 s e centrifugar

Figura 3: Esquema representativo do procedimento original do método QUEChERS

Banerjee et al. [45], em 2007, validaram um método multirresiduo para analise de
82 agrotoxicos em uva. Eles empregaram o método de extracdo QUEChERS usando
acetato de etila como solvente de extracdo e determinagao por CL-EM/EM. Eles obtiveram
LQ menores que 10 pgkg', com recuperacbes de 70 a 120% para a maioria dos
agrotoxicos estudados.

Em 2008, Romero-Gonzales et al. [3] desenvolveram e validaram um método
analitico para determinagdo simultdnea de 90 agrotéxicos em sucos de frutas por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massa em série
(CLUE-EM/EM). A extracao foi efetuada com ACN, aplicando o método QUEChERS e os
extratos foram analisados sem clean-up obtendo resultados melhores que por EFS. A
quantificacdo dos compostos foi feita no modo monitoramento de reagdes multiplas
(MRM), obtendo uma corrida cromatografica em 11 min. Eles obtiveram recuperacdes
entre 70,4 e 108,5% e CV inferiores a 20%. Os LQ obtidos foram menores que 5 ug L. O
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método desenvolvido foi aplicado em amostras comerciais sendo que em algumas delas

foram encontrados agrotoxicos, como o tiabendazol.

1.3.2 Técnicas de separacao e determinacao dos analitos

Muitos estudos abordando métodos multirresiduais desenvolvidos por varios grupos
tém sido descritos empregando diferentes técnicas de extracdo, utilizando diferentes
sorventes ou mistura de sorventes. A quantificacdo destes residuos, nos mais diferentes
meios e matrizes, € tradicionalmente realizada usando-se as técnicas cromatograficas.
Estas técnicas tém sua importancia em funcao de sua facilidade em efetuar separacoes,
identificar, quantificar e confirmar as espécies presentes na amostra, por meio de
detectores especificos [1, 46, 47].

O método analitico empregado deve ser capaz de detectar o residuo em niveis
muito baixos e deve igualmente fornecer evidéncias para confirmar a sua identidade [46].
A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
diferentes detectores sdo técnicas amplamente usadas como ferramentas analiticas na
determinacao de residuos de agrotoxicos [47].

No entanto, o numero de compostos que nao pode ser determinado por CG sem
derivatizacdo, devido a baixa volatilidade, alta polaridade e instabilidade térmica, tem
crescido bastante nos ultimos anos [46]. Nestes casos, estes compostos podem ser mais
facilmente analisados por CLAE, sendo, portanto estas duas técnicas complementares.

A CLAE trata-se de uma técnica mais versatil. Tém sido desenvolvidos varios
métodos de analise de agrotoxicos em alimentos empregando a CLAE com deteccéao por
absorcao no UV [48], por fluorescéncia [49] ou por arranjo de diodos (DAD) [50], sendo
que este ultimo realiza tanto a deteccdo qualitativa como quantitativa, porém, ele é de
aplicagao limitada a amostras relativamente limpas, uma vez que muitos dos interferentes
presentes na matriz absorvem na mesma regido do UV que diversos agrotoxicos.
Consequentemente, o DAD pode nao ser suficientemente especifico para as andlises nas
quais as diferencas espectrais sdo pequenas.

Na busca por métodos de analise de agrotoxicos em matrizes complexas, cada vez

mais rapidos, seletivos e sensiveis, varios avangos tém sido obtidos no desenvolvimento
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das técnicas analiticas de separacao e deteccao [26]. Um avango que merece destaque é
0 emprego da deteccao por espectrometria de massas (EM) [51, 52] e por espectrometria
de massas em série (EM/EM) [53,54] que gerou um aumento significativo na seletividade e
detectabilidade dos métodos cromatograficos, possibilitando a analise de um grande
namero de agrotéxicos simultaneamente e a sua deteccdo em concentragdes muito
baixas.

Nos anos recentes, muitos estudos de quantificacdo e confirmacao de residuos de
agrotéxicos em alimentos tém empregado a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com diferentes tipos de ionizagdo e analisadores e sistemas de
deteccgéo.

Em 2006, Hernandez et al. [55] estudaram 52 agrotoxicos por CL-EM/EM com
ionizacao por eletronebulizacao (ESI), em frutas como tomate, limao, uva seca e abacate
e obtiveram recuperagdes na faixa de 70 a 110%, com precisdo satisfatdéria, com
coeficiente de variacdo < 15%. Trés agrotoxicos, metamidofds, aldicarbe e etiofencarbe,
apresentaram em todas as matrizes, baixas porcentagens de recuperacao, possivelmente
por degradacao parcial durante o tratamento da amostra. O LQ do método estabelecido foi
de 10 ug kg™, para todos os principios ativos.

Goto et al., em 2006 [56], desenvolveram um método para a andlise de carbamatos
em frutas, utilizando CL-EM/EM com ionizacdo por eletronebulizacdo O estudo de
recuperacao mostrou-se insatisfatério para o aldicarbe, metiocarbe e pirimicarbe. O limite
de quantificacdo estimado foi de 5,0 pg kg™

Em 2007, Hiemstra e Kok [57] propuseram um método multirresiduo para frutas,
hortalicas e cereais utilizando a técnica de CL-EM/EM, com triplo quadrupolo e com
ionizacao por eletronebulizacdo (ESI). Foram detectados 171 agrotdéxicos e seus
metabdlitos em diferentes matrizes de graos. Os resultados de recuperacao obtidos foram
de 70 a 110%, com estimativa de desvio padrdo relativo de até 15%. O limite de
quantificagdo de todos os analitos estudados foi de 10 pg kg™

Pizzutti et al. [58] desenvolveram um método multirresiduo em graos de soja
utilizando a técnica CL-EM/EM com ionizacao por ESI. Dos 169 agrotoxicos estudados,
mais de 70% deles apresentaram recuperacgao variando de 70 a 120%, com coeficiente de
variacdo < 20%. O limite de quantificagdo do método variou de 10 a 50 pg kg™
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1.3.2.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
série (CL-EM/EM)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) é a mais
poderosa técnica para analise de agrotéxicos em frutas e demais vegetais [7], além de ser
uma técnica preferida para andlises de compostos que sdo pouco volateis, apresentam
uma alta polaridade e sdo termicamente instdveis na natureza [54]. Porém, a CL em
combinacao com a espectrometria de massas em série (EM/EM) é capaz de discriminar o
analito e o sinal da matriz mais eficientemente que a CL-EM [34,59] por apresentar
caracterizacdo da estrutura molecular e uma maior confiabilidade na quantificacao.

A CL-EM/EM é uma poderosa ferramenta para a analise de residuos de agrotoxicos
em uma variedade de matrizes complexas, devido ao fato que a seletividade e a
detectabilidade sao notavelmente melhoradas, as etapas de pré-tratamentos de amostra
podem ser minimizadas e quantificacées e confirmacdes confiaveis podem ser facilmente
conseguidas em baixos niveis de concentracdes [54], para diversos tipos de amostras,
como ambientais e alimentos. Para esse propésito, sdo indicadas a ionizacdo por
eletronebulizacao (ESI) e a ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI), sendo que a
selecdo da fonte de ionizacdo depende do composto, e analisadores triplo quadrupolo,
gue sdo amplamente usados para fins de quantificacao [60,3].

O ponto critico da técnica CL-EM ¢é a transferéncia dos constituintes do eluato da
coluna cromatografica que se encontra em uma fase liquida para uma fase gasosa na
forma de ions, uma vez que o espectrometro de massas opera em condicbes de alto
vacuo (10 a 108 torr) [61].

No caso da CL-EM existem diferentes métodos para introduzir o eluato na coluna
no espectrometro de massas, sendo que o0s ions ja podem estar presentes na solucao ou
serem formados no processo de transferéncia [62]. As moléculas da amostra podem ser
submetidas a dois modos de ionizacdo: eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray
lonization) ou ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric
Pressure Chemical lonization).

As diferentes fontes de lonizacao (ou interfaces) empregadas em CL-EM tém em

comum o fato de promoverem uma ionizagdo suave da molécula, isto €, sdo formados
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ions pseudo-moleculares intactos, [M+H]" no modo positivo ou [M+H] no modo negativo,
porque a energia empregada nestas fontes de ionizacdo nao é suficiente para gerar uma
fragmentacao significativa das moléculas do analito [63].

A detectabilidade da resposta em espectrometria de massas € claramente
dependente da tecnologia da interface empregada. A interface ionizacdo a pressao
atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure lonization) utiliza como fonte de
ionizacdo: a ionizagcdo quimica a pressdao atmosférica (APCl) e a ionizagdo por
eletronebulizacao (ESI). No geral, APCI e ESI permitem uma melhor calibracao linear com
varias ordens de grandeza e uma eficiente ionizacdo para compostos de diferentes
polaridades [64]. A selecdo da fonte de ionizacdo mais apropriada para anadlise de
agrotoxicos depende muito das classes dos compostos investigados.

Analises empregando ionizagdo a pressao atmosférica (API) fornecem excelentes
detectabilidade e seletividade permitindo determinacdo dos analitos de interesse em
baixos niveis de concentracao [34, 59].

1.3.2.1.1 Fontes de ionizacao (ou interfaces)

A lonizacao Quimica a Pressao Atmosférica (APCI) € uma técnica apropriada para
analise de compostos de baixa a média polaridade [65].

No modo APCI, o eluato do cromatografo é nebulizado através de um vaporizador
aquecido (normalmente 250 a 400 °C), sob pressao atmosférica. O aquecimento vaporiza
o liquido e as moléculas do solvente na fase gasosa sao ionizadas por uma descarga de
elétrons a partir de uma agulha condutora. Entdo, os ions do solvente transferem cargas
para as moléculas do analito através de reagdes quimicas (ionizagcao quimica). Os ions do
analito passam através de um capilar de vidro dielétrico e do orificio de amostragem para
dentro do analisador de massas, como em ESI.

A ionizacgao por eletronebulizacao (electrospray, ESI) é uma técnica apropriada para
a determinacdo da massa molar. E preferencialmente aplicada para a andlise de
moléculas ibnicas grandes ou ions pequenos com uma unica carga, podendo ser usada no
modo positivo ou negativo.

Na ESI, a FM na qual o analito de interesse se encontra dissolvido passa através de
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um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo
formadas pequenas gotas altamente carregadas (“spray”) que sao dessolvatadas ao se
deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de
pressao atmosférica. A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de gas seco
(geralmente Ny) na regido do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho
das gotas é reduzido até o ponto em que a forca de repulsdo entre as cargas similares fica
maior que as forcas de coesao da fase liquida (tensao superficial). Neste momento, ocorre
a chamada "explosao couldmbica” que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do
tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de explosdes passa entao
a ocorrer até que sao produzidos os ions do analito a partir destas gotas, os quais sao
transferidos para o interior do EM por uma série de dispositivos de focalizagao [66].

Devido ao modo de obtencao dos ions nesta fonte de ionizagdo, a ESI pode ser
utilizada na andlise de compostos sensiveis a temperatura e com elevadas massas
molares [67]. Em ESI, compostos sensiveis a temperatura podem ser ionizados sem sofrer
degradacao, ja que a ionizagdo ocorre diretamente na solugdo. Ja os compostos com
massas molares relativamente grandes podem ser analisados utilizando-se ESI, porque
esta fonte de ionizacao é capaz de gerar ions com multiplas cargas [65].

Na ESI é necessério fazer uma otimizagao significativa dos parametros da interface.
E necessario otimizar a posicdo e o potencial da agulha do spray. ESI apresenta maior
sensibilidade a composicdao da FM a aos aditivos utilizados. A vazdo da fase movel
influencia na resposta do analito, pois afeta a eficiéncia da ionizacdo. Gotas maiores sédo
geradas em vazdes altas, demandando um maior tempo de evaporacédo destas gotas. fons
presentes na solucdo sdo transferidos para a fase gasosa mais rapidamente quando se
encontram na forma de gotas pequenas. Desta forma a eficiéncia da ionizagcao € maior em
vazbes mais baixas [68].

A ionizacao por ESI é uma ionizacao branda, pois a energia empregada nesta fonte
de ionizagdo nao é suficiente para gerar uma fragmentacéao significativa das moléculas do
analito, de maneira que sao formados ions pseudo-moleculares intactos, do tipo [M+H]" no
modo positivo ou [M-H] no modo negativo. O modo de operacao positivo ou negativo, é
estabelecido, na ESI, pelos modificadores adicionados a FM. No modo de ionizacao
positivo € adicionado a FM um &cido orgéanico, geralmente acido férmico. Ja no modo
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negativo, adiciona-se a FM uma base organica, geralmente trietilamina [35]. Nesta fonte
de ionizacdo pode ocorrer a formacdo de adutos entre os ions moleculares e Na*, K*,
NH;*, HCOO e CH3COO'. A formacao de adutos pode ser controlada através da adicao
de modificadores a FM que disponibilizam estas espécies ibnicas.

Na analise de compostos que apresentam grupos ionizaveis, a adi¢cdo de tampdes é
importante para aumentar a ionizacdo e evitar perdas na resolugcédo, retencdo e
repetitividade. Entretanto, em CL-EM, é necessario que o tampéao utilizado seja volatil, pois
do contrario pode ocasionar a supressao do sinal, formacao de adutos e ruido alto. Além
disso, a concentracdo do tampao deve ser a menor possivel, em ESI utilizam-se
concentragdes de 10 mmol L™ ou menores [68].

A selecdo da composicdao da FM no desenvolvimento de um método deve, na
medida do possivel, objetivar a formacado de ions pré-formados na solucao, isto é, a
protonagcdo de analitos basicos ou desprotonagcdo de analitos acidos. Desta forma, para
analitos basicos, podem ser utilizados, por exemplo, misturas de sais de amoénia e acidos
volateis como &cido féormico ou acido acético. Estes acidos podem ser utilizados também
para diminuir o pH, auxiliar na geracdo de ions e, dessa forma, aumentar a
detectabilidade. A utilizacdo de aditivos na fase mével também influencia na extensao da

supressao da matriz

1.3.2.1.2 Analisador de massas

O analisador de massas separa os ions que vém da fonte de ionizacao de acordo
com sua razao massa/carga (m/z). Existem varios tipos de analisadores de massas
utilizados na espectrometria de massas, entretanto, especificamente em CL-MS, o
analisador quadrupolo possui alta relevancia atualmente [68] por apresentar como
vantagem uma boa reprodutibilidade, ser de facil operacdo e manutencao, tornando-se
uma técnica eficaz para analise de rotina em laboratério.

Os analisadores de massas tipo quadrupolo usam quatro eletrodos em forma de
bastdo paralelos, organizados em um quadrado para gerar campos elétricos que filtram os
ions com base na razdo m/z, enquanto se deslocam pelos eletrodos. Em determinadas

magnitudes e frequéncias, apenas 0s ions com a massa selecionada atingem o detector.
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Alterando os campos elétricos, as massas de todos os ions podem ser varridas
sequencialmente [69]. Trata-se de um instrumento de baixa resolucédo, adequado apenas
para varreduras de compostos, pois sua detectabilidade é baixa [70].

Na EM/EM, ao invés de utilizar apenas um analisador de massas para separar 0s
ions de mesma razao m/z gerados na fonte de ionizagdo, como na EM, utiliza dois
estagios de espectrometria de massas (Q1 e Q3), sendo que um deles € usado para isolar
o ion de interesse e o0 outro € empregado para estabelecer uma relacao entre este ion de
interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da sua decomposicao induzida
[66]. Esta configuracao permite a obtencao de informagdes estruturais sobre as moléculas
com o uso de multiplos estagios de selecédo e separacdo de massas.

A configuracdo de EM/EM mais utilizada é a do triplo quadrupolo. Neste
instrumento, a analise de massas é feita no primeiro e no ultimo quadrupolo, enquanto que
0 segundo quadrupolo é utilizado como cela de colisao, como é mostrado na Figura 4.
Desta forma, no primeiro analisador (Q1) ocorre a selecao do ion precursor, o qual é
dissociado (fragmentado) na cela de colisdo (Q2) e os ions produtos correspondentes sao
analisados no segundo analisador (Q3) [68].

