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RESUMO

A goiaba é uma das frutas tropicais mais populares e de grande aceitacdo no Brasil
e no mundo. A fruta goiaba pode ser alvejada por diversas pragas, reduzindo
consideravelmente o rendimento da produgcdo ocasionando a escassez da fruta no
mercado. Visando o aumento da produtividade e consequentemente atender a
demanda da populacédo sdo empregadas elevadas quantidades de agrotoxicos com
o intuito de combater as possiveis pragas que venham acarretar a deterioracdo da
fruta. Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo
multirresiduos de agrotoxicos em alimentos é fundamental para o monitoramento da
qualidade dos produtos consumidos pela populacéo, além de possibilitar aos 6rgaos
reguladores a obtencdo de resultados mais rapidos e confiaveis. Neste trabalho, foi
adaptado e validado um método para a determinagdo de agrotoxicos na fruta goiaba,
executando-se 0 preparo da amostra através do método QUEChERS maodificado,
substituindo-se o solvente acetonitrila ap6s a etapa de limpeza (clean up) por
solvente ciclohexano / acetato de etila 1:1 e adicdo de carvdo ativo para maior
limpeza do extrato. Os limites de deteccédo (LD) variaram entre 0,002 e 0,010 mg kg
e os limites de quantificacdo (LQ) variaram entre 0,005 e 0,030 mg kg™. Todas as
curvas analiticas construidas usando o0 solvente e a matriz apresentaram
significAncia estatistica. Quando comparadas as curvas analiticas, verificou-se forte
efeito matriz para o clorobenzilato, diferentemente do hexaclorobenzeno e da
ametrina onde o efeito de matriz foi pouco significativo. Nas analises de amostras de
goiaba comercializada na cidade de Fortaleza, foi detectado a presenca de
agrotoxicos em 7 amostras. Dos agrotoxicos detectados, apenas a trifloxistrobina é
permitida para a cultura da goiaba, entretanto a concentragdo deste composto é
inferior ao limite maximo de residuo permitido para a goiaba (LMR = 0,050 mg kg™)
segundo a ANVISA.

Palavras-chave: agrotéxicos, QUEChERS, goiaba



ABSTRACT

Guava is one of the most popular and widely accepted in Brazil and worldwide
tropical fruits. The fruit can be targeted by various pests, reducing considerably the
yield thus causing a slowdown or even a shortage of fruit on the market. Aiming the
increase in productivity and ultimately the population's demand high amounts of
pesticides are used in order to counter potential pests that may lead to a
deterioration of the fruit. Thus, the development of analytical methods for
multiresidue determination of pesticides in food is essential for the efficient
monitoring of these compounds in the products consumed by the population,
enabling regulators to obtain faster and more reliable results. In this work a method
for the determination of pesticides in guava was developed and validated, running
the sample preparation by modified QUEChERS method, replacing the acetonitrile
solvent after cleaning step by cyclohexane / ethyl acetate solvent acetate 1:1 and
addition of activated charcoal to extract greater cleanliness. The limits of detection
(LOD) ranged between 0.002 and 0.010 mg kg and the limits of quantification (LOQ)
ranged from 0.005 to 0.030 mg kg™. All calibration curves constructed in solvent and
in matrix showed statistical significance when compared to the analytical curves and
a strong matrix effect for chlorobenzilate, unlike hexachlorobenzene and ametrina
where the matrix effect was negligible. In the analyzes of samples of guava sold in
the city of Fortaleza, pesticides were found in 7 samples. Pesticides detected,
trifloxystrobin is only allowed for the cultivation of guava, however the concentration
of this compound is below the maximum residue limit allowed for guava (MRL =
0.050 mg kg?) according to ANVISA.

Keywords: pesticides, QUEChERS, guava
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial implica no aumento da demanda de
alimentos, que tem como consequéncia direta o uso de grandes quantidades de
agrotoxicos nas plantacdes objetivando prevenir e combater pragas, ao mesmo
tempo em que o uso dos mesmos visa a obtencdo da ampliacdo da produtividade
agricola (SANCHES et al., 2003).

