UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA

GABRIELLI CHARAO MILLIS

UTILIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO SIM ULTANEA
DE AGROTOXICOS EM HORTIFRUTIGRANJEIROS

Porto Alegre, 2014.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA

GABRIELLI CHARAO MILLIS

UTILIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO SIM ULTANEA
DE AGROTOXICOS EM HORTIFRUTIGRANJEIROS

Trabalho de conclusdo apresentado junto a
atividade de ensino “Trabalho de concluséo de
curso — QUI” do Curso de Quimica, como

requisito parcial para a obtencdo do grau de
Bacharel em Quimica.

Profa. Dra. Tania Mara Pizzolato
Orientadora

Porto Alegre, 2014.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Joao da Silva Millis Neto e Sandrar&o Millis, pelo amor,
confianca, educacgdo e valores ensinados, sempr@ametivando a correr atrds dos meus
objetivos.

Ao meu namorado Rafael Fraga Raffo, pelo amor pceemsédo e companheirismo em
todos os momentos.

A professora, Dr Tania Mara Pizzolato, pela opudade de orientagdo e confianca
prestada para a realizacao deste trabalho.

Ao pessoal do Lacen, pela oportunidade de estpgla,aprendizagem proporcionada
e amizades conquistadas. Em especial, agradecdianBaCosta pelos ensinamentos e
colaboracdo na elaboragcao deste trabalho e a GaMaexiel e ao Guilherme Viana, pelo
apoio prestado e também por estarem sempre disppste ajudar em todas as horas.

Ao Alex Dallegrave pela ajuda, paciéncia e todohezimento compartilhado.

A minha colega, Cibele Sant’ Anna, pela parceharas de estudo, conversas,
companheirismo e amizade.

A toda a minha familia que sempre confiou muitoraim e me ofereceu o suporte
necessario para nunca desistir, por mais obstacquiegpudessem surgir ao longo da minha

vida. Obrigada!



RESUMO

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em alose® um constante desafio,
principalmente em razdo das pequenas quantidadesndBtos presentes e grandes
guantidades de substancias interferentes que pederp-extraidas, afetando adversamente
os resultados de uma anélise. No entanto, os asp#etseguranca exigem que 0s agrotoxicos
de uma ampla gama de propriedades quimicas devemaosgtorados. Com o objetivo de
avaliar simultaneamente residuos de agrotoxicodieansos tipos de alimentos, o método de
extracdo QUEChERS foi desenvolvido. Neste trabdibiorealizado o estudo dos métodos
QUECHhERS original, citrato e modificado, a fim dealar o percentual de recuperacéo,
aliado ao efeito matriz (EM), e precisdao (RSD%Y)apas agrotoxicos forato, clorotalonil,
fenitrotiona, dicofol, aletrina, procimidona, pigstkxobina, oxifluorfem, clorfenapir, etiona,
bromuconazol, bromopropilato, bifentrina, lambdalatirina e permetrina em amostras de
abacate, arroz, beterraba, cebola, repolho e uwdeferminacdes foram realizadas utilizando
cromatografia a gas acoplado a espectrometria dssava(GC-MS). Os valores de
recuperacdo dos analitos para a maioria das amagifzadas foram superiores a 100%,
evidenciando um enriquecimento de sinal caraciewidb efeito matriz positivo. Apenas para
o clorotalonil, foi observado um efeito de matregativo com valores de recuperacéo de 8,0
e 6,3% para os métodos QUEChERS original e citragpectivamente, e de 21,8% para o
modificado. Na amostra de cebola, este analito fudoencontrado. O percentual de
recuperacao foi utilizado para avaliar a eficiéria métodos de extracdo, categorizados em
um intervalo de 80-120% como aceitavel, e mostroa g método QUEChERS original
apresentou 0 maior numero de agrotoxicos extraideta faixa para as amostras de arroz e
beterraba. O método QUEChERS modificado se mosteis eficiente para a amostra de uva
e, para as demais amostras, este estudo mostroosaés métodos utilizados podem ser
escolhidos pois apresentaram o percentual de rexfme neste intervalo, para 0 mesmo
namero de analitos. Os valores de RSD% apresentabaimo de 20% para a maioria dos
compostos, com valores superiores apenas para tattorh, lambda-cialotrina e

bromuconazol.

Palavras-chave Agrotoxicos. QUEChERS. GC-MS.
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1 INTRODUCAO

O uso de pesticidas para a protecao das maismisreulturas permitiu um aumento
no volume de producdo, porém, a preocupacdo doe@pwnto de residuos destas
substancias nos alimentos, é atualmente, uma daspais preocupacdes de satde publica
Visando proteger a saude dos consumidores, seéasgtargdos e agéncias ligadas a saude,
como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sani&) determinam quais os limites
maximos de residuos de agrotoxicos (LMRs) pernstiéon alimentos para os diversos
pesticidas comercializados, bem como a deteccageadticidas ndo autorizados para
determinada cultufa

Devido a grande diversidade de agrotdxicos empoegad agricultura, em geral, os
procedimentos analiticos multirresiduos séo esjpeerde recomendaveis quando se trata de
identificacdo e quantificacdo destes em matrizegetags. A necessidade de analise
simultanea em diferentes tipos de amostras torrssiyel a escolha de uma amostra
representativa para o procedimento analitico, sexpicavel para matrizes de um mesmo
grupo ou de grupos diferentes de produtos. Em tedaaontrole de residuos de agrotéxicos,
os alimentos sdo matrizes complexas, possuem pdagies quimicas distintas, o que torna a
etapa de preparo de amostra fundamental para idapgdo dado analitico firfal

A determinacdo de agrotoxicos em alimentos normaendaz uso de métodos
multirresiduo de facil aplicacdo e eficientes, m file atingir os limites impostos pela
legislacdo. Nesse contexto, o desenvolvimento dedus para a separacéao, identificacdo e
quantificacdo desses compostos ganha grande despana que os limites de deteccao e
quantificacéio desses métodos sejam capazes dewréekgislacid

O método QUEChERS (do ingl&3uick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and)Safe
método mais consolidado e seu uso em alimentossidan cada vez mais ampliado. Foi
desenvolvido para superar limitagbes praticas dadodos multirresiduo tradicionais
existentes para extragdo de agrotoxicos em frutegetais. Apresenta principais vantagens
como altos valores de recuperagfes para uma amigka de agrotoxicos, elevado grau de
exatiddo e precisdo, preparo de um grande numeranasstras em um curto periodo de
tempo, reducéo no volume de solventes organicoeisidade de operaco

Técnicas analiticas instrumentais precisas e s@BSi& baixas concentracfes de
residuos devem ser utilizadas para analise degtetdricos. A técnica de Cromatografia a
Gas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MSna& das principais ferramentas
aplicadas em analise de residuos de agrotoxicaisrantos por permitir que a confirmacgao

e a determinacdo de um grande nimero de comp@jéms eealizadas simultaneaménte
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho € estudar diferentndicdes de preparo de amostra
envolvendo o método QUEChERS e GC-MS para a detagéd simultanea de residuos de

agrotoxicos em amostras de abacate, arroz, bedexrabola, repolho e uva.

2.2 Objetivos Especificos

v Selecionar os agrotoxicos disponiveis para anélis&C-MS;

v Selecionar variagées do método QUEChERS adequatda®g agrotdxicos e matrizes
selecionadas;

4 Determinar o procedimento QUEChERS mais adequadogpsistema em estudo.

3 DESENVOLVIMENTO
3.1 Caracteristicas das amostras em estudo

As amostras, objeto de estudo deste trabalho, fazeta da dieta alimentar basica do
consumidor em geral. O arroz faz parte da cesiadba® um dos alimentos mais consumidos
em todo o Brasil. A cebola é utilizada como priatipondimento na culinaria nacional e
regional. A beterraba e o repolho fazem parte daslicas mais consumidas em seu estado
natural, na forma de salada. O abacate é conswenaddos melhores alimentos para se
controlar as taxas de colesterol e minimizar asardiacos e, por fim, a uva como fonte

de matéria-prima para elaboracéo de vinhos e sucos.

3.1.1 Arroz

O arroz é um cereal pertencente a esp@ciza sativatendo sua origem no sudeste
Asiaticd®. E considerado pela FAO (do ingl&yod and Agriculture Organizatigrcomo o
alimento mais importante para a seguranca alimemwamundo. Além de fornecer um
excelente balanceamento nutricional é uma culéxteemamente rustica, o que a faz ser
considerada a espécie de maior potenciawieento de producdo para o combate a fome do
mundd. O Brasil destaca-se como o maior produtor de doraontinente asiatiéoRico em
carboidratos complexos, o arroz fornece 20% dagener 15% das proteinas necessarias ao
homem e se destaca pela sua facil digést8egundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), os cereais sdo sementes ousgrc@nestiveis das gramineas e nao

podem apresentar mais de 15% de umidade em suaspap.
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3.1.2 Cebola

A cebola é a espécie do généyitium pode ser encontrada em uma ampla gama de
altitudes e latitudes que incluem desde o circolarpArtico até o continente europeu, Asia,
Ameérica do Norte e Africa. No entanto, em contraste a maioria das plantas cultivadas, o
centro exato de origem da cebola ainda permanesmugh No Brasil, a cebola é plantada
desde a regido Sul até a regidao Nordeste, sendaatividade praticada principalmente por
pequenos produtores. Em funcdo dos baixos teorpsotieina, acidos graxos e carboidratos,
ndo pode ser considerada fonte nutricional, teredovalor como condimentar e medicthal
Segundo a ANVISA, a cebola é considerada uma emjsedPor definicdo, especiarias sado os
produtos constituidos de partes como raizes, rizémibos, cascas, folhas, flores, frutos,
sementes e talos de uma ou mais espécies vedrdisionalmente utilizadas para agregar

sabor ou aroma aos alimentos e bebidas

3.1.3 Beterraba
A beterraba é uma hortalica pertencente a famdlsa@uenopodiaceas, do gérdeia

vulgaris, originaria de regides de clima temperado da Eumepo norte da Africa, exige
temperaturas amenas ou frias para ser prodiiziestacada por ser uma das hortalicas mais
ricas em ferro, o consumo das raizes como hortélipamais utilizado na alimentacdo no
Brasil. Por apresentar altos teores de acUcarteardla também € utilizada para a producéo
de acucdf. De acordo com a ANVISA, as hortalicas sdo classibs como raizes,
tubérculos e rizomas, quando sao utilizadas aspatbterraneas, e € consumida como

alimento na sua forma natural.