Cela de Detector
o1 colisao (Q2) Q3
Fonte de L
ionizagao
Selegio do Analise dos ions
ion precursor produtos

Figura 4: Esquema do instrumento triplo quadrupolo

Na cela de colisdo ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro
quadrupolo por dissociacao induzida (collision-induced dissociation, CID) através da
colisio com um gas inerte. O ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é
acelerado por um potencial elétrico para uma regiao de alto vacuo no interior do segundo

quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de elevada energia
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(geralmente Ar, He ou Ny), o que leva a um aumento na energia potencial deste ion até
ocasionar a sua fragmentacgao, conduzindo a formacéao dos ions produto. Quando a CID é
realizada em baixa energia, as reagdes de fragmentagdo levam geralmente a perda de
fragmentos neutros (H.O, MeOH, CO, CO,, etc.), dependendo da natureza do ion
precursor. Esta perda de fragmentos neutros € muito importante na determinacgéo
estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece informagdes acerca de grupos
funcionais presentes na molécula. Quando a colisdo € realizada sob elevada energia, as
reacoes de fragmentacdo geram informacdes estruturais mais significativas, uma vez que
podem levar a quebra das moléculas em posi¢cdes caracteristicas. Porém, quando a
energia &€ muito elevada pode levar a uma fragmentacao descontrolada [66].

Na literatura sdo descritos varios tipos de monitoramento em EM/EM, mas os mais
comuns sao a varredura do ion precursor, varredura do ion produto, varredura da
constante perda de fragmentos neutros e 0 monitoramento seletivo de rea¢des. Na Tabela
1 estdo mostrados os modos de andlise empregados em EM/EM.

Tabela 1: Modos de analise em EM/EM

Modo Experimento Aplicacao

Q1 seleciona um ion precursor Obter informagdes

fon produto Q3 adquire um espectro de estruturais dos ions
massas com todos os fragmentos | produzidos na fonte de
produzidos ionizacao
Q1 faz uma varredura de todos | Monitorar compostos que
fon precursor os fons precursores apresentam fragmentos

Q3 seleciona um fragmento idénticos

Monitorar compostos que

Perda de fragmentos | Q1 e Q3 faz uma varredura de ..
perdem a mesma espécie

neutros diferenca fixa de m/z

neutra
Monitoramento Q1 seleciona um ion precursor | Monitorar uma reagao
Seletivo de Reagbes | Q3 seleciona um fragmento selecionada
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A varredura do ion produto € o modo mais tipicamente utilizado para se obterem
informacdes estruturais das moléculas. Nos modos de varredura do ion produto e
varredura da constante perda de fragmentos neutros, o objetivo € detectar certa classe de
moléculas que apresentam um grupo funcional em comum. Estes dois Ultimos modos sao
particularmente Uteis em analises qualitativas e em varreduras de amostras ambientais ou
de alimentos. O monitoramento seletivo de reagbes € universalmente utilizado em
combinacdo com a separacao por CL para quantificar um composto especifico em
matrizes complexas. O monitoramento seletivo de uma fragmentacao induzida por colisao
promove boa seletividade e detectabilidade. Quando se monitora a fragmentagdo de
varios ions precursores simultaneamente, este modo de varredura é denominado
monitoramento de rea¢des multiplas (multiple-reaction monitoring, MRM).

Assim sendo, o emprego da técnica CL-EM/EM fornece informacgdes referentes a
retencdo do composto na coluna, as transicbes monitoradas e ao sinal proporcional a
concentragdo do analito, que permitem atingir altos niveis de confiabilidade e
detectabilidade [71]. Otimizando o detector para mais de uma transicdo (MRM) para o
mesmo ion precursor, gera-se um método confirmatério, aumentando a sua seletividade.

Quando se faz o acoplamento da cromatografia liquida com a EM obtém-se o
cromatograma de massas que é assim denominado por se tratar de um cromatograma
constituido de todos os ions produzidos pelo espectrdbmetro de massas ou apenas pelos
ions de interesse produzidos por este. O cromatograma contendo todos os ions
produzidos pelo espectrdbmetro de massas € denominado cromatograma de ions totais
(total ion chromatogram, TIC). J& o cromatograma constituido apenas pelos ions de
interesse pode ser obtido pelo monitoramento dos ions selecionados (selected ion
monitoring, SIM), ajustando-se o detector de massas para que sejam observados apenas
os ions de razdo m/z de interesse ou selecionando-os a partir de um banco de dados que
contenha os espectros de massas completos [66].

Para realizagdo deste trabalho foi utilizado o analisador de massas triplo quadrupolo e
a técnica de varredura empregada foi o modo de aquisicdo MRM, monitoramento de
reagcoes multiplas.

A Figura 5 mostra o esquema do espectrdmetro de massas em série empregado
neste estudo: cromatdgrafo a liquido acoplado ao espectrémetro de massas em série triplo
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quadruplo APl 1200 MS VARIAN com fonte de ionizagao por ESI.

Gas de Secagem

250 °C, 25 psi
N B @ L Q1 Q2
ESI | yy ——m 1%

48 psi _,-»’|J='\-:.\ | oo e

. 5
Fonte de lonizagao: 50°C 4
1.6e-7 Torr
s/ T T azec

1800V On :: | r——— 18
e P
Positivo o 7
e Q3 2.00 mTorr

Figura 5- Esquema do espectrdmetro de massas em série triplo quadruplo APl 1200 MS
VARIAN com fonte de ionizacao ESI.

1.4 Validacao de métodos

Para garantir que um novo método analitico seja capaz de gerar informacodes
confiaveis e interpretaveis ele deve ser submetido a uma série de estudos experimentais
denominados validagédo [72-75, 76]. Em outras palavras, o método analitico deve ser
exato, preciso, reprodutivel e robusto.

A validacdo do método € o processo realizado para demonstrar que é aceitavel para
o proposito pretendido. Devem-se levar em consideracado todas as incertezas do processo
analitico, incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, padrées, calibracdes, analista,
ambiente [76, 77].

Os parametros de validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de
trabalhos de organiza¢des nacionais e internacionais e algumas definicées sao diferentes
entre os diversos grupos.

As agéncias reguladoras do Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia e Medidas (INMETRO), e de outros paises,
Codex Alimentarius, International Conference on Harmonization (ICH), Commission of the

European Communities (SANCO), tém estabelecido documentos oficiais, guias, que
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contém as diretrizes a serem adotadas no processo de validagéo [72, 78] que possibilitem
a obtencado, de forma clara e objetiva, de evidéncias de que um método analitico é
adequado para o uso desejado.

Os guias do ICH [79] e da ANVISA [74] estabelecem parametros relativos
especialmente a validacdo de métodos para determinacdo de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos. O guia da ANVISA é uma versao, em portugués,
do guia do ICH apresentando critérios para validacdo (definicoes, intervalos numéricos
aceitaveis, nimeros de ensaios, etc.) iguais aos da ICH.

Os guias da Eurachem [80] e da AOAC [81] podem ser aplicados a validagédo de
métodos para andlise de diversos compostos em varios tipos de matrizes. O protocolo da
IUPAC [72] fornece uma sintese destes guias, em uma tentativa de harmonizar as
diferengas que apresentam. O guia do INMETRO [73] apresenta diretrizes semelhantes as
da Eurachem, com menor numero de ensaios no procedimento de validagéo.

O Codex Alimentarius € um programa conjunto da Organizacao das Nacdes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdao (Food and Agriculture Organization, FAO) e da
Organizacao Mundial da Saude. Trata-se de um férum internacional de normalizacao
sobre alimentos, criado em 1963, e coordenado por comités especificos que abordam
assuntos como: residuos de agrotdxicos, residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, nutricao e alimentos para dietas especiais, rotulagem de alimentos, métodos de
analise e de amostragem, principios gerais, aditivos e contaminantes alimentares, higiene
de alimentos, dentre outros. Para as exportacdes, em que diversos paises utilizam
barreiras tecnolégicas em substituicio as barreiras tarifarias, como forma de
protecionismo ao comércio internacional, a avaliagdo da conformidade atua como
ferramenta estratégica nas relagcbes econdmicas, facilitando ou dificultando o livre
comércio entre paises e blocos econémicos. Desta forma, os laboratérios que executam
as analises devem submeter-se a um credenciamento de um érgao vigente de ambito
nacional ou internacional [82, 83]. Em resumo, Codex Alimentarius foi criado para a
definicho de normas e padrdes a serem seguidos para garantir o fornecimento de
alimentos seguros.

No Brasil ndo havia um guia especifico relacionado a validacdo de métodos

analiticos para agrotdxicos em amostras alimenticias e ambientais. Em 1999, um grupo de
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pesquisadores ligados a 6rgaos publicos, industrias e ao meio académico, Associacao
Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP), publicaram um manual com o
objetivo de sugerir bases para a validacdo de métodos de analise de agrotéxicos em
alimentos e também, como uma tentativa de normalizar este tipo de analise no Brasil [78].
Muitos laboratérios, principalmente os de pesquisa em universidades, utilizaram e alguns
ainda utilizam algumas diretrizes deste manual para o direcionamento na andlise de
agrotoxicos [84, 85]. Algumas diretrizes sugeridas neste manual sdo as mesmas contidas
no guia da ICH, apesar deste ultimo ser voltado a determinacao de farmacos.

Em 2001, a ANVISA iniciou o Projeto de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA), visando avaliar no Brasil a qualidade dos alimentos em relacdo aos
residuos de agrotéxicos. O Projeto foi transformado em Programa, por meio da Resolucéo
RDC 119, de 19 de maio de 2003 e atualmente foi ampliado, cobrindo 25 estados do pais
[86]. O PARA tem como obijetivos especificos os seguintes itens: identificar e quantificar os
niveis de residuos de agrotéxicos nos alimentos; fortalecer a rede de laboratérios de
saude; rastrear a fonte dos problemas e subsidiar acées de vigilancia sanitaria; avaliar o
uso e mapear a distribuicdo dos agrotoxicos; disponibilizar informacdes relativas a
contaminacao de alimentos por agrotéxicos a sociedade [87]. Em 2007, a ANVISA,
divulgou um guia delineando os requerimentos para a garantia da qualidade das anélises
realizadas pelos laboratorios integrantes do PARA (ANVISA-PARA) [88]. Este guia € uma
unido de trechos de dois guias internacionais: 0 da SANCO [89] e o0 do Codex Alimentarius
[90]. A primeira parte contém uma versdo em portugués do guia da SANCO e a segunda
apresenta tabelas em inglés extraidas do guia do Codex Alimentarius.

Os guias da SANCO [89] e da ANVISA-PARA [88] apresentam uma diferenca
notavel em relagdo aos outros guias comentados anteriormente. Por serem versdes mais
atuais, estes guias prevéem, descrevem e estabelecem parametros para a utilizacdo da
espectrometria de massas (empregados na cromatografia liquida ou gasosa) como meio
de confirmagéo da presenca do analito na amostra estudada, o que representa um avango
em relacao aos outros guias.

As variaveis utilizadas na validacdo de métodos sao conhecidas como parametros
de desempenho analitico e, algumas vezes, como figuras analiticas de mérito. Sao elas:

seletividade, linearidade, intervalo de linearidade, precisédo, exatidao, limite de deteccao,
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limite de quantificacao e robustez.

1.4.1 Seletividade

Um método analitico é considerado seletivo quando é capaz de produzir respostas
para varios analitos, mas também é capaz de distinguir a resposta de um analito da dos
outros [73]. E a habilidade de um método em quantificar o analito sem equivocos na
presenca de componentes que podem estar presentes como impurezas, produtos de
degradacao e excipientes [91].

A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies, como outro ingrediente
ativo, substancias enddgenas, impurezas e produtos de degradacao, bem como outros
compostos de propriedades similares que podem estar presentes na amostra [76, 92].

Na cromatografia liquida, a seletividade pode ser alcangada através da otimizacao
das etapas de extracdo e de separacao dos analitos. Em relacdo a extracdo, a
seletividade do método é regida pelo tipo de técnica de extracdo selecionada e por todas
as variaveis envolvidas no seu procedimento, como por exemplo, tipo de solventes e
tempo de extracédo. A seletividade na etapa de separacao cromatografica pode variar de

acordo com o tipo de recheio da coluna cromatografica e composi¢ao da fase mével [81].

A seletividade de um método analitico pode ser avaliada de duas formas [76]:

e comparando-se a matriz isenta dos agrotéxicos com a matriz adicionada com os
padrbes dos agrotdxicos, em quantidades conhecidas, para verificar a existéncia de
coeluicdo destes compostos junto aos interferentes da matriz;

e utilizando-se detectores modernos (arranjo de diodos e espectrdmetros de massas)
que permitem comparar o espectro do pico obtido na amostra com o espectro do

padrao puro.

1.4.2 Linearidade ou Faixa linear de trabalho

A linearidade é a capacidade de um método analitico de produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma dada faixa de
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concentragdo, denominada de faixa linear de trabalho ou intervalo de linearidade [75]. No
limite inferior da faixa de concentracao, o fator limitante é o valor do limite de quantificacéo
do método (LQm). No limite superior, o fator limitante depende do sistema de resposta do
instrumento.

A faixa linear deve cobrir a faixa de aplicacéo para a qual o ensaio vai ser usado. A
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro
da faixa linear. Os valores medidos obtidos tém que estar linearmente correlacionados as
concentragdes. Isto requer que os valores medidos préximos ao limite inferior da faixa
linear de trabalho possam ser distinguidos dos brancos dos métodos. Esse limite inferior
deve, portanto, ser igual ou maior que o limite de quantificagcdo do método.

Em geral, sdo necessarios varios pontos de calibracao para determinar a faixa de
trabalho. O INMETRO [73] e o Codex Alimentarius [90] sugerem sete ou mais pontos, a
AOAC [81], de seis a oito pontos. Os guias da ICH [79], ANVISA [74], e GARP [78]
sugerem cinco concentragoes.

A maior parte dos guias citados recomenda que os pontos das curvas sejam
preparados em extratos da matriz, com o objetivo de contabilizar os erros de preparo das
amostras, dos padrdes e de injecdo das solucdes padrdao e das amostras.

A linearidade do método pode ser determinada por meio da regressao linear
aplicada a um conjunto de dados obtidos por padronizacdo externa para a construcédo da
curva analitica que pode ser expressa pela equacao de reta [76] (equacéo |):

y=ax+b (l)

onde: y = resposta medida (altura ou area do pico);
X = concentragdo do analito
a = coeficiente angular

b = coeficiente linear

A partir dos coeficientes de regressao (a e b) calcula-se, também, o coeficiente de
correlacdo, o qual permite obter uma estimativa qualitativa da curva obtida, pois quanto

mais proximo de 1,0, menor a dispersdao do conjunto de dados experimentais e menor a
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incerteza dos coeficientes de regressao estimados [76]. A ANVISA [74] recomenda um
coeficiente de correlacao de 0,99 e o INMETRO [73] um valor acima de 0,90. O valor do
coeficiente linear, b, também deve ser observado, pois este deve ser menor que uma
pequena porcentagem da resposta obtida para o analito no nivel avaliado [93]. Caso isto
nao ocorra, deve-se demonstrar que este fator ndo afeta a exatiddo do método [94].
Entretanto, nenhum dos guias sugere qual é a porcentagem aceitavel.

A linearidade do método pode ser avaliada de duas formas. A primeira delas é
através da construcao do grafico de residuos. Os residuos representam a diferenca entre
a concentracdo nominal (tedrica) e a concentracdo média obtida, em porcentagem. Para
cada uma das curvas dos analitos, constrdi-se um grafico dos residuos versus a
concentragdo nominal. Deve-se obter uma distribuicao aleatéria entre os valores residuais
positivos e negativos, sem nenhuma tendéncia ou padrdo, para confirmacdo da
linearidade [72, 94-97].

Outra alternativa para estabelecer a linearidade é dividir a resposta pelas
respectivas concentragdes obtendo as respostas relativas. Constréi-se entdo um grafico
com as respostas relativas no eixo y e as concentracbes correspondentes, em escala
logaritmica, no eixo x. A linha obtida deve ser horizontal em toda faixa linear. Este grafico
deve mostrar também os desvios (geralmente +5). Os pontos que estiverem fora da faixa
determinada denotam concentracdes analiticas que se encontram fora da faixa linear [94,
95, 938].

