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RESUMO

DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO E APLICACAO DE METODOS PARA ANALISE
MULTIRRESIDUAL DE AGROTOXICOS EM SUCO DE LARANJA E TANGERINA
UTILIZANDO CLAE-DAD, CL-EM-EM E CLUE-DAD. O Brasil é o maior produtor mundial de
citrus e o principal exportador de suco. Dentre as espécies cultivadas no Brasil, hd a
predominancia de laranjas Pera e tangerinas Murcote. Porém, os agricultores brasileiros tém
enfrentado a incidéncia de varias pragas agricolas na cultura de citrus, de forma que, para
manter a producdo e a qualidade, tem sido necessario aplicar agrotoxicos de forma
constante e cada vez maior. Por outro lado, devido ao risco resultante da exposicao dos
consumidores aos residuos de agrotoxicos presentes nos alimentos, agéncias
governamentais reguladoras tém estabelecido limites maximos de residuos (LMR) para todos
os agrotoxicos. Neste contexto, trés métodos para a determinacao de residuos dos principais
agrotoxicos (aldicarbe, difenoconazol, diflubenzurom, diurom, imidacloprido e tiofanato
metilico) aplicados no cultivo de laranjas Pera e tangerinas Murcote foram desenvolvidos e
validados. Varios métodos de preparo de amostras foram avaliados e 0 método QUEChERS
foi 0 que se mostrou mais eficiente, rapido e simples. Foram utilizadas diferentes técnicas
cromatograficas para a validacdo do método: cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por arranjo de diodos (CLAE-DAD), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série (CL-EM-EM) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
com deteccao por arranjo de diodos (CLUE-DAD). Os parametros analiticos mostraram que o
método proposto extrai de maneira satisfatéria os agrotdxicos das matrizes, permitindo sua
deteccdo por todas as técnicas analiticas utilizadas. Entretanto, devido a complexidade da
matriz estudada foi necessario fazer a calibracdo na matriz. As recuperacdes obtidas foram
de 79 a 124% com CLAE-DAD, de 83 a 119% com CL-EM-EM e de 78 a 113% com CLUE-
DAD, com coeficientes de variagdo menores que 15% para todas as técnicas
cromatograficas. Os limites de quantificacdo obtidos mostraram que os métodos podem ser
utilizados para a deteccao dos agrotéxicos em concentragdes abaixo dos LMR estabelecidos
pela legislacao brasileira e dos EUA. Com a CLUE-DAD obtiveram-se os menores tempos de
analise, 7 min, e a CL-EM-EM foi a técnica cromatografica mais seletiva e com a melhor
detectabilidade (4 ug L") utilizada neste trabalho. O método foi aplicado a amostras
coletadas no comércio da cidade de Campinas-SP e o agrotéxico encontrado com maior
frequéncia foi o imidacloprido, mas em concentracdes abaixo dos LMR.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT, VALIDATION AND  APPLICATION OF METHODS FOR
MULTIRRESIDUAL PESTICIDE DETERMINATION OF ORANGE JUICE AND TANGERINE
JUICE BY HPLC-DAD, LC-MS-MS AND UPLC-DAD. Brazil is the world's largest producer of
oranges and the largest exporter of juice. Among the species grown in Brazil, there is a
predominance of Pera oranges and Murcote tangerines. Brazilian agriculturist have faced
several diseases during orange and tangerine cultivation that demand constant and even
expensive applications of pesticides to mantain production and quality. On the other hand,
because of potential health risk to the consumers, resulting from acute and/or chronic dietary
exposure, government regulatory agencies have established maximum residue limits (MLR)
for all the pesticides. Thus, this work developed and validated three methods to determine the
main pesticides applied to Pera orange and Murcote tangerine cultivation in Brazil: aldicarb,
difenoconazole, diflubenzuron, diuron, imidacloprid and thiophanate-methyl. Several sample
preparation methods were evaluated and the QUEChERS method was the more suitable,
rapid and simplest extraction method for the matrices studied. The methods were validated
using different chromatographic techniques: high performance liquid chromatography — diode
array detection (HPLC-DAD), liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LC-MS-
MS) and ultra-performance liquid chromatography — diode array detection (UPLC-DAD). The
analytical parameters demonstrate that the proposed methodologies satisfactorily extract the
pesticides from the matrices, allowing detection using all the quantification techniques
employed. Because of the complexity of the matrices studied, it was necessary to employ
matrix-matched calibration. When using HPLC-DAD recoveries of 79 to 124% were obtained,
with LC-MS-MS the recoveries were 83 to 119% and when using UPLC they were 78 to
113%, with coefficients of variation below to 15% for all chromatographic techniques. These
limits of quantification show that the methods developed can be used to detect these
pesticides at concentrations below the MRL established by Brazilian and USA legislation.
UPLC-DAD had a more rapid analysis time, 7 min, and LC-MS-MS had the best selectivity
and detectivity (4 pg L™'). The methods were applied to samples collected in markets of
Campinas city, and the pesticide most frequently found was imidacloprid, with concentrations
well below the listed MRL.
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1- INTRODUCAO

O crescimento continuo da populacdo mundial e, consequentemente, 0 aumento da
demanda por alimentos tem impulsionado o desenvolvimento de sistemas agricolas cada vez
mais eficientes. Neste sentido, o uso de agrotoxicos para o controle de pragas durante o
cultivo e ap6s a colheita tornou-se uma ferramenta essencial para garantir o crescimento e a
qualidade da producéao agricola [1-4].

Atualmente existem mais de 800 compostos, pertencentes a cerca de 100 classes
quimicas diferentes, registrados como ingredientes ativos de produtos comercializados como
agrotéxicos no mundo todo [4-7]. Mas, o0 uso incorreto destes compostos pode contaminar o
meio ambiente, ocasionando efeitos adversos a saude dos seres vivos e problemas
associados com a presenca de residuos de agrotéxicos em alimentos [2, 8-10].

Para controlar a exposicdo humana aos residuos de agrotoxicos presentes nos
alimentos e assegurar a saude publica, agéncias reguladoras de varios paises tém criado
programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos [11, 12]. No Brasil,
que € detentor de um grande potencial agricola e o maior mercado consumidor de
agrotéxicos do mundo [13], a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou, em
2001, o Programa Nacional de Monitoramento de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) [11, 14].

Dentre as espécies frutiferas cultivadas em solo brasileiro, a laranja € a mais
importante, seja em area plantada ou colhida, quantidade produzida, valor de producao ou
geragdo de empregos. Hoje, o Brasil é o primeiro produtor mundial de citros e o0 maior
exportador de suco concentrado de laranja [15]. Para que o Brasil possa manter sua
atividade produtora, consumidora e exportadora no setor, torna-se indispensavel realizar um
controle rigoroso para avaliacdo da possivel contaminacao por residuos de agrotéxicos das
principais variedades de citrus cultivadas no pais.

Na determinacdo de residuos de agrotdéxicos em alimentos, geralmente sao
empregados métodos cromatograficos de analise, como a cromatografia gasosa (CG) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Também tém sido desenvolvidas técnicas de
andlise de agrotoxicos em alimentos cada vez mais rapidas, seletivas e sensiveis devido a

necessidade de se detectar simultaneamente um grande numero de compostos em baixos



niveis de concentracdo (da ordem de ug L' ou pg kg'). Dentre elas, pode-se destacar a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) e os métodos cromatograficos com deteccao
por espectrometria de massas em série (EM-EM).

1.1 - A origem da laranja e a citricultura no Brasil

A laranjeira, assim como todas as plantas citricas, é nativa da Asia, de onde foi
levada, na Idade Média, para o norte da Africa e dai, para o sul da Europa. Da Europa, foi
trazida para as Américas na época dos descobrimentos, por volta de 1500 [16]. Atualmente,
0s pomares mais produtivos encontram-se nas regides de clima tropical e subtropical,
destacando-se como grandes produtores de citrus o Brasil, Estados Unidos, Espanha, paises
do mediterraneo, México, China e Africa do Sul [16].

As mudas e as técnicas de cultivo da laranja foram trazidas da Espanha para o Brasil
pelos portugueses, entre 1530 e 1540, para suprir a necessidade de vitamina C das
tripulacdes dizimadas pelo escorbuto na época do descobrimento e da colonizacdo da
América Latina [16]. Gracas a excelente adaptacédo da laranja ao clima e solo brasileiros, por
volta de 1800 surgiu no Brasil uma variedade particular de laranja reconhecida
internacionalmente: a laranja Bahia (ou baiana) [16].

Apés a proclamacao da Republica em 1889, o principal produto agricola do Brasil era
o café, cuja produgédo encontrava-se concentrava principalmente no interior do estado de Sao
Paulo. A laranja, neste periodo, era produzida na mesma regido, mas apenas como cultura
acessoéria. Mais tarde, com a crise do café, a citricultura foi ganhando um espago maior,
ocorrendo o inicio das exportagdes da laranja em 1910. Com o investimento de produtores
no desenvolvimento de tecnologias de producdo citricula, a laranja se tornou um dos dez
produtos mais importantes na exportacao do pais em 1939 [16].

Por isso, a produgéo brasileira de citrus encontra-se distribuida por todas as regides
do pais, mas com uma notéria concentracao na regiao sudeste. Atualmente, a regiao sudeste
€ responsavel por 84% da producéo citricula brasileira, especialmente em decorréncia da
producdo de laranja, limao e tangerina do estado de Sao Paulo, que é responsavel por 80%
da producao nacional de laranja [15 - 18].

A citricultura no Brasil encontra-se, também, igualmente concentrada quanto a
variedade e destino da producdo. Ha um predominio da cultura de laranja Pera, tipica de uso
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industrial, j& que a producéo brasileira é orientada para o processamento de suco [15]. Esta
configuragdo da cultura de citrus no Brasil € um reflexo das sucessivas geadas que
ocorreram nos anos sessenta no sul da Flérida, principal regido produtora de citrus dos
Estados Unidos. As geadas ocasionaram uma grande demanda por suco de laranja naquele
pais, o que motivou a instalacdo de industrias de suco concentrado de laranja no estado de
Sao Paulo [15]. A exportacdo de suco de laranja industrializado continua crescendo até os
dias de hoje, tendo aumentado, em média, 4,9% nos ultimos dez anos em consequéncia de
problemas climaticos (furacdes) que ainda vém assolando as lavouras da Flérida [19].

As tangerinas, assim como as laranjas, pertencem ao género Citrus e a familia das
Rutaceae e tiveram origem no continente asiatico [20]. Existem também hibridos de
tangerinas que podem ser originados de cruzamentos naturais ou artificiais, como os
chamados tangores (cruzamento entre tangerinas e laranjas doces), dos quais alguns tém
consideravel importancia comercial, como Temple e Murcote [20].

Do total de citrus produzidos no mundo, as laranjas doces perfazem 66%, as
tangerinas 16%, os limdes e limas acidas 10,5% e os pomelos 6,5% [20]. Portanto, a
tangerina e seus hibridos sdo o segundo grupo em importancia comercial. O Brasil exporta,
em média, 17 mil toneladas de tangerinas e seus hibridos por ano [21]. No estado de Séao
Paulo, as tangerinas ocupam 3,2% das areas de cultivo de citrus, sendo cultivadas apenas 4
variedades comerciais: Ponca, Cravo, Murcote e Mexerica do Rio. Dentre estas variedades
de tangerina, o estado de Sao Paulo exporta apenas a Murcote, cuja producao tem crescido
a uma taxa anual de 3,8% [22].

Atualmente, a Unido Européia e os Estados Unidos sdo os maiores importadores
mundiais de suco de laranja e o Brasil continua sendo o maior exportador. Mais
recentemente, o programa Brazilian Fruit, que faz a promocédo de frutas brasileiras no
mercado externo, elegeu como mercados prioritarios os paises asiaticos, paises do leste
europeu, paises arabes e a Russia, além dos paises da América Latina [15]. Nos paises
asiaticos, o consumo de suco supera o de refrigerantes e estes paises registram as maiores
taxas de crescimento de renda per capita do mundo, especialmente a China. Os paises do
leste europeu foram recentemente integrados a Unido Européia sendo esperado um aumento
na sua renda per capita e, consequentemente, um aumento no consumo de frutas e sucos.

Ja os paises arabes sdo também considerados alvos das exportacdes brasileiras de frutas e



sucos devido ao ndo consumo de bebidas alcodlicas. Na Russia, um pais de dimenséao
continental, o crescimento das importacdes de suco de laranja concentrado tem superado o
registrado para os demais tipos de sucos e o0s paises da América Latina sdo parceiros
tradicionais do Brasil no comércio de bens industrializados que ainda podem crescer muito
no comeércio de frutas e derivados, especialmente pela facilidade de distribuigédo [15].

O sistema agroindustrial da laranja é, sem duvida, um caso de sucesso no Brasil, pois
emprega diretamente mais de 400 mil pessoas, € a atividade principal de 322 municipios
paulistas e 11 mineiros. Também atende a 50% da demanda e 75% das transacdes
internacionais trazendo, anualmente, 1 bilhdo de dblares em divisas para o Brasil, no centro
de uma cadeia produtiva que gera PIB equivalente a 5 bilhdes de ddélares [16]. Segundo
pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a safra brasileira
de laranja em 2008 foi de 18,7 milhdes de toneladas [22].

1.2 - O uso de agrotoxicos no Brasil e no mundo

As praticas agricolas modernas dependem, extensivamente, da aplicacdo de
agrotéxicos durante o cultivo e apdés a colheita, na etapa de estocagem dos produtos
agricolas [23-25]. O uso de agrotdxicos é essencial para prevenir ou reduzir perdas na
agricultura, melhorando, assim, a produgdo, e para que sejam obtidos produtos com
qualidade, que satisfagam os consumidores e garantam seu comércio [25].

A aplicagao de agrotoxicos aumentou em 50% no mundo, desde 1950. Atualmente, a
producéo industrial de agrotéxicos é de 2,5 x 10° kg ao ano [4 - 7]. Porém, o uso incorreto
destes compostos pode contaminar 0 meio ambiente e causar efeitos adversos a saude dos
seres vivos [2, 8-10].

Os alimentos sao considerados a principal fonte de exposicdo dos seres humanos aos
agrotoéxicos [3, 26, 27]. Um estudo realizado por Margni et al. [28] acerca do impacto do uso
de agrotdxicos na saude humana e nos ecossistemas confirma este dado, pois conclui que a
ingestdo de alimentos é uma fonte toxicolégica de exposicao cerca de 10° a 10° vezes maior
que a ingestao de agua ou a inalacao pelos seres humanos.

Dependendo do nivel de exposicdo do homem a estes contaminantes podem ocorrer
efeitos adversos a sua saude, como dores de cabeca, nausea, disturbios enddcrinos e até
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cancer [9, 29]. Mesmo a exposicdo a pequenas quantidades de agrotoxicos pode causar
efeitos adversos e irreparaveis a saude humana, principalmente durante o estagio fetal e em
criangas, que sdo as fases de maior vulnerabilidade do desenvolvimento do homem [30]. A
maior concentracdo em que um agrotdxico pode estar presente nos alimentos sem causar
prejuizo a saude humana é denominada limite maximo de residuos (LMR) [31, 32].

Para controlar a exposicdo humana aos residuos de agrotoxicos presentes nos
alimentos e assegurar a saude publica, agéncias reguladoras de varios paises tém
estabelecido LMR cada vez menores e criado programas de monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos [11, 12]. No Brasil, que € o maior mercado consumidor de
agrotéxicos do mundo e responde pelo uso de 86% dos produtos na América Latina [13], a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou, em 2001, o Programa Nacional de
Monitoramento de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) [11, 14].

O PARA tem como seus principais objetivos avaliar a seguranca para o consumo do
alimento tratado; detectar residuos devido ao uso impréprio do agrotdxico ou de agrotdxicos
de uso ndo autorizado para determinada cultura; proteger a credibilidade de exportadores
perante seus clientes e melhorar acbes contra o uso improprio destes produtos [14, 33].
Entre 2002 e 2006 o PARA monitorou 92 principios ativos de agrotéxicos em amostras de
alface, banana, batata, cenoura, laranja, maca, mamao, morango e tomate, tendo sido
realizadas 561.200 analises de amostras coletadas em 16 diferentes estados brasileiros que
integram o programa. Neste periodo, os dados do PARA apontaram um indice geral de 14%
de irregularidades nas culturas analisadas [14, 34]. Em 2007 foram analisadas 1200
amostras, das quais 17% apresentaram irregularidades e em 2008, além das nove culturas ja
avaliadas, foram analisadas também, amostras de abacaxi, arroz, cebola, feijdo, manga,
pimentdo, repolho e uva, sendo que os resultdos apontaram principalmente o uso de
agrotéxicos nao autorizados para as culturas [35]. Na Tabela 1 encontram-se os resultados
obtidos pelo PARA entre 2002 e 2008 [35].



Tabela 1: Porcentagem de amostras contaminadas com residuos de agrotéxicos nao
autorizados para cultura ou acima dos LMR obtidos pelo Programa WNacional de
Monitoramento de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA), realizado pela ANVISA
entre os anos de 2002 e 2008 [35].

ano
2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008
alface 8,6 6,7 14,0 46,5 28,7 40,0 19,8

cultura

banana 6,5 2,2 3,6 3,7 N 4,3 1,0
batata 22,2 8,7 1,8 0 0 1,4 2,0
cenoura 0 0 19,5 11,3 N 9,9 30,4
laranja 1,4 0 4,9 4,7 0 6,0 14,9
mamao 19,5 | 37,7 2,5 0 N 17,2 17,3

maga 4,0 3,7 5,0 3,1 53 2,9 3,9
morango | 46,0 54,6 39,1 N 37,7 43,6 36,1
tomate 26,1 0 7,4 4,4 2,0 44,7 18,3

* N = andlises nao realizadas.

Os dados da Tabela 1, analisando-se os dois ultimos anos, apontam para um
crescimento no numero de irregularidades para cinco das nove culturas estudadas, o que
evidencia a necessidade de se desenvolver estratégias para a reducdo do nivel de
contaminacao nos alimentos que chegam ao consumidor brasileiro [35]. Este aumento nas
irregularidades também € evidente na cultura da laranja, a qual tem sofrido com a incidéncia
de doencas, desde a década de 40 quando a “tristeza”, doenca de origem espanhola
causada por um virus que provoca o definhamento progressivo das arvores, destruiu cerca
de 80% dos pomares de citrus do Brasil [16].

O estado de Séao Paulo tem enfrentado sérios problemas fitossanitarios. O cultivo de
variedades de copa (Pera, especialmente; Valéncia, Natal e Hamilin) de estreita base
genética em Sao Paulo, tem facilitado a rapida proliferacdo de pragas e doencas, fazendo
com que os gastos com agrotéxicos representem a maior parte dos custos de produgcao nos
pomares deste estado [15]. Atualmente, o principal desafio dos citricultores do estado de Séo
Paulo é a erradicacdo do Cancro Citrico, doenca causada pela bactéria Xantomonas
axonopodis pv. citri [16].

O Cancro Citrico é uma doenga originaria da Asia, que causa lesdes nas frutas, folhas
e ramos da laranjeira e que entrou no Brasil na década de 50, por meio de mudas trazidas
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clandestinamente do Japao [16]. Para promover a erradicacdo desta doengca e um maior
controle sanitario nos pomares, o governo do estado de Sao Paulo criou, em 1977, o
Fundecitrus (Fundo Paulista de Defesa da Citricultura), que é financiado pelos citricultores e
industrias do setor no estado. O Fundecitrus atua até hoje, com um orcamento 100% privado
de mais de 40 milhdes de reais, eventuais verbas obtidas junto ao governo Federal e através
de parcerias com institutos de pesquisa e universidades do mundo todo para realizagdo de
pesquisas sobre a prevencao e o combate as pragas e as doencas no maior parque citricula
mundial [16].

1.3 - Os beneficios do consumo da laranja, da tangerina e dos sucos
dessas frutas, e a importancia dos seus empregos como matrizes

As frutas citricas, como a laranja e a tangerina, possuem grande quantidade de agua
em sua composicdo e um teor caldrico relativamente baixo. Estas frutas sdo ricas em
vitamina C e uma importante fonte alimentar de acido félico, potassio e magnésio [36].
Apresentam coloragdo amarelo-alaranjada devido as apreciaveis quantidades de B-carotenos
que possuem em sua composicao [36].

As laranjas e as tangerinas apresentam quantidades consideraveis de fibras, que
podem auxiliar na fungdo intestinal. Porém, estas fibras encontram-se principalmente no
bagaco e na casca destas frutas e estas partes geralmente sdo descartadas antes do
consumo, também porque estas frutas sdo consumidas principalmente sob a forma de suco
[36].

Porém, dentre os componentes das frutas citricas, os que mais merecem destaque
sdo aqueles com atividade antioxidante, como as vitaminas (em especial a vitamina C), os
flavondides e B-carotenos [25, 36, 37]. A atividade antioxidante destes compostos evita que o
colesterol LDL (do inglés “low density lipoprotein”), também chamado “mau colesterol”,
assuma a sua forma oxidada que tem a propriedade de se acumular no interior das artérias,
ocasionando a arteriosclerose e podendo levar até a morte [36]. Assim, 0 consumo das frutas
citricas, em especial as laranjas e tangerinas, é de grande importancia para a manutencao

da saude cardiovascular.



Na Tabela 2 encontram-se as composi¢cdes da laranja, da tangerina e de seus
respectivos sucos [38].

Tabela 2: Composicao nutricional da laranja, da tangerina e dos respectivos sucos destas
frutas (por 100 g de porcao comestivel) [38].

NUTRIENTES laranja tangerina | suco de laranja | suco de tangerina
agua (g) 88,7 85,2 88,3 89,5
energia (kcal) 47 53 45 37
energia (kJ) 197 223 188 155
proteinas (g) 0,9 0,81 0,7 0,6
gorduras totais (g) 0,1 0,31 0,2 0,03
cinzas (g) 0,4 0,38 0,4 0,28
carboidratos (g) 11,7 13,3 10,4 9,6
fibras totais (g) 0,4 1,8 0,2 0,7
acucares totais (g) 9,3 10,6 8,4 8,9
MINERAIS
célcio (mgq) 40 37 11 11
ferro (mg) 0,1 0,15 0,2 0,3
magnésio (mg) 10 12 11 11
fésforo (mg) 14 20 17 10
potassio (mgQ) 181 166 200 133
sédio (mg) 0 2 1 5
zinco (MQ) 0,07 0,07 0,05 0,51
cobre (mg) 0,04 0,04 0,04 0,03
manganés (mg) 0,02 0,04 0,01 0,03
selénio (ug) 0,5 0,1 0,1 0,4
VITAMINAS
vitamina C (mg) 53,2 26,7 50 34,2
tiamina (mg) 0,09 0,06 0,09 0,08
riboflavina (mg) 0,04 0,04 0,03 0,03
niacina (mg) 0,28 0,38 0,4 0,44
acido pantoténico (mg) 0,25 0,22 0,2 0,12
vitamina B-6 (mg) 0,06 0,08 0,04 0,04
foleato total (ug) 30 16 30 5
acido félico (ug) 30 0 0 0




colina total (mg) 8,4 10,2 6,2 8,9
vitamina B-12 (ug) 0 0 0 0
vitamina A (ug) 11 34 10 43
retinol (ug) 0 0 0 0
B-caroteno (ug) 71 155 33 193
a-caroteno (ug) 11 101 6 133
B-criptoxantina (ug) 116 407 169 503
licopeno (uQ) 0 0 0 0
luteina + zeaxantina (ug) 129 138 115 163
vitamina E (mg) 0,18 0,20 0,04 0,1
vitamina K (ug) 0 0 0,1 0
LIPIDIOS
acidos graxos saturados totais (Q) 0,02 0,04 0,02 0,03
acidos graxos monoinsaturados totais (g) 0,02 0,06 0,04 0,05
acidos graxo poliinsaturados totais (g) 0,02 0,06 0,04 0,05
colesterol (mg) 0 0 0 0
AMINOACIDOS
triptofam (g) 0,009 0,002 0,002 0,06
treonina (g) 0,015 0,016 0,008 0,010
isoleucina (g) 0,025 0,017 0,008 0,017
leucina (g) 0,023 0,028 0,013 0,015
lisina (g) 0,047 0,032 0,009 0,031
metionina (g) 0,020 0,002 0,003 0,013
cistina (g) 0,010 0,002 0,005 0,006
fenilalanina (g) 0,031 0,018 0,009 0,020
tirosina (g) 0,016 0,015 0,004 0,010
valina (g) 0,040 0,021 0,011 0,026
arginina (g) 0,065 0,068 0,047 0,043
histidina (g) 0,018 0,011 0,003 0,011
alanina (g) 0,050 0,028 0,015 0,033
acido aspartico (g) 0,114 0,129 0,075 0,074
acido glutamico (g) 0,094 0,061 0,033 0,062
glicina (g) 0,094 0,019 0,009 0,062
prolina (g) 0,046 0,074 0,044 0,030
serina (g) 0,032 0,033 0,013 0,021




A degradacado dos residuos de agrotéxicos presentes nos alimentos se da por
mecanismos oxidativos [25, 37]. Mas, em alimentos ricos em compostos antioxidantes, como
a laranja, a tangerina e seus sucos, a oxidacao dos agrotéxicos pode se tornar mais lenta,
aumentando a persisténcia de residuos desses compostos nestes alimentos [25, 37].