3.1.4 Repolho
O repolho é uma hortalica folhosa do génd&rmassica oleracea var. capitata
pertencente a familia das Brassicaceas. Origid@riBuropa e da Asia Menor, destacada por
ser uma hortalica de uso mais antigo. E uma daslivais mais eficientes na producgéo de
alimentos, em razédo de sua alta taxa de crescimeg®oelente valor nutritivo, como fonte de
vitamina C° O cultivo de brassicas é amplamente distribefictodas as regides do Brasil,
embora se concentre nas regifes de clima mais aroendicdo mais favoravel para o seu
desenvolvimento. Segundo a ANVISA, o repolho é tmidalica classificada como verdura,

utilizada como alimento no seu estado natural.



13

3.1.5 Abacate

O abacate é um fruto climatério do gén&ersea americanapertencente a familia
Lauraceae uma arvore de porte arboreo, originaria das esgditas e baixas do México e
América Central, denominada abacateiro. Por apt&senuitas variedades de abacateiros, o
abacate € encontrado durante o ano todo no Bemsitjo desenvolvidos em solos leves,
profundos e ligeiramente &cidos. Por ser um friém em &cido oleico (acido graxo
insaturado), vitamina C, fibras e esterdis, éaado tanto na prevencdo como no tratamento

de cardiopatids.

3.1.6 Uva
A uva é um fruto ndo climatério, do généfitis e pertencente a familMitaceg uma
planta denominada videira. Originaria da Asia, seltivo é realizado em clima temperado
desde o extremo sul até o nordeste do Bfagil fruto é destacado por sua importancia
econbmica, elevada diversidade morfologica e ditere finalidades, como uvas de mesa,
passas, sucos e vinfibsApresenta em sua composicdo basicamente &goa, tatires de

acucar, os quais tornam seu valor energético dastéevado, além de vitaminas e minerais.

3.2 Agrotdxicos

3.2.1 Definicao e classificacado

A qualidade da producédo agricola sempre foi intmesde afetada pelo aparecimento de
formas de vida indesejaveis, tais como insetosvasedlaninhasOs agrotéxicos sédo definidos
como substancias que agem direta ou indiretamemigne organismo vivo, podendo mata-lo
ou controla-lo de alguma maneira, interferindo esu processo reprodutivo. Em geral, a
maioria desses compostos tem a propriedade comibtogeear rapida e eficientemente um
processo metabolico vital dos organismos para assgéo toxicos. Por isto, sdo bastante
empregados em diversos ramos de atividades e giisaem particular, na agriculttita

Segundo a legislacdo brasiléftzo Decreto n® 4.074 regulamenta a Lei n® 7802/£989
define os agrotoxicos como produtos e agentes aEgsos fisicos, quimicos ou bioldgicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazeitae beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de floresttigas ou implantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, kidridedustriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora e da fauna, a fimprdeerva-la da acdo danosa de seres vivos
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considerados nocivos, bem como substancias e podihpregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores do crestme

De acordo com o organismo alvo, os agrotoxicos dassificados em acaricidas,
bactericidas, inseticidas, fungicidas, herbicidasmaticidas, raticidas, vermifugos, entre
outros, conforme as pragas que controlam. Tambéemaer classificados em organicos:
carbamatos, clorados, fosforados e cloro fosforagewganicos: segundo a composicao
quimica, apresentando arsénio, talio, bario, néinég fésforo, cadmio, ferro, selénio,
chumbo, cobre, mercurio e zinco; e botanicos: catgzode nicotina, piretrina, sabadina e
rotenona® *©

Com relacdo a estrutura quimica, eles podem pertenclasse dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides, orgémogeinados, triazinas, benziamidazéis,
etc®. Devido & variedade de substancias quimicas cderedies grupos funcionais, os
agrotoxicos apresentam diferentes modos de agdivatsformacdo e eliminacdo, sendo que
alguns deles podem causar riscos & salde e aambienté’.

3.2.2 Toxicidade

A toxicologia € o estudo dos efeitos nocivos destririas sobre os seres vivos. Com
relacdo ao estudo toxicologico dos agrotoxicos,edewser analisadas as consequéncias
ambientais associadas ao uso desses produtos gsijincimm énfase nas substancias cuja
toxicidade chega a afetar a satde hurfames classes toxicolégicas dos agrotoxicos sdo
indicadas por meio das cores dos rotulos, sendo:

v’ classe | — faixa vermelha (extremamente téxico);

v classe Il — faixa amarela (altamente téxico);

v classe lll — faixa azul (medianamente téxico);

v' classe IV — faixa verde (pouco ou muito pouco toxic

Atualmente, muitos agrotdxicos, principalmente dasse dos organoclorados e
organofosforados que sdo as mais toxicas existetitesam seu uso proibido devido a
possibilidade de suas férmulas favorecerem a faimde tumores cancerigenos, assim como
varios outros problemas a saude humana. Com isdesenvolvimento de técnicas precisas
de quantificacdo de residuos de diferentes agiéxém aguas e alimentos tornou-se de
fundamental importancta

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA&) o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), dispdem sobreoodgsagrotoxicos em diversas culturas,

estabelecendo limites maximos de residuos (LMRyatesubstancias em diversos alimentos.
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3.3 Técnicas cromatograficas

3.3.1 Cromatografia a gas

Na cromatografia a gas (GC), os componentes de aimmastra vaporizada séo
separados em consequéncia de sua particao entriasenaovel gasosa (FM), um gas inerte,
e uma fase liquida ou sélida contida em uma coliase, estacionaria (FE). Na cromatografia
gas-solido, a fase estacionaria (FE) € um solisdo grande area superficial e a separacao é
baseada no mecanismo de adsorcdo das substansges s@ido. Na cromatografia gas-
liquido, a FE € um liquido pouco volatil, espalhadoimobilizado a um suporte sélido ou as
paredes das colunas capildfe’ O retorno dos compostos a fase moével esta readm
com a sua volatilidade.

Para que a analise seja possivel em GC, é necegs@ios analitos sejam gases ou
substancias volateis e termicamente estaveis.efdnj da amostra € realizada através de um
septo, que pode ser de silicone ou politetrafluered (PTFE), para dentro de um sistema de
injecdo aquecido em uma temperatura suficientenedaet@da para que ocorra a vaporizagao
total da amostra, mas sem que haja sua decompo€igZapor € arrastado através da coluna
por meio do gas de arraste, que pode ser H&uN+, e os analitos separados fluem pelo
detector, dispositivo que gera um sinal elétriagpprcional a quantidade de material eluido,
cuja resposta é observada em um computaddifase mével, por ser um gés, torna possivel
um equilibrio rapido entre ela e a fase estacianéwrnando a técnica altamente eficiente.

A grande maioria das analises por GC é realizada@onas capilares estreitas e
compridas, as quais oferecem maior resolucdo, raentempos de analise e maior
sensibilidade do que as colunas empacotdd&s controle de temperatura da coluna é
essencial para que se obtenha uma boa separagdat@goafica, a qual é mantida estavel e
em uma temperatura reprodutivel dentro do fornga Rgrantir que todos os analitos
permanecam na forma gasosa, o detector € mantidonememperatura superior a da coluna.
O sinal elétrico gerado pelo detector é propordiarguantidade eluida de um analito, em que
o registro do sinal em funcdo do tempo € o cromatog. As substancias aparecem nele
como picos com area proporcional a sua massajdasdo a analise quantitativa.

Existem diferentes modos de injecdo que podemtszados. Em colunas capilares,
podem ser encontrados injetores tipo com divisor/devisor da amostra (S/SL do inglés,
split/splitles$, onde a divisdo da amostra é realizada de acmioa taxasplit escolhida; e
injetoreson columnonde a amostra é injetada diretamente na catenamodos de injecdo a
frio (cold-on column)e vaporizacdo com programacao de temperatura POE)/do inglés

On Columninjector/ Programmed Temperature Volatilisatfdn)
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Os detectores mais utilizados em cromatografiaggasao: detector por ionizacdo em
chama (FID, do ingléBlame lonization Detectdy detector por condutividade térmica (TCD,
do inglésThermal Conductivity Detectipndetector por captura de elétrons (ECD, do inglés
Electron Capture Detectdr detector termoidnico (TID, do ingléBhermionic lonization
Detecto), detector fotométrico de chama (FPD, do ingléamieé Photometric Detectpre

sistema acoplado ao espectrometro de massas (Mi§jl@sMass Spectroscojpy

3.3.2 Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria desdda (GC-MS)

A GC-MS é uma das principais ferramentas aplicagfasanalise de residuos de
agrotoxicos por permitir que a confirmacédo e a rdateacdo de um grande numero de
compostos sejam realizadas simultaneaniente

Na Figura 1, esta representado o esquema de umatdgrafo a gas acoplado ao

espectrometro de massas.

Figura 1- Representacao esquematica de um GC-MS.