A crescente utilizacdo de agrotoxicos na producdo de alimentos tem
ocasionado uma série de transtornos e modificacdes no ambiente, como a
contaminacdo de seres vivos e a acumulacdo nos segmentos biodticos e abidticos
dos ecossistemas (biota, agua, ar, solo, sedimentos, dentre outros) (PERES;
MOREIRA, 2003). Apesar da grande importancia das atividades agricolas, ha pouco
interesse no estudo de aspectos da salde e seguranca na agricultura. Por outro lado
existe grande interesse em desenvolver novas tecnologias para aumento da
producdo na agropecuaria, sem levar em consideracdo os impactos a saude e a
seguranca do trabalhador (TAVELLA et al., 2011).

No Brasil, a partir da década de 1970 tornou-se necessario a
regulamentacdo do uso de agrotoxicos, tendo em vista o crescente uso no pais
(TAVELLA et al., 2011). O Brasil se tornou o maior consumidor de agrotéxicos do
mundo em 2009, titulo que ainda mantém, o pais consome 20 % de todos 0s
agrotéxicos do mundo. Essas substancias contaminam os alimentos, a agua e 0s
trabalhadores envolvidos na sua aplicacdo (BRASIL DE FATO: UMA VISAO
POPULAR DO BRASIL E DO MUNDO, 2014). Visando proteger a saude dos
consumidores, agéncias governamentais, como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) no Brasil, limitam as quantidades de agrotoxicos em alimentos e
estabelecem limites maximos de residuos (LMR’s) para as diversas commaodities,
além disso, a ANVISA estabelece quais sdo os agrotoxicos permitidos para as
diferentes culturas (QUEIROZ et al., 2011).

A goiaba é uma das frutas tropicais mais populares e de grande aceitacao
no Brasil e no mundo. Sendo bastante consumida e apreciada tanto fresca como
processada industrialmente, em forma de doces, compotas, geleias e sucos, sendo

rica em acgucares, vitamina C e sais minerais. Entretanto, a fruta pode ser alvejada



17

por diversas pragas, reduzindo consideravelmente o rendimento da producéo
ocasionando assim a diminuicdo ou até mesmo a escassez da fruta no mercado.
Visando o aumento da produtividade e consequentemente atender a demanda da
populacdo, sdo empregadas elevadas quantidades de agrotdéxicos com o intuito de

combater as possiveis pragas que venham acarretar a deterioracdo da fruta.

Dentre os métodos disponiveis para preparacdo de amostra para
determinacdo de agrotoxicos de alimentos, tem-se em destaque 0 método
QUECHhERS, tal método foi desenvolvido como alternativa para solucionar problemas
relacionados aos métodos tradicionais de extracdo de agrotdxicos, que empregavam
grandes quantidades de solventes organicos, a0 mesmo tempo que eram Morosos e
trabalhosos. Uma vez que estes agrotoxicos sdo extraidos, empregam-se com
sucesso as técnicas cromatograficas como a cromatografia em fase liquida e a

cromatografia em fase gasosa.

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) é uma técnica bastante utilizada para a andalise qualitativa e quantitativa de
agrotoxicos, tal fato € decorrente da combinacdo das vantagens da cromatografia
(alta seletividade e separacdo eficiente) e da espectrometria de massas
(informacdes estruturais e aumento na seletividade), além disso, o acoplamento
dessas técnicas é altamente versétil, dado que a mesma é utilizada para analisar
diferentes matrizes (MARTINS, 2010; ORSO, 2011; SOUSA et al., 2013;
CERQUEIRA et al., 2014; RESTREPO et al., 2014).

O desenvolvimento de métodos que proporcionam elevada sensibilidade
e seletividade, que utilizem pequenas quantidades de solventes organicos, que
sejam rapidos e simples, sdo alguns dos atributos almejados para um meétodo
analitico. Tais caracteristicas corroboram para exemplificar o papel fundamental da

Quimica Analitica na questao da seguranca alimentar.