Devido a maior persisténcia de residuos de agrotéxicos na laranja, na tangerina € no
suco destas frutas, o consumo desses alimentos pode ser uma fonte potencial de efeitos
adversos a saude dos seres humanos. Esta constatacdo torna-se ainda mais agravante,
porque o consumo de suco de frutas € maior entre as criancas [25] que sdo suscetiveis a
problemas de saude quando expostas a concentracbes de residuos de agrotdxicos bem
menores que aquelas capazes de ocasionar prejuizos aos seres humanos em idade adulta
[30]. Estes fatos, aliados a importancia da producao e da exportacao de citrus no Brasil, em
especial no estado de Sao Paulo, permitem considerar o suco de laranja e de tangerina
como matrizes de grande interesse para o desenvolvimento de métodos para a determinacao

da presenca de residuos de agrotoxicos.

1.4 - Métodos de analise de residuos de agrotoxicos em alimentos

Os métodos de anadlise de residuos de agrotdéxicos em alimentos compreendem,
basicamente, trés etapas: A primeira etapa consiste na amostragem, que deve ser
representativa de um todo, a segunda é o preparo da amostra, isto é, a extracdo do analito
da matriz, remocao de interferentes (“clean-up” e concentracao; a terceira etapa trata-se da

separacao e determinacao dos analitos [5, 39].

1.4.1- Técnicas de preparo de amostras

Uma das técnicas de preparo de amostras mais utilizada é a extracao liquido-liquido
(ELL) [6, 24, 26, 30, 39-43]. A ELL é uma técnica classica de extragdo, baseada na
transferéncia dos analitos presentes em uma matriz liquida para outra fase liquida imiscivel
(solvente organico menos polar ou apolar), de acordo com as diferencas de solubilidade dos
analitos nestas duas fases [44]. Esta técnica de extracao apresenta alguns problemas como
a possibilidade de formacao de emulsdes, o consumo de grandes quantidades de amostra e
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solventes, muitas vezes ndo é capaz de eliminar os interferentes presentes em matrizes
complexas, como alimentos, além de ser relativamente lenta e gerar um grande volume de
descarte [10, 45]. Por isso, ha uma busca pelo desenvolvimento de métodos de preparo de
amostra mais rapidos, que consumam menores quantidades de solventes toxicos e que
permitam o seu acoplamento “on-line” aos sistemas de analise.

Dentre as técnicas de extracao desenvolvidas como alternativa a ELL destaca-se a
extracdo em fase solida (EFS) [10, 25, 36, 40, 46-52] que é uma técnica bastante
empregada, muitas vezes em conjunto com a ELL como etapa de “clean-up”[3, 12, 53-56]. A
EFS é baseada na adsorsédo dos analitos, inicialmente presentes em uma matriz liquida, em
cartuchos contendo um sorvente sélido. Os analitos sdo, posteriormente, eluidos do cartucho
com um sorvente apropriado. Os mecanismos de retencdo da EFS sdo semelhantes aos da
cromatografia em coluna e o0s sorventes utilizados sdo os mesmos empregados na
cromatografia liquida, sendo o mais popular o grupo octadecil ligado a silica (C18) [44].

Além da EFS pode-se destacar como avangos em técnicas de preparo de amostras a
extracao por fluido supercritico (EFSC) [57, 58], extracao por liquido pressurizado (ELP) [59,
60], extracdo assistida por micro-ondas (EAM) [42, 61], extracdo liquido-liquido a
temperatura sub-zero (ELL-TSZ) [62, 63], extracdo por dispersdo da matriz em fase sélida
(DMFS) [64, 65], microextracdo em fase sélida (MEFS) [66-69], microextracdo em fase
liquida [10], extracao por sor¢cdao em barra de agitacao (ESBA) [70] e QUEChERS (do inglés
“quick, easy, cheap, effective, rugged and safe”) [4, 5, 23, 32, 71-74].

Dentre estas técnicas de preparo de amostra merecem destaque a ELL-TSZ e o
método QUEChERS. Na ELL-TSZ, a etapa de particdo da ELL é realizada em temperatura
inferior a 0 °C, de maneira que a fase aquosa se encontrard no estado sdlido, o que,
segundo os autores, reduz consideravelmente a quantidade de interferentes da matriz que
passam para a fase orgénica [63]. J& o método QUEChERS tem sido amplamente
empregado na extracdo de residuos de agrotéxicos em alimentos, principalmente por ser
capaz de extrair agrotoxicos altamente polares, bem como aqueles de elevada acidez ou
basicidade, de matrizes complexas, utilizando pequenas quantidades de solventes, de forma
mais rapida, robusta e segura que os outras técnicas de preparo de amostras [32, 71].



1.4.1.a - QUEChERS

QuEChERS é um novo método de extracdo voltado para andalise multirresidual de
agrotéxicos que foi desenvolvido entre 2000 e 2002, sendo publicado pela primeira vez em
2003 por Anastassiades et al. [74]. Apesar de ser um método relativamente novo,
QUEChERS tem sido amplamente aceito pela comunidade internacional de analistas de
residuos de agrotéxicos, uma vez que muitos trabalhos tem sido publicados empregando sua
forma original ou com variagdes [4, 5, 23, 32, 71-73].

O procedimento do método QUEChERS envolve uma extragéo 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 sédio, para o ajuste da forca ibnica; hidrogenocitrato de sédio e citrato de
sédio, para constituicdo do tampao citrato e ajuste do pH do meio em, aproximadamente, 5
[75]. Uma porcao do extrato € entdo submetida a uma etapa de limpeza por extracao em fase
sélida dispersiva (EFS-D), na qual é empregado um sorvente trocador aniénico composto por
grupos etilenodiamina-N-propil ligados a silica, comercializado pela Varian como Bond Elut
PSA [76]. Este sorvente tem a funcédo de remover aglcares, acidos graxos, acidos organicos
e pigmentos [75]. O extrato final, em acetonitrila, obtido pelo método QUEChERS, pode ser
diretamente analisado empregando-se técnicas cromatograficas [32].

O método QUEChERS foi desenvolvido para analise de residuos de agrotoxicos em
matrizes com baixo teor de gordura. Porém, quando realizadas algumas modificacées, ele
pode ser empregado na andlise de matrizes com elevado teor de gorduras, assim como a
matrizes que possuem grandes quantidades de pigmentos [75]. As gorduras podem ser
removidas do extrato utilizando-se sorventes de fase reversa, como C8 e C18 a base de
silica, na etapa de EFS-D [74]. J& para matrizes com elevadas concentracoes de
carotendides ou clorofila, deve-se utilizar uma mistura de PSA e carbono grafitizado na etapa
de EFS-D [75]. E possivel, também, variar a polaridade do solvente de extracdo empregado,
uma vez que no método QUEChERS a acetonitrila pode ser substituida por acetona ou
acetado de etila [73].

O método QUEChERS foi inicialmente desenvolvido para ser utilizado com as técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas em série, isto é, CG-EM-EM e CL-
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EM-EM [74], mas neste trabalho propds-se utiliza-lo com a CLAE com deteccéo por arranjo
de diodos (CLAE-DAD), com a CLUE-DAD, além de emprega-lo com a CL-EM-EM.

1.4.2 - Uso de métodos cromatograficos para analise de residuos de

agrotoxicos em alimentos

Na etapa de identificacdo, separacdo e quantificacdo dos residuos de agrotéxicos em
alimentos, geralmente sdo empregados métodos cromatograficos de analise. Historicamente,
a cromatografia gasosa (CG) foi a primeira técnica a ser empregada na determinacao de
residuos de agrotéxicos em alimentos devido ao elevado grau de desenvolvimento e
especificidade de seus detectores [4, 77], como o detector por captura de elétrons [12, 78],
de nitrogénio-fosforo [25, 67, 73] e o fotométrico de chama [10]. Porém, nos ultimos anos tem
aumentado significativamente o numero de agrotéxicos registrados que possuem baixa
estabilidade térmica, o que inviabiliza o emprego direto da CG ou limita a sua aplicacdo ao
uso de técnicas de derivatizagdo do analito [26, 46].

Como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) trata-se de uma técnica mais
versatil, neste sentido [79], tém sido desenvolvidos varios métodos de analise de agrotoxicos
em alimentos que empregam a CLAE com deteccdo por absorcdao no UV [41], por
fluorescéncia [66] ou por arranjo de diodos (DAD) [56, 64], que se trata de um método de
deteccao também qualitativo, porém, de aplicacao restrita a amostras relativamente limpas,
uma vez que muitos dos interferentes presentes na matriz absorvem na mesma regiao do UV
em que absorvem o agrotoxicos [80].

Na busca por métodos de andlise de agrotdéxicos em matrizes complexas, cada vez
mais rapidos, seletivos e sensiveis, varios avangos tém sido obtidos no desenvolvimento das
técnicas analiticas de separacao e deteccao [71]. O uso de capilares de diametro interno
estreito em CG [71], assim como o uso de colunas recheadas com particulas de tamanho
inferior a 2 um na chamada cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) [4, 7, 26, 39, 47,
81, 82] sdo avancgos recentes que podem ser destacados porque geram aumento na
eficiéncia de separagéo, melhoram a resolugdo, diminuem o tempo de analise e aumentam a
detectabilidade. Outro avanco que merece destaque é o emprego da deteccado por
espectrometria de massas (EM) [3, 46, 54, 55, 67, 69, 80] e por espectrometria de massas
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em série (EM-EM) [4, 6, 7, 23, 26, 30, 32, 37, 39, 42, 43, 48, 52, 53, 65, 72, 83] que gerou um
aumento significativo na seletividade e detectabilidade dos métodos cromatograficos [6, 32],
possibilitando a andlise de um grande numero de agrotéxicos simultaneamente e a deteccéo

e confirmacéo desses compostos em concentragdes muito pequenas.

1.4.2.a - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em série e sua utilizacao na determinacao de residuos de agrotéxicos em

alimentos [84]

O acoplamento do cromatdgrafo a liquido com o espectrémetro de massas possibilita
combinar as vantagens da técnica cromatografica (alta seletividade e eficiéncia de
separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacéao
estrutural, da massa molar e aumento adicional da seletividade e detectabilidade). Mas, para
que o acoplamento seja possivel, idealmente € necessario que as caracteristicas de cada
instrumento ndo sejam afetadas pela sua conexdo, assim como nao devem ocorrer
modificagdes quimicas nao controladas do analito e perdas de amostra durante a sua
passagem do cromatdgrafo para o espectrdmetro de massas.

Porém, quando se utiliza a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (CL-EM), sdo encontradas incompatibilidades relacionadas a vazdo do eluente do
sistema cromatografico com relagéo a velocidade de bombeamento do sistema de vacuo e o
projeto da fonte de ions do espectrédmetro de massas. As vazdes utilizadas em CLAE sao
relativamente grandes (da ordem de 1,0 mL min™), de maneira que néo é possivel bombear
o eluente de um cromatografo a liquido diretamente para o interior da fonte do
espectrometro, que opera a pressdes de cerca de 1,3 x 10* Pa. Assim, uma das mais
importantes funcdées de uma interface empregada em CL-EM é remover toda ou, pelo menos,
uma parte significativa da fase mével (FM).

Além do problema existente com relacdo a vazao, os compostos que sao separados por
CLAE sao relativamente pouco volateis e/ou sensiveis a temperatura de maneira que nao é
possivel ioniza-los utilizando as técnicas de ionizacdo mais comumente aplicadas na EM.
Desta forma, para o acoplamento da CLAE a EM foi necessario o desenvolvimento de

interfaces e de formas de ionizacao alternativas.
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Nas interfaces que foram desenvolvidas, muitas vezes, também é realizada a ionizacao
do analito por métodos que permitem a obtengcdo de ions a partir de moléculas sensiveis a
temperatura e/ou pouco volateis. Por esse motivo, algumas dessas interfaces sao
simplesmente chamadas de fontes de ionizagcdo. Dentre as fontes de ionizacéo
desenvolvidas, as mais empregadas sao ionizacdo por eletronebulizacado (“electrospray
ionization”) - ESI, ionizagdo quimica a pressao atmosférica (“atmospheric pressure chemical
ionization) - APCl e, mais recentemente, a fotoionizacdo a pressdao atmosférica
(“atmospheric pressure photoionization” — APP. Neste trabalho, sera dada maior énfase a
ESI, que foi a fonte de ionizacdo utilizada no método proposto para a determinagcdo de
residuos de agrotdxicos em laranja e tangerina.

Na ESI, o liquido no qual o analito de interesse se encontra dissolvido (na FM, no caso do
eluente da CLAE) passa através de um capilar, a pressao atmosférica, mantido sob alta
voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas (“spray”)
que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um
eletrodo em uma regido de pressao atmosférica. A dessolvatacao € assistida por um fluxo
continuo de gas seco (geralmente N) na regido do “spray”. A medida que ocorre a
dessolvatacao, o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em que a forga de repulséo entre
as cargas similares fica maior que as forcas de coesao da fase liquida (tensédo superficial).
Neste momento, ocorre a chamada "explosao coulémbica” que gera gotas com tamanhos
equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de
explosdes passa entdo a ocorrer até que sao produzidos os ions do analito a partir destas
gotas, os quais sao transferidos para o interior do espectrdmetro de massas por uma série de
dispositivos de focalizagéo.

Gracas ao modo de obtencao dos ions nesta fonte de ionizacao, ela pode ser utilizada na
analise de compostos sensiveis a temperatura e com elevadas massas molares. Em ESI,
compostos sensiveis a temperatura podem ser ionizados sem sofrer degradacao, ja que a
ionizacao ocorre diretamente na solugdo. Ja os compostos com massas molares
relativamente grandes podem ser analisados utilizando-se ESI, porque esta fonte de
ionizagdo € capaz de gerar ions com multiplas cargas. Assim, como o espectrédmetro de
massas mede a razao massa/carga (m/z) dos ions, o intervalo de "massa" de aplicabilidade

do instrumento pode ser expandido por um fator equivalente ao numero de cargas do ion,
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isto €, um ion com m/z 1000 e com 20 cargas representa um composto com uma massa
molar de 20 000 Da.

Como a ESI é dependente da concentracdo do analito no eluente da coluna
cromatografica, o uso de divisores de fluxo, para diminuir a vazao do eluente para o interior
da interface, ndo afeta, de forma notavel, sua detectabilidade. H4 a necessidade de uso de
divisores de fluxo somente quando a vazao utilizada no cromatégrafo ultrapassar 1 mL min™
ou 0,5 mL min™ no caso de FM com elevada porcentagem de 4gua em sua composicao.

O modo de ionizacao que ocorre na ESI é denominado ionizacdo suave, porque a
energia empregada nesta fonte de ionizacdo nao é suficiente para gerar uma fragmentacao
significativa das moléculas do analito, de maneira que séo formados ions pseudo-moleculres
intactos, do tipo [M+H]* no modo positivo ou [M-H] no modo negativo. O modo de operagao
positivo ou negativo é estabelecido, na ESI, pelos modificadores adicionados a FM. No modo
de ionizagao positivo é adicionado a FM um acido orgéanico, geralmente acido férmico. Ja no
modo negativo, adiciona-se a FM uma base organica, geralmente trietilamina [53]. Nesta
fonte de ionizagdo pode ocorrer a formacao 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 disponibilizem estas espécies iGnicas.

Na EM-EM, ao invés de utilizar apenas um analisador de massas para separar 0s ions
de mesma razdo m/z gerados na fonte de ionizacdo, como na EM, utiliza dois estagios de
espectrometria de massas (EM; e EM,), em que um deles é usado para isolar o ion de
interesse e 0 outro é usado para estabelecer uma relacao entre este ion de interesse isolado
e outros ions que foram gerados a partir da sua decomposicao induzida. Esta técnica é
amplamente empregada na deteccao de compostos presentes em baixas concentracées em
matrizes complexas, acoplada a cromatografia, uma vez que possibilita um aumento na
detectabilidade e reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz, além de
aumentar a quantidade de informacao estrutural que se pode obter.

Os analisadores de massas mais comumente empregados na EM-EM sao o triplo
quadrupolo, quadrupolo-analisador de tempo de véo (‘time-of-flight”) - QToF, “lon-Trap” e
quadrupolo-/on-Trap (Qtrap) [32, 83]. Para realizacao deste trabalho foi utilizado um triplo
quadrupolo, o qual é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o segundo

quadrupolo nao € utilizado para separar ions, mas como cela de colisdo e como direcionador
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dos ions ao terceiro quadrupolo. Na cela de colisdo ocorre a fragmentagdo dos ions
selecionados no primeiro quadrupolo por dissociacdo induzida por colisdo com um gas inerte
(“collision-induced dissociation”) — CID.

Na CID, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo € acelerado por um potencial
elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre
repetidas colisbes com um gas inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou Ny), o que
leva a um aumento na energia potencial deste ion até ocasionar a sua fragmentacao,
conduzindo a formacao dos ions produto. Quando a CID é realizada em baixa energia, as
reacdes de fragmentacdo 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 determinagao estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece
informacdes acerca de grupos funcionais presentes na molécula. Quando a CID é realizada
sob elevada energia, as reagdes de fragmentacdo geram informacgdes estruturais mais
significativas, uma vez que pode levar a quebra das moléculas em posi¢oes caracteristicas.
Porém, quando a energia é muito elevada pode levar a uma fragmentacao descontrolada.

Além de informacdes estruturais, CID pode melhorar a detectabilidade do método quando
usada para gerar um ion caracteristico de uma molécula e assim realizar sua detecgcédo a
partir deste ion fragmento, quando a molécula do analito de interesse encontra-se em
presenca de outras moléculas de mesma massa molar nominal.

Na EM-EM podem ser utilizadas varias técnicas de varredura para se realizar a analise,
tais como a varredura dos ions produto (“product-ion scan’), varredura dos ions precursores
(“precursor-ion scan’), varredura da contante perda de ions neutros (“constant-neutral-loss
scan’) e o monitoramento seletivo de reagao (“selected-reaction monitoring”). Neste trabalho,
utilizou-se o monitoramento seletivo de reagdes - MSR, no qual se realizam o monitoramento
da fragmentacdo de um ion precursor selecionado no triplo quadrupolo por EM; aos seus
correspondentes ions produto que atravessam EM.. Porém, como foi realizado o
monitoramento da fragmentacao de varios ions precursores (correspondentes a cada um dos
agrotéxicos analisados), o modo de varredura empregado € mais adequadamente
denominado de monitoramento de rea¢des multiplas (“multiple-reaction monitoring™ — MRM.

Quando se faz o acoplamento da cromatografia com a EM obtém-se o chamado

cromatograma de massas que é assim denominado por se tratar de um cromatograma
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constituido de todos os ions produzidos pelo espectrémetro de massas ou apenas pelos ions
de interesse produzidos por este. O cromatograma contendo todos os ions produzidos pelo
espectrometro de massas é denominado “cromatograma de ions totais” (total ion
chromatogram) - TIC. Ja 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 0s ions de razao m/z
de interesse ou selecionando-os a partir de um banco de dados que contenha os espectros
de massas completos.

Tém sido publicados, recentemente, varios trabalhos em que a CL-EM-EM é empregada
junto a diferentes técnicas de preparo de amostras na determinacdo de residuos de
agrotéxicos em alimentos [6, 23, 30, 32, 37, 42, 43, 52, 53, 73].

Kmellar et al. [23] desenvolveram um método empregando-se a CL-EM-EM para a
determinacao de residuos de 160 agrotoxicos em vegetais divididos em matrizes com grande
concentracdo de agua, acucar e acido, para verificar a influéncia da matriz nos valores de
recuperacao e na ionizagcdo dos analitos. Os autores empregaram o método QUEChERS
para o preparo das amostras e um cromatografo a liquido acoplado a um triplo quadrupolo
com ESI, no modo positivo, para a andlise dos extratos obtidos.

Para a calibracdo, os autores utilizaram o método de padronizacdo externa com
superposi¢cao de matriz empregando-se o tomate para as matrizes com elevado teor de
agua, a pera para as matrizes com elevado teor de acucar e a laranja para aquelas com
elevada concentracdo de 4cido. A linearidade foi estudada no intervalo de 5 a 500 pg kg
Dez dos agrotoxicos avaliados apresentaram baixa intensidade de sinal, problemas de
linearidade ou detectabilidade. Foram observados efeitos de matriz brandos (< 20%), médios
(20-50%) e fortes (> 50%) para 69%, 20% e 11% dos compostos estudados,
respectivamente. Mais de 90% dos agrotéxicos estudados apresentaram limites de deteccao
menores ou iguais a 5 pug kg e foram obtidos coeficientes de variagdo (CV) maiores que 20
% em poucos casos [23].

Scordino et al. [30] realizaram a determinacédo de residuos do agrotéxico guazatina em
laranjas empregando-se a ELL no preparo das amostras e um cromatdgrafo a liquido
acoplado a um espectrometro “lon-Trap” com interface por ESI, operando no modo positivo e
varredura por MSR em EM-EM. Foram obtidas recuperacées de 81%, 90% e 104% nos
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niveis de fortificacdo de 10, 35 e 60 ug kg™, respectivamente, com CV de 2% a 8%, limites
de deteccdo inferiores a 5 ug kg™ e limites de quantificagdo menores ou iguais a 6,5 ug kg ™.

Paya et al. [32] realizaram a determinacéo de residuos de 43 agrotéxicos em farinha de
trigo, vinho tinto, uvas, uvas passas, laranja, limdo e pepino empregando-se o método
QUEChERS no preparo das amostras e CG-EM-EM e CL-EM-EM na etapa de quantificacéo,
sendo que para CL-EM-EM foi empregado um Qtrap com inteface ESI operando no modo
positivo e varredura por MRM. Os ensaios de recuperacdo foram realizados nas
concentracdes de 5, 10 e 20 ug kg’ para CG-EM-EM e 1 e 10 ug kg™ para LC-EM-EM tendo
sido obtidas recuperacgdes entre 70% e 110% com CV inferiores a 10%.

Pico e Kozmutza [37] utilizaram a LC-EM-EM para determinar residuos dos
agrotéxicos aldicarbe, demetom-S-metil, fenamifés e metiocarbe em suco de uva e avaliar o
efeito dos oxidantes naturais presentes nesta matriz na velocidade de degradacdo dos
agrotéxicos aos seus respectivos produtos de degradacao sulfoxido e sulfona. Para isto, os
autores empregaram a EFS utilizando cartuchos C18 e diclorometano na etapa de eluicdo
para o preparo das amostras, CL-EM-EM, na qual foi utilizado um triplo quadrupolo, interface
Z-spray e varredura MRM, na etapa de quantificagcéo.

Foram obtidas recuperacdes superiores a 80% para todos os agrotéxicos estudados,
com CV inferiores a 15%, num intervalo linear de concentragdo de 5 a 50 pg L™ e limites de
quantificacdo entre 0,1 e 4,6 ug L. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a
degradacao dos agrotoxicos € mais lenta quando estdo presentes no suco de frutas do que
quando estdo em meio aquoso. Foram avaliados varios sucos de frutas disponiveis
comercialmente e, em algumas dessas amostras foram encontrados os agrotdxicos
metiocarbe, fenamifés e demetom-S-metil em baixas concentragées [37].

Pan et al. [42] realizaram a determinagéo de residuos dos agrotdxicos monocrotofds,
dimetoato, imidacloprido, carbendazim, carbaril e simazina em hortaligas de folhas
empregando a EAM no preparo das amostras e um triplo quadrupolo, com interface ESI
operando no modo positivo e varredura MRM na etapa de quantificagdo por CL-EM-EM.
Foram obtidas recuperag¢des maiores que 83% e limites de quantificacdo menores que 1,4 ug
kg' para os seis agrotoxicos estudados. Os autores encontraram residuos de carbendazim
em amostras de alface e mostarda, carabaril em espinafre e monocrotofés em couve-flor,

comercializadas na China.