1.4.3. Precisao

A precisao avalia a dispersado de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, em condi¢des definidas [73].

A precisdo € determinada, através do calculo da estimativa do desvio padrao
absoluto (s) (equacado Il) e da estimativa do desvio padrédo relativo (RSD), também
conhecido como coeficiente de variacao (CV) (equacéo llI).

Em métodos de analise de tracos ou impurezas, sdo aceitos CV de até 20%,

dependendo da complexidade da amostra [76].
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(1)

onde: ¥ é a média aritmética de um pequeno nimero de medicdes
X; € o valor individual de uma medicao

n é o numero de medi¢des

RSDouCV = —— x 100 (1)

X

Na Tabela 2, estao descritos os niveis de CV aceitaveis recomendados pela norma
Council Directive (2002), Comunidade Européia [99].

Tabela 2 — Niveis de recuperagéo e faixa de coeficiente de variagédo [99].

Nivel de recuperacao Coeficiente de variacao — CV (%)
>10 ug kg a 100 pg kg™ 20
> 100 pg kg™ a 1000 pg kg™ 15
> 1000 pg kg™ 10

Quanto menor a concentracao avaliada, maiores sao as chances da dispersado dos
resultados das recuperacdes. A ANVISA [74] estabelece o coeficiente de variacado
aceitavel de até 20%.

A precisado em validagao de métodos é considerada em 3 niveis diferentes:

A Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medicoes
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢des de
medicdo, que compreendem um mesmo procedimento de extracdo, mesmo
observador, mesmo instrumento, mesmo local e repeticbes em um curto espaco de

tempo [73]. Segundo o INMETRO [73], para se determinar a repetitividade de um
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método é necessario realizar sete ou mais repeticées para o calculo do CV (%).
Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH) [79] e a ANVISA [74],
para o calculo do CV (%) sdo necessarias nove repeticoes (trés niveis, trés

repeticbes em cada um).

A Precisao Intermediaria refere-se a precisao avaliada da mesma amostra, amostras
idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em
laboratérios diferentes, mas definindo exatamente as condicées a variar (uma ou
mais), como diferentes tempos, diferentes analistas ou diferentes equipamentos
[73]. O numero de ensaios necessarios para o calculo do CV (%), segundo a ICH

[79] e a ANVISA [74], é o mesmo que o recomendado para a repetitividade.

A Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre medicdes de um mesmo
mensurando efetuadas sob condicées variadas de medicdo, como mudancga de

laboratérios, operadores e equipamentos [73].

1.4.4 Exatidao

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro [73]. Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: o uso de materiais
de referéncia, a comparagao de métodos ou realizacdo de ensaios de recuperagao [76].

A recuperagao (R) é definida como a proporgcao da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na proporcao analitica do material teste, que € extraida
e passivel de ser quantificada [72]. Ela deve ser avaliada na faixa de concentracao
esperada para o composto de interesse, pois a dispersao dos resultados tende a aumentar
com a diminuicao da concentracdo. Segundo a ICH [79] e a ANVISA [74] é necessario um
minimo de nove determinagdes, envolvendo um minimo de trés niveis de concentracao
para a determinacéo da exatidao. O GARP [78] recomenda que se trabalhe nos niveis de
1, 2 e 10 vezes o valor do limite de quantificacao.

O intervalo aceito para recuperacao na analise de multirresiduos geralmente é de
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70 a 120 %, com precisdo de + 20 %. Mas, dependendo da complexidade da amostra,
esta faixa pode ser de 50 a 130 % com precisdo de + 15 % [78].

A recuperacao foi calculada segundo a equacéo (IV):
R (%)= & X 100 \Y;
o= C2 (V)

onde: Cq = concentracao determinada na amostra fortificada;

C, = concentracao adicionada a amostra
1.4.5 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracao do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um valor exato [74]. Outra
definicdo relevante é dada pela IUPAC [72], de que o LD é a menor concentracao do
analito na amostra que pode ser distinguida de zero com confianca.

O LD pode ser determinado pelo método sinal/ruido ou baseado nos parametros da
curva analitica.

No desenvolvimento de um método, quando ocorre concentracao dos analitos na
etapa de preparo da amostra é necessario fazer uma distincao entre dois tipos de LD que
apresentam valores diferentes. O LD do instrumento (LDi) que é a concentracao
correspondente a area do pico verificada no cromatograma do analito. O LD do método
(LDm) que é o valor da concentracdo do agrotéxico na matriz antes da sua extragéo e

consequente concentragdo. O LDi e o LDm relacionam-se através da equagéao (V) [100].

LDi
LDm = fator de concentracao V)

onde: fator de concentragdo = numero de vezes no qual o analito foi concentrado

no procedimento de extragao.
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O LDi pode ser determinado de formas diferentes sendo que as mais comuns sdo
através do método da relagao sinal-ruido e através dos parametros da curva analitica.

No método da relacdo sinal-ruido, o LDi é determinado através da injecao de
extratos da matriz fortificada com baixas concentragcdes do analito. Nos cromatogramas
obtidos, o LDi é a concentracao que resulta em um sinal com altura trés vezes maior que o
ruido da linha de base [73].

O LDi pode ser obtido também através da inclinagdo da curva analitica [76], como
mostrado na Equacéo (VI):

LDi=3,3 x S (V)
a

onde: s = estimativa do desvio padrao da resposta

a: inclinagéo ou coeficiente angular da curva

O parametro “s” pode ser a estimativa do desvio padrdo da equacao da curva de
regressao ou do coeficiente linear da equacao [76].

1.4.6 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdo e exatidao [73].

Os mesmos critérios para a determinacao do LD podem ser adotados para o LQ, ou
seja, o LQ pode ser calculado pelo método sinal/ruido ou baseado na curva analitica [76].
Pelo método do sinal-ruido, o LQi é a concentracao do analito que resulta em um sinal
com altura dez vezes maior que o ruido da linha de base.

O LQi pode ser obtido também através da inclinacdo da curva analitica, como
mostrado na Equacéao (VIII).

. S
LQi=10x ——
S (V1)
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onde: s = estimativa do desvio padrao da resposta*

S:inclinacédo ou coeficiente angular da curva

1.4.7 Robustez

Um método é considerado robusto quando ele se revelar praticamente insensivel as
pequenas variacdes que possam ocorrer quando este esta sendo executado [73].

A robustez de um método cromatografico pode ser avaliada pela variacdo de
parametros como a proporcao do solvente organico, pH ou forca idnica da fase mével em
CLAE, colunas cromatograficas diferentes (variacdo de lotes ou fornecedor), variacéo
entre marcas de reagentes, natureza do gas de arraste em CG, programacao de

temperatura, temperatura da coluna, bem como tempo de agitacéo, extracao, etc. [76].
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento e validagdo de um método
multirresiduo, rapido e eficiente para separar, identificar e quantificar alguns
agrotoxicos aplicados em uva in natura, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector por arranjo de diodos (DAD) ou por espectrometria
de massas em série (EM/EM), empregando algumas técnicas de preparo de
amostra, como a extracao liquido-liquido (ELL), a extracao em fase sélida (EFS) e o
método QUEChERS.

Realizar a validagao do melhor método selecionado através da determinagao das
seguintes figuras de mérito: seletividade, curva analitica e intervalo de linearidade,
detectabilidade (limite de deteccdo e limite de quantificacdo), precisao
(repetitividade e precisao intermediaria), exatidao (recuperacéo) e robustez.

Aplicar o método desenvolvido em amostras de uva in natura, adquiridas no
comeércio local, com casca, sem casca, com e sem sementes, para verificar os

niveis de residuos encontrados e as diferencas entre eles.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e reagentes

3.1.1 Reagente, solventes e cartuchos

Agua deionizada, sistema Milli-Q, Milipore
Sulfato de sédio p.a., E Tedia, Ecibra

Cloreto de sédio p.a., Spectrum

Hidrogenocitrato de dissodio sesquiidratado, Sigma
Citrato de trissddio diidratado, Sigma

Sulfato de magnésio, Synth

Diclorometano, Tedia, grau residuo

Eter de petréleo, Tedia, grau residuo

Acetona, Tedia, grau residuo

Etanol, Tedia, grau residuo

Metanol, Tedia, grau residuo

Acetonitrila, Tedia, grau residuo,

Cartuchos Supelclean™ LC-18, 3 mL, SUPELCO
Sorvente Bondesil-PSA, 40 um, Varian

S S T T S S S S S S

Os solventes acetonitrila (ACN), metanol (MeOH), etanol, acetona, éter de petréleo
e diclorometano e os reagentes sulfato de sodio grau p.a., cloreto de sdédio (NaCl) grau
p.a., foram utilizados no preparo de amostra empregando ELL.

No preparo de amostras para o método de EFS, foram empregados os cartuchos
para extracdo em fase solida Supelclean™ LC-18 e os solventes acetonitrila e metanol.

Para o método QUEChERS foram utilizados os reagentes hidrogenocitrato de
dissodio sesquiidratado, citrato de trissddio diidratado, sulfato de magnésio (MgSQOy4) e o
solvente acetonitrila. Foi utilizado, também, o sorvente Bondesil-PSA.

A agua utilizada em todos os métodos de preparo de amostra foi ultrapurificada em
um sistema Millipore (modelo Milli-Q), com resistividade de 18 MQ cm a 25 °C.
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3.1.2 Padroes de agrotéxicos

Aldicarbe, grau de pureza 99%, Chem Service
Ametrina, grau de pureza 99%, Chem Service
Azoxistrobina, grau de pureza 98%, Riedel-de-Haen
Carbaril, grau de pureza 99%, Chem Service
Captan. grau de pureza 98%, Chem Service
Cimoxanil, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen
Ciproconazol, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen
Difenoconazol, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen
Diurom, grau de pureza 98%, Chem Service
Fenarimol, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen
Ftalimida, grau de pureza 99%, Chem Service
Miclobutanil, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen
Simazina, grau de pureza 98%, Chem Service
Tebuconazol, grau de pureza 99%, Chem Service
Tiofanato metilico, grau de pureza 99%, Chem Service

S S S S S ST ST S S S SR SN S S S

Triadimefom, grau de pureza 99%, Riedel-de-Haen

3.2 Equipamentos e materiais

Os equipamentos e materiais utilizados foram:
A Agitador vértex (Phoenix, modelo AP 56)
A Balanca analitica, com precisdao de 5 casas decimais (Sartorius, modelo CP
225 D)
Banho ultrassom (Thronton, modelo T14)
Bomba de vacuo (Waters, modelo DOA — Y152 — AA),
Centrifuga (Fisher Scientific, modelo 225)
Manifold de extracao em fase sélida (20 posi¢cdes — Supelco)
Baldo volumétrico de 5, 10, 100 e 1000 mL

Filtro Milex (Millipore) - membranas de polietileno com 0,45 um de diametro

> > > > >
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de poro

Frascos de vidro com tampa revestida com teflon de 50 mL

Micropipeta de 10 — 100 uL (Eppendorf Research)

Micropipeta de 100 — 1000 pL (Eppendorf Research)

Pipetas volumétricas de 10 mL

Tubos de vidro para centrifuga, 35 mL, com tampa revestida com Teflon

Funil de Buchner
Kitassato de 250 mL e 1000 mL
Funil de separacgao de 250 mL

3.3 Sistemas cromatograficos

Nas analises cromatograficas foram utilizados dois sistemas cromatograficos:

Cromatografo a liquido com detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD),
WATERS, composto por:

A

Sistema controlador de solventes (bombas de alta pressao tipo pistao
duplo), modelo 515;

Detector por Arranjo de Diodos (PDA), modelo 996 (cela de 8 uL de
volume, 10 mm de caminho 6tico);

valvula de injecdo manual, tipo Rheodyne®, com volume de injecdo de
10 plL.

Coluna analitica Chromsip C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 ym de diametro
de particula), do fabricante VARIAN e coluna analitica Nova Pak C18
(150 x 3,9 mm d.i., 4 ym de diametro de particula), do fabricante
WATERS.

Coluna de guarda Nova PaK C18 (20 x 3,9 mm d.i, 4 um de diametro de
particula) do fabricante WATERS.

Aquisicao e tratamento dos dados através do programa computacional

Millenium.

Cromatografo a liquido com deteccdo por espectrometria de massas em
serie (CL-EM/EM), VARIAN, composto por:
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A Um sistema controlador de solventes Pro Star modelo 210 (bombas de
alta presséo tipo pistao duplo);

A Desgaseificador “on-line” Meta Chem Tecnologies Inc., para a

desgaseificacdo dos solventes utilizados como FM;

Injetor automatico Modelo 410;

Detector 1200L Triplo Quadrupolo MS/MS com fonte API;

Interface por eletronebulizacéo (electrospray, ESI), modo positivo;

Gas de nebulizacao e gas de secagem: nitrogénio (Ny);

Gas de colisdo: argbnio (Ar);

Bomba de infusdo Harvard Apparatus 11 Plus;

Gerador de nitrogénio (N2) G4510W.

Coluna analitica Polaris C18 (50 x 2,0 mm d.i., 5 um de diametro de

particula), do fabricante VARIAN.

A Aquisicao e tratamento dos dados através do programa computacional
MS Workstation v 6.51.

O = > > > > >

3.4 Selecao dos agrotoxicos estudados

Os agrotoéxicos selecionados para o estudo correspondem aos mais aplicados em
culturas de uva, de acordo com a ANVISA.

Inicialmente, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
por arranjo de diodos (CLAE-DAD) e a extracao liquido-liquido (ELL) ou a extracao em
fase sdlida (EFS), estudaram-se os agrotdxicos captam, ciproconazol, difenoconazol,
fenarimol, ftalimida, tebuconazol, tiofanato metilico e triadimefom. Devido a polaridade de
alguns compostos ndo serem compativeis com a coluna de fase reversa que estava sendo
utilizada e a coeluicdo de alguns compostos, substituiu-se a ftalimida, o tiofanato metilico e
0 captam pela simazina, carbaril e diurom.

Ao empregar a CL-EM/EM, devido a sua melhor seletividade e detectabilidade
incluiram-se novos agrotéxicos que totalizaram em 13, a saber, aldicarbe, ametrina,
azoxistrobina, carbaril, cimoxanil, ciproconazol, difenoconazol, diurom, fenarimol,

miclobutanil, simazina, tebuconazol e triadimefom.
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As estruturas dos agrotoxicos estudados e algumas de suas caracteristicas estao
apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Agrotoxicos estudados, suas caracteristicas e estruturas quimicas [101, 102].

, , CLASSIF. LMR (mg kg™ ESTRUTURA
AGROTOXICO CLASSE GRUPO QUIMICO
TOXICOL. | CODEX | ANVISA MOLECULAR
Acaricida / ] CH
. o Metilcarbamato de e
Aldicarbe Inseticida / . I 0,2 - CHS—C—CH=NOCONHCHj
o oxima CHs
Nematicida
CHsS._ _N._ _NHCH,CHj
i
Ametrina Herbicida Triazina 1 - 0,02 NYN
NHCH(CHs),
NA‘N
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina [l - 0,5 0"
CN CHzO_ —~
CO,CHs
OCONHCH
Metilcarbamato de
Carbaril Inseticida _ Il 5,0 -
naftila
- . CN
Cimoxanil Fungicida Acetamida 11 - 0,2 CH3CH2NHCONHCOC|):NOCH3
OH CH,
CI@—Q—Q—Q
Ciproconazol Fungicida Triazol 1 - 0,1 g, H
N,
( N
Rjtf
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Difenoconazol Fungicida Triazol I 0,2 ’ >He
N
N
»
. . . »—é >7NHCONCH3
Diurom Herbicida Uréia 11 - 0,1
OH
4< >*C4<:
Fenarimol Fungicida Pirimidinil Carbinol 11 0,3 0,05 | o
CN
C—(CHo)sCHs
Miclobutanil Fungicida Triazol | 1,0 0,5 e
N
-
N—/
Cl_N._ NHCH,CH
NS ’
Simazina Herbicida Triazina 11 - 0,02 NfN
NHCH,CH,
OH
CIOCHZ—CH G- C(CH,)
Tebuconazol Fungicida Triazol \Y; 2,0 2,0 CH,
N.
o
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cl O o- (IJH —COC(CH,),
Triadimefom Fungicida Triazol 11 0,5 2,0 (N‘N
\
N—
0
Captam* Fungicida Dicarboximida 11 25 0,1 (\]ﬁ/imsccb
O
0
Ftalimida* Fungicida Pirimidinil Carbinol - - 0,02 @iirw
a]
C\i H H\ i
C—n H H —C,
Tiofanato HyC—0” N ON—C D—CH;
o Fungicida Benzimidazol \% - 0,08 s 5
Metilico*

Classes: | (extremamente toxico), Il (altamente toxico), Il (medianamente toxico), IV (pouco ou muito pouco téxico)

*Agrotoxicos substituidos
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3.5 Solucoes estoque e de trabalho

As solugdes estoque dos agrotéxicos, na concentragdo 1000 ug mL”, foram
preparadas em acetonitrila, exceto para a simazina, que foi preparada em etanol, o que
permitiu uma maior solubilidade. Estas solugdes foram estocadas em um refrigerador a,
aproximadamente, — 4 °C, mantendo-se estaveis por até 6 meses.