Injetor
/ Fonte de

; Iultiplicadora
lons

Analizador de Elétrons

Entrada do 0000 tJ L ﬁ
: E— Sistetna
gas de arraste il ]

il de Dados
Cromatdgrafo a Gas %

Lentes
Linha de

Transferéncia

A formacéo de ions é uma etapa fundamental na M8a¥técnicas de ionizacdo sdo
utilizadas na GC-MS. As fontes de ionizacdo maiawts para determinacédo de agrotoxicos
sdo: lonizacdo por Impacto de elétrons (El, doésdllectron lonizatioh e lonizacéo
Quimica (Cl, do ingléghemical lonizatio)y positiva ou negativa. A ionizacdo por El é a
mais utilizada, gera fons moleculares'{M: ions fragmentos, oriundos da fragmentacéo do
M™. Na El, um fluxo de elétrons com energia tipicateeie 70 eV, produzido por um
filamento de tungsténio ou rénio aquecido, bombandeos analitos em fase gasosa.
Primeiramente, ocorre a formacdo de ions molealareiitos destes, apresentando um
excesso de energia, que é dissipada com a quebgacf@es, resultando na fragmentagéo dos

M™. Estes fragmentos podem ser cations, anions,aiadieres e neutros. Porém, apenas o0s
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fons positivos sdo direcionados para o analisadomdssds. Os analisadores de massas
podem ser quadropol@n trap setor magnético ou ToF, sendo o quadrupolar aidizado
por ser compacto, de menor custo e de facil operdgaonsiderado um filtro de massas,
constituido por quatro hastes hiperbdlicas disgoptralelamente, em que a combinacéo
entre a corrente elétrica do tipo continua e rddiquéncia gera um campo eletrostéatico
oscilante entre as hastes e permite que apenasdongleterminada raz&uo/z atravessem
este campo e atinjam o detector. A alta reprodigdénle dos espectros de massas é uma
caracteristica importante da El. Assim, bibliotegadem ser utilizadas para identificacdo dos
analito$”.

Os modos de operagédo sdo as maneiras como o MSspogrogramado de acordo
com a seletividade e sensibilidade do método, @aquisicdo dos dados. No maskan o
MS é programado de forma a analisar todas as mdssssu espectro de operacao ou dentro
de uma faixa determinada d#z No modo SIM (do inglésSingle lon Monitoring, apds a
ionizacdo, o MS faz a separacdo de somente unspmtiico, 0 que aumenta a sensibilidade,

uma vez que os fons correspondentes ao ruidoai@ole$ sem chegar ao deteTtor

3.4 Métodos multirresiduo para a determinacgdo de agam$ em alimentos

Geralmente, os alimentos sdo matrizes complexas prpriedades quimicas
distintas e com baixa concentracdo de analito®respo, requerem uma etapa fundamental
de preparo de amostras. Os principais objetivospdparo da amostra sdo, portanto,
promover a extracao e o enriqguecimento dos anagositeresse, e a remocao, tanto quanto
possivel, dos interferentes. Perdas de analit@mtapa podem comprometer o resultado das
andlises e o sistema cromatogréaficBm razdo disso, a etapa importante no preparo da
amostra € a purificacdo dos extratos. Constituinl@smatriz podem ser co-extraidos e
posteriormente co-eluidos com o0s compostos qued samdlisados e, consequentemente,
interferir na avaliacdo da analise. A limpeza ddra® minimiza problemas, permite
resultados mais exatos e precisos, além de patssilwl aumento da vida util das colunas
capilare§®

Assim, para a determinacdo de agrotoxicos, fazsessario o emprego de métodos
multirresiduo de facil aplicacdo e de eficiénciaqdhda para superar os limites impostos pela
legislacdo. O método selecionado para uma andligérmesiduo deve analisar um grande
namero de compostos, altos percentuais de rec\medhas analitos, remocao dos possiveis
interferentes da amostra, boa precisao e robusaea custo, rapidez, facilidade e seguranca,

utilizando pequenos volumes de solventes de bakieiladé*,
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Mills et al., em 1963, nos laboratérios de U.S.drand Drug Administration (FDA)
dos EUA, desenvolveram o primeiro método multidesipara a extracdo de agrotoxicos
O método é utilizado basicamente na determinac@omipostos organoclorados apolares em
amostras nao-gordurosas empregando acetonitrila soluente extrator. A adicdo de agua
no extrato, seguida de uma etapa de particdo, lgvida através da adicdo de solventes
apolares, como etér de petr6leo ou hexano. Alénagle, aclcares e sais também sdo
removidos do extrato nesta etapa.

O desenvolvimento e a aplicacdo de agrotdxicos caracteristicas mais polares,
como por exemplo, organofosforados e organonitrages, demandaram novos métodos de
extracdo multirresiduo que englobassem estes coogfosEm 1975, Luke et al.,
desenvolveram o denominado método de Luke, queistensm uma etapa de extracao
utilizando acetona, seguida de uma particao ligliglodo, empregando solventes apolares,
como o éter de petréleo e diclorometé@nd®ara se obter maiores percentuais de analitos
polares, foi feita a adicdo de cloreto de soédiofase aquosa, a fim de favorecer a
transferéncia destes compostos para a fase organica

O Food and Consumer Product Safety AuthodiédyHolanda, em 1980, desenvolveu
em seu laboratorio o método de extragdo mini-Lokgyal € uma miniaturizacdo do método
de extracdo Luke original, omitindo-se a etapa atéigonamento com cloreto de s6did”.

A miniaturizacdo deste método possibilitou a redugd quantidade de amostra, bem como
de solventes utilizados. Como um método de extrattg@mativo, foi entdo desenvolvida uma
modificacdo do método de extracdo mini-Luke, em019® qual foi adicionado sulfato de
sédio anidro na etapa de extracdo levando, assinmaamelhor extracdo dos agrotoxicos
polares.

Os avancgos da quimica analitica em concordanciaoccocomceito de sustentabilidade
levaram ao desenvolvimento de varias técnicas ttag®o. A Tabela 1 apresenta algumas das
técnicas de preparo de amostra modernas utilizpdes determinagdo de agrotoxicos em

matrizes alimentares.
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Tabela 1- Comparacao entre os métodos modernogedarp de amostra para determinacao

de agrotoxicos em alimentos.

Técnica Vantagens Desvantagens
v Extragcdo de insuficiente
~ L - - seletividade;
Extracdo assistida por v' Féacil realizagao;
microondas o A - . v/ Etapa de limpeza necessaria;
v' Extracdo simultanea de varias amostras;
- doinglé , v ibeis na
(.MAE do |ng|_es v' Pequenas quantidades de solventes; Compostos te.rmolabels nao
Microwave-Assisted pode ser usada;
Extraction v a
) Tempo curto de extragdo. v Tempo de espera para
resfriamento.
v'  Extracbes podem ser automatizadas,
Extrach vent diminuindo erros pelas etapas do ¥ Elevados  custos  de
xiragao por solvente processo por serem de forma idéntica; manutencdo e aquisicdo do
acelerado . ] instrumento;
S Tempo curto de extragdo;
(ASE- do inglés Baixa seletividade de extrag&o;
Accelerated solvent v" Consumo moderado de solventes; )
Extractior) o Limpeza de extrato e de
v' Simplicidade de preparo de amostra antes equipamento apés cada uso.
da andlise.
. . s v -
v' Custo relativamente baixo por andlise; G§ralm¢nte .obtgm se LODs
Disperséo da matriz v Eou 0 simol n&o muito baixos;
5l uipamento simples; .
em fase sélida auip P v Algumas vezes baixa
(MSPD- do inglés v Realizag&o simultanea de varias analises; recuperacéo dos analitos;
Matrix solid-phase v Pode ser utilizadin situ; v N&o se torna muito ideal para
Dispersion) . amostras secas ou ricas em
v' Pouca quantidade de solventes. lipidios
v Utlizagdo de solventes pode ser o N3o garante uma gama
eliminada; suficientemente  ampla  de
. v Capacidade de adsorvente limitada; analise ~em um  (nico
Micro extragéo em . procedimento;
fase sélida v' Possibilidade de re-executar P
repetidamente a anélise de uma amostra; Problemas com a
(SPME- do inglés . - _ _ reprodutibilidade;
Solid-phase v' Possibilidade de utilizar uma fibra muitas ,
Microextraction) vezes sem perda de adsorbado; Et:%kzlzea?;; dféer?]léfgé? com a
v' Cromatoégrafos com injetores comuns , . ’ .
podem ser usados sem grandes mudancas Recuperacbes de  analitos
na concepcao . relativamente baixas.
v" Reducédo no consumo de solvente; o
v' Custo elevado para aquisigdo e
v' Extracdo de compostos termolabeis; manutencao;
Extrac&o por fluido 4 Néol_rezulta na degradag&o dos compostos v Baixa seletividade de extragéo;
i analisados; .
super critico (SFE- do v Elevado tempo de limpeza do
inglésSupercritical v Realizac&o de extracéo fracionada; equipamento apés cada uso;
fluid extraction
v' Tempo curto de extracdo; v' Relativamente complicado
. . . ~ quando comparado a outras
v'  Dispositivo que permite a extracdo no

modo semi-automatico.

técnicas de extracao.

Fonte: adaptado de WILKOWSKA e BIZIUK, 20%1

Com o objetivo de melhorar a analise quantitatestudos foram realizados no

desenvolvimento de novos métodos de extracdo eelienplo extrato. Varias técnicas de
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purificacdo sdo aplicadas para eliminar interfeg@nco-extraidas dos extratos de amostras de
frutas e vegetais, incluindo Extracdo em Fase 8¢BIPE, do ingléSolid Phase Extractign
Extracdo Dispersiva em Fase Sdlida (D-SPE, do srigiéraction Dispersive Solid-Phase
Cromatografia por Permeacdo em Gel (GPC, do imgiEpermeation chromatograpfiy *°

Para superar limitacdes praticas dos métodos megitituo existentes, um novo
procedimento de preparo de amostra para extracé&stkios de agrotoxicos foi introduzido
no ano de 2003, por Anastassiades et al., sendomiieado QUEChERS

O método QUEChERS, em conjunto com a D-SPE, tendes¢éacado dentre os
métodos de preparo de amostra para a extracaoatéxgos em diversos tipos de alimentos.
Este método simplifica as etapas de preparo, bemoca quantidade de solventes e de

vidraria utilizada, proporcionando a extracdo dualitos e a limpeza dos extratds

3.4.1 Método QUEChERS original

O método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficabusto e seguro; do ingl&3uick,
Easy, Cheap, Effective, Ruggeahd Safg, foi desenvolvido em 2003 para extracdo de
residuos de agrotéxicos em frutas e vegetais, pastassiades e colaboraddres

O método baseia-se nas seguintes etapas: extppgémao e limpeza. Um novo
método de limpeza D-SPE foi proposto juntamente oamétodo QUEChERS. Na Figura 2,
estdo representadas as principais etapas do m&o&@ChERS original e a Tabela 2
apresenta a descricao das etapas do método.