Ticha et al. [43] determinaram variagbes na concentracdo de residuos de 21
agrotéxicos em macas, durante o periodo de estocagem destas frutas em meio resfriado,
empregando-se a MEFS para o preparo das amostras que foram analisadas por CG-EM e a
ELL com acetonitrila para o preparo das amostras que foram analisadas por CL-EM-EM. O
detector utilizado na CL-EM-EM foi um triplo quadrupolo com interface ESI, operando no
modo positivo e varredura por MRM. Segundo os autores, verificou-se uma diminuicao
sucessiva da concentracao dos residuos de agrotéxicos nas macas, durante o periodo de
estocagem, sendo que, apds 5 meses, somente os agrotoxicos dodim e fosalona foram
detectados. Porém, nenhum dos agrotdxicos estudados foi encontrado em concentracoes
acima dos LMR nas macas durante a etapa de estocagem.

Durden [52] utilizou a CL-EM-EM com interface ESI nos modos positivo e negativo
para determinar residuos de abamectina, doramectina, emamectina, eprinomectina,
ivermectina, moxidectina e selamectina em leite. Os modos de ionizacao positivo e negativo
foram utilizados porque os agrotoxicos abamectina, doramectina e ivermectina contém
somente atomos de C, H e O em sua estrutura, sendo esperado que se ionizem apenas no
modo negativo, e os demais agrotéxicos estudados apresentam em sua estrutura atomos de
nitrogénio, de maneira que sdo ionizados preferencialmente no modo positivo. O
espectrometro de massa utilizado foi um triplo quadrupolo e a varredura empregada foi a
MRM.

Segundo o autor, os compostos analisados apresentaram sinais mais intensos quando
se utilizou um tampao de acido formico/formiato de amédnio e acetonitrila como FM para que
a ionizagao ocorresse no modo positivo, num intervalo linear de 0,5 a 60 ug kg™'. Entretanto,
os sinais obtidos no modo positivo foram mais largos que os obtidos no modo negativo e,
consequentemente, levaram a obtencédo de limites de detec¢cdo menores. Desta maneira, o
autor verificou que, no modo negativo foram obtidas respostas mais lineares e resultados
mais consistentes [52].
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1.4.2.b - Cromatografia liquida de ultra eficiéncia e sua utilizacao na

determinacao de residuos de agrotéxicos em alimentos

A necessidade de se realizar andlises cada vez mais rapidas levou ao
desenvolvimento da chamada cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), a qual se
baseia nos mesmos principios da CLAE, porém utiliza fases estacionarias (FE) com
particulas menores que 2 um e altas velocidade lineares de FM, que aumentam as
resolucdes e a detectabilidade e diminuem o tempo de analise obtidos com esta técnica em
comparacao aos obtidos empregando-se a CLAE [85-92].

O emprego de FE com particulas menores que 2 um faz com que seja necessario
utilizar altas pressdes no sistema cromatografico, da ordem de 100 MPa (15000 psi) [93, 94].
Portanto, foi necesséario o desenvolvimento de bombas, injetores e detectores capazes de
operar nestas condigcdes, ja que os sistemas cromatograficos convencionais ndo suportam
pressoes dessa ordem de grandeza.

Desta maneira, além de ser capaz de trabalhar a altas pressées (em torno de 100
MPa), os sistemas de CLUE devem possuir volumes internos muito menores que os da
CLAE (conexoes, cela do detector, alca de amostragem, bombas), detectores com celas que
ndao gerem dispersdao da amostra e com altas taxas de aquisicdo, melhores sistemas de
controle e aquisicdo de dados, colunas resistentes as altas pressées e com baixo volume
morto, e injetores com volumes da ordem de 0,1 a 50 pL [86, 87].

O primeiro equipamento comercial desenvolvido e adaptado para operar nas
condigbes necessarias a CLUE foi introduzido em 2004 pela Waters Corporation,
denominado Acquity™ ultra performance chromatography system (UPLC™) [86, 87]. Este
equipamento é capaz de operar em pressdes acima de 100 MPa (15000 psi). Atualmente,
estdo disponiveis no mercado instrumentos de CLUE produzidos por outros fabricantes,
como o Xtrem LC (X-LC) da Jasco e o 1200 Series Rapid Resolution LC system da Agilent
(86, 87, 94].

O equipamento de CLUE possui um sistema binario de solventes, com duas bombas
individuais em série para propiciar gradientes a altas pressoes. Nas saidas das bombas, o
filtro e o misturador (50 ulL) estdo acoplados em um mesmo dispositivo, para reduzir o

volume do sistema, resultando num volume total do sistema de bombeamento de,
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aproximadamente, 150 pL. Nesta configuracdo, o sistema de bombeamento de CLUE é
capaz de impulsionar a FM de forma suave e reprodutivel sob as altas pressdes requeridas
e, gracas ao seu volume reduzido, o tempo de residéncia da FM neste sistema é menor [86,
87].

Para proteger a entrada da coluna das flutuagdes resultantes do emprego das altas
pressoes, a injecao da amostra em CLUE é feita automaticamente e em um curto intervalo
de tempo, geralmente da ordem de 60 s, quando séo realizadas duas etapas de lavagem do
injetor. O processo de lavagem da agulha do injetor é realizado em duas etapas, pois sédo
empregados dois solventes de polaridades diferentes para evitar o arraste da amostra
injetada em analise anterior (efeito de memdria), aumentando-se, assim, a detectabilidade
[85, 87, 95].

A agulha empregada no sistema de injecao de CLUE é do tipo needle-in-needle, isto
€, uma agulha dentro de outra agulha. A agulha interna € de PEEK (poliéter éter cetona) e a
externa é de aco inoxidavel, sendo que a externa é usada para perfurar o septo e a interna
para sugar a amostra. Este tipo de agulha anula o efeito de meméria, pois a adsorcao da
amostra no PEEK é menor que no aco inoxidavel, além de reduzir problemas com
entupimento e diminuir a dispersao da amostra dentro da agulha [85, 87].

Na CLUE sao utilizadas colunas cromatograficas de didmetro interno de 1,0 a 2,1 mm
para FE com particulas menores que 2 um, enquanto as colunas convencionais utilizadas em
CLAE possuem diametros internos de 3,0 a 4,6 mm para FE com particulas de 3 a 5 um. O
uso de colunas com menores didmetros internos foi necessario para minimizar o efeito do
aquecimento da FM que ocorre quando sdo usadas altas pressdes. Este efeito pode gerar
uma vazao nao uniforme da FM e, consequentemente, separacdes irreprodutiveis [85, 87].

Existem varias colunas desenvolvidas para CLUE disponiveis comercialmente, como a
AcquityT'VI UPLC BEH, Waters; Zorbax, Agilent; Platinum HPLC, Altech; Pathfinder,
Shimadzu; entre outras. Mas apenas a coluna Acquity™ UPLC BEH é a que preenche todos
0S requisitos necessdarios para ser empregada na condicdo de maximo desempenho da
CLUE [82]. Isto, porque, nestas colunas sao utilizadas particulas hibridas (organicas e
inorganicas) que sao mais resistentes mecanicamente que as particulas de silica pura
empregadas nas demais colunas desenvolvidas para CLUE. Estas particulas hibridas sédo
resistentes em uma extensa faixa de pH (de 1 a 12), geram picos com boa simetria,
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resolugcdo e colunas que fornecem altas eficiéncias, uma vez que estas particulas séo
obtidas em uma distribuicdo estreita de tamanho, o que gera um leito cromatogréafico mais
homogéneo [82, 85-87, 96]. Neste trabalho, empregou-se uma coluna Acquity™ UPLC BEH
C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um de didmetro de particula), na qual a FE é capeada e as
cadeias alquil encontram-se ligadas a superficie das particulas, o que garante a esta FE uma
maior estabilidade hidrolitica [96].

A detectabilidade de um sistema CLUE é cerca de 2 a 3 vezes maior que a de um
sistema CLAE, uma vez que a largura a meia altura dos picos cromatograficos em CLUE é
menor que 1 s. Desta maneira, a constante de tempo do detector deve ser suficientemente
rapida (menor ou igual a 100 ms), as taxas de amostragem e aquisicao de dados devem ser
altas (menores que 20 Hz e de 20 a 40 pontos, respectivamente) para adquirir dados
suficientes em um curto espaco de tempo [85-87]. Os detectores utilizados em CLUE sao
espectrometros de massas e detectores épticos (UV-VIS e arranjo de diodos). Os detectores
opticos utilizados em CLUE possuem celas com pequeno volume e longo caminho ético
(aproximadamente 500 nL e 10 mm, respectivamente) para haver uma baixa dispersao da
amostra, garantindo, assim, a manutencao da concentracdao do analito e do sinal, a fim de se
obter alta detectabilidade [85-87].

E possivel realizar a transferéncia de um método de separagdo desenvolvido
utilizando-se a CLAE para um sistema de CLUE, desde que a FE empregada em ambos os
métodos sejam similares e sejam otimizados alguns fatores que dependem do modo de
eluicdo empregado no método desenvolvido. Se 0 modo de eluicdo € o isocratico, os
parametros a serem otimizados sdo o volume de injecdo e a vazao da FM. Se o método
utiliza eluigdo por gradiente, os parametros que devem ser otimizados sdo o volume de
injecdo, a vazao da FM, o tempo da etapa isocratica do gradiente e o tempo do gradiente,
sendo mantidas constantes as composicdes inicial e final do gradiente empregado em ambos
os métodos. Esta transferéncia de método pode ser realizada utilizando softwares
disponiveis na internet como o HPLC calculator v. 2.1 [97] ou softwares fornecidos pelos
fabricantes dos sistemas CLUE, como o Acquity Column Selector, Waters; o qual foi
empregado para a tranferéncia do método de CLAE, utilizado neste trabalho, para o sistema
de CLUE.
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Recentemente, muitos trabalhos tém sido publicados empregando-se a CLUE na
determinacao de residuos de agrotéxicos em alimentos [4, 7, 26, 39, 47, 81].

Picé et al. [7] utilizaram a CLUE com deteccao por EM e EM-EM, empregando-se um
QToF, para a determinacao de residuos dos agrotéxicos carbendazim, imazalil e etoxiquim
em peras. Os autores utilizaram colunas recheadas com a FE C18 com particulas de 1,7 um,
no sistema CLUE-QToF, e um procedimento de ELL no qual o acetato de etila foi
empregado. As técnicas de deteccao por EM e EM-EM foram comparadas utilizando-se os
resultados obtidos para o agrotéxico imazalil, que mostraram que nao foram encontradas
diferencgas significativas entre as técnicas.

Em outro trabalho semelhante realizado por Pic6 et al. [81] a CLUE-QToF foi
empregada na determinacdo de amitraz e seus produtos de degradacdo em peras,
utilizando-se 0 mesmo tipo de coluna e o0 mesmo procedimento de preparo de amostra
descrito no trabalho anterior [7]. Foram obtidas recuperagdes entre 83% e 101%, com
coeficientes de variacdo entre 9 e 19%, e limites de detecgdo entre 5 e 20 ug kg™

Frenich et al. [39] utilizaram a CLUE-EM-EM para a determinagéo de residuos de 53
agrotéxicos em pepino, laranja, morango e olivas. Estas matrizes, bastante distintas, foram
escolhidas para que fosse possivel avaliar o seu efeito nos valores de recuperagcdo e na
precisdao. O método QUEChERS foi utilizado no preparo das amostras, para a deteccao foi
empregado um triplo quadrupolo e no sistema de CLUE foi utilizada uma coluna com FE C18
com particulas de 1,7 um. Foram obtidas recuperacées entre 70% e 109% com CV inferiores
a 20% para todos os agrotéxicos, nas quatro matrizes analisadas.

O método desenvolvido foi aplicado na analise de mais de 200 amostras de vegetais
de matrizes semelhantes as empregadas no desenvolvimento do método e o agrotéxico
encontrado com maior frequéncia foi o imidacloprido, em concentragdes entre 0,01 e 1,00 mg
kg'. Os autores verificaram que o alto poder de resolugdo da CLUE, minimiza o tempo de
analise, de maneira que, quando combinada com o método QUEChERS, que é um método
de preparo de amostra relativamente rapido e facil de executar, resultou em um método
rapido e adequado a realizagdo de andlises rotineiras de determinagdo de residuos de
agrotoxicos em matrizes complexas [39].

Kovalczuk et al. [4] desenvolveram um método rapido baseado na CLUE-EM-EM
utilizando um triplo quadrupolo para quantificar e identificar, simultaneamente, residuos de 64

24



agrotéxicos e seus metabodlitos téxicos em extratos de frutas obtidos pelo método
QUECHhERS. O tempo total da andlise por CLUE-EM-EM foi de 8 min e mais 2 min para o
reequilibrio da coluna as condigdes iniciais. Foram obtidos coeficientes de variagdao entre
1,5% e 13% para repetibilidade, quando analisadas amostras fortificadas em 10 pg kg™, e
limites de quantificacdo menores que 10 ug kg™'. Gragas aos baixos limites de quantificacdo
obtidos, o método abrangeu os LMR determinados pela Unido Européia para varias
combinagdes agrotoxico/fruta, inclusive para os LMR determinados para alimentos de bebés.

1.5 - Validacao de métodos analiticos

Para garantir que um novo método analitico é capaz de gerar informacbes confidveis e
interpretaveis ele deve ser submetido a uma série de estudos experimentais denominados
validacdo. As agéncias reguladoras do Brasil e de outros paises tém estabelecido
documentos oficiais que contém as diretrizes a serem adotadas no processo de validagcao [98
-103] que possibilitem a obtencdo, de forma clara e objetiva, de evidéncias de que um
método analitico é adequado para o uso desejado.

As variaveis utilizadas na validacdo de métodos sdo conhecidas como parametros
analiticos de validagcdo e algumas vezes como figuras analiticas de mérito. Sao elas:
seletividade, linearidade, faixa linear, precisdo, exatidao, limite de deteccao, limite de
quantificacao e robustez [104, 105].

1.5.1- Parametros de desempenho analitico

1.5.1.a - Seletividade

Um método analitico é considerado seletivo quando € capaz de produzir respostas para
varios analitos, mas também é capaz de distinguir a resposta de um analito das dos outros
[99]. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies, como outro ingrediente ativo,
substancias endogenas, impurezas e produtos de degradacédo, bem como outros compostos
de propriedades similares que podem estar presentes na amostra [104, 105].

A seletividade de um método analitico pode ser avaliada de duas formas:
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(A) comparando-se a matriz isenta dos agrotéxicos com a matriz adicionada com os padroes
dos agrotéxicos para verificar a existéncia de coeluicdo destes compostos junto a
interferentes da matriz;

(B) utilizando-se detectores modernos (arranjo de diodos e espectrometros de massas) que
permitem comparar o espectro do pico obtido na amostra com o espectro do padrao puro e,
no caso da espectrometria de massas em série, € possivel selecionar as transicdes MRM

entre os ions dos analitos e seus ions fragmentos especificos [104].

1.5.1.b - Linearidade e faixa linear

A linearidade trata-se da capacidade de um método analitico de produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito, em uma dada faixa de
concentracao [99].

A faixa linear de um método é definida como o intervalo entre os niveis inferior e superior
de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com
precisao, exatidao e linearidade exigidas sob as condi¢des especificadas para o ensaio [99].

A linearidade é expressa através da correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do
pico cromatografico) e a massa ou concentracdo da substancia a ser quantificada [104]. Essa
correlagdo pode ser expressa matematicamente como uma equagao de reta denominada
curva analitica. A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como
regressao linear [104]. A equacdo de reta que descreve uma curva analitica pode ser

expressa pela equagao |.

y=ax+b ()
onde,
y é a resposta medida (altura ou area do pico)
X € a concentracao do analito
a é o coeficiente angular (inclinacao da curva)

b é o coeficiente linear (intersecc¢ao da curva com o eixo y)
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A partir da regresséo linear, além dos coeficientes de regresséo a e b, também é possivel
calcular o coeficiente de correlacdo r. Este parametro permite avaliar a qualidade da curva
obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdao do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados [104]. A ANVISA
[100] recomenda um coeficiente de correlacdo maior ou igual a 0,990 e o INMETRO [99],
valores acima de 0,90.

As curvas analiticas podem ser construidas utilizando-se os seguintes métodos:

(A) Padronizagdo Externa: compara a area da substancia a ser quantificada na amostra com
as areas obtidas com solugdes de concentracdes conhecidas preparadas a partir de um
padrao;

(B) Padronizacéo Interna: consiste na preparacdo de solucbes padrdo de concentragcdes
conhecidas da substancia de interesse, as quais se adiciona a mesma quantidade conhecida
de um composto chamado de padrao interno;

(C) Adicdo Padrao: é realizada adicionando-se quantidades conhecidas da substancia de
interesse que estad sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes de seu
preparo [104].

Tanto o método de padronizagdo externa quanto o de padronizagdo interna possibilitam
que as curvas analiticas sejam construidas com superposicdo da matriz, ou seja, pela adicao
do padrao da substancia de interesse, em diversas concentragdes, em uma matriz similar a
amostra e isenta dessa substancia, denominada amostra testemunha, relacionando as areas
obtidas com as concentragdes dos padrées para a construcdo da curva. Este método é
usado para compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes no sinal dos analitos.
A interferéncia da matriz pode ser determinada sobrepondo-se as curvas obtidas pela
padronizacdo interna ou externa com e sem superposicdo da matriz. A obtencdo de retas
paralelas indica que a matriz n&o interfere no sinal do analito, mas se as retas se cruzarem, a
matriz estd interferindo nas determinagcdes e torna-se necessario realizar a quantificacdo
usando o método da superposicao da matriz [104].

Outra forma de se avaliar a lienaridade da curva analitica é por meio do calculo dos
residuos estatisticos, isto €, medidas de quanto as areas teéricas se afastam das areas
experimentais. Para isso, calculam-se as diferencas entre os valores tedricos e

experimentais (residuos estatisticos) e constroi-se um gréafico dos residuos estatisticos
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versus concentracdo teorica. Para validar a curva analitica os residuos estatisticos devem
estar distribuidos de forma aleatéria entre valores positivos e negativos, ndo apresentando
nenhuma tendéncia [105, 106].

Uma maneira alternativa de estabelecer a linearidade é plotando-se um grafico da razao
entre a resposta do detector e a concentracao versus o log da concentracao. A linha obtida
deve ser horizontal em toda a faixa de concentracdo avaliada, com desvios positivos e
negativos para baixas e altas concentracdes, respectivamente. Tracando-se duas linhas
paralelas a 95 e 105% da linha obtida, os pontos de interseccao delimitam a faixa linear do
método [104, 105].

1.5.1.c - Precisao

A precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condigdes definidas [99]. A precisao € avaliada usualmente pela estimativa do desvio padrao
absoluto (s) e através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD), também conhecido
como coeficiente de variacdo (CV). Em métodos de andlise de tragos ou impurezas sao
aceitos CV de até 20%, dependendo da complexidade da amostra [104, 105].

O se o CVpodem ser obtidos utilizando-se as equacées Il e lll, respectivamente.

onde,
X é a média aritmética de um pequeno nimero de medigbes
X; € o valor individual de uma medicao

n é o numero de medicdes

RSD (%)ou CV (%) =(s/ x) x100  (lll)
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A precisdo é normalmente determinada para condi¢cdes especificas de medicéo, de
forma que é geralmente expressa em termos de:
(A) Repetitividade: grau de concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condicbes de medicdo, que compreendem
um mesmo procedimento de extragdo, mesmo observador, mesmo instrumento, mesmo local
e repeticbes em um curto espaco de tempo [99]. Segundo o INMETRO, para se determinar a
repetitividade de um método é necessario realizar sete ou mais repeticées para o céalculo da
CV (%) [99]. Segundo a ICH [102] e a ANVISA [100], para o célculo da CV (%) séao
necessarias nove repeticoes (trés niveis, trés repeticdbes em cada um).
(B) Preciséo Intermediaria: Refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrdes, utilizando 0 mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios
diferentes, mas definindo exatamente as condi¢des a variar (uma ou mais), como diferentes
tempos, diferentes analistas ou diferentes equipamentos [99]. O numero de ensaios
necessarios para o calculo da CV (%), segundo a ICH [102] e a ANVISA [100], sdo os
mesmos recomendados para a repetitividade.
(C) Reprodutibilidade: grau de concordancia entre medicées de um mesmo mensurando
efetuadas sob condi¢des variadas de medi¢do, como mudanca de laboratérios, operadores e
equipamentos [99]. A reprodutibilidade ndo é avaliada em validacdes rotineiras realizadas em
um unico laboratério [99, 104], pois a sua avaliacdo sé é requerida para procedimentos
analiticos que serdo enquadrados, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do
CODEX, etc. [104].

1.5.1.d - Exatidao

A exatiddo de um método € definida como sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro [99].
Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de um método sao:
(A) Materiais de Referéncia Certificados: sdo materiais acompanhados de um certificado que
possui 0 valor de concentragdo de uma dada substancia, ou outra grandeza para cada
parametro e uma incerteza associada. Os valores da média e da estimativa do desvio padrao

obtidos pelo laboratério para uma série de replicatas da mesma amostra padrao devem ser
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comparados com os valores certificados do material de referéncia, para verificar a exatiddo
do método [104, 105].

(B) Comparagédo de Métodos: consiste na comparacao entre resultados obtidos empregando-
se o método em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de
referéncia, avaliando-se o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois
métodos, ou seja, 0 grau de exatiddo do método testado em relagcao ao de referéncia [104].
(C) Ensaios de Recuperacio: A recuperacao (R) é definida como a proporcédo da quantidade
da substancia de interesse, presente ou adicionada na proporcao analitica do material teste,
que € extraida e passivel de ser quantificada [98]. Ela deve ser avaliada na faixa de
concentracao esperada para o composto de interesse, pois a dispersao dos resultados tende
a aumentar com a diminuigdo da concentragao.

Segundo a ICH [102] e a ANVISA [100] é necessario um minimo de nove determinagdes,
envolvendo um minimo de trés niveis de concentracdo para a determinacao da exatidao. A
GARP [103] recomenda que se trabalhe nos niveis de adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor do
limite de quantificacao.

O intervalo aceitavel de recuperagao para a analise de residuos geralmente é de 80 a
120%, com precisdo de + 20% [103]. Mas, dependendo da complexidade da amostra, esta
faixa pode ser de 70 a 130% com precisao de £ 15% [107].

A recuperacao pode ser calculada utilizando-se a equacéao V.

R (%) =(C1/C3) x 100 (IV)
onde,
C, é a concentracao determinada na amostra fortificada
C, é a concentracao adicionada a amostra
(D) Adicdo Padrdo: este método é usado quando for dificil ou impossivel obter uma amostra

testemunha, ou seja, a matriz sem a substancia de interesse. No método de adi¢do padrao,
quantidades conhecidas da substancia de interesse sdo adicionadas em diferentes niveis
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numa amostra que ja contenha quantidades desconhecidas da substancia, antes do
procedimento de preparo da amostra [104, 105].

1.5.1.e - Limite de deteccao

O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentragdo da substancia em exame
que pode ser detectada e declarada com um intervalo de confianca, em que a concentracao
do analito é maior que zero [99, 102].

O limite de detecgéo do instrumento (LD)) é definido como a concentragdo do analito
que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do instrumento [99].

O limite de deteccao do método (LDy) é definido como a concentracao minima de uma
substancia medida e declarada com 95 ou 99% de confianca de que a concentracdo do
analito é maior que zero [99].

O limite de deteccao pode ser determinado por trés métodos diferentes:

(A) Visual: o LD é determinado atraves da adigdo de concentragées conhecidas do analito a
matriz, de tal modo que se possa determinar o menor nivel em que o analito realmente pode
ser detectado [102].

(B) Relagao Sinal/Ruido: o LD é determinado através da comparagao entre a medigao dos
sinais de amostras com baixas concentracdes conhecidas do analito na matriz € um branco
dessas amostras. Assim, é estabelecida uma concentragdo minima na qual a substancia
pode ser facilmente detectada. A relacéo sinal/ruido pode ser de 5:1, 3:1 ou 2:1, propor¢cdes
geralmente aceitas como estimativas do limite de deteccéo [99, 100, 102].

(C) Baseado em Parametros da Curva Analitica: o LD é determinado através de parametros

da curva analitica de acordo com a equagéao V [104].
LD=33x(s/a) (V)

onde,

s € a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da equacao
da reta da curva analitica

a é a inclinacao ou coeficiente angular da equacao da reta da curva analitica
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1.5.1.f - Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisao e exatidao.

O limite de quantificacdo do instrumento (LQ)) é definido como a concentragdo do
analito que produz um sinal seis a dez vezes a razdo sinal/ruido do equipamento. O limite de
quantificacdo do método (LQu) é determinado a partir do LQ, e do fator a que a amostra é
concentrada durante o processo de extracao, denominado fator de concentracao [99].

Os mesmos critérios usados para a determinacao do LD podem ser adotados para o
LQ, utilizando a relacdao 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado pelo método visual,
sinal/ruido (10:1) ou baseado na curva analitica, utilizando-se a equagéo VI [104].