A partir das solucdes estoque foram feitas diluicdes em concentracées adequadas
para preparar as solugdes de trabalho empregadas na construcdo das curvas analiticas e
na fortificacdo das amostras branco. Estas solugdes, inclusive as mais diluidas,
permaneceram estaveis por um periodo de sete dias se armazenadas adequadamente e
refrigeradas a — 4 °C.

A limpeza da vidraria consistiu em deixa-la de molho em solug¢do de Extran, a 5%,
por um periodo de, no minimo, 2 h. Em seguida, lava-se varias vezes, a vidraria, com
agua de torneira e uma vez com agua deionizada. Finalmente, passa-se um pouco de

acetona e deixa-se secar a temperatura ambiente.

3.6 Amostras de uva niagara rosada

As amostras isentas de agrotoxicos, amostras branco, que foram empregadas no
desenvolvimento e na validacdo do método, uva organica da espécie niagara rosada,
foram obtidas, nas primeiras analises, de uma pequena plantacido caseira, na cidade de
Piumhi-MG. Em andlises posteriores, as uvas organicas, da mesma espécie, foram
obtidas em uma producédo na cidade de Indaiatuba. As amostras para a aplicacdo dos
métodos desenvolvidos e validados foram obtidas em frutarias e supermercados de
Campinas-SP e do Distrito de Barao Geraldo para a determinacao de possiveis residuos
de agrotoxicos. Trés amostras foram analisadas no sistema CL-EM/EM empregando os
métodos de preparo de amostra de EFS e o método QUEChERS. Uma das amostras foi
dividida em trés lotes: com casca e sem sementes, com casca € com sementes € sem
casca e com sementes, para verificar possiveis influéncias.

O procedimento geral de tratamento das amostras consistiu em lavar as uvas e

apds a retirada das sementes, suas partes comestiveis juntamente com a casca foram
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cortadas e homogeneizadas em um liquidificador doméstico. Em seguida, as amostras
foram acondicionadas em frascos de vidro, em por¢cdes de aproximadamente 30 g, que
foram selados sob atmosfera de nitrogénio e mantidos em freezer a cerca de — 4 °C, até o
momento de serem utilizadas.

Antes da amostra ser utilizada, o frasco foi mantido tampado sobre uma bancada do
laboratério até que atingisse a temperatura ambiente.

3.7 Otimizacao das condicoes cromatograficas e identificacao dos
compostos estudados

3.7.1 Empregando CLAE-DAD

Apébs estudos nos quais se variaram o tipo de eluicdo, a composicdo de FM e a
vazao, selecionaram-se as seguintes condicdes cromatograficas para efetuarem-se as
analises: modo de eluicao por gradiente, com programacao linear, iniciando com 20% de
ACN e 80% de agua até 70% de ACN e 30% de H>O em 28 min, voltando as condigdes
iniciais em 7 min e permanecendo nessa condi¢cdo por 5 min, com um tempo total de
corrida cromatogréfica de 40 min, vazao da FM: 1 mL min™" e volume de injecéo: 10 pL.

Definidas as condicoes cromatograficas de separacao, efetuou-se a identificagao
dos picos estudados injetando-se uma solucdo de 5 ug mL™, em acetonitrila, de cada um
dos agrotdxicos estudados individualmente. O tempo de retencdo e o espectro de
absorcao no UV de cada agrotéxico foram comparados aos obtidos quando se injetou uma
mistura dos padroes desses compostos, nas mesmas condicdes cromatograficas.

Através do espectro de absorcdo no UV, determinou-se o comprimento de onda de
absorcdo maxima para determinacado de cada agrotoxico. Como o comprimento de onda
de absorcdao maxima no UV dos agrotéxicos em estudo variou entre 210 e 280 nm, foi
escolhido um comprimento de onda intermediario (225 nm), no qual todos os compostos
absorvem, para a apresentacdo do cromatograma de separagdo. As demais medidas
foram realizadas no comprimento de onda de absorcdo maxima de cada composto.

Todos os solventes foram previamente filtrados, empregando uma membrana de

polietiieno com 0,45 um de porosidade (Millipore), e desgaseificados por aplicagdo de
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ultrassom e vacuo por 30 min.

3.7.2 Empregando CL-EM/EM

Os parametros do espectrometro de massas foram ajustados para que operasse
em EM/EM, no modo de aquisicdo MRM e ionizacao por eletronebulizacdo (ESI) no modo
positivo. Usaram-se voltagem do capilar, 55 V; temperatura da fonte de ionizagdo, 50 °C;
temperatura de dessolvatagéo, 250 °C, pressdo de 2,00 mTorr de argbnio para colisdo e
fragmentacao dos ions.

A ldentificagdo dos picos foram otimizadas realizando-se a infusdo dos compostos
individualmente, no espectrometro de massas, para sele¢cao do ion precursor e dos ions
produto para cada composto, de modo a se obterem a voltagem do cone, a energia de
colisdo e o monitoramento de duas transicoes por MRM. Foram injetadas solugdes de
500 ng mL™ de cada agrotéxico em solucdo de acetonitrila: solugéo de &cido acético 0,1%
(50:50, v/v).

A andlise foi efetuada utilizando como FM uma solugéo de acido acético 0,1% (HAc
0,1%) e acetonitrila (ACN). Empregou-se o modo de eluicdo por gradiente, com
programacao linear, iniciando com 20% de ACN e 80% da solucdo HAc 0,1% até 63% de
ACN em 23 min, voltando as condi¢des iniciais em 10 min e permanecendo nessas
condi¢des por 12 min, obtendo-se um tempo total de corrida cromatografica de 45 min,
usando uma vazéo de 0,25 mL min™.

Todos os solventes foram previamente filtrados (0,45 um) e desgaseificados por
aplicacao de ultrassom por 10 min.

3.8 Estudo de métodos de preparo de amostra

Para o desenvolvimento e a otimizacdo dos procedimentos de extracdo foram
avaliadas varias técnicas de extracdo, empregando-se amostras branco de uva, com o
objetivo de se obterem resultados satisfatérios, tanto em termos de recuperacao, como de
precisao e de seletividade.
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3.8.1 Extracao Liquido-Liquido (ELL)

O procedimento de extracao liquido-liquido foi baseado no método de Luke et al.
[103] e consistiu no procedimento descrito a seguir:
- Fortificaram-se 5 g de amostra branco, homogeneizou-a em vértex e deixou-a em
repouso por 30 min.
- Adicionaram-se 75 mL de acetona e agitou-se, em agitador horizontal, por 1 h, a
temperatura ambiente. Filtrou-se o extrato, em funil Blchner, o qual foi recolhido em
kitassato conectado a bomba de vacuo.
- Transferiu-se o filtrado para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume
com acetona.
- Retirou-se uma aliquota de 50 mL deste extrato, transferiu-a para um funil de separagéao
de 250 mL. Para favorecer a transferéncia dos compostos de interesse para a fase
organica, acrescentaram-se 40 mL de uma solucdo saturada de NaCl e adicionaram-se
100 mL da mistura dos solventes éter de petréleo:diclorometano (50:50, v/v).
- Agitou-se o balédo vigorosamente por 5 min e deixou-o em repouso para separacao das
fases aquosa e organica.
- A fase aquosa (inferior) foi transferida para outro funil de separacao e a fase orgéanica (A)
foi reservada.
- A fase aquosa, acrescentaram-se 40 mL de diclorometano e agitou-se por 1 min. Deixou
o funil em repouso até a separacao das fases.
- Descartou-se a fase aquosa e a fase orgéanica (B) foi recolhida.
- Misturaram-se as fases organicas A e B e, para garantir a eliminagcdo de agua dos
extratos, filtrou-as com sulfato de sédio anidro, utilizando-se funil como suporte.
- Recolheu-se o filtrado em baldo de fundo redondo e concentrou-o até aproximadamente
1 mL, em rotavapor, a temperatura de 40 °C.
- Em seguida, o balédo foi lavado com 10 mL de acetonitrila. O extrato foi transferido para
um tubo concentrador, evaporado com N, até secura total e redissolvido com 2 mL de
acetonitrila, concentrando-o em até 1,25 vezes.
- O extrato foi injetado no sistema cromatografico CLAE-DAD

O fluxograma referente ao procedimento de ELL esta representado na Figura 6.
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5 g de uva (fortificada)
75 mL de acetona

Agitacao

1 h, temperatura ambiente

Filtragao

Transferéncia
baldo de 100 mL

Adigéo de acetona

Aliquota de 50 mL (funil de separacéo 250 mL)
40 mL sol. saturada NaCl + 100 mL sol. éter de petréleo:diclorometano (50:50,

Agitacao por 5 min

Fase Aquosa
40 mL de diclorometano

Fase Organica A

Agitagdo por 1 min

Fase Aquosa

Mistura das fases

Descarte Fase ODrganlca

organicas Ae B

Filtracéao
Sulfato de sdédio anidro

Concentragao
Rotavapor a 40 °C

Redissolucao
10 mL de acetonitrila

Secagem sob N>

Andlise Cromatografica

CLAE-DAD

Redissolucao
2 mL de acetonitrila

Figura 6: Fluxograma do procedimento de extracdo empregando ELL
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3.8.2 Extracao em fase solida (EFS)

O procedimento de extracdo em fase sélida adotado baseou-se no trabalho de
Teixeira et al. [39], descrito a seguir:
- Fortificaram-se 10 g de amostra de uva. Adicionaram-se 10 mL de metanol.
- Homogeneizou-se em vértex por 2 min e deixou-se em repouso por 30 min.
- Centrifugou-se por 15 min a 3000 rpm.
- Transferiu-se 0 sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o
volume com agua deionizada.
- Condicionaram-se os cartuchos Supelclean LC-18, em manifold, com 6 mL de metanol e
6 mL de uma mistura metanol:agua (30:70, v/v), a uma vazao de aproximadamente
1 mL min™.
- Passou-se através dos cartuchos, sob a mesma vazao de aproximadamente 1 mL min™,
o conteudo do balao (100 mL).
- Os cartuchos foram secos pela passagem de um fluxo continuo de ar, aplicando-se
vacuo, ao manifold, por 60 min, para entdo, realizar a eluicdo dos compostos retidos em
cada cartucho com 10 mL de acetonitrila.
- O eluato foi mantido sob fluxo de gas nitrogénio até a secura e redissolvido em 500 uL
de acetonitrila e analisados por CLAE-DAD. O fator de concentracgao foi de 20 vezes.
- Nas analises por CL-EM/EM, o extrato foi ressuspendido com 1 mL de uma solucao de
acetonitrila:acido acético 0,1%: (30:70, v/v). O fator de concentracao foi de 10 vezes.

- Injetou-se no sistema cromatogréfico.

O fluxograma referente ao procedimento de EFS esta representado na Figura 7.
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10 g de uva (fortificada)
10 mL de metanol

Repouso 30 mi

Centrifugacao
15 min a 3000 rpm

Diluicdo do sobrenadante em baléao
volumétrico de 100 mL

Extracdo em Fase Sélida b,
Supelclean LC-18, 3 mL

Homogeneizagdo em vortex 2 min

n

-

Condicionamento

6 mL metanol

6 mL metanol:agua
(30:70, v/v)

Vazao: 1 mL min™

Percolacdo da amostra pelo
cartucho

Eluicdo dos agrotdxicos
10 mL de acetonitrila

Secagem do eluato, sob Ny

\

Secagem sob vacuo, por 60 min

Redissolugao
1 mL de sol. acetonitrila:ac. acético 0,1%
(30:70, v/v)

Analise Cromatografica
CL-EM/EM

Redissolucao
0,5 mL de acetonitrila

Andlise Cromatografica
CLAE-DAD

Figura 7: Fluxograma referente ao procedimento de extracdo usando a EFS
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3.8.3 Método QUEChERS

O procedimento do método QUEChERS adotado baseou-se no trabalho de
Anastassiades [40].

- Fortificaram-se 10 g de amostra de uva. Adicionaram-se 10 mL de acetonitrila.
- Homogeneizou-se, em vértex, por 1 min.
- Adicionaram-se, em sequéncia:
A 4 g de sulfato de magnésio,
A 1 g de cloreto de sédio,
A 1 g de sulfato de trissédio diidratado,
A 0,5 g de hidrogenocitrato de dissddio sesquiidratado.
- Agitou-se por mais 1 min em vortex.
- Sonificou-se por 20 min.
- Centrifugou-se, a 3000 rpm a 10 °C, por 5 min.
- Retirou-se, da fase orgéanica (fase superior), uma aliquota de 5 mL e transferiu-a para
outro frasco.
- Adicionaram-se 125 mg de PSA e 750 mg de sulfato de magnésio.
- Agitou-se, por 30 segundos, em vortex.
- Centrifugou-se, a 3000 rpm e 10 °C, por 5 min.
- Retirou-se uma aliquota de 2 mL do sobrenadante, filtrou-se em Milex e transferiu-a
diretamente para um vial.
- Acrescentaram-se 20 pL de solugéo de &cido acético 0,1%.

- Injetou-se no cromatoégrafo a liquido acoplado ao espectrémetro de massas.

O fluxograma referente ao procedimento do método QUEChERS esta mostrado na
Figura 8.
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10 g de uva (fortificada)
10 mL de acetonitrila

Homogeneizagdo em vortex 1 min

Adicao da mistura de sais
4 g de MgSO,
1 g de NaCl
1 g de Sulfato trissédio diidratado
0,5 g de Hidrogenocitrato de dissodio
sesquiidratado

Homogeneizar em vértex 1 min

Sonificacao
(20 min)

Centrifugacao
5 min a 3000 rpm a 10 °C

Aliquota de 5 mL da fase orgénica
125 mg de PSA e 750 mg de MgSQO,

Homogeneizar, em vortex, 30 s

Centrifugacao
5 min a 3000 rpm a 10 °C

Aliquota 2 mL do sobrenadante
20 pL de ac. acético 0,1%

Analise Cromatografica
CL-EM/EM

Figura 8 - Fluxograma referente ao procedimento do Método QUEChERS
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3.9 Validacao da metodologia

Definido o método de preparo de amostra baseado em EFS e em QUEChERS e
estabelecidas as melhores condicbes de separacdo dos agrotdxicos nos sistemas
cromatograficos estudados, foi feita a validagdo do método por meio da determinacao das
figuras de mérito: seletividade, linearidade e faixa linear de trabalho, precisdo
(repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de

quantificagéo (LQ) e robustez.

3.9.1 Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada comparando-se a matriz isenta
dos agrotoxicos com a matriz adicionada com os padrdes dos agrotoxicos para verificar se

ocorria a coeluicao destes compostos junto aos interferentes da matriz.

3.9.2 Linearidade ou faixa linear de trabalho

A faixa de trabalho foi previamente avaliada, empregando-se a padronizacao
externa com e sem superposicao da matriz, sendo construidas curvas analiticas a partir de
padroes puros dos agrotoxicos selecionados.