Entre as principais vantagens deste método congaelaos métodos tradicionais
estdo: altos valores de recuperacdes para uma damdade agrotdxicos; elevado grau de
exatiddo e precisdo; preparo de um grande numeradsstras em um curto periodo de
tempo; reducéo no volume de solventes organicoamisidade de operac&b Além disso, o
método QUEChERS foi idealizado para gerar extrgios pudessem ser analisados por
Cromatografia Liquida e/ou Cromatografia Gasosgladas a Espectrometria de Massas
(GC-MS e LC-MS;].
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Figura 2 - Representacdo do método QUEChERS Okigina

10,0 g de amostra

(Tubo Falcon 50 mL)

ETAPA 1
—> [ 10,0 mL de MeCN ]
(Extracao)
Agitacdo manual de 20s e em vortex por 1 min
4,0 g de MgSQ
ETAPA 2 +
:> 1,0 g de NaCl
(Particao)
Agitacdo manual de 20s e em vértex por 1 min
+
centrifugacao de 5000 rpm
por 5 mir
1,0 mL sobrenadante
+
ETAPA 3 — 150,0 mg MgSQ
+
(Clean-up) 25,0 mg PSA

Agitacdo manual de 20s
+

centrifugacao de 6000 rpm por 1 min

[ Andlise cromatografica ]
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Tabela 2 - Descri¢cao das etapas do método QUECbE&Bal.

ETAPA DESCRICAO DA ETAPA
Massa de A esqolha da massa de amo_stra deve garan'tir r_epmés'ﬂdade estatistica ao_resultaqlo final. Parmé&odo QuEChERS, a
amostra guantidade de amostra esc_qlhlda no desenvolvmienttqe 10 g, sendo esta considerada ideal quanipa@da a quantidades de
15 a 100 g normalmente utilizadas em outros métodosrresidud >,
Formas de A agitacdo manual ou com auxilio do Vértex possuias vantagens em relacdo a agitacdo mecanisa;aiaio, possibilidade de
agitacdo da realizar a extragdo a campo; a extracdo ocorreramnico frasco fechado ndo expondo o analistagdeapiuma vez que nao ha
amostra  necessidade de lavagem do homogeneizador no iltentie as extracoes
A utilizac&do de acetonitrila como solvente posgiidih extracdo de uma menor quantidade de co-exisdtpofilicos provenientes
da amostra, como por exemplo, ceras, gorduras mepigps. A acetonitrila proporciona a extracdo de uma anfplxa de
Extracio agrotoxicos com diferentes pola_ri_dades e, quandtifiaada, p,ermite recup_er_ag("),es satisfatérias detagicos que geralmente
apresentam problemas de estabilidade. Outra gneamtagem € que acetonitrila € mais adequada pafldl$@o que acetona e
acetato de etila e pode ser utilizada sem problemaaanalise por GC-MS. Assim, acetonitrila foi éisicia como solvente de
extrac&o para o método QUEChERS
A adicdo de sais para promover o efeito “salting éuutilizada em varios métodos multirresiduo. Begendo da natureza do
solvente utilizado na etapa de particdo, obtém-allores percentuais de recuperacao para analitaseppuma vez que a adicdo
de sais diminui a solubilidade destes compostdas®aquosa, bem como, a quantidade de agua narfgiseca e vice-verda>®
Particionam 3% A utilizacdo de sais secantes como sulfato déos@d,SQO;) tem a finalidade de melhorar a recuperacédo deté&gcos
ento entre as polare$®. A escolha do MgS$no desenvolvimento do método QUEChERS foi devidmir capacidade de remover agua quando
fases comparado a outros sais. Além de reduzir o voluenfage aquosa, sua hidratacdo € uma reacao exzgetaerido como resultado o
aguecimento entre 40 e 45 °C da amostra duranttapas de extracdo/particdo, favorecendo a exiraspmcialmente dos
compostos apolarésNa extracdo com acetonitrila, a adicdo de saisié conveniente uma vez que é rapida, facil, ssre baixo
custo, tem a grande vantagem de n&o diluir o exttaiamostra e proporciona a separacéo das fagesaa e aquoda®’
A etapa de limpeza é realizada para remover cetéxds que posteriormente possam afetar a corifiadé dos resultados.
Limpeza Com[zon_entes nao volét~eis dg matriz podem aderigisatema%de injecao e também a coll_ma cromatogrﬁm:mentarjdo a
(clean-up) frequéncia de manutencao, além de alterar a resgossistenia® A etapa de limpeza ocorre simultaneamente coemag¢&o de

agua residual na D-SPE. Esta etapa de remocédo wke @gporciona um extrato final de menor polaridaf@eilitando a
precipitacéo de co-extrativos polares.
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O sorvente tem a funcao de reter as interferénlgianatriz que, apos agitacdo manual
e centrifugacdo, torna o extrato apto para seraidge no sistema cromatograficaOs
sorventes mais utilizados nos tubos usados na DsEBEPSA Rrimary Secondary Amine
C18 e CGB (carbono grafitizaddsraphitised Carbon Blagk A estrutura bidentada do PSA
tem um elevado efeito quelante sob os pigmentaargmle aglcares, devido a presenca dos
grupos amino primario e secundario. Como resultadetencdo de acidos graxos livres e de
outros compostos polares presentes na matriz @ rfarie. Uma limpeza eficiente garante
uma maior vida 0til para insersores e colunas crognaficas, reduzindo assim a
contaminac&o do sistema cromatografico e minimiaanefeito matriz> *°

GCB é eficiente para remocédo de pigmentos comofire esterdis e, além destes,
também retém os agrotoxicos de estrutura planan €18 € usado para remocao de
compostos apolares, assim como lipitflos

Desde seu desenvolvimento, o método QUEChERS tefrides diferentes
modificagcbes para ser empregado na determinacadifdeentes analitos em diferentes
matrizes. Como um meétodo multirresiduo para deteagdio de agrotdéxicos em alimentos,
empregando métodos cromatograficos acoplados atempetria de massas, uma ampla

aplicabilidade vem sendo observada em inimerascpgbes da aréa

3.4.2 Método QUEChERS citrato e modificado
Apesar de a versao original ter demonstrado exiesarsultados em diferentes tipos

de amostrdd 4>

algumas aplicacdes mostraram que certos compogiEseatavam
problemas de estabilidade e/ou recuperacdo deacord o pH da matrfZ ** Desta forma,
durante o periodo de otimizacdo do método, peresbaue a utilizacdo de tampdes (pH 5,0)
promoviam recuperacOes satisfatorias (>70%) parmpostos dependentes do pH,
independente da matriz utilizdd4>

Em geral, os agrotoxicos sdo estaveis em pH adiwém, alguns compostos
apresentam baixos percentuais de recuperacdo quandpH &cido, devido ao fato de
estarem protonados e solubilizados na fase aquméga,sendo recuperados na etapa de
particdo. O pH é importante tanto para compostosigeis em meio acido como aqueles
sensiveis a degradagcdo em meio alcalino. Dessa foeromenda-se uma faixa de pH entre 4
e 5 uma vez que, a mesma proporciona boas recpsrpara agrotoxicos sensiveis em meio
acido, além de garantir estabilidade para aquelesigeis em meio alcaliffo

As frutas e os vegetais apresentam um pH natueaVgua entre 2,5 e 6,5. Portanto, o

ajuste do pH também esté relacionado a presenca-éetrativos na fase orgéanica, uma vez
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que se observa uma maior presenca de gordura@sdpiaxos quando a extracdo é efetuada
em meio &cidd

A adicdo de uma etapa de tamponamento foi a panmeodificacdo proposta para o
método QUEChERS, com o objetivo de melhorar osepéuais de recuperacédo (70-128%)
Lehotay et al(2005}§, propuseram o método “QUEChERS modificado”, em gerteacao é
realizada com acetonitrila contendo 1% v/v de aaitico (HAc), e o efeito tamponante (pH
4,8) é promovido pela adicdo de acetato de s6dia@OONa). Anastassiades et al. (2d47)
propuseram o método “QUEChERS-citrato” que utilimaa mistura de citrato de sédio
diidratado e citrato dissddico hidratadomo responsaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-
5,5). Em 2008, &curopean Committee for Standarisatiaficializou o0 método “QUEChERS
citrato” como método de referéncialdaido Européira(UE).

Na Figura 3 estdo representados os procedimensmdtodos citrato e modificado,

respectivamente.



25

Figura 3 - Representacdo do método QUEChERS cératodificado.