LQ=10x(s/a) (VI

onde,

s € a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da equacao
da reta da curva analitica

a é a inclinagéo ou coeficiente angular da equacao da reta da curva analitica

1.5.1.g - Robustez

Diz-se que um método é robusto quando ele se revelar praticamente insensivel a
pequenas variacdes que possam ocorrer quando esse esta sendo executado [99].

A robustez de um método cromatografico pode ser avaliada pela variacdo de
parametros como a composi¢cdo e a vazao da fase movel em CLAE, natureza do gas de
arraste em CG, programacao de temperatura, bem como tempo de agitagéo, extracao, etc.
[104, 105].
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento, a validacdo e a aplicacdo de
métodos analiticos rapidos e eficientes para a determinacao multirresidual de agrotéxicos no
suco de laranja Pera e de tangerina Murcote empregando-se, inicialmente, CLAE com
deteccdo por arranjo de diodos. Posteriormente, foram empregadas técnicas analiticas
consideradas mais avancadas em termos de deteccdo e separacdo, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em série e a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos.

3 - JUSTIFICATIVA

No Brasil, a laranja Pera e a tangerina Murcote sdo variedades citricas amplamente
empregadas na producao industrial de suco e que apresentam producdo e exportacao
significativas, tanto in natura como sob a forma de suco. Por isso, realizar um controle dos
residuos de agrotéxicos no suco obtido a partir dessas variedades citricas é imprescindivel
para que sejam atendidos os limites maximos de residuos estabelecidos pelas agéncias
reguladoras, de forma que o Brasil possa manter sua atividade produtora e exportadora no
setor.
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4) - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1- A escolha dos agrotoxicos

Os agrotoxicos avaliados neste trabalho foram selecionados dentre os apontados
como 0s mais empregados na lavoura de laranja e tangerina por produtores e engenheiros
agrébnomos que atuam na citricultura do Estado de Sao Paulo, na regidao de Campinas, onde
foram coletadas amostras reais destas frutas para analise utilizando-se o método
desenvolvido.

Na Tabela 3 encontram-se a classe, 0 grupo quimico, a classificacao toxicolégica, o
pKa e a estrutura de cada um dos agrotdxicos estudados neste trabalho. Na Tabela 4 séao
apresentados os LMR designados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria brasileira
(ANVISA), pela “United States Food and Drug Administration” (FDA) e pelo “CODEX
Alimentarius” para os agrotdxicos em frutas citricas. Estes valores de LMR foram utilizados
para a realizacao deste trabalho porque as principais agéncias reguladoras nao definem LMR
para os agrotoxicos em sucos de frutas, mas somente LMR para os agrotoxicos nas frutas
[25]. Para melhor adequar os valores de LMR da Tabela 4 as matrizes estudadas,
consideraram-se 0s mesmos valores numéricos apresentados, porém as unidades foram

mudadas de mg kg™ paramg L.
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Tabela 3: Classe, grupo quimico, classificacdo toxicol6gica, pKa e estrutura quimica dos
agrotoéxicos estudados [108, 109].

AGROTOXICO CLASSE GRUPO QUIMICO CLASSIFICACAO pKa FORMULA ESTRUTURAL
TOXICOLOGICA (25 °C)
abamectina acaricida avermectinas classe | - o,
inseticida (extremamente i Ik
nematicida toxico) »(ﬁ'rou. N
(aplicado nas folhas) o
(i) R=-CH,CH, (avermectin B, )
(i) A =-CH, (avermectin B,,)
aldicarbe acaricida metilcarbamato classe | B
inseticida de oxima (extremamente |
L - CH,S— C—CH=NOCONHCH,
nematicida téxico) : |
(aplicado no solo) Sy
carbendazim fungicida benzimidazol classe Il 4.2 n
(aplicado nas folhas) (medianamente |{‘
t6xico) @: R ek o
difenoconazol fungicida triazol classe | <0 ¢ OO\
] 0
(aplicado nas folhas) (extremamente J: ;Ej/ cl
t6xico) CH 0 Gy
N.
N
(s
diflubenzurom inseticida benzoiluréia classe IV F
acaricida (pouco toxico) Q R— @ -
(aplicado nas folhas)
F
diurom herbicida uréia classe lll
(aplicagao pré/pds- (medianamente @ Q NHCON(CH,),
emergéncia) téxico) Cl
imidacloprido inseticida neonecotinodide classe Il NO,
|
(aplicado nas folhas e (medianamente N ﬂN\
no tronco) toxico) C|~<__\>—CH2-N n-H
— /
tiofanato fungicida benzimidazol classe IV 7,28
metilico (aplicado nas folhas) (precursor de) (pouco toxico)

@ NHCSNHCO,CH,
NHCSNHCO,CH,
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Tabela 4: Limites maximos de residuos para os agrotéxicos estudados segundo a ANVISA
[108],a FDA [110] e 0 CODEX [111].

AGROTOXICO LMR - AN\1IISA LMR - FI1)A LMR - CO:)EX
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg')

abamectina 0,005 0,02 0,01
aldicarbe 0,2 0,3 0,2
carbendazim 5,0 0,5 n.f.
difenoconazol 0,5 0,1 1,0
diflubenzurom 0,2 0,5 0,5
diurom 0,1 1,0 n.f.
imidacloprido 1,0 0,7 1,0
tiofanato metilico 5,0 0,5 n.f.

n.f.: ndo fornecido

4.2 - Materiais e reagentes

Foram utilizados padrbes analiticos dos agrotéxicos, todos com pureza maior que
97%, da Pestanal (Fluka). Acetato de etila (grau cromatografico — Tedia), acetona (p.a. —
Synth), acetonitrila (grau cromatografico — Tedia), agua (Milli-Q — Millipore), éter dietilico (p.a.
— Merck), tetraidrofurano (grau cromatografico — Tedia), 1-propanol (grau cromatogréafico —
Merck), acido cloridrico (p.a. — Merck), cloreto de sédio (p.a. — Vetec), hidrogenocitrato de
diss6dio sesquiidratado (p.a. — Sigma), citrato de trissédio diidratado (p.a. — Sigma), sulfato
de magnésio anidro (p.a. — Synth), formiato de aménio (p.a. — Sigma) e acido férmico (p.a. —
Merck) foram utilizados no preparo das amostras e das fases méveis (FM) utilizadas.

Na etapa de preparo das amostras foram utilizados os sorventes Florisil (100-200
mesh, 17,5 — 35 um), silica gel para cromatografia (400 — 200 mesh, 35 — 70 um, diametro de
poro 6 nm — Acros Organics), Bondesil-PSA (40 um — Varian) e os cartuchos para extracéo
em fase sélida Supelclean LC-18 (Supelco), Supelclean ENVI Chrom-P (Supelco), OASIS
HLB (Waters) e LiChrolut NH, (Merck).
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4.3 - Equipamentos e instrumentacao

Os equipamentos utilizados foram: agitador vortex (Phoenix, modelo AP 56), balanca
analitica, com precisao de 5 casas decimais (Sartorius, modelo CP 225 D), banho ultrassom
(Thronton, modelo T14), centrifuga (Fisher Scientific, modelo 225), “manifold” de extracao em
fase solida (20 posicdes — Supelco), micropipeta de 10 — 100 uL (Eppendorf Research),
micropipeta de 100 — 1000 uL (Eppendorf Research). Um sistema de filtracdo a vacuo de
vidro (Millipore) e uma bomba de vacuo, modelo DOA-Y52-AA (Waters) foram utilizados para
filtrar as fases modveis, empregando-se uma membrana de polietilieno com 0,45 pm de
porosidade (Millipore).

Nas anélises cromatograficas foram utilizados os seguintes sistemas cromatograficos:
(A) Cromatografo Waters, composto por um sistema controlador de solventes (sistema
binario de bombas) para programacdo de gradiente de alta pressao, modelo 515, com
detector por arranjo de diodos, modelo 996, uma valvula de injecdo manual do tipo
Reodyne®, com volume de injecdo de 10 uL. A aquisicdo e tratamento dos dados foram
realizados utilizando-se o software Millenium®.

(B) Cromatografo Shimadzu, composto por um sistema controlador de solventes LC-10AT,,
(bomba de quatro vias) para programacgao de gradiente a baixa pressao, desgaseificador “on-
line” DGU-2A que utiliza gas hidrogénio para a desgaseificacdo dos solventes utilizados
como FM, um forno CTO-10AS,, para o controle de temperatura da coluna, injetor
automatico SIL-10A,,, detector por arranjo de diodos SPD-M10A,, e um sistema controlador
SCL-10A,, que permite a operacdo totalmente automatizada. A aquisi¢céo e tratamento dos
dados foram realizados utilizando-se o software Class VP.

(C) LC-MS-MS composto por cromatéografo Waters Alliance 2695 acoplado a um
espectrometro de massas em série Micromass Quattro Micro™ API, triplo quadrupolo, com
interface ESI (ESi™ multi mode ionization). A aquisicdo e tratamento dos dados foram
realizados utilizando-se o software Mass Lynx v. 4.1.

(D) CLUE Waters Acquity, equipado com um sistema de bombeamento de solventes binario,
um sistema de injecdo de amostras automatico e sistema de deteccao por arranjo de diodos.

Uma coluna cromatogréfica analitica (Nova-Pak) C18 (150 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de

didmetro de particula), Waters e uma coluna de guarda (Nova-PaK) C18 (20 mm x 3,9 mm
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d.i., 4 um de didmetro de particula) do mesmo fabricante foram utilizadas nos sistemas
cromatograficos empregados, exceto no UPLC, no qual foi utilizada uma coluna analitica
Acquity™ UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 um de diametro de particula), Waters.

4.4 - Preparo das solucoes estoque dos agrotéxicos

Solugdes estoque dos agrotéxicos de 1000 mg L™ foram preparadas em acetonitrila
(grau cromatografico — Tedia), exceto para o carbendazim. A solugdo de 1000 mg L™ de
carbendazim foi preparada em acetonitrila com adi¢do de 8% de uma solucao de HCI 0,1 mol
L™, uma vez que a adicdo da solucéo de HCl leva & solubilizagdo do carbendazim, o qual ndo
é totalmente sollvel apenas em acetonitrila. Estas solugdes foram estocadas em refrigerador
a-4°C por até 4 meses.

A partir das solucdes estoque foram feitas diluicbes em concentracbes adequadas
para preparar as solucdes de trabalho empregadas na construcdo das curvas analiticas e na
fortificacdo das amostras testemunhas. Estas solugdes, principalmente as mais diluidas,
permanecem estaveis por um periodo de sete dias se armazenadas adequadamente e

refrigeradas a - 4 °C.

4.5 - Amostras de laranja Pera e tangerina Murcote

As amostras testemunhas que foram empregadas no desenvolvimento e validagdo do
método, tanto de laranja Pera quanto da tangerina Murcote, foram obtidas em um
estabelecimento comercial da cidade de Campinas-SP especializado em produtos orgéanicos.
As amostras para a aplicacao dos métodos foram obtidas em supermercados de Campinas-
SP e da regido para a determinacao de possiveis residuos de agrotoxicos.

Estas amostras foram processadas utilizando-se um aparelho elétrico para a extracao
do suco de forma a ser o mais similar possivel ao processo caseiro de preparacao de suco
de laranja. O suco obtido foi passado por uma peneira plastica, também de uso doméstico,
apenas para eliminar o excesso de material sélido, e foi acondicionado em frascos de vidro

tipo &mbar, de 20 mL, que foram tampados. Os frascos foram mantidos em freezer a cerca
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de - 4 °C até o momento de serem utilizados. Antes de ser utilizado, o suco foi mantido no
frasco tampado sobre uma bancada do laboratério até que entrasse em equilibrio térmico

com o0 ambiente.

4.6 - Determinacao das condicoes cromatograficas de separacao e
deteccao

4.6.1- CLAE-DAD

Utilizando-se o sistema cromatografico Waters descrito no item 4.3, a separacao
cromatografica dos agrotoxicos estudados foi otimizada avaliando-se as seguintes
condicoes:

(A) Modo de eluicao isocratico: Foram utilizadas FM de composi¢cao 10:90 va/vg, 20:80
Va/Ve, 30:70 va/vg, 40:60 va/ve € 50:50 va/vg de agua (solvente A), acetonitrila:agua 90:10 v/v
(solvente B) em uma vazéo de 1 mL min™.

(B) Modo de eluicao por gradiente: Foram utilizadas FM compostas por agua (solvente A)
e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B), cuja composicao foi variada em fungcao do tempo
conforme a programacao de diferentes gradientes lineares.

As condicbes de separacdo otimizadas utilizando-se o cromatégrafo Waters foram
transferidas diretamente para o sistema cromatografico da Shimadzu.

Ap6s serem definidas as condigcdes cromatograficas de separacao, foi realizada a
identificacdo dos agrotdxicos estudados injetando-se uma solucdo de 5 mg L™ em acetonitrila
de cada um deles separadamente. O tempo de retencéo e o espectro de absor¢cao no UV de
cada agrotéxico foram comparados aos obtidos quando se injetou uma mistura dos padroes
desses compostos.

Através do espectro de absor¢cao no UV, determinou-se o comprimento de onda de
absorcdo maxima de cada agrotéxico. Como os comprimentos de onda de absorcdo maxima
dos agrotoxicos em estudo variaram entre 233 e 285 nm, foi escolhido um comprimento de

onda intermediario (248 nm), no qual todos os compostos absorvem, para a apresentacao do
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cromatograma de separacao. As demais medidas foram realizadas no comprimento de onda
de absor¢do maxima de cada composto.

4.6.2 - CL-EM-EM

No cromatografo a liquido foram utilizados como FM uma solu¢do aquosa de 3 mmol
L™ de formiato de aménio com 0,1% de &cido férmico (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10
v/v (solvente B). Empregou-se o seguinte gradiente linear com vazdo de 0,3 mL min™: 0 min -
20:80 va/vg, 8 min — 80:20 va/ve, 15 min — 20:80 va/vg € mais 5 min para estabilizacdo da
coluna apés o retorno as condi¢ées iniciais (20 min - 20:80 va/vg). O volume de injecao
utilizado foi 10 pL.

Os parametros do espectrémetro de massas foram ajustados para que operasse em
EM-EM, no modo de varredura MRM e ionizacédo por ESI no modo ion positivo, da seguinte
maneira: voltagem do capilar — 3,5 kV; temperatura da fonte — 100 °C; temperatura de
dessolvatacdo — 350 °C; vazdo do gas de dessolvatagdo (No) - 700 L h™; intervalos de tempo
de varredura (“dwell times™ — 0,5 s; “RF lens” 1 — 0; “RF lens”2 — 0; resolu¢do LM 1 — 15,0;
resolucdo HM 1 — 15,0; energia do ion 1 — 0,5 V; voltagem de entrada — 1 V; voltagem de
saida — 1 V; resolucdo LM 2 — 15,0; resolugdo HM 2 — 15,0; energia do ion 2 — 1,5 V;
voltagem da multiplicadora — 650 V. A voltagem do cone, a energia de colisdo e a transicao
MRM empregada na identificacdo dos agrotéxicos foram otimizadas realizando-se a infusao,
no espectrdmetro de massas, de solucées de 0,5 mg L' de cada agrotdéxico em
acetonitrila:solugdo aquosa 3 mmol L de formiato de aménio com 0,1% de &cido férmico
50:50 v/v.

4.6.3 - CLUE-DAD

Foi utilizado o software Acquity Column Selector, Waters, para realizar a transferéncia
do método de separacdo otimizado no sistema CLAE-DAD (sistemas cromatograficos A e B
descritos no item 3.3) para o sistema CLUE-DAD. A transferéncia direta do método de

separacdo empregado no sistema CLAE-DAD para o sistema CLUE-DAD por meio do

40



software Acquity Column Selector sé foi possivel porque foram empregadas, em ambos 0s
sistemas cromatogréficos, colunas com FE semelhantes.

Inserindo-se no software os dados de tamanho de particula da FE, de comprimento e
de diametro interno das colunas utilizadas em ambos os sistemas, CLUE e CLAE, assim
como a programacao de gradiente otimizada para o sistema CLAE, o software fornesceu a
programacao de gradiente adequada ao sistema CLUE. Desta maneira, o programa de
gradiente adequado ao sistema CLUE-DAD obtido foi: 0 min — 80:20 va/vg; 1,2 min — 70:30
va/vg; 1,6 min 50:50 va/vg; 1,9 min — 30:70 va/ve; 2,2 min — 20:80 va/ve; 6,6 min — 80:20 va/Ve;
com vazdo de 0,3 mL min™', sendo a FM composta por agua (solvente A) e acetonitrila:agua
90:10 v/v (solvente B). O volume de amostra injetado foi de 1 pL.

Como no sistema CLUE a deteccéo foi realizada no UV por arranjo de diodos, a
identificagcdo dos compostos foi feita da mesma maneira que nos sistemas cromatogréaficos A
e B, conforme descrito no item 3.6.1. O comprimento de onda de 248 nm foi utilizado para
apresentacao dos cromatogramas e as demais medidas foram realizadas no comprimento de

absorcdo maxima para cada agrotéxico estudado.

4.7 - Métodos de preparo de amostras

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método de preparo das amostras foram
avaliados varios métodos de extracao, empregando-se amostras testemunhas de suco de
laranja Pera, com o objetivo de se obterem resultados adequados, tanto em termos de
recuperacao quanto em quantidade de interferentes. Nesta etapa, foi empregada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (sistemas
cromatograficos descritos no item 4.3 A e B).

Os procedimentos de extracao avaliados estdo descritos nos item 4.7.1 2 4.7.6

4.7.1 - Extracao liquido-liquido

Empregou-se o seguinte procedimento de ELL:
- fortificaram-se 5 mL de amostra testemunha resultando em uma concentragéo de 20 mg L™,

homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
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- adicionaram-se 10 mL do solvente extrator (acetonitrila, acetona ou acetato de etila) e
agitou-se com agitador vortex por 1 minuto;

- centrifugou-se por 15 minutos a 10 000 rpm e transferiu-se a fase organica para outro
frasco e realizou-se uma nova extracdo da parte aquosa remanescente no frasco com mais
10 mL de solvente extrator, procedendo-se da mesma maneira;

- Juntou-se o primeiro ao segundo extrato, o qual foi submetido a um fluxo continuo de gas
nitrogénio até a secura e, posteriormente, foi dissolvido em 500 uL de acetonitrila em banho
ultrassom, para inje¢ao no sistema cromatografico.

Na Figura 1 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de ELL.

5 mL amostra
(fortificada 20 mg L")

homogeneizacao

1 h repouso

10 mL acetonitrila ou
acetona ou acetato de etila

1 min agitacao (vortex)

15 min centrifugacao
| |

fase aquosa (F.A.) 1 fase organica (F.O.) 1

10 mL acetonitrila ou
acetona ou acetato de etila

1 min agitacao (vortex)

15 min centrifugacao

fase aquosa (F.A.) 2 fase organica (F.O.) 2

secagem N,

redissolucao 500 pL acetonitrila + ultrassom

Figura 1: Fluxograma do procedimento de ELL.
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4.7.2 - Extracao liquido-liquido seguida de uma etapa de “clean-up”

O procedimento realizado consistiu nas seguintes etapas:
- fortificaram-se 5 mL de amostra testemunha resultando em uma concentragéo de 20 mg L™,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
- adicionaram-se 10 mL de acetato de etila e agitou-se em agitador vortex por 1 minuto;
- centrifugou-se por 15 minutos a 10 000 rpm e transferiu-se a fase organica para outro
frasco e realizou-se uma nova extracao da parte aquosa remanescente no frasco com mais
10 mL de acetato de etila, procedendo-se da mesma maneira;
- prepararam-se cartuchos em nosso laboratério, preenchendo-se, manualmente, seringas de
polipropileno de 1 mL com 500 mg de silica ou florisil;
- utilizando-se o “manifold”, condicionaram-se os cartuchos com 5 mL de acetato de etila a
uma vazdo de cerca de 1 mL min™' e passaram-se os extratos obtidos em acetato de etila
pelos cartuchos sob a mesma vazao;
- 0 eluato foi mantido sob fluxo continuo de gas nitrogénio até a secura e, em seguida, foi
dissolvido em 500 uL de acetonitrila em banho ultrassom, e foi injetado no sistema
cromatografico.

Na Figura 2 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de ELL

seguida de uma etapa de “clean-up’.
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5 mL amostra
(fortificada 20 mg L")

homogeneizacao

1 h repouso
|
10 mL acetato de etila
| cartucho 500 mg
1 min agitacéo (vortex) silica ou Florisil
15 min centrifugacao I
| | condicionamento
F.A. 1 F.O.1 5 mL acetato de etila
| 1 mL min-!
10 mL acetato de etila |
| passagem do extrato
1 min agitacao (vortex) 1 mL min-!
15 min centrifugacao |
| I secagem N,
F.A.2 F.O.2 redissolucao 500 puL acetonitrila
+ ultrassom

Figura 2: Fluxograma do procedimento de ELL seguido de uma etapa de “clean-up”.

4.7.3 - Extracao liquido-liquido a temperatura sub-zero

Este procedimento trata-se de uma adaptagcdo da metodologia de extracao
desenvolvida por Vieira et al. [63]. A nomenclatura utilizada, extracao liquido-liquido a
temperatura sub-zero, foi adotada com base no trabalho de Yoshida e Akane [62], publicado
anteriormente ao trabalho de Vieira et al. [63], em que os autores utilizaram esta mesma
técnica de extracao seguida por CLAE para anélise de drogas.

- fortificaram-se 5 mL de amostra testemunha resultando em uma concentragdo de 2 mg L™,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
- adicionaram-se misturas de solventes para extracao compostas por:

a) 1 mL agua destilada + 7,5 mL acetonitrila + 1,5 mL acetato de etila
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b) 1 mL agua destilada + 6,5 mL acetonitrila + 2,5 mL acetato de etila

)

c) 1 mL agua destilada + 9 mL acetato de etila

d) 5 mL agua destilada + 5 mL acetato de etila

e) 3 mL agua destilada + 7 mL acetato de etila

f) 1 mL agua destilada + 14 mL acetato de etila

g) 1 mL 4gua destilada + 9 mL 1-propanol

h) 1 mL agua destilada + 9 mL tetraidrofurano

i) 1 mL 4gua destilada + 9 mL éter dietilico
- manteve-se em banho ultrassom por 15 minutos, centrifugou-se por 15 minutos a 10000
rpm para obter a separagao entre a fase aquosa e a fase organica, que se da pela formacéao
de uma fase composta pelos residuos sélidos da matriz de densidade intermediaria as fases
organica e aquosa, e levou-se ao freezer a -10 °C por 12 horas para solidificagido da fase
aquosa;
- a fase liquida (organica) foi transferida para outro frasco, mantida sob fluxo de gas
nitrogénio até a secura e dissolvida em 500 pL de acetonitrila em banho ultrassom e injetada
no sistema cromatografico.

Na Figura 3 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de ELL-
TSZ.
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5 mL amostra
(fortificada 2 mg L)

homogeneizacao

1 h repouso

adicao da mistura de
solventes para extracao

15 min ultrassom

15 min centrifugacao
12 h freezer (-10 °C)

F.O.
seca sob fluxo N,

redissolucéo 500 uL acetonitrila + ultrassom

Figura 3: Fluxograma do procedimento de ELL-TSZ.

4.7.4 - Extracao liquido-liquido a temperatura sub-zero seguida de uma
etapa de “clean-up”

Neste procedimento:
- fortificaram-se 5 mL de amostra testemunha resultando em uma concentracdo de 2 mg L™,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
- adicionaram-se 10 mL de uma mistura de solventes para extracao composta por 1 mL agua
destilada + 9 mL acetato de etila e manteve-se em banho ultrassom por 15 minutos;
- centrifugou-se por 15 minutos a 10 000 rpm e levou-se ao freezer a -10 °C por 12 horas
para solidificacado da fase aquosa,;
- utilizando-se o “manifold”, condicionou-se o cartucho OASIS HLB, respectivamente, com 5
mL de agua, 5 mL de acetonitrila e 5 mL de acetato de etila, a uma vazado de
aproximadamente 1 mL min™' e passou-se através dele, sob a mesma vazao, o extrato obtido
na ELL-TSZ.
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- 0 eluato foi mantido sob fluxo de gas nitrogénio até a secura e dissolvido em 500 uL de
acetonitrila em banho ultrassom, e injetado no sistema cromatografico.

Na Figura 4 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de ELL-
TSZ seguido de uma etapa de “clean-up’.