Injetaram-se, no sistema cromatografico, diretamente 10 yL da mistura padrao dos
agrotoxicos estudados, em acetonitrila, em concentragdes variando entre 0,1 a 10,0 ug
mL", para a CLAE-DAD e 20 uL da mistura padrdo em concentragdes variando entre 2 a
1000ng mL", para a CL-EM/EM. As injecbes foram feitas em sete niveis de
concentracdes e em ftriplicatas. A partir destes resultados, foram construidas as curvas
analiticas, para os compostos estudados, obtendo alguns paradmetros estatisticos para o
desenvolvimento do trabalho analitico.

A linearidade do método desenvolvido foi determinada por meio da regressao linear
aplicada ao conjunto de dados obtidos por padronizacdo externa para a construcédo da
curva analitica. A partir da curva analitica obtiveram os coeficientes de regressao (ae b) e
o coeficiente de correlagdo. Também se construiu o grafico de residuos para verificar a
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qualidade da linearidade.

3.9.3 Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria:

A Repetitividade: calculo do CV (%) para 9 ensaios (3 niveis de fortificacdo, 3
repeticdes cada um) realizados no mesmo dia.

A Precisao intermediaria: calculo do CV (%) para 9 ensaios (3 niveis de fortificacao, 3
repeticdes cada um) realizados em dias diferentes e sequenciais.

3.9.4 Exatidao

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi determinada por meio de ensaios de
recuperagao realizados em trés diferentes niveis de concentragdo (1 x LQ, 2 x LQ e 10 x
LQ) e em triplicatas, resultando num total de nove determinacdes, conforme sugerido pela
ICH [79] e ANVISA [74].

3.9.5 Limite de deteccao (LD)

Neste trabalho, utilizou-se o0 método sinal/ruido, ou seja, determinou-se o limite de
deteccdo através da comparacao entre a medicdo dos sinais das amostras em baixas
concentragdes conhecidas e um branco dessas amostras para estabelecer a concentracao
minima na qual o analito pode ser facilmente detectado [79]. A proporcao entre sinal/ruido
usada como estimativa do LD foi de 3:1. O estudo foi feito em triplicata.

3.9.6 Limite de quantificacao (LQ)

Neste trabalho, utilizou-se o método sinal/ruido, determinando-se o limite de
quantificacdo a uma proporcao 10:1 sinal/ruido. O estudo foi feito em triplicata.
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3.9.7 Robustez

Neste trabalho, a robustez foi avaliada pela variacdo das marcas dos reagentes
empregados no preparo das amostras e da FM e pequenas variagdes na fonte de

ionizacao e na vazao do gas de dessolvatacao foram introduzidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de método empregando CLAE-DAD:

4.1.1 Método de separacao 1 — ELL-CLAE-DAD

Para estabelecer os parametros mais adequados para a analise, foram realizados
varios testes para a escolha da melhor composicao da FM, proporcdo € modo de eluicao
para a separagdao dos compostos estudados. Buscou-se, inicialmente, utilizar condicbes
mais simples e reprodutiveis, isto €, FM sem ajuste do pH e eluicdo isocratica. Porém,
estas condicdes ndo foram suficientes para permitir uma separacdo com boa resolucao
entre todos os compostos estudados.

A composi¢cdo da FM considerada mais adequada foi ACN:H,O, em modo de
eluicdo por gradiente, pois forneceu uma eluicdo com melhor resolu¢cdo cromatogréafica
dos agrotoxicos estudados e em um menor tempo de andlise.

O melhor programa de gradiente iniciava-se com 20% de ACN e 80% de H>O
passando para 47% de ACN e 53% de H>O, em 12 min e aumentava linearmente até
100% de ACN, entdo voltava as condi¢cbes iniciais em um tempo total de corrida
cromatografica de 32 min. Na Figura 9 pode ser visualizado o cromatograma obtido na
condigcdo otimizada. Analisando o cromatograma verifica-se que se obteve uma resolucao
satisfatoria para todos os compostos estudados. Porém, os compostos ciproconazol,
fenarimol, captam, triadimefom e tebuconazol eluiram muito proximos e nao foi possivel

uma melhor separacdo sem comprometer o comportamento dos demais compostos.
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Figura 9- Cromatograma obtido por CLAE-DAD para os padroes dos agrotdoxicos
estudados (5 pg mL™"). Condicdes cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL; FM:
ACN:H20; eluicdo por gradiente, programacéao linear (inicia com ACN: H>,O (20:80, v/v),
em 12 min ACN: H,O (47:53, v/v) e aumenta linearmente até 100% de ACN); vazao:
1 mL min™; coluna: Chromsip C18; coluna de guarda: Nova Pak C18; deteccdo em
225 nm. Identificagdo dos picos: A: Ftalimida; B: Tiofanato metilico; C: Ciproconazol; D:
Fenarimol; E: Captam; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol.

O cromatograma obtido por CLAE-DAD, para a andlise da amostra branco,
submetida ao procedimento de ELL pode ser visualizado na Figura 10.
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Figura 10 - Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra branco. Condicdes
cromatograficas idénticas a Figura 9.
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Na Figura 11 pode ser visualizado o cromatograma referente a amostra

fortificada com os agrotéxicos na concentracédo de 3 mg kg ', submetida & ELL.
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Figura 11 - Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra fortificada com os
agrotoxicos na concentragdo de 3 mg kg ' . Condigcdes cromatograficas idénticas a Figura
9. A: Ftalimida; B: Tiofanato metilico; C: Ciproconazol; D: Fenarimol; E: Captam; F:
Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol.

Analisando a Figura 10 verifica-se que os interferentes da matriz uva (flavonéides,
carboidratos, acucares, etc.) apareceram em toda a extensdo do cromatograma,
dificultando a quantificacdo de alguns compostos como o tiofanato metilico e
difenoconazol, conforme pode ser visualizado na Figura 11.

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de recuperacdo e de coeficiente de

variagdo obtidos nos trés niveis de fortificagdo estudados.
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Tabela 4: Recuperacgdes e coeficientes de variacao obtidos empregando o método de ELL-
CLAE-DAD (método de separacéo 1)

Nivel de fortificacao

Agrotoxicos 1 mg kg™ 3 mg kg™ 6 mg kg™
R(%) |[CV(%)| R(%) |[CV (%) | R(%) | CV (%)

Captam 92,0 0,3 83,0 0,6 92,0 5,0
Ciproconazol 107,0 1,0 119,0 8,0 113,0 0,3
Difenoconazol 112,0 6,0 85,0 2,0 87,0 5,0

Ftalimida 110,0 12,0 78,0 5,0 82,0 2,0
Fenarimol 77,0 11,0 108,0 6,0 90,0 5,0
Tebuconazol 86,0 0,7 73,0 5,0 79,0 2,0

Tiofanato Metilico 39,0 5,0 14,0 3,0 7,0 8,0

Triadimefom 96,0 6,0 90,0 11,0 95,0 8,0

A maioria dos fungicidas estudados apresentou valores de recuperacao dentro
do intervalo recomendado na literatura especializada consultada, que considera valores de
recuperacdo entre 70 e 120% como sendo adequados [78]. Desta forma, o método
desenvolvido pode ser considerado suficientemente exato, com exceg¢ao para o composto
tiofanato metilico, para o qual se obtiveram valores abaixo do indicado na literatura em
todos os niveis de fortificagdo estudados.

O coeficiente de variacao, segundo a literatura especializada, deve ser inferior a
20%, o que foi obtido. O método foi considerado possuir precisdo adequada para
determinacao multirresidual dos fungicidas investigados.

Como a resolucédo entre alguns compostos foi apenas satisfatéria e ndo se
conseguiu valores adequados de recuperacdo para o tiofanato metilico, um novo método
foi estudado. Neste novo método substituiu o captam, o ciproconazol e a ftalimida pela

simazina, carbaril e diurom, também empregados nos cultivares de uva.
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4.1.2 Método de separacao 2 — ELL-CLAE-DAD

No método de separacao 2 foi utilizada uma coluna cromatografica Nova Pak C18,
do fabricante WATERS, precedida de coluna de guarda Nova Pak C18. A FM foi ACN:
H.O. A analise foi efetuada no modo de eluicdo por gradiente, com programacao linear,
iniciando com 20% de ACN e 80% de H,O, aumentando linearmente até 70% de ACN e
30% de H>O em 28 min, voltando as condigdes iniciais em 7 min e permanecendo nesta
condicdo por 5 min, com um tempo total de corrida cromatografica de 40 min. Foi
empregada uma vazao de 1 mL/min.

A Figura 12 mostra o cromatograma obtido empregando este novo método de

separagao.
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Figura 12 - Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para a separacao da mistura dos
padrdes dos agrotéxicos estudados (10 pg mL™" ). Condicdes cromatograficas: volume de
injecdo: 10 yL; FM: ACN:H.O; eluicdo por gradiente, programacao linear (ACN: HO
(20:80, v/v) até ACN: H-O (70:30, v/v) em 28 min, voltando as condi¢des iniciais em 7 min,
permanecendo nesta condigdo por 5 min, num total de 40 min); vazdo: 1 mL min™"; coluna
analitica e de guarda: Nova Pak C18; detecgdo em 205 nm;. Identificagdo dos picos:
A: Simazina; B: Tiofanato metilico; C: Carbaril; D: Diurom; E: Fenarimol; F: Triadimefom;
G: Tebuconazol; H: Difenoconazol.
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O cromatograma obtido para amostra branco é mostrado na Figura 13.
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Figura 13- Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra branco. Condi¢cdes
cromatograficas similares as da Figura 12.

Nas condi¢cdes cromatograficas estabelecidas, foi obtido o cromatograma
apresentado na Figura 14 para amostra fortificada com os agrotéxicos estudados na
concentracdo de 5 mg kg'.

oae+

DAE-

Resposta do Detector

oA

oAz

oan L,

5.m 10m 1500 =0,m 25m anm ZE%mpD (mld::;m

Figura 14 - Cromatograma obtido por ELL-CLAE-DAD para amostra de uva fortificada com
os agrotoxicos (5mgkg’). Condigbes cromatogréficas similares as da Figura 13.
Identificacdo dos picos: A:Simazina; B: Tiofanato Metilico; C: Carbaril; D: Diurom;
E: Fenarimol; F: Triadimefom; G: Tebuconazol; H: Difenoconazol.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados de recuperacdo obtidos nos

experimentos com as novas condicdes de separagao.

Tabela 5. Recuperacdes e coeficientes de variacao obtidos para os agrotdxicos estudados
determinados por ELL-CLAE-DAD (método de separacao 2).

Agrotoéxico Recuperacao (%) CV (%)
Simazina 32,6 11,3
Tiofanato Metilico 4,8 38,8
Carbaril 54,5 18,4
Diurom 70,0 9,8
Fenarimol 64,7 10,4
Triadimefom 47,0 1,4
Tebuconazol 47,2 12,8
Difenoconazol 60,1 9,3

Os resultados obtidos para os testes de recuperacdo mostraram que o método
adotado para a extracao dos agrotdxicos na matriz uva ainda nao se encontra satisfatério
para a determinagado de residuos dos principios ativos estudados. Foi observado que os
valores de recuperacao obtidos variavam muito entre cada extracdo realizada, e mesmo
modificando o método de separacao cromatografico, ndo houve melhoras nos resultados.
Outra questao a ser mencionada é que nas regidées em que sao eluidos o tiofanato metil e
a simazina houve eluicdo de interferentes da matriz. Resolveu-se mudar a técnica de
extracdo, considerando que, por ser muito demorada a ELL e com varias etapas, poderia
estar ocorrendo perdas de alguns agrotéxicos. Testou-se a extracao em fase soélida (EFS),

utilizando as mesmas condigdes de separacao cromatografica.

4.1.3 Método de separacao 3: EFS-CLAE-DAD

A ELL nao foi capaz de gerar extratos livres da interferéncia da matriz e por

consumir grandes volumes de solventes, além de poder favorecer a perda de alguns
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agrotoxicos, a EFS foi selecionada como uma alternativa para o preparo de amostra
esperando que, quando aplicado a matriz estudada, fosse capaz de gerar extratos mais
limpos, simultaneamente a uma boa eficiéncia de extracao para os agrotéxicos estudados.
Foram realizados alguns ensaios de extracdo, nos quais foram mantidas as
condicbes cromatograficas pré-estabelecidas: coluna analitica e de guarda, Nova Pak
C18, WATERS; modo de eluicdo por gradiente, com programagcao linear (iniciando com
20% de ACN e 80% de H>O, aumentando linearmente até 70% de ACN e 30% de H>O em
28 min, voltando as condicdes iniciais em 7 min e permanecendo nesta condi¢gdo por

5 min, com um tempo total de corrida cromatografica de 40 min); vazdo de 1 mL min™.
Os cromatogramas referentes as amostras branco e fortificada com os agrotoéxicos,

na concentracdo de 5 mg kg', estdo apresentados nas Figuras 15 e 16, respectivamente.

I-LE

0oE

Resposta do Detector

=1L

opz

apa

R L B i G i T e e o L e = R e
Tempo {min)

Figura 15- Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD para amostra branco. Condicoes
cromatograficas: volume de injecdo: 10 uL; FM: ACN:H.O; eluicdo por gradiente,
programacao linear (inicia com 80% de H-O e 20% de ACN, aumenta linearmente até 70%
de ACN em 28 min e retorna as condicées iniciais em 40 min); vazdo: 1 mL min '; coluna
analitica e de guarda: Nova Pak C18; detecgcao UV em 205 nm.

Analisando a Figura 15, observa-se que os interferentes referentes aos
constituintes da matriz aparecem em toda a extensdo do cromatograma, sendo alguns

bem intensos.
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Figura 16- Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD para amostra fortificada com
5mg kg dos agrotéxicos estudados. Condicdes cromatograficas similares as da Figura
15. Identificacdo dos picos: A- Simazina; B- Tiofanato Metilico; C- Carbaril; D- Diurom; E-

Fenarimol; F- Triadimefom; G- Tebuconazol; H- Difenoconazol.

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores de recuperacédo e coeficientes de

variacao obtidos para os agrotéxicos estudados.

Tabela 6: Recuperacoes e coeficientes de variacao obtidos para os agrotdxicos estudados
por EFS-CLAE-DAD (método de separagao 2).

Agrotoxicos Recugz)r agdo (E /:I)
Simazina 50,5 11,3
Tiofanato Metilico 12,9 18,8
Carbaril 80,5 13,4
Diurom 81,4 9,8
Fenarimol 80,7 10,4
Triadimefom 87,5 1,4
Tebuconazol 70,9 12,8
Difenoconazol 80,5 9,2
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Os resultados preliminares obtidos para a recuperagcao mostraram que a maioria
dos valores foi considerada satisfatoria, ou seja, dentro da faixa aceitavel que é de 70—
120%. Os valores do coeficiente de variagao obtidos estdo dentro da faixa estipulada pela
literatura referenciada que deve ser menor que 20%. As exceg¢des foram para 0s
compostos tiofanato metilico e simazina, os quais forneceram valores de recuperacao bem
inferiores aos recomendados na literatura.

Foi observado que usando o mesmo nivel de fortificagdo e mudando a técnica de
extracdo o valor de recuperacao obtido para o tiofanato metilico aumentou ligeiramente,
porém ainda se encontra bem abaixo do valor indicado na literatura. Dessa forma, decidiu-
se retira-lo da mistura.

Foram realizados varios testes para a escolha dos compostos a serem adicionados
na analise multirresiduo, em substituicado ao tiofanato metilico, com o propdsito de obter
uma melhor separagdo e distribuicdo dos compostos no cromatograma. Foi decidido
acrescentar mais dois compostos a ametrina e o aldicarbe.