ETAPA 1

(Extracéo)

ETAPA 2
(Particao)

ETAPA 3
(Clean-up)

—

=

Citrato

10 g de amostra

(Tubo Falcon 50 mL’

10 mL de MeCN

Agitacao manual de 20s e
em vortex por 1 min

/ 4 g de MgSQ \

+

1 g de NaCl
+

1 g GHsNazO7.2H,0
+

\ 0.5 a GGHsNa,O,.1,5H,0 j

Agitacdo manual de 20s e
em vortex por 1 min
+
centrifugacdo de 4000 rpm
por 2 min

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSQ
+
50 mg PS/

Agitacdo manual de 20s
+

centrifugacao de 4000 rpm
por 2 min

Modificado

10 g de amostra

(Tubo Falcon 50 mL]

10 mL de MeCN
(1% de CH;COOH)

Agitacao em vortex por 1 min

~

4 g de MgSQ
+
1,7 g de CH3COONa

J

Agitagdo em vortex por 1 min
+
centrifugacdo de 10000 rpm
por 10 min

2 mL sobrenadante
+
300 mg MgSQ
+
100 mg PS/

Agitacdo em vortex por 30 s
+
centrifugacdo de 10000 rpm
por 5 min

Analise cromatografica
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3.5 Efeito matriz

A complexidade das matrizes utilizadas em andliesigrotoxicos e o numero de
compostos que co-eluem com elas acabam gerando roblempa durante a andlise,
denominado efeito matriz (EM). Este efeito pode remado pela significante diferenca de
resposta obtida em padrfes preparados no solvemmeelds preparados no extrato da
matriZ®>. O efeito matriz pode gerar sérios problemas teedi devido a possivel
superestimacao da concentracdo dos analitos ounugéo da resposta do detector de um
analito presente no extrato da amostra, quando @@udp a0 mesmo analito em solvente
organic4’. Assim, o EM também é utilizado para explicar asas de recuperacdo de
agrotoxicos que excederem 100% e a baixa preceséesdltados.

Em GC, o efeito de matriz pode ocorrer em partegrdprio sistema cromatografico,
no injetor. No injetor, diner/insersor (tubo de vidro) € o principal responsgead efeito de
matriz, pois os sitios ativos deste material poddsorver ou induzir a degradacao térmica de
alguns analitos, promovendo assim o enriquecimenta diminuicdo do sin&l Os sitios
ativos sao formados por grupos silanais livres ammeotencialmente presentes na superficie
do liner, os quais podem surgir a partir de co-extrativads wolateis que se depositam na
entrada do sistema cromatografico durante repegidalise?’.

Varias precaucdes podem ser usadas para eliminadoair este efeito: uma delas é
reduzir a quantidade de componentes da matriz gigduem com os analitos no detector e,
para isto, métodos de extracdo mais seletivospagtaais eficientes ddean-updevem ser
desenvolvidos. Além disso, pode-se citar: (a) usopddrdes preparados em brancos da
matriz, (b) uso do método de adicdo padrdo, (®reskta limpeza para reduzir componentes
da matriz, (d) uso de padrbes internos, com terdpagtencdo proximos ou idénticos aos do
analito, afetados similarmente aos analitos petosponentes da matriz, (€) uso de-
columnou outras formas de injecdo em GC para evitaredoetle sitios ativos, (f) colocar
componentes da matriz com a tentativa de preerashsitios ativos e (g) utilizacdo do GC
acoplada a espectrometria de massas sequenhaialém Mass SpectrometiMS/MS), que
possibilita a andlise de residuos de agrotoxicasiaa de tracos na presenca de interferentes
provenientes da matriz.

Métodos como de adicdo padrdo tem a desvantageserdeecessaria uma curva
analitica para cada amo$ftaD uso de padrdes preparados em extratos dosolsrérec opcéo

mais utilizada para resolver o problema de efegtricn
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3.6 Parametros de validacao
Neste trabalho ndo sera realizada a validacdo dadoiegia, no entanto, alguns
parametros utilizados nos processos de validag@o seilizados para avaliar as eficiéncias

dos processos que estédo sendo propostos. Estesepasisdo a precisdo e a recuperacao.

3.6.1 Precisdo

E o termo geral utilizado para avaliar a dispersfis resultados de ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostratrasn®smelhantes ou soluc¢des analiticas
de referéncia, analisadas em condi¢cbes defitfidagorma de expressar a preciséo é através
da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD%) é@€§o 1), também conhecido como

coeficiente de variacéo (CV).

RSD%  ou CV%:Xixloo (1)
m

onde:
s = estimativa do desvio padréo absoluto
Xm = média de uma série de medidas (replicatas)

A repetitividade e reprodutibilidade séo as fornmess comuns de expressar a precisao
através do desvio padréo relativo. Na anéliseat®s:; valores até 20 % sado acéitos

Repetitividade refere-se ao grau de concordanciee evs resultados de medigcbes
sucessivas de um mesmo analito, efetuadas sobsmsaseondicdes (procedimento, analista,
equipamento, local, em um curto espaco de temsig trmo € adotado pelo Vocabulario
Internacional de Metrologia, INMETR® A ANVISA utiliza 0 mesmo conceito para o termo
repetibilidade.

Ja a reprodutibilidade é o grau de concordanciaimdemensurando, sob diferentes
condicdes de andlise. E obtida na comparacaoabtaatorial dos resultads

A precisdo intermediaria indica o efeito das vdres; dentro do préprio laboratério
devido a eventos como diferentes dias, analistaspamentos ou a combinacio destes. E
reconhecida como a mais representativa da vadab# dos resultados em um Unico

laboratérig™.
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3.6.2 Recuperacao
A recuperacdo (R) é utilizada para avaliar o deseimgp global de um método de
analise, pois inclui tanto perdas de analitos deranprocedimento de extragcdo como efeito

matriz (EMY? A recuperacdo é calculada conforme a Equacao 2:

R(%) = % x100 @)

onde:

C = Area absoluta dos picos cromatogréaficos dos asabitraidos da matriz pré-
fortificada;

A = Area absoluta dos picos cromatograficos dos @salito solvente (solucdo
padrao);

Valores de R proximos a 100%, geralmente indicam agirecuperacdes do método
estdo préximas a 100% e o efeito matriz € baixéerBigcas entre R% e EM indicam que
deve ser utilizada a curva construida no extratond#riz para a determinacdo das

recuperacdes, pois o efeito matriz é%4lto

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selecao das amostras representativas

A escolha de uma amostra representativa para acag@ gle alimentos foi realizada
com base na selecdo de matrizes representativas adidacdo de procedimentos de
determinacdo de agrotoxicos, estabelecido pelo Stéino da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA). A Tabela 3 apresenta os piagide origem vegetal, de acordo com
suas propriedades comuns e espécies representatiliaados para o desenvolvimento deste

trabalho.
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Tabela 3 - Matrizes representativas para a detagéion de agrotoxicos em produtos de

origem vegetal.

Grupos de produtos Propriedades comuns Espéciesespativas
I Alto teor de agua e clorofila Repolho
I Alto teqr de agua e ausgnma Uva
ou baixo teor de clorofila
1] Alta acidez Cebola
\Y, Alto teor de agucar Beterraba
V Alto teor de Oleos/gorduras Abacate
VI Auséncia ou baixo teor de AIToz

agua

Fonte: Adaptado de MAPA, 2011.

4.2 Selecéo dos agrotoxicos para o estudo

Inicialmente, os agrotoxicos alvos deste estudanfiodefinidos por meio de cada cultura

a ser avaliada (arroz, abacate, beterraba, caleplaho e uva), a partir de uma consulta nas

paginas eletrbnicas da Agéncia Nacional de VigitBanitaria (ANVISA) e com base no

Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos émeAtos (PARA). Além disso, para

selecionar os analitos, foi considerada a displiddtie de padrbes destes compostos no

laboratorio e a possibilidade de determinacdo pmnatografia a gas.

4.3 Instrumentacéo

v' Agitador Vortex modelo SIEGER AV (Sieger);
v Balanca Analitica de precisdo com quatro casasndésimodelo M2143Ai (Bel

Engineering);

ISR N N N N

Centrifuga de tubos modelo Megafure 16R (Thermergific);
Micropipetadores automaticos com capacidade vdr(&@e- 1000 pL);
Liquidificador industrial, modelo LQI-04 (Vitalex);
Moinho de rotor modelo MA- 09CFT (Marconi);
Sistema de Purificagdo de agua Milli-Q Integralbll{pore);

Cromatografo a gas, GC-MS QP-2010 SE Shimadzu,padai com injetor

split/splitless, fonte de ionizacdo por impacto elétrons (El) e filtro de massa

guadrupolo;
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Coluna capilar de silica fundida: Rtx-5MS (Reste&n dimensées 30 m x 0,25

mm d.i., 0,25 um de espessura do filme. Aquisig@alados pelo software GC Solution

Shimadzu.

4.4 Solugdes, reagentes e materiais

v' Acetato de sédio anidro p.a. (J.T. Baker);

v' Acetonitrila grau HPLC (J.T Baker);

v Acido acético glacial p.a.(Dinadmica);

v Agua Ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Intab5, Millipore (resistividade
18,2 MQ2 cm);

v' Citrato de sédio diidratado p.a. (Sigma-Aldrich);

v' Citrato dissédico hidrogenado p.a. (Vetec);

v' Cloreto de sédio p.a. (Sigma-Aldrich);

v' Frascos de vidrov{al), capacidade de 2,0 mL (Waters);

v' Padrbes analiticos (Dr.Ehrenstorfer): aletrina @8,0 bifentrina 99,5%;

bromuconazol 98,0%; bromopropilato 99,0%; clorfend®,0%; clorotalonil 98,5%;
dicofol 99,0%; etiona 99,0%; fenitrotiona 98,0%:am 99,0%; lambda-cialotrina 98,5%,
oxifluorfem 98,0%, permetrina 99,0%, picoxistrob8%0% e procimidona 98,0%.

v

v
v
v

Sorvente amina priméria secundaria (PSA) Bond8giinGa-Aldrich);
Sulfato de magnésio anidro (Sigma-Aldrich);
Tubos Falcon, com tampas rosqueaveis, capacidatie e&0 mL;

Vidrarias em geral (baldes volumétricos, pipetdametricas, béqueres, etc).