5 mL amostra
(fortificada 2 mg L")

homogeneizacao

1 h repouso
1mLH,0
+ cartucho Oasis HLB
9 mL acetato de etila I
I condicionamento

5 mL H,O + 5 mL acetonitrila
+ 5 mL acetato de etila

15 min ultrassom

15 min centrifugacao

1 mL min-
12 h freezer (-10 °C) I
I I passagem do extrato
F.A. F.O. .
1 mL min-
secagem N,

redissolucao 500 pL acetonitrila

+ ultrassom

Figura 4: Fluxograma do procedimento de ELL-TSZ seguida de uma etapa de “clean-up”.
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4.7.5 - Extracao em fase sélida

4.7.5.a - Procedimento baseado no trabalho de Diserens e Henzelin
[49]

O procedimento apresentado neste item trata-se de uma adaptagdo da metodologia de
extragdo desenvolvida por Diserens e Henzelin [49].
- fortificaram-se 5 mL de amostra testemunha resultando em uma concentragdo de 20 mg L™,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
- adicionaram-se 10 mL do solvente extrator (acetonitrila) e agitou-se com agitador vortex por
1 minuto;
- centrifugou-se por 15 minutos a 10 000 rpm e transferiu-se a fase organica para um balao
volumétrico de 50 mL e realizou-se uma nova extracdo da parte aquosa remanescente no
frasco com mais 10 mL de acetonitrila, procedendo-se da mesma maneira;
- Adicionaram-se 50 uL de trietilamina ao baldo contendo o produto das duas extragdes com
acetonitrila e o volume foi completado com agua destilada;
- O “manifold” foi utilizado para condicionar os cartuchos Supelclean LC-18, ENVI Chrom-P e
OASIS HLB, sucessivamente, com 5 mL de acetonitrila e 5 mL de uma solugédo constituida
por 30 mL de acetonitrila, 70 mL de agua e 0,1 mL de trietlamina, a uma vazédo de
aproximadamente 1 mL min™ e, a seguir, passaram-se através deles, sob a mesma vazio, o
conteudo do baldo;
- Os cartuchos foram secos pela passagem de um fluxo continuo de ar através deles,
aplicando-se vacuo ao “manifold” por 10 minutos, para entdo realizar-se a eluicdo dos
compostos retidos em cada cartucho, sucessivamente, com 5 mL de acetonitrila e 5 mL de
acetato de etila;
- 0s eluatos foram mantidos sob fluxo de gas nitrogénio até a secura, ressuspendidos em 500
uL de acetonitrila em banho ultrassom e injetados no sistema cromatogréfico.

Na Figura 5 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de EFS
baseado no trabalho de Diserens e Henzelin [49].
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5 mL amostra
(fortificada 20 mg L")
|

homogeneizacao

1 h repouso

10 mL de acetato de etila

1 min agitacao (vortex)

15 min centrifugacao

Supelclean LC-18
ENVI Chrom-P
Oasis HLB

condicionamento
5 mL acetonitrila

5 mL (30 mL acetonitrila
+70 mL H,0
+ 0,1 mL trietilamina)

1 mL min™

F.A. 1 F.O. 1
|

10 mL de acetato de etila

balao 50 mL
+ 50 plL trietilamina

+ H,0 (ajuste de volume)

passagem do extrato

1 mL min~

1 min agitacao (vortex)

15 min centrifugacao

F.A. 2 F.O. 2

secagem a vacuo

10 min

|
Eluicao
5 mL acetonitrila
5 mL acetato de etila

secagem N,

redissolucao 500 pL acetonitrila

+ ultrassom

Figura 5: Fluxograma do procedimento de EFS baseado no trabalho de Diserens e Henzelin

4.7.5.b - Procedimento baseado no trabalho de Obana et al. [50]

O procedimento apresentado neste item trata-se de uma adaptagao da metodologia de

extragao desenvolvida por Obana et al. [50].

homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
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- adicionaram-se 25 mL do solvente extrator (acetato de etila) e agitou-se com agitador
vortex por 1 minuto;
- centrifugou-se por 15 minutos a 10 000 rpm e transferiu-se a fase orgénica para um outro
tubo ao qual foi adicionado 3 g de cloreto de sodio e a mistura foi agitada para separar
qualquer remanescente de fase aquosa da fase organica;
- 15 mL da fase orgéanica (equivalente a 3 mL de amostra) foram transferidos para outro
frasco, mantida sob fluxo de gas nitrogénio até a secura;
- 0 residuo foi dissolvido em 2 mL de acetona e transferido para outro frasco;
- o frasco foi lavado com mais 2 mL de acetona e, em seguida, estes 2 mL de lavagem foram
transferidos para 0 mesmo frasco contendo o residuo dissolvido;
- foram adicionados ao frasco contendo o residuo da extracédo dissolvido em acetona, 4 mL
de hexano, obtendo-se assim, uma mistura 1:1 v/v acetona’/hexano;
- 0 “clean-up” do extrato obtido foi realizado passando-o por um cartucho Lichrolut NH, e, em
seguida, o cartucho foi lavado com 5 mL de acetona/hexano 1:1 v/v;
- 0 eluato foi mantido sob fluxo continuo de gas nitrogénio até a secura e, em seguida, foi
ressuspendido 2 mL de uma mistura de acetona/hexano 3:7 v/v e passado através de um
cartucho preenchido com 500 mg de silica gel, preparado em nosso laboratério;
- 0 extrato passado pelo cartucho foi coletado junto a mais 10 mL de acetona/hexano 3:7 v/v;
- 0 eluato foi mantido sob um fluxo continuo de gas nitrogénio até a secura e dissolvido em
500 pL de acetonitrila, em banho ultrassom, e injetado no sistema cromatografico.

Na Figura 6 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de EFS
baseado no trabalho de Obana et al. [50].
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5 mL amostra
(fortificada 20 mg L-")
|

homogeneizacao
1 h repouso

25 mL acetato de etila
|
1 min agitacao (vortex)
15 min centrifugacao
|
fase organica
3 g NaCl + agitacao
|
15 mL F.O.
secagem N,
ressuspendido 2 mL acetona
lavagem 2 mL acetona
+ 4 mL hexano

“clean-up” Lichrolut NH,

lavagem 5 mL
acetona/hexano 1:1 v/v

secagem N,

ressupendido 2 mL
acetona/hexano 3:7 v/v

catucho de 500 mg de silica

10 mL acetona/hexano 3:7 v/v

secagem N,

redissolucao 500 pL acetonitrila
+ ultrassom

Figura 6: Fluxograma do procedimento de EFS baseado no trabalho de Obana et al. [50].
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4.7.5.c - Procedimento baseado no trabalho de Miliadis et al. [51]

Este procedimento trata-se de uma adaptacdo da metodologia de extracao
desenvolvida por Miliadis et al. [51].
- fortificaram-se 10 mL de amostra testemunha resultando em uma concentragdo de 2 mg L™,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
- adicionaram-se 20 mL de acetato de etila e 10 g de sulfato de sddio, agitou-se por 3
minutos com o agitador vortex e centrifugou-se a 10 000 rpm por 15 minutos;
- transferiram-se 10 mL de fase organica (equivalente a 5 g de amostra) para outro frasco e
manteve-se sob fluxo continuo de gas nitrogénio até a secura;
- dissolveu-se com 5 mL de hexano utilizando-se o banho ultrassom;
- utilizando-se o “manifold”, condicionou-se um cartucho contendo 500 mg de silica
preparado no laboratério, com 10 mL de hexano a uma vazdo de 1 mL min™' e passou-se o
extrato através do cartucho sob a mesma vazao;
- a eluicao foi realizada com 2 mL de diclorometano:isopropanol 9:1 v/v;
- 0 eluato foi levado a secura utilizando-se um fluxo continuo de géas nitrogénio, foi dissolvido
com 500 pL de acetonitrila, em banho ultrassom e injetado no sistema cromatografico.

Na Figura 7 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento de EFS
baseado no trabalho de Miliadis et al. [51].
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10 mL amostra
(fortificada 2 mg L")

homogeneizacao

1 h repouso
I cartucho
20 mL acetato de etila 500 mg silica
10 g sulfato de sédio |
| condicionamento
3 min agitacao (vortex) 10 mL hexano
15 min centrifugacao .
I 1 mL min-
10 mL F.O. I
secagem N, passagem do extrato
ressuspendido 1 mL min-
5 mL hexano + ultrassom I

eluicao 2 mL
diclorometano/isopropanol 9:1 v/v

secagem N,
redissolucao 500 puL acetonitrila
+ ultrassom

Figura 7: Fluxograma do procedimento de EFS baseado no trabalho de Miliadis et al. [51]

4.7.6 - QUEChERS modificado

O procedimento a seguir foi desenvolvido com base no procedimento denominado
“QUEChERS - A Mini-Multiresidue Method for the Analysis of Pesticide Residues in Low-Fat
Products” [75].

- fortificaram-se 10 mL de amostra testemunha em 100 pg L' com os agrotéxicos,
homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;

- adicionaram-se 10 mL de acetato de etila e agitou-se por 1 minuto no agitador vortex;

- adicionaram-se a mistura 4 g de sulfato de magnésio anidro, 1 g de cloreto de sédio, 1 g de
citrato de sodio, 0,5 g de hidrogenocitrato de sédio e agitou-se por mais 1 minuto no agitador

vortex;
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- centrifugaram-se a 10 000 rpm por 15 minutos e transferiu-se a fase organica para outro
frasco;
- adicionaram-se 0,25 g de Bondesil-PSA, 1,5 g de sulfato de magnésio anidro e agitou-se
por 30 segundos no agitador vortex;
- centrifugou-se a 10 000 rpm por 15 minutos e transferiu-se a fase liquida para outro frasco
ao qual foi adicionado 100 uL de uma solucao 5% de acido férmico em acetonitrila;
- 0 extrato foi levado a secura utilizando-se um fluxo continuo de gas nitrogénio, foi dissolvido
em 1 mL de acetonitrila utilizando-se banho ultrassom e foi injetado no sistema
cromatografico.

Na Figura 8 esta apresentado o fluxograma que descreve este procedimento baseado
no método QUEChERS modificado.

4.8 - Obtencao da curva analitica

4.8.1 - Padronizacao externa sem superposicao da matriz

As curvas analiticas foram obtidas na faixa de concentracdo dos agrotéxicos (40 a
2250 pg L para o sistema cromatogréafico B; 16 a 960 ug L' para o de CL-EM-EM e 20 a
11250 ug L™ para o de CLUE-DAD) injetando-se, no sistema cromatogréfico, solucdes dos
padrdes dos agrotdxicos em acetonitrila, em sete niveis de concentragcdo e em triplicada.
Construiram-se as curvas com o auxilio do programa Origin 6.1 o qual forneceu o coeficiente

de correlacéo (r) e os coeficientes de regressao.

4.8.2 - Padronizacao externa com superposicao de matriz

As curvas analiticas foram obtidas na faixa de concentracdo dos agrotoxicos (40 a
2250 pg L para o sistema cromatogréafico B; 16 a 960 ug L' para o de CL-EM-EM e 20 a
11250 ug L para o de CLUE-DAD) a partir da adigdo dos agrotéxicos, em sete niveis de

concentracdo, ao extrato da matriz isenta desses compostos, e posterior injecdo, em
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triplicata, no sistema cromatografico. Construiram-se as curvas com o auxilio do programa

Origin 6.1, 0 qual forneceu o coeficiente de correlacdo (r) e os coeficientes de regressao.

10 mL amostra
(fortificada 100 pug L)

homogeneizacao
1 h repouso

10 mL acetato de etila

1 min agitacao (vortex)

= 4 g sulfato de magnésio

= 1 g cloreto de sodio

= 1 g citrato de sodio

* 0,5 g hidrogenocitrato de sédio

1 min agita!;éo (vortex)
15 min centrifugacao

F.O.
0,25 g Bondesil PSA
1,5 g MgSO, anidro

30 s agitacao (vortex)

15 min centrifugacao

fase liquida
100 pL ac. formico em
acetonitrila (5%)

secagem N,

ressuspensiao 1 mL
acetonitrila + ultrassom

Figura 8: Fluxograma do procedimento baseado no método QUEChERS modificado [75].
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4.9 - Validacao dos métodos

Definidas as melhores condicdes cromatograficas de separacdo e de deteccado dos
agrotéxicos nos 3 sistemas cromatograficos estudados (CLAE-DAD, CL-EM-EM e CLUE-
DAD) e o método de extracao, foram realizadas as validagcbes dos métodos por meio da

determinacao dos parametros analiticos de validacao descritos na secéao 1.5.1.

4.10 - Analises de amostras provenientes do comércio da cidade de
Campinas-SP e regiao

Depois de realizadas as validagdes dos métodos desenvolvidos foram analisadas
amostras de laranja Pera e tangerina Murcote coletadas em estabelecimentos comerciais da
cidade de Campinas e regido para avaliacdo do método desenvolvido quando aplicado a
amostras provenientes de lavouras nas quais se utilizam agrotdxicos. Seis amostras de cada
matriz foram analisadas no sistema CLAE-DAD, trés amostras de cada matriz foram
analisadas no sistema LC-EM-EM e seis amostras da matriz laranja Pera foram analisadas
no sistema CLUE-DAD.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Determinacao das condicoes cromatograficas de separacao e
deteccao

5.1.1 - CLAE-DAD

No desenvolvimento das condigdes cromatograficas para a separacao dos agrotoxicos
no sistema CLAE buscou-se, inicialmente, utilizar condicdes mais simples e reprodutiveis,
isto ¢, FM sem ajuste do pH e eluicdo isocratica. Porém, estas condicoes nao foram
suficientes para promover a separacdo com boa resolu¢cdo entre todos os compostos
estudados.

Passou-se, entdo, a empregar a eluicdo por gradiente, com a qual,
independentemente da programacgéo de gradiente utilizada, quando foi empregada FM sem
ajuste de pH, nao foi possivel obter uma boa separacao entre o agrotéxico carbendazim e o
tiofanato metilico. O tiofanato metilico apresenta pKa de 7,28 (acido fraco), de forma que se
torna estavel em meio acido (pH 2-5), mas é instavel em meio alcalino, permanecendo nédo
degradado por cerca de 46 dias em solugbes aquosas em pH 7 a 22 °C e por apenas 4
minutos em pH 9 a 65 °C [77]. O principal produto de degradagéo (metabdlito) do tiofanato
metilico é o carbendazim, que se trata de uma base fraca (pKa 4,2) [77, 110]. Desta maneira,
verificou-se que se fosse utilizada como FM uma solugédo de pH &cido a neutro para evitar a
degradacao do tiofanato metilico, o carbendazim estaria na forma ionizada e,
consequentemente, haveria uma baixa interacdo deste composto com a FE, o que nao é
desejado, uma vez que todo método analitico deve ser robusto e preciso.

O carbendazim foi entdo substituido pelo diflubenzurom na mistura de agrotéxicos em
estudo e, utilizando-se como FM agua (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B),
estabeleceu-se o seguinte programa de gradiente para a separacao dos agrotéxicos: 0 min —
80:20 va/ve; 4 min — 70:30 va/vg; 5 min — 50:50 va/vg; 6 min — 30:70 va/ve; 7 min — 20:80 va/Vg,
retornando linearmente as condi¢des iniciais em 13 minutos (20 min — 80:20 va/vg). O

cromatograma obtido utilizando-se o programa de gradiente otimizado para a separacdo da
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mistura composta pelos agrotdxicos abamectina, aldicarbe, difenoconazol, diflubenzurom,
imidacloprido e tiofanato metilico, esta apresentado na Figura 9 A.

AplGs a realizacao de alguns estudos quantitativos, verificou-se que os métodos de
extracdo e concentracdo que poderiam possivelmente ser empregados para analise dos
agrotoxicos de interesse nas matrizes em estudo neste trabalho ndo seriam capazes de
atingir o limite de quantificacdo igual ou inferior ao LMR do agrotoxico abamectina
determinado pela ANVISA [108]. Desta maneira, substitutiu-se a abamectina por outro
agrotéxico também amplamente empregado nas lavouras brasileiras de laranja e tangerina, o
diurom.

Com a adicao do diurom na mistura dos agrotoxicos estudados nao foi necessario
alterar o programa de gradiente otimizado, porém, os tempos de retencao apresentados
pelos compostos modificaram-se, porque o método de separacéao foi transferido do sistema
cromatografico Waters para um sistema cromatografico Shimadzu. Esta transferéncia se fez
necessaria durante o desenvolvimento do método, porque o cromatégrafo Waters, utilizado
até o momento, apresentou um dano irreparavel na parte 6tica do sistema de detecgao. O
cromatograma obtido utilizando-se o sistema cromatografico Shimadzu, para a mistura
composta pelos agrotdxicos aldicarbe, difenoconazol, diflubenzurom, diurom, imidacloprido e
tiofanato metilico, estd apresentado na Figura 9 B.

Na Tabela 5 encontram-se os tempos de retencdo dos agrotéxicos injetados
separadamente em ambos os sistemas cromatograficos utilizados (Waters e Shimadzu) e
seus respectivos comprimentos de onda de absorcao maxima (Amax), determinados com base
nos espectros de absorcado obtidos experimentalmente pela injecdo de solucdes individuais
de 5 mg L™ de cada um dos agrotéxicos estudados. Uma diferenca significativa foi observada
entre os tempos de retencdo obtidos para os mesmos agrotéxicos nos diferentes sistemas
cromatograficos, conforme mostrado na Tabela 5, pois no sistema cromatografico Waters
emprega-se um programador de gradiente a alta pressdo e no sistema cromatografico
Shimadzu um programador a baixa pressao, no qual o tempo de residéncia é maior. Os
dados apresentados na Tabela 5 foram utilizados para identificacdo dos agrotdéxicos quando

estes estavam presentes em misturas e nas matrizes estudadas.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos na separacao dos agrotéxicos (solucao de trabalho de 10
mg L) empregando-se a CLAE-DAD. Condigdes cromatogréficas: volume de injecéo - 10
uL; coluna analitica - Nova-Pak C18 (150 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de didmetro de particula),
Waters; coluna de guarda - Nova-Pak C18 (20 mm x 3,9 mm d.i.,, 4 um de diametro de
particula); FM - agua (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B); programa de
gradiente linear: 0 min - 80:20 va/vg; 4 min - 70:30 va/vg; 5 min - 50:50 va/vg; 6 min - 30:70
va/ve; 7 min - 20:80 va/vg, retornando linearmente as condi¢des iniciais em 13 minutos (20
min - 80:20 va/vg); vazdo - 1 mL min™'; detecgdo UV - 248 nm. Identificacdo dos picos: (A) 1-
imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diflubenzurom, 5- difenoconazol, 6-
abamectina; (B) 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diurom, 5-
diflubenzurom e 6- difenoconazol.
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Tabela 5: Valores de tempos de retencdo (tg) obtidos para cada agrotoxico estudado nos
diferentes sistemas cromatograficos utilizados e seus respectivos comprimentos de onda de
maxima absorcao (Amax)-

tr (Min)
agrotoxico cromatoégrafo cromatoégrafo Amax (Nm)
Waters Shimadzu

imidacloprido 4.8 3,7 269
aldicarbe 6,8 9,3 245
tiofanato metilico 7,4 10,3 265
diurom | - 10,9 249
diflubenzurom 8,9 12,3 254
difenoconazol 9,5 13,5 233
abamectina 13 | - 244

5.1.2 - CL-EM-EM

Na CL-EM-EM, gracas a seletividade do sistema de deteccao, é possivel identificar os
agrotéxicos sem que estes estejam necessariamente separados, isto €, possuam tempos de
retencdo distintos. Desta maneira, como o modo de varredura utilizado foi o MRM,
inicialmente foram otimizados os parametros da fonte de ionizacdo para obtengédo do ion
molecular e do ion produto mais abundante de cada agrotoxico através da infusdo via
seringa, diretamente no espectrdmetro de massas, de solugdes de 0,5 mg L' dos
agrotéxicos em uma solucdo aquosa de 3 mmol L' de formiato de aménio com 0,1% de
acido férmico e acetonitrila 50:50 v/v. A vazdo de bombeamento das solu¢des de agrotdxicos
através da seringa para o interior do espectrometro foi de 10 uL min™.

A adicao de acido férmico as solu¢des dos agrotdxicos empregadas na infusdo, assim
como na FM, fez com que a ionizagdo dos agrotoxicos se desse no modo positivo, isto &,
foram formados ions [M + H]*, exceto para o aldicarbe, conforme mostrado na Tabela 6. Foi
necessario utilizar como aditivo o formiato de aménio, para gerar a formacao de adutos de

amonio do agrotéxico aldicarbe (M + NH,4]*) e impedir a formacédo de adutos de sédio com
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este composto. Isto, porque adutos de sddio sdo formados, espontaneamente, por alguns
analitos quando se utiliza a ionizagdo 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 transicdes MRM selecionadas para o monitoramento dos agrotdéxicos foram
aquelas entre o ion precursor ([M + H]" ou [M + NH4]") e o seu respectivo ion produto de
maior intensidade, as quais sdo apresentadas na Tabela 6 junto aos pardmetros de ionizacao
da fonte otimizados por meio da infusdo, como voltagem do cone e energia de colisao.

Uma vez otimizados os parametros da fonte de ionizacao, foi realizado o acoplamento
do sistema cromatografico ao espectrometro de massas para otimizacao do gradiente de
separacdo. Devido a seletividade do detector, foi necessario apenas otimizar um gradiente
que garantisse uma maior detectabilidade dos agrotéxicos analisados e possibilitasse que o
equilibrio da coluna fosse restabelecido entre injecdes consecutivas, para que as janelas de
retencao fossem reprodutiveis. As janelas de retengéo otimizadas encontram-se na Tabela 6
e o cromatograma obtido, utilizando-se o programa de gradiente descrito no item 4.6.2,
encontra-se na Figura 10.

Tabela 6: Parametros do LC-EM-EM otimizados para os 6 agrotoxicos estudados

. . energiade | janela de
. ion transicao MRM | voltagem o .
agrotoxico colisao (eV) | retencao
precursor (m/z) do cone (V) .
(min)
aldicarbe [M + NH,]* 208,3 — 88,5 20 20 4,6 +0,3
difenoconazol [M + H] 406,3 — 251,3 40 25 9,3+1,4
diflubenzurom M + HJ 311,3 - 141,0 20 20 7,2+0,5
diurom [M+ H]" 233,2 > 715 25 20 54+0,3
imidacloprido [M + H] 256,3 — 175,0 20 20 41104
tiofanato metilico [M + H] 343,3 —» 151,0 20 20 4,4+0,3
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Figura 10: Cromatogramas obtidos na separacado dos agrotdxicos (solucao de trabalho de
0,5 mg L") empregando-se a CL-EM-EM. Condicdes cromatograficas: volume de injecdo - 10
uL; coluna analitica - Nova-Pak C18 (150 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de didmetro de particula),
Waters; coluna de guarda - Nova-PaK C18 (20 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de diametro de
particula); FM - solucdo aquosa de 3 mmol L™ de formiato de aménio com 0,1% de &cido
formico (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B); programa de gradiente linear:
0 min - 20:80 va/vg, 8 min — 80:20 va/vg, 15 min — 20:80 va/vg € mais 5 min para estabilizacdo
da coluna apds o retorno as condicdes iniciais (20 min - 20:80 va/vg); vazdo — 0,3 mL min™";
as condicdes utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito no item 4.6.2.
Identificacdo dos cromatogramas: (A) difenoconazol, (B) tiofanato metilico, (C)
diflubenzurom, (D) imidacloprido, (E) diurom e (F) aldicarbe.

A separagao cromatografica no sistema CL-EM-EM, segundo mostrado na Figura 10,
é realizada em cerca de 11 min, sendo necessario mais 9 min para o reequilibrio da coluna

as condigdes iniciais do gradiente, resultando em um tempo total de analise de 20 min. O
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tempo total de analise obtido no sistema LC-EM-EM é semelhante ao obtido quando se
utiliza a CLAE-DAD (Figura 9 B), pois, neste caso, foram necessarios cerca de 14 min para a
separacao dos analitos e mais 6 min para o reequilibrio da coluna as condi¢des iniciais do
gradiente. Deve-se ressaltar que a coluna analitica empregada em ambos os sistemas,
CLAE-DAD e LC-EM-EM, foi a mesma.

5.1.3 - CLUE-DAD

Na Figura 11 encontra-se o cromatograma obtido pela injecdo de uma solugéo de 0,5
mg L™ da mistura dos agrotéxicos em acetonitrila, empregando-se o programa de gradiente
otimizado, conforme mostrado no item 4.6.3.