Na Figura 17 esta mostrado o cromatograma da separacdo da mistura contendo
novos padroes dos agrotéxicos selecionados. Na Figura 18 estd apresentado o
cromatograma referente a amostra fortificada na concentragdo de 5 mg kg™
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Figura 17 Cromatograma obtido por EFS-CLAE-DAD na separacdo da mistura dos
agrotéxicos com os novos compostos (20 ug mL™). Condigées cromatograficas: volume de
injecao: 10 uL; FM: ACN:H»O; eluicao por gradiente, programacao linear (0 min com 20 %
de ACN e 80 % de H>O para 70 % de ACN e 30 % de H-O em 28 min, voltando as
condic¢des iniciais em 7 min, permanecendo nessas condi¢ées por 5 min, num total de
40 min); vazdo: 1 mL min"; coluna analitica e de guarda: Nova Pak C18; deteccdo
em 225 nm. Identificacdo dos picos: A: Aldicarbe; B: Simazina; C: Carbaril; D: Diurom; E:
Ametrina; F: Fenarimol; G: Triadimefom; H: Tebuconazol; I:Difenoconazol.
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Figura 18- Cromatograma obtidos por EFS- CLAE-DAD para amostra fortificada com
5mg kg" dos agrotéxicos estudados. Condicdes cromatograficas similares as da Figura
17. Identificacdo dos picos: A- Aldicarbe; B- Simazina; C- Carbaril; D- Diurom; E- Ametrina;
F- Fenarimol; G- Triadimefom; H- Tebuconazol; I- Difenoconazol.
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A separacdao dos compostos melhorou consideravelmente em relagdo as
anteriores e o0s resultados obtidos para recuperacdo também foram considerados
satisfatorios, como pode ser comprovado pelos valores apresentados na Tabela 7,

juntamente com os coeficientes de variacao.

Tabela 7: Recuperacoes e coeficientes de variacao obtidos para os agrotdxicos estudados
por EFS-CLAE-DAD (método de separacao 3)

Agrotoéxicos Recu(;:z)r agdo (Ccy:l)
Aldicarbe 69,3 5,6
Simazina 56,4 4,4
Carbaril 90,5 7,9
Diurom 107 4,5
Ametrina 81,9 7,1
Fenarimol 92,1 6,2

Triadimefom 85,4 17,6

Tebuconazol 71,9 6,5

Difenoconazol 84,4 18

Os resultados obtidos para os testes de recuperacdo mostraram que a
metodologia adotada somada a adicdo de novos compostos apresentou valores
considerados satisfatorios, de acordo com a literatura consultada, de 70 a 120 %, exceto
para a simazina. Os valores do coeficiente de variagcdo obtidos estdo dentro da faixa
indicada pela literatura especializada que deve ser menor que 20 %.

Entretanto, este método ndo foi validado devido a disponibilidade de um
cromatdgrafo a liquido acoplado ao espectrémetro de massas, que € mais seletivo e
sensivel que o DAD. Dessa forma, optou-se por desenvolver e validar o método
empregando CL-EM/EM. Devido as caracteristicas de maior detectabilidade e seletividade
do detector, foram acrescentados alguns agrotoxicos, totalizando em 13 (aldicarbe,

ametrina, azoxistrobina, carbaril, cimoxanil, ciproconazol, diurom, difenoconazol, fenarimol,
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miclobutanil, simazina, tebuconazol e triadimefom). Desses agrotoxicos, somente
aldicarbe e carbaril ndo sdo aplicados em uva, contudo resolveu-se manté-los na mistura,
pois muitas vezes os agricultores fazem uso dos agrotdéxicos que tém disponiveis no

momento da aplicagdo, sem considerar se ha registro ou ndo para os mesmos.

4.2 Desenvolvimento e validacao do método empregando CL-EM/EM

4.2.1 Determinacao das condicoes cromatograficas de separacao por
CL-EM/EM.

Devido a seletividade do sistema de deteccdo EM/EM, é possivel identificar os
agrotoxicos sem que estes estejam necessariamente separados, isto é, possuam tempos
de retengdo distintos. Desta maneira, como o modo de varredura utilizado foi o MRM,
inicialmente foram otimizados os parametros da fonte de ionizacao para obtencao do ion
molecular e dos dois ions produto mais abundantes de cada agrotdxico através da infuséo,
via seringa, diretamente no espectrdmetro de massas, de solugdes de 0,5 mg L' de cada
agrotéxico em uma solucao aquosa de acido acético (HAc) 0,1% e acetonitrila 50:50 v/v. A
vazao de bombeamento das solugdes de agrotoxicos através da seringa para o interior do
espectrémetro foi de 20 pL min™.

A adicao de HAc as solucdes dos agrotéxicos empregadas na infusdo, assim como
na FM, facilitou a ionizagdo dos agrotéxicos, no modo positivo, isto é, formando ions [M +
H]*, diminuindo com isso a intensidade dos adutos. Os adutos sdo formados,
espontaneamente, por alguns analitos quando se utiliza a ionizacao por ESI, de forma que
€ necessario o uso de aditivos para que os adutos sejam formados de maneira controlada
e, assim, todos os ions obtidos apresentem intensidades significativas e respostas
reprodutiveis.

As transicobes MRM selecionadas para o monitoramento dos agrotéxicos foram
aquelas entre o ion precursor e 0os seus respectivos ions produto de maior intensidade, as
quais sdo apresentadas na Tabela 8 junto aos paréametros de ionizagdo da fonte

otimizados por meio da infusdo, como voltagem do cone e energia de colisdo.
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Tabela 8: Parametros do CL-EM/EM otimizados para os 13 agrotdxicos estudados.

Agrotoxicos | Joltagem | Transicdo Ec"o‘*.i%é;iﬂ'e Transicgo Ee.:,)a 2
Aldicarbe 35 213,0 —» 89,0 -15,5 213,0 »116,0 -8,5
Ametrina 45 228,2 — 186,0 -15,0 228,2 — 96,0 -21,0

Azoxistrobina 40 404,2 — 372,0 -16,5 404,2 — 344,0 -31,0
Carbaril 35 202,1 — 145,0 -4,5 202,1 —» 127,0 -23,5
Cimoxanil 40 199,0 — 128,0 -4.0 199,0 —»111,0 -18,5
Ciproconazol 45 292,2 — 70,0 -14,5 292,2 — 125,0 -29,5
Difenoconazol 50 406,2 — 251,0 -33,5 406,2 — 337,0 -18,0
Diurom 55 233,1 > 72,0 -12,0 233,1 — 160,0 -22,5
Fenarimol 35 331,1 — 268,0 -26,5 331,0 — 139,0 -42.5

Miclobutanil 30 289,2 — 70,0 -15,0 289,2 — 125,0 -32,0
Simazina 55 202,1 — 124,0 -13,0 202,1 — 132,0 -14,0

Tebuconazol 45 308,2 — 70,0 -18,5 308,2 — 125,0 -35,5

Triadimefom 45 294,2 — 225,0 -13,5 294,2 — 197,0 -15,5

Uma vez otimizado os parametros da fonte de ionizagcdo, foi realizado o
acoplamento do sistema cromatografico ao espectrobmetro de massas para otimizacao do
programa da eluicdo por gradiente. Devido a seletividade do detector, foi necessario
apenas otimizar um gradiente que garantisse uma melhor detectabilidade dos agrotoxicos
analisados e possibilitasse que o equilibrio da coluna fosse restabelecido entre injecoes
consecutivas. A FM utilizada foi ACN e HAc 0,1%. A separagao cromatografica no sistema
CL-EM/EM, para os 13 compostos estudados, ocorre no modo de eluicdo por gradiente,
com programagao linear, iniciando com 20% de ACN e 80% de HAc 0,1%, aumentando
linearmente até 63% de ACN e voltando as condicdes iniciais em um tempo de 23 min,
sendo necessario mais 10 min para voltar as condicoes iniciais do gradiente, e mais
12 min para o reequilibrio da coluna, resultando em um tempo total de analise de 45 min.
Foram testados varios gradientes com tempo de corrida menor, porém a pressao no
equipamento demorava a estabilizar, devido a baixa vazao empregada. A pressao instavel
acarretava problemas na reprodutibilidade dos tempos de retencao dos ions. Dessa forma,

resolveu-se aumentar o tempo de estabilizacdo da coluna e da pressao do equipamento, a
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fim de manter a confiabilidade e a repetibilidade dos resultados. Deve-se ressaltar que a
coluna analitica empregada nos sistemas CLAE-DAD e CL-EM/EM, foram diferentes.

Nas Figuras 19 e 20 estdo apresentados, respectivamente, o cromatograma de
ions totais referente a separacdo cromatografica no sistema CL-EM/EM, para os 13
compostos estudados e o cromatograma obtido para cada agrotéxico no canal
correspondente.

MCounts,

3.

2.

Resposta do Detector

0.07

L 20 o
Ternpo (min)

Figura 19 - Cromatograma de ions totais obtido por CL-EM/EM para separag¢ao da mistura
de padrdo dos agrotéxicos estudados (50 ng mL™"). Condi¢ées cromatograficas: volume de
injecao: 20 uL; FM: ACN:HAc 0,1%; eluicao por gradiente, programacao linear (0 min com
ACN:HAc 0,1%, 20:80, v/v, aumentando linearmente até 63% de ACN voltando as
condicOes iniciais, tempo total de 45 min); vazao = 0,25 mL/min; coluna: Polaris C18.
Identificagao dos picos: A: Cimoxanil; B: Aldicarbe; C: Simazina; D: Ametrina; E: Carbaril;
F: Diurom; G: Ciproconazol; H: Fenarimol, I: Miclobutanil J: Azoxistrobina, L: Triadimefom,
M: Tebuconazol, N: Difenoconazol.
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Figura 20: Cromatograma obtido por CL-EM/EM para separacdo da mistura de padrdes

dos agrotéxicos estudados (50 ng mL™"). Condigdes cromatograficas similares as da Figura

19.
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4.2.2 Otimizacao do método de preparo de amostra para CL-EM/EM

4.2.2.1 Extracao em fase sélida (EFS)

A otimizacdo do meétodo de preparo de amostra por EFS foi realizada
qualitativamente, isto é, comparando-se os cromatogramas obtidos para os extratos da
amostra branco e para a amostra fortificada. A comparagcédo entre estes cromatogramas
permitiu observar quando houve a extracao de todos os agrotéxicos estudados, comparar
a intensidade dos picos dos agrotéxicos em relacao aos picos oriundos de interferentes da
matriz, assim como a coeluicdo de interferentes da matriz com os agrotéxicos.

O procedimento de EFS usado inicialmente nos estudos empregando CL-EM/EM foi
o0 mesmo otimizado para CLAE-DAD. Foi efetuada apenas uma mudanca para que o
método se adequasse ao novo tipo de deteccdo empregado, que consistiu em
ressuspender o extrato final em 1 mL de uma solucao de acetonitrila:acido acético 0,1%
(30:70, v/v). O &cido acético adicionado ao extrato tem a fungédo de facilitar a ionizacao
dos compostos estudados. Em seguida, injetou-se o extrato no sistema cromatografico.

Em todas as extragdes realizadas usando a amostra fortificada, os resultados de
recuperacao obtidos sempre estiveram muito acima do esperado para os compostos
difenoconazol e, principalmente, para o tebuconazol. Cogitou-se o fato destes compostos
estarem sofrendo efeito matriz e devido a isso, 0 seu sinal no espectrdbmetro de massas,
era bastante intenso.

Em CL-EM/EM o efeito matriz € normalmente causado pela interferéncia dos
componentes da matriz que eluem no mesmo tempo de retencdo do analito e, por isso,
competem com o analito durante o processo de ionizacdo. O numero de ions do analito
pode ser diminuido pela interacdo com os ions da matriz, o que é chamado de supressao
ibnica (ion suppression), ou aumentar (pela presenca dos ions da matriz) resultando num
efeito matriz negativo ou positivo, respectivamente [104].

O efeito matriz € um processo que ocorre na fase liquida e ndo na fase gasosa.
Constituintes ndo volateis na amostra ou na fase mével impedem que os ions pré-
formados do analito escapem da gota para a fase gasosa. Compostos com afinidade alta

por proétons no modo positivo ou com baixa acidez na fase gasosa, no modo negativo
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também podem suprimir a ionizagdo do analito. Outra forma de supressao é a promovida
por compostos que formam par-ibnico com os ions pré-formados do analito. O efeito
matriz depende tanto do analito quanto da matriz. Os compostos responsaveis pelo efeito
matriz geralmente nao sao ionizados por ESI e desta forma ndao podem ser detectados
pelo EM [100].

As duas maneiras mais comuns de remover os constituintes da amostra que
causam o efeito de matriz sdo o aperfeicoamento do procedimento de extragcdo dos
analitos ou do método cromatografico. Um procedimento de extragcdo mais seletivo ou um
maior numero de etapas de limpeza das amostras € a forma mais efetiva para se reduzir
ou eliminar o efeito de matriz [100].

Depois de varios ensaios de extracao percebeu-se que o aumento do sinal do
difenoconazol e tebuconazol acontecia em todos os métodos de extracdo empregado,
levando a deduzir que o problema residia na sua presenga na amostra branco. Teve-se a
constatacdo de que a amostra de uva organica, adquirida para ser a amostra branco,
continha os agrotéxicos tebuconazol e difenoconazol.

As Figuras 21 e 22 apresentam, respectivamente, o cromatograma de ions totais
referente a extracdo da amostra branco e o cromatograma obtido em diversos canais

correspondentes as transi¢cdes dos agrotdxicos estudados.
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Figura 21 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra
branco. Condi¢cdes cromatograficas idénticas as da Figura 19.

74



kCountsq 199.0=125.0

2
: 1 L
kCount=d 202 1=124.0
Al

kCountsg 202.1=145.0
° MWMMMMMMM
kCounts|213.0=89.0

2:5.'_ J___Jl " | Bh e | -t

kCountsg 228 2= 1561
100=

kCount
5

2331720

kCounted 289 2=70.0

100+

kCountsd 292 2=70.0

1004 l | l

kCountsd 204 2=205 10

il
e
imwmmmmw

kCountsd 308.2>70.0
350 tebuconazol
_ o

kCountsH 331.1=268.0

50 l

kCounts] 404.2=372.0

20 | Lo | | sl o d
S
kCountsg 405 2=251.0 difenoconazol
753
0=

_I_Iﬁ_l_lﬁ_l_lﬁ_lﬁ_l_lﬁﬁﬁ_l_lﬁ_lﬁﬁ_lﬁ_l_lﬁ_l_l_w_ﬁﬁ_
10 20 30 40

ﬁll?

Fesposta do Detector

Termnpo {min)
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A partir de entdo, passou-se a subtrair o branco na quantificagédo do tebuconazol e
difenoconazol.

As Figuras 23 e 24 apresentam o cromatograma de ions totais € os cromatogramas
referentes a amostra fortificada no nivel de 50 pg kg', empregando a EFS CL-EM/EM.
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Figura 23 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra
fortificada com os agrotéxicos em concentracdo de 50 ug kg'. Condicdes cromatograficas
idénticas a Figura 19. Identificacdo dos picos: A: Cimoxanil, B: Aldicarbe, C: Simazina, D:
Ametrina, E: Carbaril, F Diurom, G: Ciproconazol, H: Fenarimol, I: Miclobutanil, J:
Azoxistrobina, L: Triadimefom, M: Tebuconazol, N: Difenoconazol.
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Figura 24: Cromatograma obtido por EFS-CL-EM/EM para amostra fortificada com os
agrotoxicos estudados (50 pg kg™'). Condicdes cromatogréficas idénticas as da Figura 19
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4.2.2.2 Método QUEChERS

O método QUEChERS trata-se de uma técnica de extragdo que minimiza o numero
de etapas de preparo de amostra, uma vez que envolve apenas 2 etapas, sendo uma a
extracdo com acetonitrila por particdo, utilizando-se uma mistura de sais e outra de
limpeza do extrato por EFS dispersiva, empregando um sorvente composto por aminas
primarias e secundarias (PSA). Esta técnica é capaz de extrair agrotdxicos altamente
polares, assim como aqueles de carater acido e basico a partir de matrizes complexas.
Utiliza pequenas quantidades de solventes e € relativamente mais rgpida e robusta.

O método QUEChERS foi empregado na tentativa de se obterem extratos mais
limpos, com boa recuperacao para os agrotéxicos estudados e de forma mais rapida.