4.5 Processamento das amostras

As amostras “branco” (isentas de agrotdxicos) adab neste estudo foram adquiridas

em feiras ecoldgicas de Porto Alegre e processamderme descrito abaixo:

a) Abacate, beterraba, cebola, repolho e uva: pordéeS00 g foram processadas até

completa homogeneizacao, com auxilio do liquiddaaindustrial Vitalex, e a seguir

foram acondicionadas em freezer com temperatuiaatia — 4 °C, até sua utilizacao.

b) Arroz: porcdo de 70 g foi processada com o audiionoinho de rotor e adicionada a

mesma massa de agua ultrapura para realiza¢slomip A seguir, foi acondicionada

em freezer com temperatura abaixo de — 4 °C, atétdizacao.
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4.6 Preparo das solugdes analiticas

A Tabela 4 apresenta o nome, férmula moleculaicitxde, classe, grau de pureza e
grupo quimico dos padrfes analiticos utilizadoa padlesenvolvimento deste trabalho.

Para o preparo das solucdes analiticas estoqe@soefse o calculo para determinar o
volume de cada padrédo liquido, a fim de se obtkrg8es individuais dos compostos, na
concentracdo de 100 mg'LEstas solucées individuais foram preparadas gielicdo dos
padrdes liquidos em acetonitrila, considerandoanl gie pureza e foram injetadas no sistema
GC-MS para determinacao do tempo de retencdo etesple massas de cada composto.

Para a realizacdo da separagdo cromatograficaapalise do espectro de massas, foi
preparada uma solugéo contendo a mistura de talosmpostos, na concentracao de 1 mg
L para os analitos: forato, fenitrotiona, dicofolifebtrina, aletrina, procimidona,
picoxistrobina, clorfenapir e de 2 mg Ipara clorotalonil, oxifluorfem, etiona, bromuconbz
bromopropilato, lambda-cialotrina e permetrina.

Para avaliar os trés procedimentos do método QURShEbi preparada uma solucao
de 50 mL da mistura em acetonitrila, na concentraigi20 vezes a solucdo de 1 mbe.2
mg L. Essa mistura intermediéria foi utilizada paransaios de fortificacdo na matriz e no
solvente, a fim de avaliar o percentual de rec@yderade cada processo e precisdo dos
métodos. A solucdo foi entdo armazenada em frasb@ée estocada a -18 °C protegida da

luz.
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Tabela 4 - Férmula molecular, toxicidade, grau deepa, classe e grupo quimico dos

agrotoxicos selecionados.

Agrotoxico Formula molecular ~ Toxicidade®  Pureza(%) Classe Grupo quimico
Aletrina CigH2605 11 99,0 Inseticida Piretréide
Inseticida
Bifentrina Cy3H5.CIF0, Il 99,5 Formicida Piretréide
Acaricida
Bromuconazol  CizHiBrClNsO, 1l 98,0 Fungicida Triazol
Bromopropilato Cy7H16Br203 1l 99,0 Acaricida Benzilato
Clorfenapir CisH1,BrCIFN,0 I 99,0 Inseticida  Analogo de
Acaricide pirazo
Clorotalonil CsCl1aN> Il 98,5 Fungicida Isoftalonitrila
Dicofol C14HoCl50 1] 99,0 Acaricida Organoclorado
Etiona CoH2:04P,S4 I 99,0 'Iarjset'm}da Organofosforado
caricida
Fenitrotiona GH1:NOsPS 1] 98,0 Lﬁ?ﬁ:gg? Organofosforado
Acaricida
Forato C/H:0,PS I 99,0 Nematicida Organofosforado
Inseticida
A-cialotrina CuoH1sCIFNO; 1 98,5 Inseticida Piretréide
Oxifluorfem CysH1,CIFNO, Il 98,0 Herbicida Eter difenilico
Permetrina &H>ClL,03 11 99,0 II:r:)Sr?rt:ggz Piretroide
Picoxistrobina CigH16F3NO4 1] 99,0 Fungicida Estrobilurina
Procimidona Ci3H11.CILNO, v 98,0 Fungicida Dicarboximida
Fonte: ANVISA, 2011.A = lambda.
@ | _ extremamente toxico; Il — altamente téxicolmoderadamente toxico; IV — pouco toxico.

4.7 Avaliacdo do método QUEChERS

As amostras utilizadas neste estudo foram fortihsaadicionando 506L da mistura
de padrBes. Para cada matriz, foram também pregmsalucdes padrdo da mistura dos
analitos, diluindo-se 50L da mistura em 95QL de acetonitrila, para calculos de percentual
de recuperacdo dos agrotoxicos em estudo e pretdis@métodos. Os procedimentos foram

realizados em triplicata e injetados no cromat@gaéagas.

4.7.1 Método QUEChERS original

Para o método QUEChERS original, desenvolveu-s&élisa de acordo com a Figura
2. Pesou-se 10,0 g de amostra diretamente em wnFalbon (com capacidade de 50,0 mL);
realizou-se a fortificacdo da amostra utilizand® pQ da mistura de padrbes, deixando o

sistema interagir durante 10 min. Apds, adicioneut8,0 mL de MeCN para a extracdo;
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agitou-se manualmente por 20 s e em Vértex poiint adicionou-se 4,0 g de sulfato de
magnésio anidro (MgS{pe 1,0 g de NaCl; repetiu-se a etapa de agitagfinual de 20 s e
em Vortex durante 1 min e, por fim, centrifugou-ae&5000 rpm durante 5 min. Para a etapa
de limpeza, transferiu-se 1,0 mL do sobrenadaate @utro tubo Falcon (capacidade de 15,0
mL), contendo 150,0 mg de sulfato de magnésio an{tiftgSQ) e 25,0 mg de amina
priméria secundéaria (PSA) e, em seguida, agitatonesvamente por 20 s manualmente e
centrifugou-se a 6000 rpm durante 1 min. Apos,tiooese o sobrenadante, colocou-se em
uma seringa de vidro com filtro de 0,28 acoplado, para garantir que nenhuma particula em
suspensao entrasse no sistema cromatografico, oces®ec emvial com capacidade de,
aproximadamente, 2 mL e injetou-se no GC-MS paéissndos dados. Da mesma maneira,
realizou-se a extracdo da amostra “branco”, sentapaede fortificacdo, para verificar a

auséncia destes agrotdxicos na matriz.

4.7.2 Método QUEChERS citrato

Para o método QUEChERS citrato, desenvolveu-sélsamle acordo com a Figura 3.
Pesou-se 10,0 g de amostra diretamente em um talbonF(com capacidade de 50,0 mL);
realizou-se a fortificacdo da amostra utilizand® fQ da mistura de padrdes, deixando o
sistema interagir durante 10 min. Apds, adicioneut8,0 mL de MeCN para a extracédo;
agitou-se manualmente por 20 s e em Vortex porrt adicionou-se 4,0 g de MgsQ.,0 g
de sal NaCl, 1,0 g de citrato de sodio diidrata@gH§NazO,.2H,0O) e 0,5 g de citrato
dissédico hidrogenado {BsNaxO;.1,5H0); repetiu-se a etapa de agitacdo manual pore20 s
em Vortex durante 1 min e, por fim, centrifugouas#000 rpm durante 2 min. Para a etapa de
limpeza, transferiu-se 1,0 mL do sobrenadante pate tubo Falcon (capacidade de 15,0
mL), contendo 150,0 mg de Mg$® 25,0 mg de PSA, em seguida agitou-se novamente p
20 s manualmente e centrifugou-se a 4000 rpm dur@ntmin. Apds, retirou-se o
sobrenadante, colocou-se em uma seringa de vidro ftwo de 0,22xm acoplado, para
garantir que nenhuma particula em suspensdo enttassistema cromatografico, colocou-se
emvial com capacidade de, aproximadamente, 2 mL e isgtoe GC-MS para analise dos
dados. Da mesma maneira, realizou-se a extracdamastra “branco”, sem a etapa de

fortificacdo, para verificar a auséncia destestagrcos na matriz.

4.7.3 Método QUEChERS modificado
Para o método QUEChERS modificado, desenvolveuasélése de acordo com a Figura

3. Pesou-se 10,0 g de amostra diretamente em wndeil-alcon (com capacidade de 50,0
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mL); realizou-se a fortificagdo da amostra utilidarbOOuL da mistura de padrdes, deixando
o sistema interagir durante 10 min; adicionou-s® HOL de MeCN acidificada com 1% de
acido aceético (v/v) para a extracdo; agitou-se a@rtex por 1 min; adicionou-se 4,0 g de
sulfato de magnésio anidro (Mg9Ce 1,7 g de acetato de sédio anidro {CBONa);
repetiu-se a etapa de agitacdo em vortex durami@ & por fim, centrifugou-se a 10000 rpm
durante 10 min. Para a etapa de limpeza, empregarndonica Extracdo em Fase Sdlida
Dispersiva (D-SPE), transferiram-se 2,0 mL do saddante para outro tubo Falcon
(capacidade de 15,0 mL), contendo 300,0 mg de MgS®00,0 mg de PSA, seguido de
agitacdo em Vértex por 30 s e centrifugou-se a Q0P durante 5 min. Apds, o retirou-se
sobrenadante, colocou-se em uma seringa de vidro ftwo de 0,22xm acoplado, para
garantir que nenhuma particula em suspenséo entrassistema cromatografico, colocou-se
emvial com capacidade de, aproximadamente, 2 mL e inggaw GC-MS para analise dos
dados. Da mesma maneira, realizou-se a extracédamastra “branco”, sem a etapa de
fortificacdo, para verificar a auséncia destestagrcos na matriz.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria dsamna

Em cromatografia & gés, parametros como a colunserausada, rampa de
aquecimento, temperatura do injetor, entre oug®s,necessarios para a utilizacado da técnica.
Nas Tabelas 5 e 6, estdo descritas as condic@esatise do GC-MS.

Tabela 5 - Condic¢des de analise dos agrotoxicoSEBMS.