No sistema CLUE-DAD, a separacdo dos agrotéxicos foi realizada em,
aproximadamente, 3,5 min, sendo necessarios mais 3,5 min para o reequilibrio da coluna nas
condicoes iniciais do gradiente, resultando num tempo total de analise de 7 min. O tempo
total de analise no sistema CLUE é quase 3 vezes menor que nos sistemas CLAE-DAD e
LC-EM-EM (20 min), o que evidencia a capacidade desta técnica em realizar analises bem
mais rapidas, sem perda de resolugcdo e assimetria, gracas a elevada eficiéncia de
separacao das colunas recheadas com particulas porosas de tamanho inferior a 2 um e a
elevada taxa de aquisicdo de dados dos sistemas de detec¢cdo empregados nesta técnica.
Como consequéncia da realizacao de analises mais rapidas e uso de uma baixa vazao de
FM houve, também, uma significativa reducdo no volume de FM utilizadado, o qual foi 3
vezes menor que na CL-EM-EM e 10 vezes menor que na CLAE-DAD, mostrando que essa
técnica cromatografica além de proporcionar maior economia, atende aos requisitos da
quimica verde ou limpa. O volume de amostra injetado (1 uL) também foi 10 vezes menor

que o utilizado nos demais sistemas cromatograficos (10 uL).
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Figura 11: Cromatogramas obtidos na separacado dos agrotdxicos (solucao de trabalho de
0,5 mg L") empregando-se a CLUE-DAD. Condigbes cromatogréficas: volume de injegéo - 1
uL; coluna analitica - Acquity C18 (50 mm x 2.1 mm d.i., 1,7 um de didmetro de particula),
Waters; FM - agua (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B); programa de
gradiente linear: 0 min — 80:20 va/vg; 1,2 min — 70:30 va/vg; 1,6 min 50:50 va/ve; 1,9 min —
30:70 va/Vg; 2,2 min — 20:80 va/vg; 6,6 min — 80:20 va/vg; vazdo — 0,3 mL min™'; detecgdo UV -
248 nm. ldentificagdo dos picos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4-
diurom, 5- diflubenzurom e 6- difenoconazol.

5.2 - Otimizacao do método de preparo de amostra

A otimizacdo do método de preparo de amostra foi realizada qualitativamente, isto é,
comparando-se 0s cromatogramas obtidos para os extratos da amostra testemunha e para a
amostra testemunha fortificada. A comparacao entre estes cromatogramas permitiu observar
quando houve a extragdo de todos os agrotoxicos estudados, comparar a intensidade dos
picos dos agrotoxicos em relagao aos picos oriundos de interferentes da matriz, assim como

a coeluigao de interferentes da matriz com os agrotoxicos.
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Nesta etapa, foi empregada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
por arranjo de diodos (sistemas cromatograficos descritos no item 4.3 A e B). Uma vez
otimizado o método de preparo de amostra, empregou-se, também, a LC-EM-EM e a CLUE-
DAD na analise dos extratos obtidos.

5.2.1 - Extracao liquido-liquido

Utilizando-se a técnica de ELL foram avaliados solventes de diferentes polaridades a
fim de selecionar o de maior capacidade de extracdo dos agrotoxicos da matriz. Os
cromatogramas obtidos utilizando-se os diferentes solventes de extragdo encontram-se na
Figura 12.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que o acetato de etila é mais
eficiente que a acetonitrila e a acetona para a extracao dos agrotdxicos da matriz. Porém
este solvente extrai também interferentes que coeluem com os agrotoxicos aldicarbe e
tiofanato metilico, o que indica a necessidade de se realizar uma etapa de “clean-up” para

eliminar interferentes.

5.2.2 - Extracao liquido-liquido seguida de uma etapa de “clean-up”

A necessidade de se acrescentar uma etapa de “clean-up” posterior a ELL surgiu devido a
co-eluicao de interferentes provenientes da matriz junto aos agrotoxicos aldicarbe e tiofanato
metilico. Porém, os sorventes utilizados, silica gel e Florisil, ndo foram capazes de eliminar
os interferentes que coeluem com os agrotoxicos, de forma que nao foram obtidos melhores
resultados com esta modificacdo realizada no procedimento de preparo das amostras por
ELL.
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Figura 12: Cromatogramas resultantes da injecao dos extratos obtidos a partir da amostra
testemunha (1) e testemunha fortificada a 20 mg L™ (2), submetidas ao procedimento de
ELL com os solventes extratores acetonitrila (A), acetato de etila (B) e acetona (C),
utiizando-se a CLAE-DAD. Condicoes cromatograficas idénticas as da Figura 9 A.
Identificacdo dos picos dos cromatogramas: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe + * interferente, 3-
tiofanato metilico + * interferente, 4- diflubenzurom, 5- difenoconazol e 6- abamectina.
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5.2.3 - Extracao liquido-liquido a temperatura sub-zero

Este método de extracao foi avaliado na tentativa de eliminar a interferéncia da matriz
na eluicdo dos agrotoxicos estudados, uma vez que seus autores [63] destacam que quando
se realiza a particdo entre a fase aquosa e a fase organica na ELL a temperatura reduzida
ocorre uma diminuicao consideravel de interferentes provenientes da matriz no extrato em
comparacao a ELL convencional.

Inicialmente utilizaram-se misturas ternarias de solventes compostas por acetonitrila,
acetato de etila e agua em diferentes propor¢cées conforme proposto pelos autores [63], as
quais estao descritas no item 4.7.3 a e b. Utilizando-se estas misturas ternarias de solvente
verificou-se que quanto maior a porcentagem de acetato de etila na mistura, maior a
eficiéncia de extracdo. Isto ja4 era esperado uma vez que na ELL o solvente com o qual se
obtiveram melhores resultados foi 0 acetato de etila.

Realizou-se, entdo uma nova extracdo utilizando-se uma mistura composta apenas
por agua e acetato de etila (item 4.7.3 c) e com isso obtiveram-se resultados ainda melhores
quanto as quantidades de agrotéxicos extraidas, mas pouco satisfatérios quanto a presenca
de interferentes da matriz nos extratos, conforme pode ser observado nos cromatogramas da
Figura 13.

Em seguida, variou-se a porcentagem de agua na composicdo do solvente de
extracao, conforme descrito nos itens 4.7.3 ¢, d e e, na tentativa de se obterem extratos mais
limpos. Porém, verificou-se que quanto maior a porcentagem de agua menor a intensidade
dos picos cromatograficos, tanto dos agrotdxicos quanto dos interferentes provenientes da
matriz. Ou seja, a porcentagem de agua interfere apenas na recuperacao e nao na obtencao
de extratos mais limpos. O uso de um maior volume de solvente extrator (item 4.7.3 f)
também ndao melhorou os resultados.

Substituiu-se o acetato de etila na mistura de solventes utilizada para extracdo por
outros solventes de polaridades semelhantes (item 4.7.3 g, h e i) buscando-se obterem
extratos mais limpos e picos cromatograficos mais intensos para os agrotdxicos. Entretanto,
nenhum dos solventes avaliados foi capaz de extrair da matriz todos os agrotéxicos da
mistura em estudo e os extratos obtidos continham grande quantidade de interferentes.
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Figura 13: Cromatogramas resultantes da injecao dos extratos obtidos a partir da amostra
testemunha (A) e testemunha fortificada a 2 mg L™ (B) submetidas & ELL-TSZ com 10 mL
de agua:acetato de etila 1:9 v/v, utilizando-se a CLAE-DAD. Condicoes cromatograficas
idénticas as da Figura 9 A. Identificacdo dos picos do cromatograma (B): 1- imidacloprido,
2- aldicarbe + * interferente, 3- tiofanato metilico + * interferente, 4- diflubenzurom, 5-
difenoconazol + ° interferente, 6- abamectina.

5.2.4 - Extracao liquido-liquido a temperatura sub-zero seguida de uma
etapa de “clean-up”

Como a ELL-TSZ nao foi capaz, por si s6, de eliminar a interferéncia da matriz na
determinacdo dos agrotdxicos estudados, adicionou-se ao procedimento uma etapa de
“clean-up”. Como os interferentes observados no extrato obtido por ELL-TSZ (Figura 13)
apresentam diferentes polaridades, empregou-se o cartucho OASIS HLB na etapa de “clean-
up”, uma vez que este cartucho apresenta boa eficiéncia quando aplicado a extracao de

compostos polares e apolares.
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Nos extratos obtidos verificou-se um aumento do sinal da matriz, ao contrario do que

era esperado.

5.2.5 - Extracao em fase soélida

Como a ELL e a ELL-TSZ, mesmo quando realizadas juntas a uma etapa de ‘clean-
up”, ndo foram capazes de gerar extratos livres da interferéncia da matriz, a EFS poderia ser
uma alternativa para o desenvolvimento de métodos de extracdo que, quando aplicados a
matriz estudada, fossem capazes de gerar extratos mais limpos, simultaneamente a uma boa
eficiéncia de extracdo para os agrotoxicos estudados. Desta maneira, buscaram-se na
literatura procedimentos de EFS aplicados a matrizes complexas, com os quais foram
obtidos bons resultados quanto a limpeza da amostra.

No procedimento proposto por Diserens e Henzelin [49] é utilizado o cartucho
Supelclean LC18, o qual, aplicado a extracao dos agrotéxicos em estudo neste trabalho, ndo
foi capaz de extrair os compostos mais polares presentes na mistura, devido ao carater
apolar deste cartucho. Por isso, buscaram-se melhores resultados substituindo-se o
Supelclean LC18 por cartuchos capazes de reter os compostos de carater polar, como o
ENVI-Chrom P e OASIS HLB. Porém, nenhum destes cartuchos foi capaz de extrair todos os
agrotéxicos da matriz em estudo.

O procedimento de extracao desenvolvido por Obana et al. [50] € mais complexo, por
envolver uma etapa de “clean-up” e etapas de EFS, nas quais a eluicdo dos compostos
adsorvidos no cartucho é controlada pela polaridade dos solventes utilizados na eluicdo. Este
procedimento torna-se interessante no caso da matriz e dos agrotoxicos em estudo uma vez
que se tem encontrado dificuldades em eliminar os interferentes provenientes da matriz e
também, em reter e eluir os agrotoxicos de diferentes polaridades nos procedimentos de EFS
e “clean-up” estudados anteriormente. Apesar do controle realizado sobre a polaridade dos
solventes empregados durante o processo de EFS, verificou-se que nenhum dos agrotdxicos
ficou retido no cartucho de silica.

Miliadis et al. [51] desenvolveram um procedimento em que, de maneira semelhante
ao procedimento desenvolvido por Obana et al. [50], a polaridade das misturas de solventes

empregadas € utilizada para controlar a retencao e a eluicdo dos compostos de interesse
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durante o processo de EFS. Neste caso, para verificar se efetivamente houve a retencao dos
agrotéxicos no cartucho de silica empregado na EFS, coletou-se a solugcédo resultante da
passagem do extrato contendo os agrotéxicos pelo cartucho além de se coletar a solucao
resultante da eluicdo realizada com a mistura de diclorometano:isopropanol 9:1 v/v. Os
cromatogramas resultantes da injecdo dessas solugdes encontram-se, respectivamente, nas
Figuras 14 A e 14 B.

Observando-se a Figura 14, verifica-se que houve a retencao dos agrotdxicos no
cartucho de silica e que a mistura de diclorometano e isopropanol foi capaz de eluir todos os
agrotoéxicos retidos no cartucho. Porém, na Figura 14 B observa-se que houve a coeluicao

dos agrotoxicos imidacloprido e diflubenzurom com interferentes provenientes da matriz.

resposta do reposta do
detector detector

M \A(l)
M \)

[ [ [

5 10 15 5 10

tempo (min) tempo (min)

Figura 14: Cromatogramas da injecdo da solucdo resultante da passagem do extrato
contendo os agrotoxicos pelo cartucho de silica (A) e da solucéo resultante da eluicdo dos
agrotoéxicos retidos no cartucho (B) obtidos a partir da amostra testemunha (1) e testemunha
fortificada a 2 mg L™ (2), segundo o procedimento de extragado desenvolvido por Miliadis et
al. [51], utilizando-se a CLAE-DAD. Condic6es cromatograficas idénticas as da Figura 9
A. ldentificacdo dos picos do cromatograma (B): 1- imidacloprido + * interferente, 2-
aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diflubenzurom + * interferente, 5- difenoconazol, 6-
abamectina.
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5.2.6 - QUEChERS modificado

QuEChERS trata-se de uma técnica de extragcdo que minimiza o nimero de etapas de
preparo de amostra, uma vez que envolve apenas 2 etapas, sendo uma de extracdo com
acetonitrila com particdo, utilizando-se uma mistura de sais, e outra de limpeza do extrato por
EFS dispersiva, empregando um sorvente que possui aminas primarias e secundarias em
sua estrutura (PSA). Esta técnica é capaz de extrair agrotoxicos altamente polares, assim
como aqueles de carater acido e bésico a partir de matrizes complexas [32].

Como ndo foi possivel eliminar a interferéncia da matriz sobre o sinal cromatografico
dos agrotéxicos, mesmo quando se utilizou métodos de extracdo mais complexos,
envolvendo varias etapas, conforme descrito nos itens 5.2.2 a 5.2.5, empregaram-se 0
método QUEChERS na tentativa de se obterem extratos mais limpos, com boa recuperacéo
para os agrotéxicos e de forma mais rapida. Para a sua aplicagdo a matriz e aos agrotdxicos
em estudo, julgou-se conveniente substituir a acetonitrila, utilizada na primeira etapa deste
método de extracdo, por acetato de etila, uma vez que o acetato de etila mostrou-se um
solvente extrator mais eficiente que a acetonitrila, conforme pdde ser observado na Figura
12. Além disso, a substituicdo da acetonitrila pelo acetato de etila tornou 0 método bem mais
vidvel economicamente.

Na Figura 15 estdo os cromatogramas dos extratos obtidos utilizando-se o método
QUECHhERS para as amostras testemunha e testemunha fortificada da matriz laranja Pera.
Os cromatogramas apresentados na Figura 15 mostram que o método QUEChERS foi capaz
de gerar extratos mais limpos que os obtidos com os métodos de extracdo mais complexos
avaliados anteriormente (Figuras 13 e 14), embora n&o tenha eliminado totalmente a
interferéncia da matriz no sinal dos analitos. Porém, simultaneamente a obtencao de extratos
mais limpos, também se conseguiu uma boa recuperacdo dos agrotoxicos estudados com

esta metodologia de extracao.
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Figura 15: Cromatogramas dos extratos obtidos usando o método QUEChERS para as
amostras testemunha e testemunha fortificada a 100 pg L' de suco de laranja Pera
utiizando-se a CLAE-DAD. Condicoes cromatograficas idénticas as da Figura 9 B.
Identificagdo dos picos cromatograficos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico,
4- diurom + * interferente, 5- diflubenzurom e 6- difenoconazol.

Devido as suas caracteristicas (rapidez, capacidade de extragdo, menor nimero de
etapas) e aos resultados obtidos com a sua aplicacdo, o método QUEChERS foi escolhido
como o método de extracdo mais apropriado para ser aplicado aos agrotéxicos de interesse
na matriz em estudo neste trabalho.

Na Figura 16 estdo os cromatogramas dos extratos obtidos utilizando-se 0 método
QUECHhERS para amostras testemunha e testemunha fortificada da matriz tangerina Murcote,
0s quais indicam que para esta matriz também foram conseguidos resultados adequados

quanto a recuperacao dos agrotoxicos e a interferéncia da matriz.
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Figura 16: Cromatogramas dos extratos obtidos pelo método QUEChERS para as amostras
testemunha e testemunha fortificada a 100 pg L™ de suco de tangerina Murcote utilizando-
se a CLAE-DAD. Condicoes cromatograficas idénticas as da Figura 9 B. Identificacao
dos picos cromatograficos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe + ° interferente, 3- tiofanato metilico,
4- diurom + * interferente da matriz, 5 diflubenzurom e 6 — difenoconazol.

Na Figura 17 esta o cromatograma obtido para uma amostra, preparada da mesma
forma, mas excluindo-se a matriz e os analitos, denominada branco ou amostra branco. O
preparo da amostra branco € necessario para identificar interferentes provenientes dos
solventes, vidrarias, reagentes, etc. [103]. No caso da metodologia estudada, segundo o
cromatograma da Figura 17, este tipo de interferéncia nao foi identificado.
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Figura 17: Cromatograma do extrato obtido pelo método QUEChERS para o branco (livre da
matriz e dos compostos de interesse) utilizando-se a CLAE-DAD. Condicoes
cromatograficas idénticas as da Figura 9 B.

5.2.6.a - QUEChERS modificado combinado a LC-EM-EM

Nas Figuras 18 e 19 estdo os cromatogramas obtidos para os extratos do suco
fortificado em 100 pg L™ das amostras testemunhas de laranja Pera e de tangerina Murcote,
respectivamente, obtidos pelo método QUEChERS modificado. Os cromatogramas mostram
que, mesmo na presenca da matriz, foi possivel detectar os agrotdxicos pelas transicoes
selecionadas no modo de varredura MRM, empregando-se as condicdes otimizadas para o
ajuste do espectrémetro de massas descritas no item 5.1.2.
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Figura 18: Cromatogramas dos ions obtidos pela injecao do extrato do suco fortificado em
100 pg L7 das amostras testemunhas de laranja Pera obtido pelo método QUEChERS,
utiizando-se a CL-EM-EM. Condicoes cromatograficas idénticas as da Figura 10.

Identificagdo dos cromatogramas: (A) difenoconazol, (B) tiofanato metilico, (C)

diflubenzurom, (D) imidacloprido, (E) diurom e (F) aldicarbe.
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Figura 19: Cromatogramas dos ions obtidos pela injecao do extrato do suco fortificado em
100 pg L' das amostras testemunhas de tangerina Murcote obtido pelo método
QUECHhERS, utilizando-se a CL-EM-EM. Condicoes cromatograficas idénticas as da
Figura 10. Identificacdo dos cromatogramas: (A) difenoconazol, (B) tiofanato metilico, (C)
diflubenzurom, (D) imidacloprido, (E) diurom e (F) aldicarbe.

5.2.6.b - QUEChERS modificado combinado a CLUE-DAD

Na Figura 20 estdo os cromatogramas obtidos utilizando-se CLUE com deteccéo por
DAD associada ao método QUEChERS empregado na obtencao dos extratos do suco das
amostras testemunhas e do suco fortificado das amostras testemunhas de laranja Pera. Os
cromatogramas apresentados na Figura 20 mostram que, na CLUE-DAD, ocorreu a eluicdo
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resposta do detector

de interferentes da matriz junto aos agrotdxicos. Isto ja era esperado, pois 0 método de
deteccdo empregado na CLUE foi a deteccéo por DAD, assim como na CLAE.

Porém, a CLUE pode ser considerada vantajosa quando comparada a CLAE, se forem
consideradas a rapidez e a eficiéncia com que sao realizadas as analises por CLUE. Estas
caracteristicas da CLUE, quando associadas as caracteristicas do método QUEChERS de
preparo de amostras (rapidez, capacidade de extracdo, menor numero de etapas), levam a

obtencado de um método extremamente rapido de determinacao de residuos de agrotoxicos.
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Figura 20: Cromatogramas dos extratos obtidos usando o método QUEChERS para o suco
das amostras testemunhas e para o suco fortificado a 500 ug L das amostras testemunhas
de laranja Pera, utilizando-se a CLUE-DAD. Condi¢c6es cromatograficas idénticas as da
Figura 11. Identificagdo dos picos cromatograficos: 1- imidacloprido + * interferente, 2-
aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diurom + ° interferente, 5- diflubenzurom e 6-
difenoconazol.

A CLUE nao foi empregada na analise de extratos de suco de tangerina Murcote, pois,
quando foram realizadas as analises empregando-se a CLUE-DAD, a tangerina Murcote
encontrava-se fora do periodo de safra.

Na Figura 21 esta o cromatograma obtido para a amostra branco, ou seja, preparada

da mesma forma que as amostras testemunhas, mas excluindo-se a matriz e os analitos. No
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caso da metodologia estudada, segundo o cromatograma da Figura 21, nao foram
identificados interferentes provenientes dos solventes, vidrarias, reagentes, etc. [103].
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Figura 21: Cromatograma do extrato obtido pelo método QUEChERS para o branco (livre da
matriz e dos compostos de interesse), utilizando-se CLUE-DAD. Condicoes
cromatograficas idénticas as da Figura 11.

5.3 - Validacao dos métodos

Foram validados os métodos empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(sistema cromatografico descrito no item 4.3 B) a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série (sistema cromatografico descrito no item 4.3 C) e a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (sistema cromatografico descrito no item 4.3 D).

A validagao do método utilizando-se a CLUE-DAD foi realizada somente para a matriz
suco de laranja Pera, uma vez que, quando foi realizada esta etapa do trabalho, a tangerina
Murcote encontrava-se fora do periodo de safra.
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5.3.1 - CLAE-DAD

5.3.1.a - Seletividade

No desenvolvimento de métodos envolvendo a analise de varios compostos presentes
em uma matriz complexa por CLAE-DAD, pode-se afirmar que o método € seletivo quando
nao ha sobreposicdo de picos ou a coeluicdo de interferentes com os compostos de
interesse. Comparando-se os cromatogramas obtidos para os extratos do suco das amostras
testemunhas, do suco fortificado com os agrotdéxicos das amostras testemunhas e o branco
(Figuras 15, 16 e 17, respectivamente) pode-se afirmar que o método desenvolvido para a
determinacao dos seis agrotdxicos € seletiva para cinco deles na matriz de suco de laranja
Pera, pois houve a coeluicdo de interferentes no mesmo tempo de reteng¢ao do diurom e para
4 deles na matriz de suco de tangerina Murcote, ja que nesta matriz além do diurom ocorreu
também a coeluicdo do aldicarbe com interferente da matriz.

Apesar de ter ocorrido a eluicdo de interferentes da matriz nos mesmos tempos de
retencdo de alguns dos agrotéxicos estudados, a metodologia foi considerada aceitavel, para
fins quantitativos, uma vez que, mesmo quando as matrizes foram fortificadas com os
agrotéxicos em concentragdes equivalentes aos seus limites de quantificagdo, o sinal dos
interferentes da matriz sobre os picos dos agrotoxicos foi menor que 20 % [100].

Além da comparagao entre a amostra testemunha e amostra testemunha fortificada,
pode-se avaliar a seletividade pela pureza do pico cromatografico, isto €, comparando-se o
espectro no UV obtido para o padrdao do agrotéxico puro com o espectro de absor¢do no UV
obtido no inicio, no meio e no fim do pico cromatografico do agrotéxico na amostra. Por meio
dessa comparacao, foi confirmada a seletividade do método para apenas cinco dos seis
agrotéxicos analisados (imidacloprido, aldicarbe, tiofanato metilico, diflubenzurom e
difenoconazol) na matriz de suco de laranja Pera, uma vez que, para o diurom, apenas no
ponto central do pico, o espectro obtido correspondeu ao espectro do padrdo puro deste
agrotoxico. Ja na matriz de suco de tangerina Murcote, 0 método foi seletivo apenas para
quatro dos seis agrotéxicos estudados, pois para diurom e para o aldicarbe, o espectro
obtido correspondeu ao do padrao puro no inicio e no meio dos picos destes compostos.
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5.3.1.b - Linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccao e
limite de quantificacao

Foram construidas as curvas analiticas a partir de padrées puros dos agrotoxicos, ou
seja, por padronizacao externa sem superposi¢cao de matriz e a partir da adicdo dos padrdes
no extrato da matriz, ou seja, padronizacdo externa com superposicao de matriz, as quais se
encontram na Figura 22. Com base nas curvas analiticas da Figura 22 verificou-se que a reta
obtida pelo método de padronizacdo externa com superposicao de matriz ndo é paralela a
reta obtida quando se utilizou padronizagdo externa sem superposicdo de matriz para os
agrotéxicos aldicarbe e diurom. Esta constatagdo indica que ha a necessidade do uso do
método de superposicdo da matriz para a quantificacdo dos agrotdxicos, para corrigir efeitos
da matriz provocados por interferentes coextraidos.

A partir das curvas analiticas construidas foram obtidas as equagdes de reta e os
coeficientes de correlacao () que se encontram descritos nas Tabelas 7 e 8 para o método
de padronizacdo externa sem e com superposicdo de matriz, respectivamente. Todos os
coeficientes de correlagdo obtidos foram superiores a 0,99, confirmando a linearidade do
método e estdo de acordo com as normas da ANVISA [100].

Nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentados, também, os valores extremos obtidos para os
residuos estatisticos, sendo que os demais valores estdo distribuidos nessa faixa de forma
aleat6ria como exemplificado na Figura 23, para o agrotéxico tiofanato metilico, ao se utilizar
a padronizacao externa sem superposicao de matriz. Através dos graficos dos residuos
estatisticos confirmaram-se as baixas dispersdes dos resultados para todos os agrotdxicos
estudados e verificou-se que eles nao apresentaram nenhuma tendéncia, o que confirmou a
linearidade. Verificou-se também que houve uma menor variacdo dos residuos quando se
empregou a padronizacao externa com superposicao de matriz do que quando se utilizou a
padronizacao externa sem superposicdo de matriz.
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Figura 22: Curvas analiticas obtidas para os seis agrotdxicos estudados (imidacliprido,
aldicarbe, tiofanato metilico, diurom, diflubenzurom e difenoconazol) por padronizacédo
externa sem e com superposicdo de matriz (para as matrizes de suco de laranja Pera e

tangerina Murcote) utilizando CLAE-DAD.