Na literatura, ndo ha relatos de meétodos para a determinacdo de
agrotoxicos em goiaba. Desse modo, este trabalho visa desenvolver uma
metodologia para determinacdo multirresiduo de agrotoxicos de diferentes classes
em goiaba utilizando o método QUEChERS e empregando a técnica de

cromatografia gasosa (CG) associada a espectrometria de massa (EM).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo adaptar e validar uma metodologia analitica
para a andlise qualitativa e quantitativa de residuos de agrotdxicos em goiaba
usando o método QUEChERS e empregando cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

2.1 Objetivos especificos

» Avaliar modificagcdes no método QUEChERS, visando adequar o método para

analise dos agrotoxicos propostos;

» Validar as curvas analiticas, fazendo uso de calculos estatisticos a fim de

obter resultados confiaveis;

» Validar o método proposto, fazendo uso dos parametros de validacao, tais
como: seletividade, linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacao,

exatidao, preciséo, reprodutibilidade e robustez;
» Avaliar a magnitude do efeito matriz causado por substancias presentes na

composicao das frutas;

» Analise gqualitativa e quantitativa de residuos de agrotéxicos em goiabas

comercializada na cidade de Fortaleza-CE;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cultura da goiaba

A goiabeira (Psidium guajava L.) (Figura 1) € originaria das Ameéricas
Central e do Sul e é fruta tipicamente tropical, entretanto é altamente adaptavel a
varios tipos de clima. Além disso, a fruta oriunda da goiabeira vem conquistando o
paladar das familias brasileiras e estrangeiras, por seu sabor exotico e
incomparavel. E por esta razdo que se observa o crescimento das exportacoes
nesta década (POMMER et al., 2006; FREITAS, 2010). Desse modo, o Brasil se
tornou um dos maiores produtores de goiaba no mundo, em 2011 a producédo
brasileira de goiaba foi de aproximadamente 342 mil toneladas e area plantada de
guase 16 mil ha (RAMOS et al., 2011; IBGE, 2011).

Figura 1 - Goiabeira com seus respectivos frutos.

Fonte: EMBRAPA (2014).

No Brasil, a goiaba é cultivada em trés sistemas de producdo bastante
distintos: cultura de goiaba de mesa, cultura de goiaba para a inddstria e cultura
mista. Este Ultimo visa atender os dois mercados simultaneamente, o que é
interessante para os produtores, uma vez que os frutos de melhor qualidade séo
destinados ao mercado de fruta in natura, que alcanga melhores precos e o restante
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€ destinado ao processamento, nas diferentes formas, de acordo com o tipo de fruto
(RAMOS et al., 2011).

Dentre os beneficios da goiaba tem-se que a mesma é rica em fibras,
vitamina B6 e carotenoides, em especial o licopeno. Outra caracteristica da fruta € o
alto teor de acido ascorbico (vitamina C), podendo haver variacfes de 55 a 1.044 mg
de acido ascorbico por 100 g de polpa. A vitamina C presente na composi¢cdo da
goiaba é trés vezes maior que o valor diario recomendado, desse modo, a fruta é
considerada um bom antioxidante, combatendo radicais livres e prevenindo o
desenvolvimento de doencas. Além disso, a fruta € rica em vitamina A e suas
sementes sdo ricas em 6mega 3 e 6mega 6 (NIMISHA et al., 2013; EMBRAPA,
2014).

3.1.1 Pragas na cultura da goiaba

Um dos maiores desafios que a cultura da goiabeira impde aos
produtores séo os problemas fitossanitarios. A grande variedade de pragas podem
ocasionar danos em todas as fases de crescimento e desenvolvimento, acarretando
em danos aos frutos, folhas, ramos e tronco, tornando-se impraticavel colher e
consumir frutos de qualidade (IDE; MARTELLETO, 2008; NASSER; MARIANO,
2013). Dentre as doencgas e insetos que podem causar problemas fitossanitarios a
cultura da goiabeira tém-se alguns exemplos na Tabela 1 (MAPA, 2014).

Tabela 1 - Doencas e praga que podem causar danos na cultura da goiabeira. (Continua).

Classificacao Nome cientifico Nome alternativo

Mosca-das-frutas; Mosca-sul-

Insetos Anastrepha fraterculus :
americana

Insetos Anastrepha spp. Mosca-das-frutas

Insetos Bactrocera carambolae Mosca-da-carambola
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Tabela 1 - Doencas e praga que podem causar danos na cultura da goiabeira. (Continua).