GC
Coluna capilar RTX 5M$30m x 0,25 mm x 0,25 um)
Volume de injecao 1puL
Temperatura do injetor 280 °C
Modo de injecéo Splitless
Fluxo de géas Hélio 1 mL mih
MS
Temperatura da fonte El 250 °C
Temperatura da interface 310 °C
Modo de monitoramento SCAN e SIM

Fonte de ionizacéo El (70 eV)
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Tabela 6 - Programacado da temperatura do fornoatogréfico, totalizando um tempo de
analise de 37,8 min.

Taxa °C min™®) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)
-- 100,0 0,0
25,0 150,0 0,0
5,0 200,0 0,0
15 230,0 1,0
25,0 300,0 2,0

As condicdes de separacdo cromatografica para ead#ito foram realizadas,
primeiramente, no modscana fim de se obter o tempo de retencédo e o espaetrnassas
correspondente a cada um. Apés, a andlise da midauconcentracdo 1 mg'le 2 mg [*
desses compostos foi realizada. A partir dos eseale massa de cada composto,
determinaram-se os ions (raz&fz mais intensos) a serem monitorados no modo Sit Es
modo é mais sensivel, pois permite atingir limdesdeteccdo e quantificacdo na ordem de
ultratraco (ng [}). Na Tabela 7 estdo apresentados os fons seldomrapartir dos espectros
de massas dos agrotoxicos em estudo.
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Tabela 7 - lons monitorados, massa molar, tempaetiencdo e janela de tempo dos

agrotoxicos.

Janela de tempo

. Massa molar Tempo de retencdo lons monitorados para
Agrotoxicos ) )
(g/mol) (min) (m/z) monitoramento
(min)
Forato 260,4 6,80 75/, 121 5,00 - 7,50
Clorotalonil 265,9 8,77 264 /,265 8,00 - 9,50
Fenitrotiona 277,2 10,78 109 /,125 10,50 - 11,20
Dicofol 370,5 11,52 111/,139 11,20-12,60
Aletrina 302,4 13,00 79/,123 12,60 — 13,16
Procimidona 284,1 13,21 96 /, 283 13,16 — 14,00
Picoxistrobina 367,3 14,64 145/, 335 14,00 - 15,00
Oxifluorfem 361,7 15,70 252/, 302 15,00 - 16,20
Clorfenapir 407,6 16,43 59/, 247 16,20 - 17,00
Etiona 384,5 17,42 97 /,231 17,00 - 18,00
22,05 20,00 — 22,40
Bromuconazol 377.1 173/ 295
(isbmeros) 23,85 23,50 — 26,00
Bromopropilato 428,1 22,47 183/,341 22,40 — 22,80
Bifentrina 4229 23,19 166 /,181 22,90 — 23,50
A-cialotrina 449,9 26,80 181/, 197 26,50 — 29,00
. 30,70
P_ermetrma 391,3 163/,183 30,00 — 33,00
(isbmeros) 31,42

fons em negrito representam os ions de maior itats

Com base nestas condi¢cbes, foi obtido o cromatmgrda mistura de padrdes
apresentado na Figura 4. Os agrotdxicos estaosmmezlos por niumeros em ordem de
eluicdo conforme estdo identificados na Tabela @stdN figura é possivel visualizar

claramente a separacao cromatografica dos analitos.



37

Figura 4 - Cromatograma do lon Total (TIC) para 15 agrotoxicos estudados na
concentracéo de 1 e 2 mg.L
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1: Forato; 2: Clorotalonil; 3: Fenitrotiona; 4: Dfog 5: Aletrina; 6: Procimidona; 7: Picoxistrobina:
Oxifluorfem; 9: Clorfenapir; 10: Etiona; 11: Bromuamol (isdmeros); 12: Bromopropilato; 13: Bifentriria: A-
cialotrina; 15: Permetrina (isémeros).

5.2 Utilizagdo dos métodos QUEChERS original, citratoaalificado

Para a escolha do método mais eficiente de extrdgéaagrotoxicos estudados em
amostras de abacate, arroz, beterraba, cebolag uepolho foram avaliados os métodos
QUEChERS original, citrato e modificado em termos kcuperacdo e precisdo. A
recuperacao foi usada para facilitar na escolh@ @st procedimentos de extracao e verificar

a ocorréncia de efeito matriz e a precisao foiiagalna forma de repetitividade.

5.2.1 Recuperacao

A recuperagcdo do método envolve tanto perdas du@mrocedimento de extragdo
como o efeito matriz (EM). Para avaliar quantitatnente o efeito matriz, deve-se construir
uma curva de calibracdo interna e correlacionaeentoncentracdo do analito dissolvido em
um solvente puro e a razdo area do pico cromaiogrébrrespondente ao analito pela area
do pico do composto denominado padrdo interno. eNestudo, as amostras foram
fortificadas na matriz em apenas um nivel de canae#o, e realizadas comparacfes das

areas dos analitos na matriz pré-fortificada conaraas dos analitos na solucédo padréo, na
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mesma concentracdo. Dessa maneira, foi possivéisama presenca significativa deste
efeito, porém ndo quantifica-lo.

Como pode ser observado na Tabela 8, o percentustadiperacao foi alto para a
maioria dos analitos, resultado do enriquecimemicsidal em razdo da complexidade das
matrizes analisadas. Pode-se notar que os maieressesncontrados em cada amostra foram
para os agrotoxicos: Fenitrotiona, Aletrina, Oxftiem, Clorfenapir, Etiona, Bromuconazol,
Bromopropilato, Bifentrinal-cialotrina e Permetrina.

Compostos do grupo dos piretroides, apesar de serenos polares, apresentam
efeito de matriz significativo. Neste caso, a eflavenassa molar dos agrotéxicos (acima de
400 g mol’) para)-cialotrina, bifentrina e bromopropilato e pararpetrina (391,3 g md),
dificulta a volatilizacdo e menor quantidade ddlitmé introduzida na coluna cromatografica
quando preparado em solvente puro, produzindo rasnaspostds Estudos revelam que
compostos contendo grupamentos -P=S (organofosfeyadomo é caso da fenitrotiona e
etiona, e -N= (imidazoles e benzimidazoles), naoods clorfenapir e bromuconazol sao
bastante suscetiveis ao efeito méafriAssim como, compostos mais polares, nesse caso o
oxifluorfem e bromopropilato.

Efeito matriz positivo em GC-MS, é frequentemergsogiado aos componentes da
matriz que evitam que certos analitos sejam ad$osvadiner/insersof’. Quando a soluco
padrdo é preparada em solvente puro, os sitiossatio liner estdo disponiveis para a
retencdo dos analitos e quantidades menores degtl®s sdo transferidas para a coluna e o
detector. Quando a analise € realizada em um extwificado, ocorre uma competicao entre
0S componentes da matriz e os analitos pelos sitiegs doliner, resultando numa maior

resposta do detector para o0s analitos provenienties extrato da matriz.
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Tabela 8 - Recuperacéo percentual dos métodos giogppara determinacdo de agrotdxicos nas amastliaadas, obtidos por comparagéo

com a solucdo padrao em acetonitrila.

R(%)
Agrotoxicos Abacate Arroz Beterraba Cebola Repolho | Uva
O C M O C M O C M O C M O C M ‘ O C M
Forato 1406 | 1575| 1144 1064 1110 104]3 989 1000 99,6997 | 1008 | 969 | 970 979 961 1258 1322 1107
Clorotalonil 452 | 550 420| 1069 2848 362p 1123 402 4399 - - 80 | 63 | 218 1739 1558 2897
Fenitrotiona 2658 | 2801 206 1804 217,1 221]4 97)6 10D.8 51182160 | 2147 | 2213 1571 1573 1413 2597 2753352
Dicofol 756 | 749| 752 944 954 995 994 1085 996 1005970 | 1003 | 1011 1037 94p  124p 1269 1067
Aletrina 2221 | 2450 192 2704 3408 412)6  96|1 1065 2197,3800 | 4000 | 4148 1292 1312 1267 2608  281,056,02
Procimidona 843 | 8L0| 1233 995 982 1044 1121 121,6 11210061 | 981 | 1057| 986 992 976 967 1036 934
Picoxistrobina 1206 | 1495| 1504 1031 1070 1117 985 1063 21p4101,8 | 101,8| 1035| 1080 1093 1049 1315 13881601
Oxifluorfern 2916 | 3362 2084 160d 1895 2131 880 844 1231573 | 1805 | 1742| 1550 1557 1510 1463 1685 0416
Clorfenapir 840 | 882| 885| 1293 1336 1355 1049 1117 1062053 | 1044 | 110,5| 106, 100p 1012 1359 1422 8123
Etiona 1643 | 1741] 1438 2521 2758 2817 1085 101,7 31121653 | 1612| 1679 1218 122]3 1165 1914 2081764
Bl | 2258 | 2354 2233 6008 818k 7019 1088 1162 ,71p52054 | 2065| 2402 1646 163]8 15{,2 3148  34L276,9
Bromuconazol —go— o 2867 2604 8614 13500 11805 1316  1ds.@601 3240 | 3165| 3993 3085 2873 2803 4815 5080 478.9
Bromopropilato 1268 | 1205 1134 1370 1380 1845 1187 11b6 91093046 | 2886| 3139 1055 955 1057 1272 15636271
Bifentrina 963 | 1028] 780] 130,41 1310 1319 1045 1166 107,1169 | 1196| 117.8| 1101 1133 1037 1427 1465 7112
"-cialotrina 8046 | 6715 750, 11028 23415 19932 17L2 158892 | 3348,1| 30856 21880 27152897 | 199,6] 17020 20308 9425
_ P1 | 2683 | 2561 2534 1644 1676 167]9 1234 1331 ,81p71809 | 1803 | 1840 1298 134]s 1207 1963  208.8677
Permetiina o~ 212473 1874 2014 2065 2070 1233 1306 61082051 | 2073| 2085 1297 134f 1217 2105 2252839