Nas Figuras 25 e 26 estdo, respectivamente o cromatograma de ions totais e 0s
cromatogramas do extrato obtido utilizando-se o método QUEChERS para a amostra
fortificada e o cromatograma de cada agrotéxico obtido no canal correspondente a sua

transicao.

78



kCounts
] 1
500 ‘
4004
=] i
g ]
5 ]
= A
5 300+
£ ] D)E
=] al
P L
o o Jli
2004
] H
100+ GI N
: C | Iy ‘
Lo |§1‘||l| ||||
E A
D—-“”“"‘“\JL’H‘ it kﬁw LI "W AR i
b ] LT LA R, DR G 77 LR T T LT LT B L RLTYY I O O (LI B TR BT
10 20 30 40
Tempo (rmin)

Figura 25- Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por QUEChERS-CL-EM/EM para
amostra fortificada com os agrotéxicos em concentracdo de 50 ug kg'. Condicdes
cromatograficas idénticas as da Figura 19. ldentificagdo dos picos: A: Cimoxanil, B:
Aldicarbe, C: Simazina, D: Ametrina, E: Carbaril, F Diurom, G: Ciproconazol, H: Fenarimol,
I: Miclobutanil, J: Azoxistrobina, L: Triadimefom, M: Tebuconazol, N: Difenoconazol.

79



kCounts] 199.0x128.0
1EID—; cimoxanil
|-|::_.IJL b omba " sal by ud L L -
kCountsg 202 1=1240
4EIEI—; simazina
nf e e et et ot At . . et e i
kCountseg 202.1=145.0
] carbaril

L

R T B N Al e nan

aldicarbe

213.D>BH.D
P Y |

hAC ount=]

ﬂlll‘llb‘

ametrina

kCount

2331720

J\ diurom

II;PII IIIIII-[I-'I

=
[y
]
—_ =
-1
Ll__ll

[

289.2=70.0

L

miclebutanil

A

=
Lyl
o
—_ =
o=
Iﬁlll?ﬂl 1111

-]

2922700

.

/ ciproconazol

M

Resposta do Detector
o
[
=
=
l'.l?

==
R
IIII?

294 2=2050

K triadimefom

M Counts

5.0+
a

05 2=70.0

’L tebuconazol

kCounts
4004

d331=268.0

|

fenarimol

M ountsH

1.0+
a

404 2=372.0

h azoxistrobina

MG ountsd
1.0

n

406 2=251.0

difenoconazol

10

30

401 _
Tempao (min)

20

Figura 26 — Cromatogramas obtidos por QUEChERS-CL-EM/EM para amostra fortificada
com os agrotéxicos em concentracdo de 50 pg kg'. Condicées cromatogréficas idénticas

a Figura 19.

80



4.2.3 Validacao do método por EFS e QUEChERS sequido por CL-EM/EM

4.2.3.1 Seletividade

No desenvolvimento de métodos envolvendo a analise de varios compostos
presentes em uma matriz complexa, pode-se afirmar que o método é seletivo quando néao
h& sobreposicao de picos ou a coeluicdo de interferentes com os compostos de interesse.
Quando se trata de deteccao por espectrometria de massas, a separagdao dos compostos
ndo se mostra tdo importante, visto que mesmo picos sobrepostos podem ser
quantificados separadamente. Quando injetados os extratos das amostras fortificadas de
uva, os cromatogramas obtidos nos diversos canais, dentro das janelas de retencao dos
agrotdxicos, mesmo na presenga da matriz, ndo foram obtidos sinais de falso positivo, ou
seja, 0s sinais obtidos foram gerados apenas pelos agrotéxicos, mas nao por interferentes
provenientes das matrizes estudadas. Desta maneira, o método pode ser considerado

seletivo.

4.2.3.2 Linearidade ou faixa linear de trabalho

Em se tratando de matrizes complexas, como a uva, quando se utiliza a
padronizacdo externa sem superposicao de matriz, a reta obtida pode nao ser paralela a
obtida com a superposicdo da matriz. Estes desvios nas retas podem ser atribuidos ao
efeito causado pela presenca da matriz na fonte de ionizacao, o que afeta a obtencao dos
ions das moléculas dos agrotdxicos [105]. Desta maneira, para corrigir ou evitar possiveis
efeitos da matriz sobre os sinais dos analitos, as curvas analiticas foram construidas a
partir de padrées puros dos agrotoxicos utilizando o método de padronizacao externa com
superposicao da matriz, ou seja, a partir da adicao dos padrdes no extrato da matriz para
a quantificacao dos agrotéxicos.

A partir das curvas analiticas construidas foram obtidas as equacoes de reta e os
coeficientes de correlacdo (r), mostrados nas Tabelas 9 e 10, para o método de
padronizacdo externa com superposicdo de matriz, empregando no preparo de amostra,

respectivamente, EFS e o método QUEChERS. Todos os coeficientes de correlagéao
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obtidos foram maiores que 0,99, de maneira que o método pode ser considerado linear de
acordo com as normas da ANVISA [74].

Tabela 9— Equacdes da reta e coeficientes de correlagdo das curvas analiticas, na matriz
uva, obtidas para os compostos estudados empregando EFS- CL-EM/EM.

Agrotoéxico Equacoes da reta 22?::::9?3 g ;e
Aldicarbe Y = 2E+08x + 3E+06 0,999
Ametrina Y = 7E+09x + 7E+Q7 0,999

Azoxistrobina | Y = 3E+09x + 2E+07 0,999
Carbaril Y = 2E+09x + 3E+07 0,999
Cimoxanil Y = 1E+09x + 2E+07 0,999
Ciproconazol | Y = 3E+09x + 3E+07 0,999
Difenoconazol | Y = 2E+09x + 3E+07 0,999
Diurom Y = 4E+08x + 6E+06 0,999
Fenarimol Y = 4E+08x + 7E+06 0,999

Miclobutanil Y = 2E+09x + 2E+07 0,999
Simazina Y = 9E+08x + 8E+06 0,999

Tebuconazol | Y =1E+09x + 1E+08 0,999
Triadimefom | Y =2E+09x + 3E+07 0,999
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Tabela 10- Equacdes da reta e coeficientes de correlacao das curvas analiticas, na matriz
uva, obtidas para os compostos estudados empregando o método QUEChERS seguido de
CL-EM/EM.

Agrotoxico Equacoes da reta %g‘::gl:iazgt: ((:;a
Aldicarbe Y = 2E+08x - 2E+06 0,999
Ametrina Y = 1E+09x - 2E+06 0,999

Azoxistrobina | Y =8E+08x - 1TE+04 0,999
Carbaril Y = 5E+08x - 6E+06 0,999
Cimoxanil Y = 1E+09x - 2E+06 0,999
Ciproconazol | Y =6E+08x - 2E+06 0,999
Difenoconazol | Y = 4E+08x + 1E+04 0,999
Diurom Y = 6E+07x + 4E+04 0,999
Fenarimol Y = 1E+08x - 8E+04 0,999

Miclobutanil Y = 5E+08x - 5E+06 0,999
Simazina Y = 1E+08x + 2E+04 0,999

Tebuconazol | Y =6E+08x + 2E+06 0,999
Triadimefom Y = 7E+08x - 5E+06 0,999

Os graficos de residuos foram construidos para cada uma das curvas, para verificar
a qualidade da linearidade onde verificou-se que os valores dos residuos estavam
distribuidos aleatoriamente ao longo da linha de regressao, sem demonstrar nenhuma
tendéncia ou padrao, confirmando a linearidade do método.

As faixas lineares de trabalho foram determinadas plotando-se o grafico da razao
entre a resposta do detector e a concentracao versus o log da concentracao.

Nas Tabelas 11 e 12 estdo as faixas lineares obtidas através do método de
padronizacdo externa com superposicao da matriz, empregando no preparo de amostra,
respectivamente, EFS e o método QUEChERS, para todos os agrotéxicos estudados.
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Tabela 11: Faixas lineares obtidas por padronizagdo externa com superposicao da matriz

para os agrotoxicos estudados, empregando EFS seguida de CL-EM/EM.

- Faixa linear
Agrotoxico (ug kg™
Aldicarbe 9,5-500
Ametrina 6,0 — 460
Azoxistrobina 0,6 —100
Carbaril 5,0 - 360
Cimoxanil 5,5-370
Ciproconazol 9,5 - 500
Difenoconazol 0,7-120
Diurom 3,0 - 250
Fenarimol 5,4 -370
Miclobutanil 7,3 - 480
Simazina 3,0 - 250
Tebuconazol 0,4-100
Triadimefom 4,0 - 300

Tabela 12: Faixas lineares obtidas por padronizagdo externa com superposicao da matriz
para os agrotéxicos estudados, empregando o método QUEChERS seguido de CL-

EM/EM.

- Faixa linear
Agrotoxico (ug kg™
Aldicarbe 6,5 - 500
Ametrina 3,0 -460
Azoxistrobina 0,3-100
Carbaril 2,5-360
Cimoxanil 3,0-370
Ciproconazol 5,0 - 500
Difenoconazol 0,4-120
Diurom 1,0 - 250
Fenarimol 3,0-370
Miclobutanil 4,0 - 480
Simazina 1,0 - 250
Tebuconazol 0,1-100
Triadimefom 2,0 - 300
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As faixas lineares de trabalho foram consideradas satisfatérias, uma vez que
abrangem um amplo intervalo de concentracao, no qual o método pode ser aplicado.

4.2.3.3 Limite de deteccao e de quantificacao

No desenvolvimento de um método de anadlise de residuos de agrotdxicos, variaveis
como, a técnica de extracdo, o nivel de concentracdo dos analitos e o tipo de detector
utilizado, dentre outras, sdo otimizadas ou determinadas visando a obtencao de valores de
LQm cada vez menores. O principal objetivo € que estes valores estejam abaixo dos LMR
estabelecidos pela legislagéo vigente.

Nas Tabelas 13 e 14 sdo apresentados os LQi e LDi, calculados pelo método da
razdo sinal/ruido, e do método (LDm e LQm), para as duas técnicas de preparo de
amostra estudadas, EFS e QUEChERS, respectivamente.

Tabela 13: Limites de deteccdo e quantificagdo do instrumento e do método para os
agrotoxicos estudados empregando EFS seguida por CL-EM/EM.

Agrotoéxicos LDi - LDm_1 Lai -1 LQm_1

(mgkg”) | (ngkg’) | (ngkg”) | (ngkg™)
Aldicarbe 2,9 0,29 9,5 0,95
Ametrina 1,8 0,18 6,0 0,60
Azoxistrobina 0,2 0,02 0,6 0,06
Carbaril 1,5 0,15 5,0 0,50
Cimoxanil 1,7 0,17 55 0,55
Ciproconazol 2,9 0,29 9,5 0,95
Difenoconazol 0,2 0,02 0,7 0,07
Diurom 0,9 0,09 3,0 0,30
Fenarimol 1,6 0,16 5,4 0,54
Miclobutanil 2,2 0,22 7,3 0,73
Simazina 0,9 0,09 3,0 0,30
Tebuconazol 0,1 0,01 0,4 0,04
Triadimefom 1,2 0,12 4,0 0,40
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Os valores de LQi mostraram que os agrotéxicos estudados tém boa
detectabilidade no sistema cromatografico. O LQm foi calculado considerando a
capacidade de concentracdo do método EFS, que é de 10. Assim, o LQm foi obtido
dividindo o LQi por 10. Os valores de LQm foram considerados satisfatérios para a andlise
dos agrotdxicos estudados na matriz uva, pois atendem aos LMR impostos pela
legislacéo.

No método QUEChERS nao houve etapa de concentracdo de amostra. Logo o LQm
e LDm sé@o os mesmos LQi e LDi.

Tabela 14: Limites de deteccdo e quantificagdo do instrumento e do método para os
agrotoxicos estudados empregando o método QUEChERS seguido por CL-EM/EM

Agrotoxicos LDe Llam Laie L(}m
(g kg™) (Hg kg™)

Aldicarbe 1,95 6,5
Ametrina 0,90 3,0
Azoxistrobina 0,09 0,3
Carbaril 0,75 2,5
Cimoxanil 0,90 3,0
Ciproconazol 1,50 5,0
Diurom 0,12 0,4
Difenoconazol 0,30 1,0
Fenarimol 0,90 3,0
Miclobutanil 1,20 4,0
Simazina 0,30 1,0
Tebuconazol 0,03 0,1
Triadimefom 0,60 2,0

A obtencéao de valores pequenos de LQm com a CL-EM/EM pode ser considerada
vantajosa, uma vez que tém sido estabelecidos LMR cada vez menores pelas agéncias
reguladoras. Para determinados agrotdxicos em algumas matrizes, nas quais 0s seus

86



LMR sao elevados, ndo ha a necessidade de utilizar técnicas de preparo de amostras que
concentrem os analitos, podendo usar o método QUEChERS ou, em alguns casos, 0
emprego da CL-EM/EM pode ndo ser o mais adequado, pois a determinacao de analitos
em concentragdes acima de 1 pg mL", pode gerar a saturacdo do espectrometro de

massas.

4.2.3.4 Exatidao e precisao

A exatidao dos métodos desenvolvidos (EFS e o0 método QUEChERS seguidos por
CL-EM/EM) foram determinadas por meio de ensaios de recuperacao realizados em trés
diferentes niveis de concentracdo (1 x LQ, 2 x LQ e 10 x LQ) e em triplicatas, resultando
em um total de nove determinagdes, conforme sugerido pela ICH [79] e pela ANVISA [74].

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria, em 3
niveis de fortificagdo e em triplicatas. A precisdo intermediaria foi avaliada realizando-se
ensaios em 3 dias diferentes e consecutivos.

Nas Tabelas 15 e 16 estdo apresentados, respectivamente, os valores obtidos para
a exatidao e precisdo para os meétodos de preparo de amostras EFS e método
QuEChERS seguidos de determinacao por CL-EM/EM.
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Tabela 15: Recuperacao, repetitividade e precisdo intermediaria para o método de EFS
seguido por CL-EM/EM*.

Recuperacao Repetitividade Precisao Intermediaria

Agrotoxicos (%) (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
Aldicarbe 52,2 61,2 56,6 9,4 6,6 2,9 6,8 5,8 8,1
Ametrina 93,9 92,1 84,6 4.2 2,9 1,3 2,2 1,8 4.4
Azoxistrobina 741 81,2 77,1 2,2 2,3 3,4 2,9 2,6 2,0
Carbaril 65,0 71,2 74,8 6,1 3,9 2,3 5,4 3,2 6,5
Cimoxanil 48,3 46,9 54,3 4,5 2,9 5,1 3,9 3,9 3,5
Ciproconazol 74,2 73,1 74,7 8,9 3,4 3,8 2,6 2,9 1,3
Diurom 82,1 78,7 87,2 5,6 9,5 3,6 4,2 3,1 1,6
Difenoconazol | 106,0 87,6 84,8 7,7 2,0 5,7 1,8 1,4 5,6
Fenarimol 90,4 92,4 86,7 6,3 4,6 1,8 3,5 2,4 6,7
Miclobutanil 75,5 79,0 80,0 8,5 5,7 6,0 2,0 5,3 1,3
Simazina 77,8 73,8 72,4 5,7 1,4 2,6 3,3 4.1 3,7
Tebuconazol 204,7 | 148,6 | 1134 0,9 2,1 6,4 0,5 3,0 0,8
Triadimefom 72,9 79,7 71,1 7,5 0,9 0,5 1,7 0,4 1,2

*Média de 3 repeticées: F1 =1 xLQ; F2=2xLQ; F3=10x LQ

Analisando a Tabela 15, para a EFS verifica-se que a maioria dos agrotdxicos

estudados apresentou valores de recuperacdo no intervalo aceito na literatura, para todos

os niveis de fortificacédo, considerando o método suficientemente exato. A excec¢ao foi para

0s compostos cimoxanil, que apresentou valores inferiores ao estipulado e para o

tebuconazol que, para os niveis de fortificacdo mais baixos apresentou valores altos de

recuperacao, provavelmente, pelo fato da matriz conter o tebuconazol (Figura 21).