Tabela 7: Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa sem
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CLAE-DAD.

agrotoxico equacao da reta r residuos
imidacloprido y =5377 + 776 X 0,999 -697 a +766
aldicarbe y = 2602 + 94 x 0,999 -863 a +475
tiofanato metilico y = 1042 + 564 x 0,999 -289 a +235
diurom y = 4267 + 956 x 0,999 -96 a +130
diflubenzurom y = 6007 + 439 x 0,999 -196 a +259
difenoconazol y = 3049 + 341 x 0,999 -467 a +781

Tabela 8: Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa com
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CLAE-DAD.

2 suco de laranja Pera suco de tangerina Murcote
agrotoxico = - = -
equacao da reta r residuos equacao da reta r residuos
imidacloprido y=10287 + 779 x | 0,999 | -17 a +31 y=6308+746x [0,999| -8a+20
aldicarbe y=1419 + 90 x 0,998 | -63 a +81 y =67+ 157x 0,999 | -179 a +21
tiofanato metilico y = 1096 + 544 x 0,999 | -10a+18 y=1782+533x | 0,999 -4 a+7
diurom y=37627+816x | 0,999 | -9a+14 | y=163869 +833x [ 0,999 | -10a+6
diflubenzurom y=5550+410x | 0,999 | -8a+10 | y=24253+421x [ 0,999 | -7a+11
difenoconazol y=3168+341x | 0,999 | -13a23 y=527+344x 10,999 | -17a+23
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Figura 23: Gréfico dos residuos estatisticos determinados para o agrotdxico tiofanto metilico.
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Na Tabela 9 sdo apresentadas as faixas lineares de trabalho, que foram consideradas
satisfatérias, uma vez que abrangem um amplo intervalo de concentracdo, no qual o método
pode ser aplicado. As faixas lineares de trabalho foram determinadas plotando-se o grafico
da razao entre a resposta do detector e a concentragcédo versus o log da concentracdo, como
demonstrado na Figura 24 para o agrotdxico tiofanato metilico. Os limites de detecgéo e
quantificacdo descritos na Tabela 9 foram obtidos pelo método da razado sinal/ruido. Os
valores de LD, e LQ, mostram que os agrotéxicos estudados tém boa detectabilidade no
sistema cromatografico e, levando-se em consideracdo que o0s agrotoxicos foram
concentrados 10 vezes no método de preparo de amostra desenvolvido, os valores de LQu
obtidos foram satisfatérios para a andlise destes agrotéxicos nas matrizes estudadas, pois

atendem aos LMR impostos pela legislacao [108, 110, 111].
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Figura 24: Grafico da razdo entre a resposta do detector e a concentracao versus o log da
concentracao obtido para a determinagdo da faixa linear de trabalho para o agrotéxico
tiofanato metilico.
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Tabela 9: Faixa linear de trabalho, limites de deteccao e quantificagdo do instrumento (LD, e
LQ) e limite de quantificacdo do método (LQy) desenvolvido obtidos com padronizacao
externa com superposi¢ao da matriz, utilizando CLAE-DAD.

faixa linear de sucos de laranja Pera e tangerina Murcote

agrotoxico trabalho (ug L") | LD, (ug L") LQ (ugL") | LQu(pgL™)
imidacloprido 80 — 1500 30 100 10
aldicarbe 120 — 2250 45 150 15
tiofanato metilico 40 — 750 15 50 5
diurom 40 - 750 15 50 5
diflubenzurom 40 - 750 15 50 5
difenoconazol 80 — 1500 30 100 10

5.3.1.c - Exatidao e precisao

A exatiddo do método desenvolvido foi determinada por meio de ensaios de
recuperacgao 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 determinagées conforme sugerido pela ICH
[102] e pela ANVISA [100]. Os resultados dos ensaios de recuperacdo apresentados nas
Tabelas 10 e 11 encontram-se dentro do intervalo permitido para amostras complexas [103,
107] para os trés niveis de concentracao em ambas as matrizes.

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermediaria, em trés
niveis de fortificacdo e em triplicatas. A precisdo intermediaria foi avaliada realizando-se
ensaios em 3 dias consecutivos para verificar se 0 método desenvolvido apresenta o0 mesmo
comportamento quando mudam algumas varidveis como temperatura, umidade, fase mével,
entre outras. Tanto para a repetitividade quanto para a precisao intermediaria, determinada
em trés dias consecutivos, foram obtidos coeficientes de variacao inferiores a 15% (Tabelas
10 e 11), comprovando que o método é repetitivo ndo s6 quando os ensaios sao realizados

no mesmo dia, mas permanece constante mesmo com a mudanga de algumas variaveis.
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Tabela 10: Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para a
metodologia desenvolvida aplicada a matriz de suco de laranja Pera, utilizando CLAE-DAD.

precisao
. recuperacao (% repetitividade intermediaria
agrotoxico peracao (%) P (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 106 | 93 95 0,7 0,6 2.8 0,8 2,8 5,4
aldicarbe 113 | 88 94 1,6 1,5 0,3 3,7 4.7 0,4
tiofanato metilico 106 | 95 79 2,3 0,6 1,5 2,6 1,4 1,4
diurom 118 | 95 97 0,7 3,7 1,0 41 3,9 1,1
diflubenzurom 124 | 98 102 | 4,0 1,0 2,3 5,3 1,6 2,7
difenoconazol 123 | 93 104 | 4,3 6,4 1,1 4.1 7,4 4,5

F1=1xLQ;F2=2xLQ;F3=10xLQ

Tabela 11: Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para a
metodologia desenvolvida aplicada a matriz de suco de tangerina Murcote, utilizando CLAE-

DAD.

precisao
, . recuperacao (% repetitividade intermediaria
agrotoxico peracao (%) P (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 115 | 89 102 1,5 2,0 0,1 1,7 0,7 0,2
aldicarbe 106 | 95 | 110 | 2,8 1,4 0,7 3,7 2,9 5,3
tiofanato metilico 104 | 100 98 6,0 0,9 1,4 5,9 1,2 2,0
diurom 128 | 98 93 2,7 1,7 2,9 3,1 2,8 3,1
diflubenzurom 92 74 100 | 14,5 | 5,5 3,2 15 1,3 3,0
difenoconazol 125 | 90 97 7,3 2,5 0,8 6,9 4,0 1,0

F1=1xLQ;F2=2xLQ;F3=10xLQ

5.3.1.d - Robustez

O método desenvolvido utilizando-se CLAE-DAD pode ser considerado robusto por
nao ter sido afetado quando pequenas mudancgas, como variagdes no pH da fase mével em *

0,05 e variagOes na temperatura da coluna de + 2 °C foram introduzidas.
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5.3.2 - CL-EM-EM

5.3.2.a - Seletividade

Conforme mostrado no item 5.1.2, foram selecionadas as transicdes entre o ion
precursor e o respectivo ion produto de maior intensidade dos agrotéxicos estudados, para
que pudesse ser realizada a identificacdo e a quantificacdo destes agrotoxicos com base
nestas transicdes. Isto, porque, o sinal gerado pelo detector em CL-EM-EM, quando se
empregou a varredura MRM, corresponde as transicdes selecionadas, que devem ser
especificas de cada agrotoxico estudado.

No caso dos agrotdoxicos estudados neste trabalho, todos apresentaram ions
precursores, assim como ions produtos distintos uns dos outros, o que assegura seletividade
ao método.

Outra forma de verificar se o0 método de anélise com deteccédo por EM-EM é seletivo, é
analizando-se se os espectros de massas obtidos na janela de retencdo de cada um dos
agrotéxicos apresentam intensidade de cerca de 100% para os ions produto monitorados
[104]. Quando injetados os extratos do suco fortificado das amostras testemunhas de laranja
Pera e tangerina Murcote, obtidos pelo método QUEChERS, no sistema CL-EM-EM (Figuras
18 e 19), os espectros de massas, dentro das janelas de retencdo dos agrotoxicos,
apresentaram ions produto com 100% de intensidade. Isto mostra que, mesmo na presenca
da matriz, ndo foram obtidos sinal de falso positivo, ou seja, o sinal obtido é gerado apenas
pelos agrotdxicos, mas nado por interferentes provenientes das matrizes estudadas. Desta

maneira, 0 método pode ser considerado seletivo.

5.3.2.b - Linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccao e
limite de quantificacao

Foram construidas as curvas analiticas a partir de padrées puros dos agrotoxicos, ou
seja, por padronizacao externa sem superposicdo de matriz e a partir da adigcdo dos padrdes

no extrato da matriz, ou seja, padronizacao externa com superposi¢cdao de matriz, as quais se
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encontram na Figura 25. Com base nas curvas analiticas da Figura 25 verificou-se que a reta
obtida pelo método de padronizacdo externa com superposicao de matriz ndo é paralela a
reta obtida quando se utilizou padronizacado externa sem superposicao de matriz para alguns
dos agrotoxicos estudados. Estes desvios observados nas retas obtidas podem ser
atribuidos ao efeito causado pela presenca da matriz na fonte de ionizacédo, o que afeta a
obtencdo dos ions das moléculas dos agrotdxicos [23]. Desta maneira, para corrigir 0s
efeitos da matriz sobre os sinais dos analitos, foi utilizado o método de padronizagdo com
superposicao da matriz para a quantificacao dos agrotoxicos.

A partir das curvas analiticas construidas foram obtidas as equacdes de reta e os
coeficientes de correlagcdo (r) que se encontram descritos nas Tabelas 12 e 13, para o
método de padronizacdo externa sem e com superposicdo de matriz, respectivamente.
Todos os coeficientes de correlacdo obtidos foram maiores que 0,99, de maneira que o
método pode ser considerado linear de acordo com as normas da ANVISA [100].

Os valores extremos obtidos para os residuos estatisticos estdo descritos, também,
nas Tabelas 12 e 13. Os demais valores obtidos para os residuos estatisticos estao
distribuidos, aleatoriamente, dentro da faixa apresentada e nao apresentam nenhuma
tendéncia, o que confirma a baixa dispersdo dos resultados e a linearidade das curvas
obtidas.
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Figura 25: Curvas analiticas obtidas para os seis agrotdxicos estudados (imidacliprido,
aldicarbe, tiofanato metilico, diurom, diflubenzurom e difenoconazol) por padronizacéo
externa sem e com superposicdo de matriz (para as matrizes de sucos de laranja Pera e
tangerina Murcote) utilizando CL-EM-EM.
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Tabela 12: Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa sem
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CL-EM-EM.

agrotoxico equacao da reta r residuos
imidacloprido y=71,4+0,8x 0,998 -25a+2
aldicarbe y=281,9+4,9x 0,996 -57 a +35
tiofanato metilico y=772,7+255x 0,998 -227 a +260
diurom y = 1280 + 36,1 x 0,999 -94 a +163
diflubenzurom y=259+0,1x 0,997 -32 a +29
difenoconazol y =486 + 0,4 x 0,998 -15a +6

Tabela 13: Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa com
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CL-EM-EM.

agrotéxico _suco de laranja Pera , suco de tangerina Murcotg
equacao da reta r residuos equacao da reta r residuos
imidacloprido y=80,9+0,7x 0,999 -2a+57 y =66,7+ 1,5 x 0,999 -24 2 +8
aldicarbe y=2219+48x | 0,992 | -74a+82 y=166,8+51x | 0,997 | -54a+59
tiofanato metilico | y=2808,7+252x | 0,999 | -361a+454 | y=4383+41,6x | 0,998 | -382 a +239
diurom y=938,0+16,0x | 0,998 | -126 a+114 | y=770,4+23,9x | 0,999 | -1832a +104
diflubenzurom y=26,7+0,1x 0,998 -8 a +24 y=275+0,1x 0,998 -2a+16
difenoconazol y =458+ 0,6 x 0,999 | -105a+143 | y=181+0,93x | 0,997 | -10a+27

Na Tabela 14 sdo apresentadas as faixas lineares de trabalho, que foram
consideradas satisfatérias, uma vez que abrangem um amplo intervalo de concentragédo, no
qual o método pode ser aplicado. As faixas lineares de trabalho foram determinadas
plotando-se o gréafico da razao entre a resposta do detector e a concentragdo versus o log da
concentracao.

Os limites de deteccdo e quantificacdo descritos na Tabela 14 foram obtidos pelo
método da razao sinal/ruido. Os valores de LD, e LQ,; mostram que os agrotoxicos estudados
tem boa detectabilidade no sistema CL-EM-EM. Estes valores de LD, e LQ, sdo bem menores
que os valores obtidos no sistema CLAE-DAD (Tabela 9), o que comprova que ha um
aumento da detectabilidade dos métodos cromatograficos quando acoplados a EM-EM.

Como os agrotoxicos foram concentrados 10 vezes no método de preparo de amostra
desenvolvido, os valores de LQu obtidos sdo bem menores que os LMR impostos pela

legislagao [108, 110, 111]. Para o tiofanato metilico, por exemplo, o LQy é 25000 vezes
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menor que o seu LMR determinado pela ANVISA (5,0 mg L") [108] e 2500 vezes menor que
o seu LMR determinado pela FDA (0,5 mg L™) [110].

A obtencao de valores pequenos de LQy com a LC-EM-EM pode ser considerada
vantajosa, uma vez que tém sido determinados LMR cada vez menores pelas agéncias
reguladoras [42]. Porém, alguns agrotdxicos apresentam LMR elevados para algumas
matrizes, como é o caso do LMR do tiofanato metilico na matriz laranja (5,0 mg L") [108].

Desta maneira, 0 método para analise de residuos de agrotéxicos em sucos de laranja
Pera e tangerina Murcote empregando-se a CL-EM-EM foi validado para concentracdes a
partir de 10 vezes os limites de quantificacao obtidos para os agrotoxicos estudados, para
que fosse possivel avaliar o método em uma faixa de concentragbes dos agrotdxicos mais

préoximas do LMR e também dos LQ obtidos quando se utilizou a deteccao por DAD.

Tabela 14: Faixa linear de trabalho, limites de deteccao e quantificacdo do instrumento (LD, e
LQ)) e limite de quantificacdo do método (LQy) desenvolvido obtidos com padronizacao
externa com superposi¢cao da matriz, utilizando CL-EM-EM.

faixa linear de | sucos de laranja Pera e tangerina Murcote

agrotéxico trabalho (ug L") | LD, (ugL™) LQ,(ugL") | LQu(uglL’)
imidacloprido 3,2-480 1,2 4 0,4
aldicarbe 1,6 — 240 0,6 2 0,2
tiofanato metilico 1,6 — 240 0,6 2 0,2
diurom 1,6 — 240 0,6 2 0,2
diflubenzurom 6,4 — 960 2,4 8 0,8
difenoconazol 3,2-480 1,2 4 0,4

5.3.2.c - Exatidao e precisao

A exatiddo do método desenvolvido foi determinada por meio de ensaios de
recuperacao, conforme sugerido pela ICH [102] e pela ANVISA [100]. Os resultados dos
ensaios de recuperacao apresentados nas Tabelas 15 e 16 encontram-se entre 83% e 119%
para a matriz de suco de laranja Pera e entre 81% e 118% para a matriz de suco de
tangerina Murcote. Estes valores de recuperacdao encontram-se dentro do intervalo sugerido

para amostras complexas [107].
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A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermediaria, em trés
niveis de fortificacdo e em triplicatas, sendo que a precisdo intermedidria foi avaliada
realizando-se ensaios em 3 dias consecutivos. Foram obtidos coeficientes de variacao
menores que 7,5 e 14,3% para repetitividade e precisao intermediaria, respectivamente, na
matriz de suco de laranja Pera (Tabela 15). Na matriz de suco de tangerina Murcote, foram
obtidos valores de coeficente de variagdo menores que 10,3 e 12,6% para repetitividade e
precisao intermediaria, respectivamente (Tabela 16). A obtencao de coeficientes de variacao

menores que 15% mostra que o método é repetitivo e reprodutivel [103].

Tabela 15: Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdao intermediaria para a
metodologia desenvolvida aplicada a matriz de suco de laranja Pera, utilizando CL-EM-EM.

precisao
agrotéxico recuperacao repetitividade intermediaria
(%) (% CV) (% CV)

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 101 95 107 2,7 2,7 4.1 1,4 2,8 2,7
aldicarbe 96 | 104 | 86 1,0 0,8 2,3 6,6 0,8 4,6
tiofanato metilico 107 | 100 | 100 3,7 3,0 0,4 4,0 0,9 0,8
diurom 97 | 97 92 3,2 2,1 5,1 6,9 1,6 4,0
diflubenzurom 115 | 119 | 101 7,5 2,2 1,8 | 143 | 120 | 1,9
difenoconazol 83 | 106 | 95 2,0 4,1 49 | 134 | 4,2 0,8

F1=10xLQ; F2=20x LQ; F3 =100 x LQ

Tabela 16: Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para a
metodologia desenvolvida aplicada a matriz de suco de tangerina Murcote, utilizando CL-EM-
EM.

precisao
- recuperacao repetitividade intermediaria
agrotoxico (%) (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 100 | 102 | 98 1,3 4,2 4,6 3,9 2,0 0,7
aldicarbe 96 | 81 96 10,3 | 3,2 1,4 7,9 7,2 2,2
tiofanato metilico 100 | 109 | 100 3,0 0,4 0,2 1,9 4,2 2,6
diurom 105 | 102 | 100 | 3,7 1,6 0,2 4,0 3,2 0,3
diflubenzurom 104 | 118 | 101 9,6 4,7 3,0 | 10,0 | 12,6 | 45
difenoconazol 99 | 103 | 91 5,0 1,8 6,0 4,0 1,3 5,2

F1=10xLQ; F2=20x LQ; F3 =100 x LQ
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5.3.2.d - Robustez

O método desenvolvido utilizando-se CL-EM-EM pode ser considerado robusto por
nao ter sido afetado quando variacdes de + 0,05 no pH da fase moével, pequenas variagcdes
na temperatura da coluna, na fonte de ionizacdo e na vazao do gas de dessolvatacao foram

introduzidas.

5.3.3 — CLUE-DAD

5.3.3.a - Seletividade

Quando sao utilizados métodos cromatograficos com deteccdo por DAD para o
desenvolvimento de métodos envolvendo a andlise de varios compostos presentes em uma
matriz complexa, o método pode ser considerado seletivo quando nao ha sobreposicao de
picos ou a coeluicdo de interferentes com os compostos de interesse [104].

Desta maneira, foi possivel verificar que o método desenvolvido utilizando-se
QUECHhERS junto a CLUE-DAD é seletivo para 4 dos 6 agrotoxicos estudados na matriz de
suco de laranja Pera, quando se comparam 0s cromatogramas apresentados na Figuras 20
(cromatogramas obtidos para os extratos de suco das amostras testemunhas e de suco
fortificado das amostras testemunhas com os agrotoxicos). Isto, porque, os cromatogramas
da Figura 20 mostram que houve a coeluicdo do imidacloprido e do diurom com interferentes
da matriz.

Portanto, a CLUE-DAD mostrou-se menos seletiva que a CLAE-DAD (Figura 15), para
esta matriz, apesar do método de deteccdo empregado em ambas as técnicas ter sido o
mesmo. Isto pode ser atribuido ao fato da CLUE gerar um aumento na sensibilidade, ndo s6
dos compostos analisados, mas também dos componentes da matriz, fazendo com que a
interferéncia da matriz seja mais intensa em CLUE do que em CLAE.

Apesar desta interferéncia da matriz, o método foi considerado aceitavel, uma vez
que, mesmo quando as matrizes foram fortificadas com os agrotéxicos em concentracoes
correspondentes aos seus limites de quantificagéo, o sinal dos interferentes da matriz sobre

0s picos dos agrotéxicos foi menor que 20% [100].
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Além da comparacao entre os cromatogramas obtidos para os extratos do suco das
amostras testemunhas e do suco fortificado das amostras testemunhas, avaliou-se a
seletividade com base na pureza dos picos cromatograficos. Desta maneira, confirmou-se
que o método é seletivo apenas para 4 dos 6 agrotéxicos estudados (aldicarbe, tiofanato
metilico, diflubenzurom e diurom), pois, tanto para o imidacloprido quanto para o diurom, o
espectro obtido correspondeu ao espectro do padrdo puro do agrotdéxico apenas no ponto

central do pico.

5.3.3.b - Linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccao e
limite de quantificacao

Foram construidas as curvas analiticas pelo método de padronizacdo externa sem
superposicao e com superposicdo de matriz utilizando-se CLUE-DAD. As curvas analiticas
obtidas encontram-se na Figura 26.

Com base nas curvas analiticas da Figura 26 foi possivel verificar que as retas obtidas
pelo método de padronizagdo externa com superposicdo de matriz ndo sao paralelas as
retas obtidas quando se utilizou padronizacdo externa sem superposicdo de matriz. Portanto,
0 método de padronizagdo externa com superposicdo de matriz foi o escolhido para ser
empregado na quantificacdo dos analitos, com a finalidade de corrigir os efeitos da matriz

provocados por interferentes coextraidos.
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Nas Tabelas 17 e 18 encontram-se os coeficientes de correlacdo (r) obtidos para o
método de padronizacdo externa sem e com superposicdo de matriz, respectivamente.
Todos os coeficientes de correlacdo obtidos foram superiores a 0,99, confirmando a
linearidade do método, de acordo com as normas da ANVISA [100].

Os valores extremos obtidos para os residuos também séo apresentados nas Tabelas
17 e 18. Os demais valores obtidos para os residuos estatisticos estdo distribuidos de forma
aleat6ria dentro dos limites apresentados, isto €, nao foi verificada nenhuma tendéncia, o que

valida as curvas obtidas.

Tabela 17: Pardmetros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa sem
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CLUE-DAD.

agrotoxico equacao da reta r residuos
imidacloprido y = 1675 + 293 x 0,999 -1144 a2 +1066
aldicarbe y=165+3x 0,999 -382 a +214
tiofanato metilico y = 4020 + 439 x 0,999 -1613 a +1423
diurom y=1711 + 315 0,999 -539 a +994
diflubenzurom y = 1993 + 162 x 0,999 -956 a +337
difenoconazol y=-13+12x 0,999 -753 a +1172

Tabela 18: Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo externa com
superposicao da matriz para os agrotoxicos estudados utilizando CLUE-DAD.

agrotoxico equacao da reta r residuos
imidacloprido y = 24062 + 190 x 0,999 -843 a +406
aldicarbe y=2351+2x 0,998 -284 a +465
tiofanato metilico y = 5085 + 31 x 0,999 -253 a +206
diurom y = 64075 + 187 x 0,999 -1155 a +2163
diflubenzurom y =9814 + 99 x 0,997 -1112a +1770
difenoconazol y =-281 + 3 x 0,998 -712 2 +510

As faixas lineares de trabalho, apresentadas na Tabela 19, foram determinadas
plotando-se o grafico da razao entre a resposta do detector e a concentragao versus o log da
concentracdo. As faixas lineares foram consideradas satisfatérias porque abrangem um

amplo intervalo de concentracao, no qual o método pode ser aplicado.

95



Na Tabela 19 também estdo descritos os valores obtidos, pelo método da razéo
sinal/ruido, para os limites de deteccao e quantificacdo. Os valores de LD, e LQ, da Tabela
19 mostram que os agrotéxicos estudados tém boa detectabilidade no sistema
cromatografico utilizado.

Foram obtidos, empregando-se a CLUE-DAD, valores de LD, e LQ,; menores ou iguais
aos obtidos com CLAE-DAD (Tabela 9) para os agrotéxicos imidacloprido, tiofanato metilico,
diurom e diflubenzurom. Mas para os agrotéxicos aldicarbe e difenoconazol, os valores de
LD, e LQ,, foram maiores na CLUE, apesar de ter sido empregado um sistema de detecgao
semelhante em ambos os sistemas cromatograficos (deteccédo por DAD).

Levando-se em consideracdo que os agrotdxicos foram concentrados 10 vezes no
método de preparo de amostra desenvolvido, obtiveram-se LQy que atendem aos LMR
impostos pela legislacao [108, 109], de maneira que o método pode ser considerado

adequado para a determinacao dos agrotéxicos de interesse na matriz suco de laranja Pera.