B1, B2 = isbmeros do Bromuconazol; P1, P2 = isémdePermetrina; O = QUEChERS original; C = QUECBERato; M = QUEChERS modificado.
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Dentre os agrotéxicos analisadas;ialotrina apresentou o maior efeito de matriz na
amostra de cebola. O cromatograma da figura Stil@ado para exemplificar o EM positivo
para os métodos QUEChERS original, citrato e muatiio. Os demais compostos também

apresentaram perfil similar, porém menos pronurmciad

Figura 5 - Exemplo de cromatograma para compardgdamétodos QUEChERS e solucao

padrédo para-cialotrina em cebola.
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De acordo com a Tabela 8, também foi possivel saségambém uma diminuicdo do
sinal para o clorotalonil no abacate e repolhogdsearste Ultimo um percentual de recuperagéo
muito abaixo de 100%. Uma possivel explicacdo pesi® comportamento pode estar
relacionada com os componentes da matriz, quegignal forma se degradam ou reagem
com o analito, gerando um efeito de matriz negatocromatograma da figura 6 para o
clorotalonil, exemplifica 0 EM negativo para os otis QUEChERS original, citrato e
modificado, na amostra de repolho.
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Figura 6 - Exemplo de cromatograma para compardgdamétodos QUEChERS e solucao
padréo para clorotalonil em repolho.
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Ainda para 0 mesmo analito, observa-se que nd&nfmntrado na cebola. O fato de o
clorotalonil ser um analito sensivel ao pH e regueondi¢cdes analiticas adequadas para
evitar sua perdapode ter ocasionado sua degradacdo, tendo emovislito teor de acidez
existente nesta amostra. Embora os agrotoxicosnseégen sua maioria, estaveis em pH
acidos, baixos percentuais de recuperacdo tambéenpcer explicados por estarem

protonados e solubilizados na fase aquosa, nd®@ seadperados na etapa de particéo.

5.2.2 Escolha do procedimento de extracdo em funcao daperacéo

Para selecionar o método mais eficiente na extrdo8aagrotoxicos em amostras de
abacate, arroz, beterraba, cebola, repolho e waipa-se a recuperacdo. Este ensaio foi
utilizado, pois envolvem as etapas desde a fagfo da amostra, com concentracéo
conhecida de padrao, extracao, particao e limpeera,como a andlise cromatogréfica.

Neste trabalho, objetivou-se escolher o métodorgsigonda de forma eficiente para a
extracdo do maior numero de agrotoxicos e com mefeilo matriz para todas as matrizes
analisadas. Para realizar a avaliacdo da recuperag@nalitos foram categorizados dentro de

trés grupos (menor que 80%, entre 80 e 120% e esague 120%), considerando uma faixa
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de + 2098°. As Figuras de 8 a 13 mostram os trés métodos BHRS utilizados em cada

amostra.

Figura 7 - Recuperacao para os métodos origirteat@ie modificado para o abacate.

|
% ORIGINAL
(&)
(1]
o]
< MODIFICADO >120%
(@]
g ® 80-120%
S CITRATO = <80%

0 5 10 15
NUmero de agrotéxicos

Figura 8 - Recuperacédo para os métodos origirtedt@ie modificado para o arroz.
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Figura 9 - Recuperacao para os métodos origirtedt@ie modificado para a beterraba.
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Figura 10 - Recuperacédo para os métodos origiitiefa@e modificado para a cebola.
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Figura 11 - Recuperacao para os métodos origittiedface modificado para o repolho.
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Figura 12 - Recuperacao para os métodos origiitedia@e modificado para a uva.
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Para as amostras de arroz e beterraba, obsenguese método QUEChERS original
apresentou um processo mais eficiente na extragii@grotoxicos pois apresentou 0 maior
namero de agrotoxicos dentro da faixa de 80-120%siderada. Este método tem como
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vantagem a utilizagdo de menores quantidades decsanparado ao citrato e modificado,
sendo 0 mais adequado para a extracdo de mataaeslto teor de aclcares e baixo teor de
umidade. O método QUEChERS modificado se mostras @figiente para a amostra de uva,
visto que a utilizacdo de acetonitrila acidificgotessibilitou a extracdo de um maior nimero
de analitos e, apesar de ser uma matriz represenpaira amostras com elevado teor de agua
e baixo teor de clorofila, as quantidades de sajgegada para a remoc¢ao de agua residual e
para a limpeza do extrato, foram adequadas. Pqvara, as amostras de abacate, cebola e
repolho, o0 nimero de analitos extraidos foi 0 mesmdicando que a escolha dos trés

métodos para este estudo seria possivel.

5.2.3 Preciséo

A precisdo foi avaliada em funcédo de repetitiviJadequal € definida como a
proximidade da concordancia entre os resultadosseressivas determinagbes do mesmo
mensurando realizadas sob as mesmas condi¢cOeabddhtr. A repetitividade foi avaliada
pela andlise das solucdes padrdao em amostras tramalizadas em triplicada (n=3) e
injetadas no GC-MS em simplicata. Os resultadoanfioavaliados através do desvio padréao
relativo (RSD) e estdo apresentados na Tabela 9.

Para os métodos de analises de tracos, sao acaliboss de desvio padrao relativo de
até 20 9%' Pode-se observar que apenas 0s agrotoxicos attmmidt A-cialotrina e
bromuconazol apresentaram valores fora do limitgbetecido e, para estes, a repetitividade

dos métodos propostos ndo deve ser considerada.



Tabela 9 - Precisdo em termos de repetitividadardtiedos QUEChERS em cada amostra utilizada.

Repetitividade — RSD (%)

Agrotoxicos Abacate Arroz Beterraba Cebola Repolho Uva

©) C M ©) C M @) C M Ol CI M| O C M ©) C M
Forato 2,1 2,6 17,9 0,7 2,2 3,8 4.1 3,4 1,0 16 19 38 0 2 73 1,5 2,9 1,0 1,7
Clorotalonil 16,5 5,4 16,8| 459 255 15, 22, 30,3 3|0 - - 79 254 | 28 15,4 24,7 11,0
Fenitrotiona 7.3 4.8 17,1 9,4 52 5,8 3,5 2,1 3,6 77 1,3 1.8 4 5 8,9 3,6 1,3 6,3 7.9
Dicofol 3,4 2,2 10,0 54 4,7 1,3 4,6 6,1 1,1 39 24 12 7 4, 39 0,7 4,1 53 3,5
Aletrina 3,0 2,4 10,0 185 6,9 2,3 4.9 5,1 2,6 90 30 423 4 72 0,7 4,3 57 53
Procimidona 6,0 0,2 13,8 3,6 4,9 2,0 5,2 4.4 1,6 36 1,0 0,7 3 4, 54 2,4 6,1 58 1,5
Picoxistrobina 4,6 1,7 3,7 4,3 3,3 2,4 1,2 4,6 2,6 20 14,1 08 4646 0,7 1,9 2,5 4,5
Oxifluorfem 2,4 4,0 259 | 121 7.3 3,9 1,9 3,6 27 141 36 6,651 7,6 2,9 76| 120 9,6
Clorfenapir 2,3 2,4 7.2 5,6 3,0 2,3 2,9 4,4 1,8 38 08 10 4349 0,2 2,0 3,3 4,9
Etiona 1,2 3,6 11,8 7,7 3,9 2,7 2,3 2,3 2,1 4, 1,7 38 3 6, 7.1 0,8 2,4 2,9 6,6
3,7 3,8 4,9 21,71 82 3,0 3,5 8,3 2,7 67 04 06 5 35, 58 1,2 3,5 6,6 8,7

Bromuconazol
B2 | 88 5,7 8,8 309 91 41/ 131 125 0P 142 54 4862 | 142| 192| 6,6] 13,2 5,4
Bromopropilato 3,0 1,4 12,5 44| 148 26 3,9 2,9 6,0 39 43 38,37 83 1,3 | 126 11 3,8
Bifentrina 0,4 3,4 14,5 3,3 4,2 2,4 2,4 6,6 1,4 40 11 33 1 4, 45 2,7 4,1 4,1 6,1
Lambda-cialotrina 21,7 8,9 225| 41,7/ 11,7 10, 27, 13,3 14,2 115 9,49 | 184| 77 20| 1624 218 87
. P1 | 50 5,2 10,7 4,7 4,6 2,8 4.9 5, 1,1 28 07 11 9 4, 49 1,0 3,6 3,2 7,5

Permetrina

P2 | o6 3,1 15,6 6,5 4,9 3,6 3,7 5,1 1,1 28 03 21 15, 57 2,5 3,8 3,6 6,8

B1, B2 = isbmeros do Bromuconazol; P1, P2 = isémdeoPermetrina; O = QUEChERS original; C = QUEChERato; M = QUEChERS modificado
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo da metodologia QUEChERS apresentouanefitiéncia para a extracao de
agrotoxicos em amostra de uva utilizando o métoddificado. Para as amostras de arroz e
beterraba, o método original se mostrou mais efeie, para as amostras de abacate, cebola
e repolho, este estudo revelou que a escolha @ssptocedimentos de extragdo pode ser
realizada.

Os métodos QUEChERS utilizados apresentaram rearms entre 80 e 120% e RSD
menor que 20%, este para a maioria dos analitoserento, observou-se efeito de matriz
positivo para a maioria dos compostos e efeito dgimnegativo apenas para o clorotalonil,
evidenciando a necessidade de correcdo do efeittattez através da construcdo da curva no
extrato e utilizacdo de padrao interno.

A determinacdo dos agrotéoxicos em estudo por GCiMSadequada, permitindo a
realizacdo de uma analise qualitativa, obtida &érpde fragmentos de massa caracteristicos
de cada analito, utilizando o modo de aquisigéane SIM. As condicBes cromatograficas
utilizadas permitiram a identificacado de todasudsstancias, em um tempo de analise de 37,8

minutos.
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