Tanto a repetitividade quanto a precisdo intermediaria apresentaram coeficientes de

variacdo abaixo dos 9,5%, portanto menores que os 20% estipulados pela literatura,

comprovando que a metodologia é repetitiva ndo s6 em ensaios realizados no mesmo dia,

mas permaneceram baixos em dias diferentes, com pequenas variagcées, sendo

considerado adequado para a determinagcao multirresidual dos agrotdxicos investigados.
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Tabela 16: Recuperacao, repetitividade e precisdo intermediaria para o método
QUEChERS seguido por CL-EM/EM*.

Recuperacao Repetitividade Precisao Intermediaria

Agrotoxicos (%) (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
Aldicarbe 85,1 91,0 97,4 1,1 1,6 0,5 2,8 3,5 1,4
Ametrina 76,0 81,8 87,7 3,1 2,8 0,9 3,2 3,8 2,6
Azoxistrobina 82,1 88,7 102,5 3,2 29 2,2 3,9 3,6 2,2
Carbaril 80,9 89,2 99,1 3,5 3,2 0,7 4,1 2,3 0,5
Cimoxanil 77,6 93,8 98,4 0,8 0,6 0,4 1,9 2,6 1,1
Ciproconazol 83,1 89,6 98,6 1,6 1,5 1,3 1,6 1,7 0,7
Diurom 82,3 93,2 98,5 1,3 1,2 0,8 3,2 3,7 2,5
Difenoconazol 89,9 91,9 104,3 2,3 2,2 0,9 2,4 1,6 3,3
Fenarimol 82,2 98,1 105,4 1,6 1,3 1,0 4,2 29 1,8
Miclobutanil 76,6 83,2 91,7 3,2 2,9 2,4 2,4 2,1 2,6
Simazina 73,8 86,1 96,7 0,7 0,6 0,5 1,8 2,3 1,9
Tebuconazol 87,5 99,7 104,6 1,4 1,2 1,7 1,6 2,0 1,4
Triadimefom 86,9 91,8 107,4 0,9 1,9 0,3 1,2 1,4 1,6

*Média de 3 repeticées: F1 =1 xLQ; F2=2xLQ; F3=10x LQ

Para o método QUEChERS todos os agrotéxicos estudados apresentaram valores
de recuperacao satisfatérios, pois se encontram dentro do intervalo aceito na literatura,
uma vez que foram obtidas recuperacdes entre 73,8% e 107,4% para os trés niveis de
concentracao avaliados.

Para a repetitividade foram obtidos coeficientes de variacdo menores que 3,5% e
para a precisdo intermediaria, menores que 4,2%, comprovando que a metodologia
empregada também é repetitiva ndo somente quando os ensaios foram realizados no
mesmo dia, mas também em dias diferentes.

Comparando-se as Tabela 15 e 16 comprova-se que o método QUEChERS é mais
eficiente, exato e preciso em relagdo a EFS.

89




4.2.3.5 Robustez

A robustez do método cromatografico avaliada pela variagdo das marcas dos
reagentes empregados no preparo das amostras e da FM, ndo apresentou alteracdo nos
resultados obtidos.

A metodologia desenvolvida pode também ser considerada robusta por nao ter sido
afetada quando pequenas variacbes na fonte de ionizagdo e na vazao do gas de
dessolvatagéo foram introduzidas, bem como varia¢des na FM.

4.2.4 Analise de amostras provenientes do comércio da cidade de
Campinas-SP e do Distrito de Barao Geraldo

As Tabelas 17 e 18 mostram as concentragdes dos agrotdxicos encontrados nas
trés amostras de uva Niagara rosada compradas em estabelecimentos comerciais da
cidade de Campinas-SP e do Distrito de Barao Geraldo: amostra A, amostra B e amostra
C utilizando respectivamente os métodos EFS-CL-EM/EM e o método QUEChERS.

As amostras A e B foram processadas em liquidificador doméstico com casca e
sem sementes. O ultimo lote adquirido, amostra C, foi dividido em trés partes: com casca e
sem sementes, com casca e sementes, e sem casca. Todas as amostras foram
analisadas por CL-EM/EM, tanto por EFS quanto pelo método QUEChERS.

De acordo com os resultados obtidos foi constatado que todas as amostras
estavam contaminadas com os agrotdxicos tebuconazol e difenoconazol, uma vez que
foram encontradas quantidades detectaveis dos agrotéxicos analisados. Esta constatacao
foi realizada com base nas janelas de retencdo dos agrotoxicos e nos cromatogramas
obtidos pela injecdo das amostras fortificadas com uma solucdo da mistura dos
agrotéxicos estudados na concentracdo de 10 ug kg™'. Essa concentracdo escolhida para
fortificacdo das amostras comerciais corresponde ao menor LMR dos agrotdxicos
estudados (Tabela 3).

Dentre as amostras analisadas, para o método EFS, foi detectado o tebuconazol
em quantidades entre 15 e 356 pg kg™'. O difenoconazol foi encontrado em concentragdes
entre 9 e 138 ug kg™
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Na Tabela 17 estdo apresentados os valores obtidos para os agrotoxicos
tebuconazol e difenoconazol nas amostras adquiridas no comércio, analisados por EFS-

CL-EM/EM.

Tabela 17: Concentracao de tebuconazol e difenoconazol nas amostras de uva adquiridas

no comércio empregando a EFS-CL-EM/EM.

Amostras Tebuconazol Difenoconazol
(ug kg™) (ug kg™
Amostra A 30 9
Amostra B 15 17
Com casca e sem
sementes 327 135
Amostra ¢ | Com casca e com
sementes 356 138
Sem casca e com
sementes 290 87

Empregando o método QUEChERS, dentre as amostras analisadas, foi detectado o
tebuconazol em quantidades entre 40 e 415 ug kg™ e o difenoconazol foi encontrado em
quantidades entre 20 e 200 pg kg™'. Isto significa que o método QUEChERS permite maior
detectabilidade.

As concentragdes mais altas encontradas, usando ambos os métodos de extragao,
estdo abaixo do LMR permitido para tebuconazol e no LMR e abaixo para o difenoconazol,
segundo os limites impostos pelo Sistema de Informagdes sobre Agrotdxico (SIA —
ANVISA) [101].

Na Figura 27 encontra-se o cromatograma obtido para uma das amostras
analisadas (uma amostra de uva), fortificada em 10 ug kg™ com os agrotéxicos estudados,
para mostrar que as amostras coletadas no comércio apresentaram comportamento
semelhante as amostras fortificadas, o que confirma a eficiéncia do método.

Na Tabela 18 estdo apresentados os valores obtidos para os agrotoxicos
tebuconazol e difenoconazol nas amostras adquiridas no comércio analisados pelo
método QUEChERS-CL-EM/EM.
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Tabela 18: Concentracao de tebuconazol e difenoconazol nas amostras de uva adquiridas

no comércio empregando o método QUEChERS-CL-EM/EM.

Amostras Tebuconazol Difenoconazol
(ug kg™) (ug kg™
Amostra A 40 20
Amostra B o8 40
Com casca e sem 396 108
sementes
Amostra ¢ | Com casca e com 415 200
sementes
Sem casca e com
sementes 330 146

Analisando as Tabelas 17 e 18, verifica-se um menor nivel de contaminacao por

agrotéxicos quando o consumidor ingere a uva sem casca, enquanto que as sementes

praticamente ndo sao afetadas pelos agrotoxicos.
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Figura 30 — Cromatogramas obtidos por QUEChERS seguido por CL-EM/EM para amostra
comercial fortificada com os agrotéxicos em concentracdo de 10 ug kg'. Condicées
cromatograficas idénticas a Figura 19. A: Cimoxanil; B: Aldicarbe; C: Simazina; D:
Ametrina; E: Carbaril; F: Diurom; G: Ciproconazol; H: Fenarimol; I: Miclobutanil; J:
Azoxistrobina; L: Triadimefom; M: Tebuconazol; N: Difenoconazol.
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4.3 Comparacoes entre as técnicas CLAE-DAD x CL-EM/EM e entre os
métodos de preparo de amostras ELL, EFS e o método QUEChERS

A seguir serd apresentada uma comparacdo entre as diferentes técnicas
cromatograficas de analise (CLAE-DAD e CL-EM/EM) e as trés técnicas de preparo de
amostra (ELL, EFS e o método QUEChERS), evidenciando as vantagens e desvantagens
de cada uma delas, em termos de seletividade, detectabilidade, rapidez das analises,
facilidade de otimizagdo dos parametros instrumentais, quantidade de reagente, producao

de residuos e recuperagdes obtidas.

4.3.1 Comparacao entre as técnicas cromatograficas CLAE-DAD x CL-
EM/EM empregadas

Com relacao a seletividade, a CL-EM/EM mostrou-se mais vantajosa que as CLAE-
DAD. A CL-EM/EM com o detector triplo quadrupolo detecta o ion do analito e os ions dos
fragmentos gerados a partir deles. A informagdo estrutural adicional, fornecida pelos
fragmentos gerados, permite que, mesmo quando se analisa agrotoxicos de mesma
massa molar, consiga diferencia-los entre si, desde que eluam em tempos de retencéo
diferentes. Esta propriedade € muito importante no caso da andlise de matrizes
complexas, como é o caso da uva. Algumas agéncias reguladoras estabelecem que a
espectrometria de massas em série é a técnica de detecgcdo mais adequada para ser
empregada em métodos oficiais de determinagcdo de residuos de agrotoxicos em
alimentos, devido a sua seletividade [106].

Os cromatogramas obtidos nas janelas de retencao dos agrotoxicos mostraram que
0s sinais obtidos foram gerados apenas pelo analito, e ndo por interferentes provenientes
da matriz. Isto nao foi possivel, quando foi empregada a CLAE-DAD, pois o detector por
arranjo de diodos identifica o analito através dos espectros de absor¢cao no UV, somente
quando o sinal gerado for puro. Essa identificacdo é prejudicada se interferentes da matriz
eluem no mesmo tempo de retengcao do composto. Além disso, agrotéxicos pertencentes a
mesma classe possuem o mesmo espectro de absorcdo no UV, ndo sendo possivel

identifica-los individualmente.
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O ajuste das condigdes cromatograficas empregando CL-EM/EM foi mais rapido
que por CLAE-DAD, pois devido a seletividade da espectrometria de massas, nao foi
necessario conseguir a resolugdo entre o sinais dos analitos, visto que por CLAE-DAD a
resolucao entre os picos de interesse é fundamental.

Para evitar que houvesse problemas na ionizagdo dos analitos, foi necessario
utilizar a padronizagcéo externa com superposicao de matriz, pois a ionizagdo dos analitos,
na fonte de ionizacdo, pode ser afetada pela presenca da matriz (efeito matriz),
principalmente em se tratando de amostras complexas.

Os limites de quantificagdo obtidos na CL-EM/EM permitiram alcangar a
detectabilidade adequada a andlise dos agrotoxicos de interesse na matriz uva, uma vez
que eles foram inferiores aos LMR determinados pela ANVISA [101] e pelo CODEX [102].

4.3.2 Comparacao entre as técnicas de preparo de amostra ELL x EFS x
Método QUEChERS

A Tabela 19 apresenta uma comparacao entre as técnicas de preparo de amostra
estudadas, em termos de tempo de analise, consumo de solvente, produgao de residuos e

valores de recuperagdes obtidos.

Tabela 19: Comparacao entre as técnicas de preparo de amostras empregadas

Preparo de T::;Fl)igg,e C(:g:;g:::ede Recuperacao cv Fator de )
amostra (h) (mL) (%) (%) concentracao
ELL 24 1330 35-110 18,4 1,25
EFS 12 145 52-106 6,8 10
QuEChERS 8 50 74-107 4,2 0

*Referente a extracdo simultanea de 5 amostras

A técnica de preparo de amostra ELL empregada mostrou-se muito demorada, com
varias etapas, fato esse que pode ter contribuido para a perda de material que afetou a

variacdo dos valores das recuperacdes obtidos assim como resultou em valores mais
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baixos. A ELL apresentou o dobro do tempo de analise da EFS e o triplo do método
QuEChERS. O consumo de reagente e a producao de residuos foram bem maior em
relacao as demais técnicas utilizadas.

O método QUEChERS foi realizado em um menor tempo de anélise, possivelmente
por envolver um menor nimero de etapas, consumiu menor volume de solvente e,
consequentemente, a producgéo de residuos foi reduzida em relacéo as outras técnicas de
preparo de amostra. Obtiveram recuperacoes satisfatorias para todos os compostos
estudados e conseguiram atingir CV menores.

Portanto, apds a analise da Tabela 19 pode-se concluir que a melhor técnica de
preparo de amostra a ser utilizada em termos de rapidez, consumo de solvente, residuos
gerados, que atende a Quimica Verde, eficiéncia e repetibilidade de extracdo é o
QuEChERS.
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5- CONSIDERACOES FINAIS

e O método empregando a EFS e CL-EM-EM forneceu recuperacoes e
coeficientes de variacdo dentro do intervalo aceito na literatura,
demonstrando ser suficientemente exato e preciso para analise dos
agrotoxicos ametrina, azoxistrobina, carbaril, ciproconazol, diurom,
difenoconazol, fenarimol, miclobutanil, simazina, e triadimefom em uva in
natura. Porém, nao foi eficiente para os agrotoxicos aldicarbe, cimoxanil e

tebuconazol.

e O método QUEChERS apresentou-se mais rapido, com menor consumo de
solvente e producao de descarte, atendendo a Quimica Verde, além de ter

menor numero de etapas.

e O método QUEChERS seguido de CL-EM/EM resultou em valores de
recuperagédo de 73,8 a 107,4 com CV inferiores a 4,2%, comprovando ser
exato e reprodutivel, além de atingir baixos limites de quantificacao, que
permitiram que os limites maximos de residuos dos agrotéxicos estudados
aldicarbe, ametrina, azoxistrobina, carbaril, cimoxanil, ciproconazol,
difenoconazol, diurom, fenarimol, miclobutanil, simazina, tebuconazol e

triadimefom, em uva in natura, fossem alcancados.
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6 CONCLUSOES

Os estudos realizados permitiram concluir que ao desenvolver um método de
determinacao de multirresiduos de agrotdéxicos em matrizes complexas, como as frutas,
deve-se selecionar como método de preparo de amostra, o método QUEChERS por
vencer os desafios de reduzir a presenca de interferentes, eliminados na etapa de
extracdo em fase sélida dispersiva, fornecer valores de recuperagao satisfatérios para
compostos de diferentes polaridades e volatilidade, ser rapido, uma vez que envolve
somente duas etapas e requer baixo consumo de solvente, o que diminui a quantidade de
residuos gerados, indo ao encontro dos objetivos da “Quimica Limpa”. Além disso, ha uma
grande facilidade no preparo das solucdes padrdao, € um método mais econémico pela
reducdo no consumo de reagentes e na frequéncia de manutencdo do sistema
cromatografico, é bastante reprodutivel e robusto. A principal desvantagem deste método
estd relacionada com a ndo concentracdo do analito, uma vez que a relagao
amostra/extrato final é de 1 g por 1 mL. Entretanto, esta dificuldade pode ser vencida
empregando técnicas cromatograficas de alta detectabilidade como a CL-EM/EM.

De fato, na determinacao dos agrotéxicos deve ser usado, como recomendado pela
Unido Européia, a CL-EM/EM, uma vez que ela oferece aumento na seletividade, na
detectabilidade e na confiabilidade, proporcionando o monitoramento de um numero
elevado de agrotdéxicos em uma unica andlise. A CL-EM/EM, atualmente, pode ser
considerada uma técnica indispensavel em laboratérios que realizam anadlises de
multirresiduos de agrotéxicos, devido a sua elevada detectabilidade, menor tempo no
desenvolvimento de métodos e, principalmente, facilidade em se estabelecer o
procedimento de preparo de amostra e pela possibilidade de confirmacao da identidade de
cada agrotoxico, o que nao se consegue ao utilizar o detector por arranjo de diodos. Estas
vantagens superam o alto custo de aquisicao e manutencao do CL-EM/EM.

Portanto, confirmou-se durante todos estes anos de pesquisa que o método
QuEChERS e a CL-EM/EM constituem os pilares da determinacdo de multirresiduos de

agrotoéxicos nas mais variadas matrizes como a uva in natura.
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