Tabela 19: Faixa linear de trabalho, limites de deteccao e quantificacéo do instrumento (LD, e
LQ)) e limite de quantificacdo do método (LQu) desenvolvido obtidos com padronizacao
externa com superposi¢do da matriz, utilizando CLUE-DAD.

faixa linear de suco de laranja Pera
agrotoxico trabalho (ugL™) | LD, (ugL™") | LQ (ug L") | LQu (ngL™)
imidacloprido 40 -750 15 50 5
aldicarbe 600 — 11250 225 750 75
tiofanato metilico 16 — 375 7,5 25 2,5
diurom 40 - 750 15 50 5
diflubenzurom 40 - 750 15 50 5
difenoconazol 600 — 11250 25 750 75

5.3.1.c - Exatidao e precisao

A exatiddo do método desenvolvido foi determinada de acordo com as normas
determinadas pela ICH [103] e pela ANVISA [100]. Foram obtidas recuperacoes entre 78% e
113% para os trés niveis de concentracdo avaliados (1 x LQ, 2 x LQ e 10 x LQ) na matriz
suco de laranja Pera, de acordo com os dados apresentados na Tabela 20. Estes valores de
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recuperagdo sdo considerados satisfatérios, pois se encontram dentro do intervalo aceito
para amostras complexas [107].

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria, em trés
niveis de fortificacdo e em triplicatas, sendo que, para determinacdo da precisao
intermediaria realizaram-se ensaios em 3 dias consecutivos. Os coeficientes de variacado
obtidos para a repetitividade e precisdo intermediaria encontram-se na Tabela 20. Para a
repetitividade foram obtidos coeficientes de variagdo menores que 4,4% e para a precisao
intermediaria, menores que 11,2%, comprovando que o método é repetitivo ndo sé quando
0S ensaios sao realizados no mesmo dia, mas permanece praticamente constante mesmo
com a mudanca de algumas variaveis, pois, os coeficientes de variacdo obtidos foram

menores que 20% [107].

Tabela 20: Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para a
metodologia desenvolvida aplicada a matriz de suco de laranja Pera, utilizando CLUE-DAD.

precisao
, . recuperacao (% repetitividade intermediaria
agrotoxico peracao (%) P (% CV) (% CV)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 103 | 97 89 4,4 1,9 1,5 3,2 1,7 0,3
aldicarbe 84 | 78 100 | 3,9 1,9 0,1 2,8 2,3 1,3
tiofanato metilico 85 | 103 | 100 2,0 0,5 0,5 0,9 2,9 0,2
diurom 91 | 110 | 113 | 2,3 0,3 0,2 4,7 4.8 2.9
diflubenzurom 93 98 99 2,3 1,0 0,2 0,6 0,7 0,1
difenoconazol 102 | 89 107 | 0,3 0,8 2,8 1,6 1,8 | 11,2

F1=1xLQ;F2=2xLQ;F3=10xLQ

5.3.1.d - Robustez
O método desenvolvido utilizando-se a CLUE-DAD pode ser considerado robusto por

nao ter sido afetado quando pequenas mudancgas, como variagdes no pH da fase mével em *

0,05 e variacbes na temperatura da coluna foram introduzidas.
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5.4 - Anadlise de amostras provenientes do comércio da cidade de
Campinas-SP e regiao

5.4.1 - CLAE-DAD

Dentre as seis amostras de laranja Pera coletadas em estabelecimentos comerciais da
cidade de Campinas-SP e regido, nos sucos de cinco delas foi encontrado o agrotéxico
imidacloprido em quantidades entre 15 e 31 ug L". Estas quantidades de imidacloprido
encontradas estao abaixo do LMR permitido para este agrotéxico [108, 110, 111]. Em uma
destas cinco amostras que continham imidacloprido também foi encontrado 242 pg L™ do
agrotoéxico aldicarbe, concentracao esta, que pode ser considerada abaixo do LMR permitido
para este agrotoxico [108, 110].

Os picos obtidos para o imidacloprido e o aldicarbe nas amostras analisadas foram
identificados fortificando-se o suco das amostras em 100 pg L' com uma solugéo da mistura
dos agrotéxicos estudados para comparacdo dos tempos de retengdo e através da
comparacao dos espectros de absorcao no UV de cada agrotéxico. Na Figura 27 encontram-
se 0s cromatogramas dos extratos do suco da amostra que continha imidacloprido e
aldicarbe e do extrato do suco desta mesma amostra fortificado em 100 ug L' com uma
solucao da mistura dos agrotéxicos.

Dentre as 6 amostras de tangerina Murcote analisadas, no suco de trés delas foi
encontrado o agrotoxico imidacloprido em concentragdes entre 7 e 31 pg L. Estas
quantidades de imidacloprido encontradas estdo abaixo do LMR permitido para este
agrotéxico [109, 110, 111].

Da mesma forma que para as amostras de laranja Pera, a identificacdo do pico deste
agrotoxico nas amostras analisadas, foi feita fortificando-se o suco das amostras em 100 ug
L™ com uma solucdo da mistura dos agrotéxicos estudados para comparacdo dos tempos de
retencdo. Na Figura 28 encontram-se o cromatograma do extrato do suco de uma amostra
de tangerina Murcote que continha imidacloprido e o cromatograma do extrato do suco desta

mesma amostra fortificado em 100 ug L™ com uma solugédo da mistura dos agrotéxicos.
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Figura 27: Cromatogramas do extrato do suco obtido pelo método QUEChERS para uma das
amostras de laranja Pera coletada no comércio de Campinas-SP e regidao (A) e para o
extrato do suco fortificado em 100 pg L7 desta mesma amostra (B), utilizando-se CLAE-
DAD. Condicoes cromatograficas idénticas as da Figura 9 B. Identificacdo dos picos
cromatograficos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diurom, 5-
diflubenzurom e 6- difenoconazol.
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Figura 28: Cromatogramas do extrato do suco obtido pelo método QUEChERS para uma das
amostras de tangerina Murcote coletada no comércio de Campinas-SP e regiao (A) e para o
extrato do suco fortificado em 100 pg L™ desta mesma amostra (B), utilizando-se CLAE-
DAD. Condic6es cromatograficas idénticas as da Figura 9 B. Identificacdo dos picos
cromatograficos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diurom, 5-
diflubenzurom e 6- difenoconazol.
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5.4.2 - CL-EM-EM

Trés amostras de laranja Pera e trés amostras de tangerina Murcote, coletadas no
comércio, foram analisadas por CL-EM-EM e, no suco de nenhuma delas foram encontradas
quantidades detectaveis dos agrotoxicos analisados. Esta constatacdo foi realizada com
base nas janelas de retencao dos agrotdxicos e nos espectros de massas obtidos pela
injecdo das amostras.

Na Figura 29 encontram-se os cromatogramas obtidos para o extrato do suco de uma
das amostras de laranja Péra analisada, fortificado em 100 ug L' com os agrotéxicos
estudados, para mostrar que o suco das amostras coletadas no comércio apresenta
comportamento semelhante ao suco das amostras testemunhas fortificado, o que confirma a

eficiéncia do método.
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Figura 29: Cromatogramas do extrato do suco obtido pelo método QUEChERS para uma
amostra de laranja Pera coletada no comércio de Campinas-SP e regiado, fortificada em 100
ng L7, utilizando-se CL-EM-EM. Condigcdes cromatograficas idénticas as da Figura 10.
ldentificacdo dos cromatogramas: (A) difenoconazol, (B) tiofanato metilico, (C)
diflubenzurom, (D) imidacloprido, (E) diurom e (F) aldicarbe.
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5.4.3 - CLUE-DAD

Empregando-se a CLUE-DAD foram analisadas 6 amostras de laranja Pera coletadas
no comércio de Campinas-SP e regido. Em nenhum dos sucos destas amostras foram
detectados residuos dos agrotéxicos. Os extratos dos sucos das amostras analisadas
apresentaram comportamentos semelhantes aos extratos dos sucos das amostras
fortificados, como pode ser observado na Figura 30, na qual é apresentado o cromatograma
obtido para o extrato do suco de uma das amostras de laranja Pera analisada e o
cromatograma do extrato do suco fortificado em 100 ug L' desta mesma amostra. Os
cromatogramas da Figura 30 comprovam que o método desenvolvido é eficiente para a
analise dos agrotoxicos de interesse em suco de laranja Pera quando é utilizada a CLUE-
DAD.

5.5 - CLAE-DAD x CLUE-DAD x CL-EM-EM

Para facilitar a compreenséo dos resultados obtidos neste trabalho, empregando-se as
diferentes técnicas cromatograficas de andlise, CLAE-DAD, CLUE-DAD e CL-EM-EM, e
evidenciar, neste sentido, as vantagens e desvantagens de cada uma delas, sera realizada
uma comparagdo entre elas em termos de seletividade, detectabilidade, rapidez das
analises, quantidade de amostra injetada e facilidade de otimizacdo dos parametros
instrumentais para o emprego destas técnicas analiticas.

Com relacao a seletividade, a CL-EM-EM mostrou-se mais vantajosa que as demais
técnicas cromatograficas, nas quais foi empregada a deteccdo por arranjo de diodos. A
espectrometria de massas em série, na qual foi utilizado um detector do tipo triplo
quadrupolo, permite que apenas os ions dos analitos formados na fonte de ionizacao sejam
transmitidos pelo primeiro quadrupolo a cela de colisdo, onde estes ions serdo fragmentados
por CID e, posteriormente detectados no terceiro quadrupolo. Desta maneira, além de se
detectar o ion do analito, € também possivel detectar os ions dos fragmentos gerados a partir
deles. A informacgéo estrutural adicional, fornecida pelos fragmentos gerados, permite que,
mesmo quando analisados agrotdxicos de mesma massa molar, eles possam ser

diferenciados entre si [23, 84]. Esta propriedade torna-se muito importante no caso da
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andlise de matrizes complexas, como € o caso do suco de laranja e de tangerina, pois faz
com que a obtencéo de falsos positivos, gerados por componentes da matriz que tenham a
mesma massa molar dos agrotoxicos, seja praticamente anulada, quanto maiores forem os
estagios de EM-EM empregados [23, 84]. Desta maneira, algumas agéncias reguladoras
estabelecem que a espectrometria de massas em série € a técnica de deteccdo a mais
adequada para ser empregada em métodos oficiais de determinacdo de residuos de

agrotoxicos em alimentos, devido a sua seletividade [112].

resposta do
detector

tempo (min)

Figura 30: Cromatogramas do extrato de suco obtido pelo método QUEChERS para uma das
amostras de laranja Pera coletada no comércio de Campinas-SP e regidao (A) e para o
extrato do suco fortificado em 100 pg L™ desta mesma amostra (B), utilizando-se CLUE-
DAD. Condicbées cromatograficas idénticas as da Figura 11. Identificacdo dos picos
cromatograficos: 1- imidacloprido, 2- aldicarbe, 3- tiofanato metilico, 4- diurom, 5-
diflubenzurom e 6- difenoconazol.
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No caso do método desenvolvido, como ndo havia agrotdéxicos de mesma massa
molar, apenas uma etapa de EM-EM foi utilizada e somente o ion fragmento de maior
intensidade de cada agrotéxico foi monitorado (item 5.2.6). Mesmo assim, foi possivel obter
sinais “puros” dos analitos, ou seja, 0s espectros de massas obtidos nas janelas de retencéao
dos agrotdxicos mostraram que o sinal obtido havia sido gerado apenas pelo analito, e ndo
por interferentes provenientes da matriz. Isto ndo foi possivel, quando foi empregada a
deteccao por DAD nos sistemas de CLAE e CLUE, pois o detector por arranjo de diodos
permite apenas identificar se o sinal obtido é puro, através dos espectros de absor¢do no UV,
mas nao permite resolver (separar) o sinal do analito do sinal gerado pelo interferente da
matriz quando ambos eluem no mesmo tempo de retencéo.

Apesar da seletividade assegurada pela EM-EM, foi necessario utilizar a padronizagcao
externa com superposicao de matriz, que também foi empregada quando foram utilizadas a
CLAE-DAD e a CLUE-DAD. Isto, porque, a ionizagao dos analitos na fonte de ionizacdo pode
ser afetada pela presenca da matriz, conforme foi observado comparando-se a padronizacao
externa com e sem superposicao de matriz (Figura 22).

Os limites de quantificacao e de deteccao obtidos utilizando-se CL-EM-EM (Tabela 14)
foram muito menores que os obtidos por CLAE-DAD (Tabela 9) e CLUE-DAD (Tabela 19),
mas a detectabilidade obtida em todas estas técnicas analiticas foi adequada a analise dos
agrotéxicos de interesse nas matrizes estudadas, uma vez que os limites de quantificacdo
obtidos foram menores que os LMR determinados pela ANVISA [108], pela FDA [110] e pelo
CODEX [111] para os agrotoxicos.

Sem duvida alguma a CLUE trata-se da técnica cromatografica de andlise mais rapida
dentre as utilizadas, pois com ela foi possivel realizar analises praticamente 3 vezes mais
rapidas do que com as demais técnicas. Porém, a otimizacdo dos parametros
cromatograficos de deteccao e separagdao em CLUE s6 foi realizada com rapidez porque foi
feita com base nos parametros do método estabelecido para CLAE, anteriormente, com
auxilio de um software especificamente desenvolvido para este fim (item 5.1.3). Se néo
houvesse um método desenvolvido para CLAE anteriormente, a otimizacao dos parametros
de deteccao e separacao no sistema de CLUE seria tao laboriosa quanto para a CLAE (item
5.1.1).
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Entretanto quando se utilizou a CL-EM-EM, a dificuldade em se otimizar as condi¢des
instrumentais de analise foi maior com relagdo aos parametros que devem ser ajustados no
detector, devido a necessidade de se realizar a infusdo de solucdes de cada um dos analitos,
individualmente. Porém, o ajuste das condi¢cdes cromatograficas foi, relativamente, mais
rapido do que em CLAE-DAD e CLUE-DAD, pois, gracas a seletividade do tipo de deteccéo
empregada, ndo foi necessario obter resolucao entre o sinais dos analitos (item 5.1.2).

A CLUE-DAD é a técnica cromatografica que consome 0s menores volumes de
amostra e de FM. Quando se empregou a CLUE-DAD foram injetados volumes de amostra
10 vezes menores (1 uL) que nas demais técnicas cromatograficas empregadas (10 uL), o
que pode possibilitar que se realize uma concentracdo muito maior da amostra na etapa de
preparo, uma vez que o extrato pode ser reduzido a um volume bem menor para ser injetado
em CLUE-DAD do que o volume necessario para a injegdo em CLAE-DAD e CL-EM-EM. O
volume de FM consumido quando se utilizou a CLUE-DAD foi 3 vezes menor que o utilizado
na CL-EM-EM e 10 vezes menor que o utilizado na CLAE-DAD, de maneira que esta técnica
cromatografica gera menores quantidades de residuos, além de ser mais vantajosa

economicamente.
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6 - CONCLUSOES

Diferentes métodos de preparo de amostra, como ELL, ELL com ‘“clean-up”, ELL-TSZ,
ELL-PBT com ‘“clean-up”, EFS e QUEChERS foram avaliadas, empregando-se a CLAE-DAD,
para a determinacao do procedimento mais eficiente para extracdo dos agrotoxicos livres de
interferentes provenientes da matriz. Verificou-se que mesmo os métodos mais complexos,
envolvendo varias etapas, nao foram capazes de eliminar totalmente a interferéncia da matriz
nos compostos de interesse. Apesar de nao eliminar totalmente a interferéncia da matriz no
sinal dos analitos, o método QUEChERS gerou extratos relativamente mais limpos que os
demais métodos de extracao utilizados, simultaneamente a uma boa eficiéncia de extracéao
dos agrotdxicos. Aliando-se estes resultados a rapidez e ao menor niumero de etapas do
método QUEChERS, ele foi considerado o mais eficiente para a extracao dos agrotéxicos das
matrizes estudadas.

Foi possivel desenvolver métodos para a determinacao de seis agrotéxicos (aldicarbe,
difenoconazol, diflubenzurom, diurom, imidacloprido e tiofanato metilico) dentre os apontados
como os mais empregados na cultura de citrus do Estado de S&o Paulo por produtores e
engenheiros agrobnomos que atuam na regido de Campinas-SP. Os métodos desenvolvidos
foram baseados em trés técnicas cromatograficas de analise: a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série e a cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
deteccao por arranjo de diodos.

As condicdes cromatograficas de separacdo e deteccao otimizadas para o sistema
CLAE-DAD foram: fase mével composta por agua (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v
(solvente B), vazdo 1,0 mL min™, eluicdo por gradiente com programagdo de 0 min — 20:80
va/ve; 4 min — 30:70 va/vg; 5 min — 50:50 va/vg; 6 min — 70:30 va/vg; 7 min — 80:20 va/Vg,
retornando linearmente as condig¢des iniciais em 13 minutos (20 min — 20:80 va/vg), volume
de injecao de 10 plL, coluna cromatogréfica analitica (Nova-Pak) C18 (150 mm x 3,9 mm d.i.,
4 um de didmetro de particula) Waters, coluna de guarda (Nova-PaK) C18 (20 mm x 3,9 mm
d.i., 4 um de didmetro de particula) do mesmo fabricante e deteccéo por arranjo de diodos a

248 nm para o registro do cromatograma contendo os picos de todos os agrotoxicos. Estas
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condi¢coes permitiram uma boa separacao entre os agrotdéxicos em um tempo de analise de
20 minutos.

Para o sistema LC-MS-MS, as condi¢cdes cromatograficas de separacao e deteccao
otimizadas foram: fase mével composta por uma solugéo aquosa de 3 mmol L™ de formiato
de aménio com 0,1% de &cido férmico (solvente A) e acetonitrila:adgua 90:10 v/v (solvente B),
vazdo de 0,3 mL min™, eluicdo por gradiente com programagao de 0 min - 20:80 va/vg, 8 min
— 80:20 va/vg, 15 min — 20:80 va/vg € mais 5 min para estabilizagao da coluna ap6s o retorno
as condi¢des iniciais (20 min - 20:80 va/vg), volume de injecdo de 10 uL, coluna
cromatografica analitica (Nova-Pak) C18 (150 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de didmetro de
particula) Waters, coluna de guarda (Nova-PaK) C18 (20 mm x 3,9 mm d.i., 4 um de diametro
de particula) do mesmo fabricante e deteccao por espectrometria de massas em série, com
ionizacao por eletronebulizagdo no modo positivo e varredura por monitoramento de
multiplas reacdes das transicdes 406,3 > 251,3 para o difenoconazol, 343,3 > 151,0 para o
tiofanato metilico, 311,3 > 141,0 para o diflubenzurom, 256,3 > 175,0 para o imidacloprido,
233,2 > 71,5 para o diurom, 208,3 > 88,5 para o aldicarbe. As transicdes foram monitoradas
sob valores ajustados de voltagem do cone e energia de colisdo otimizados, para cada um
dos agrotoxicos, por infusao direta no espectrémetro de massas. Estas condicées permitiram
realizar a deteccao seletiva dos agrotéxicos em um tempo de analise de 20 minutos.

No sistema CLUE-DAD as condi¢des cromatograficas de separacao e deteccao foram
otimizadas por meio do ajuste dos parametros do método desenvolvido para o sistema CLAE
ao sistema CLUE utilizando-se o software Acquity Column Calculator (Waters), sendo elas:
fase movel composta por agua (solvente A) e acetonitrila:agua 90:10 v/v (solvente B), vazao
de 0,3 mL min™, eluicdo por gradiente com programacéo de 0 min — 80:20 va/vg, 1,2 min —
70:30 va/vg, 1,6 min 50:50 va/vg, 1,9 min — 30:70 va/vg, 2,2 min — 20:80 va/vg, retornando a
condicoes iniciais em 6,6 min (80:20 va/vg), volume de injecdo de 1 uL, coluna analitica
Acquity C18 (50 mm x 2.1 mm d.i., 1,7 um de diametro de particula), Waters, e detec¢ao por
arranjo de diodos a 248 nm para o registro do cromatograma contendo os picos de todos os
agrotéxicos. Estas condicbes permitiram uma boa separacdo entre os agrotdéxicos em um
tempo de analise de 7 minutos.

Uma vez determinado o método de preparo de amostra mais adequado e as

condicoes cromatograficas de separacdao dos agrotoxicos em cada um dos sistemas
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cromatograficos, foi realizada a validacdo empregando-se as trés técnicas cromatograficas
propostas.

A validacdo do método desenvolvido empregando-se a CLAE-DAD apresentou
recuperagdes entre 79% e 124% e coeficientes de variagéo inferiores a 8% para todos os
agrotéxicos estudados, de forma que o método foi considerado exato e preciso, uma vez que
estes valores estdo dentro da faixa indicada na literatura, para andlise de residuos de
agrotéxicos em amostras complexas [107]. Verificou-se, também, que o método é linear
(coeficientes de correlacao superiores a 0,99) e nenhuma tendéncia foi verificada no grafico
de residuos. O método foi considerado seletivo para 5 dos agrotoxicos estudados na matriz
de suco de laranja Pera (exceto para o diurom) e para 4 deles na matriz de suco de tangerina
Murcote (exceto para o diurom e o aldicarbe). Os LQ obtidos para o método permitiram que
os LMR impostos pelas agéncias reguladoras fossem atingidos.

Quando empregada a CL-EM-EM foram obtidas recuperacdes entre 83% e 119% e
coeficientes de variagdo menores que 14,3%, 0s quais estdo dentro dos intervalos aceitos
segundo a literatura [107], de maneira que o0 método pode ser considerado exato e preciso.
O método foi considerado seletivo para todos os agrotdéxicos em ambas as matrizes
estudadas, devido a capacidade do método de deteccao empregado de gerar sinal a partir de
ions e fragmentos de ions especificos dos analitos. Mesmo assim, foi necessario o emprego
da padronizagdo externa com superposicao de matriz para a quantificacdo dos agrotoxicos
para corrigir o efeito da matriz sobre a ionizacdo dos agrotoxicos na fonte de ionizacao, de
forma que o método apresentou-se linear (coeficientes de variagdo maiores que 0,99) e sem
nenhuma tendéncia, de acordo com o gréafico de residuos. Os LQ do método foram bem
menores que o0s obtidos quando se empregou a CLAE-DAD, o que é desejavel, uma vez que
as agéncias reguladoras tém estabelecido LMR cada vez menores. Porém, esta técnica
torna-se limitada quando se deseja aplica-la as amostras com concentragdes na regiao dos
LMR, pois alguns agrotoxicos apresentam valores elevados de LMR, de forma que poderiam
gerar a contaminacao e a saturacao do espectrdmetro de massas.

Para CLUE-DAD, a validacao foi realizada apenas para a matriz de suco de laranja
Pera e foram obtidas recuperacdes entre 78% e 113%, e coeficientes de variacdo menores
que 11,5%, indicando que o método é repetitivo ndo sé quando os ensaios sao realizados no

mesmo dia, mas permanece praticamente constante mesmo com a mudanca de algumas
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variaveis, pois os valores obtidos encontram-se dentro da faixa apontada na literatura [107].
O método foi considerado linear, pois apresentou coeficientes de variagdo maiores que 0,99
para todos os agrotoxicos estudados quando foi empregada a padronizacdo externa com
superposicao de matriz, e nenhuma tendéncia foi observada nos resultados através do
gréfico dos residuos. Verificou-se a seletividade do método para 4 dos agrotdxicos (exceto
imidacloprido e diurom) e os LQ obtidos permitiram que os LMR determinados pelas
agéncias reguladoras fossem atingidos. Além disso, a CLUE possibilitou realizar analises
cromatograficas trés vezes mais rapidas que as demais técnicas utilizadas e empregar
volumes menores de FM e de amostra injetada.

Dentre as técnicas cromatogréficas utilizadas a CL-EM-EM foi a qua apresentou maior
seletividade e detectabilidade e a CLUE-DAD foi a técnica que permitiu a realizacdo de
analises mais rapidas com um menor consumo de fase movel e injecao de menores volumes
de amostras. Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que a CLUE-EM-EM
seria a técnica analitica mais apropriada para analise de residuos de agrotdxicos em
alimentos.

A analise de amostras provenientes do comércio de Campinas-SP e regido indicaram
a presenca de residuos do agrotdoxico imidacloprido em concentragdes abaixo do LMR
estabelecido para este composto, no suco de cinco das seis amostras de laranja Pera
analisadas por CLAE-DAD. Em uma dessas amostras contaminadas pelo imidacloprido
também foi encontrado o agrotéxico aldicarbe, porém dentro do LMR. As amostras
analisadas por LC-EM-EM e CLUE-DAD néo continham residuos dos agrotéxicos estudados
em quantidades detectaveis, mas apresentaram um comportamento semelhante ao suco
fortificado das amostras testemunhas, demonstrando que o método desenvolvido é eficiente.

Os resultados apresentados mostram a eficiéncia dos métodos desenvolvidos e
indicam que o0s objetivos propostos para este trabalho foram alcancados de maneira
satisfatoria, uma vez que os métodos desenvolvidos e validados puderam ser aplicados para
a determinacdo dos agrotoxicos estudados em sucos de laranja Pera e tangerina Murcote,
utilizando CLAE-DAD e LC-EM-EM, e em suco de laranja Pera utilizando-se CLUE-DAD, e é
rapido e robusto.
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