Classificacao

Nome cientifico

Nome alternativo

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Insetos

Ceratitis capitata

Ceroplastes floridensis

Ceroplastes janeirensis

Citheronia laocoon

Conotrachelus psidii

Costalimaita ferruginea vulgata

Holymenia clavigera

Leptoglossus gonagra

Leptoglossus stigma

Megalopyge lanata

Mimallo amilia

Polyphagotarsonemus latus

Pyrrhopyge charybdis

Selenothrips rubrocinctus

Timocratica albella

Mosca-das-frutas; Mosca-do-
mediterraneo

Cochonilha-de-cera;
Cochonilha-sem-carapaca

Cochonilha

Lagarta-da-goiaba

Gorgulho-da-goiaba

Besouro-amarelo; Besouro-da-
goiabeira

Percevejo-das-frutas

Percevejo-escuro

Percevejo-das-frutas

Lagarta-de-fogo; Taturana

Lagarta

Acaro-branco; Acaro-tropical

Diabinho; Lagarta

Tripes-do-cacaueiro

Broca-da-goiabeira; Broca-
das-mirtaceas
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Tabela 1 - Doencas e praga que podem causar danos na cultura da goiabeira. (Conclusao).

Classificacao

Nome cientifico

Nome alternativo

Insetos

Insetos

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Doenca

Trachyderes thoracicus

Trizoida sp.

Botryosphaeria dothidea

Sphaceloma psidii

Rhizoctonia solani

Phyllosticta guajavae

Phytophthora spp.

Puccinia psidii

Meloidogyne incognita

Dothiorella dominicana

Erwinia psidii

Helicotylenchus dihystera

Colletotrichum gloeosporioides

Coleobroca-dos-citros

Psilidio

Podridao-branca; Seca-do-
ramo

Antracnose-maculata

Damping-off; Tombamento

Mancha-de-Phyllosticta;
Mancha-foliar

Gomose; Podriddo-dos-frutos

Ferrugem

Meloidoginose; Nematoide-
das-galhas

Podridao-de-Dothiorella;
Podriddo-parda

Bacteriose; Seca-dos-
ponteiros

Nematodide; Nematoide-
espiralado

Antracnose

Fonte: MAPA (2014).


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_praga_detalhe_cons?p_id_cultura_praga=4316
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3.1.2 Métodos de controle de pragas na cultura da goiaba

Visando reduzir ou até mesmo eliminar prejuizos causados por pragas
e/ou doencas e consequentemente obter uma maior produtividade agricola, sé&o
aplicados métodos de controle culturais ou quimicos. Nos métodos culturais séao
empregados procedimentos ndo prejudiciais ao meio ambiente, como exemplo:
esmagamento de larvas, armadilhas com iscas atrativas, coleta de frutos caidos e
ensacamento de frutos. Os métodos quimicos fazem uso de agrotdxicos,
dependendo de sua acdo sobre o meio ambiente podem ser divididos em trés
grupos: produtos de baixo impacto ambiental, onde quase nao prejudicam o meio
ambiente; produtos que usados com cuidado ndo causam grandes problemas a
natureza, estes constituem um grupo intermediario; e produtos de alto impacto

ambiental, estes causam sérios problemas ao ambiente (IDE; MARTELLETO, 2008).

3.2 Agrotoxicos

Agrotoxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de
planta ou veneno. Sao inUmeras as denominacfes relacionadas a um grupo de
substancias quimicas utilizadas no controle de pragas e doencas de plantas
(PERES; MOREIRA, 2003; RIBAS, 2009). Segundo a WHO (World Health
Organization), agrotoxicos sdo compostos quimicos que sdo utilizados para reduzir
ou eliminar pragas, incluindo insetos, roedores, fungos e plantas indesejaveis (ervas
daninha). Por sua natureza, os agrotdxicos sao potencialmente téxicos para 0s
seres humanos, desse modo, devem ser utilizados com seguranca e descartados
de forma apropriada (WHO, 2014).

As formulacdes dos agrotdxicos sdo constituidas de principios ativos
(ingrediente ativo), que sdo responsaveis por intervir na atividade biolégica normal
dos seres vivos alvos de controle. O ingrediente ativo € o agente quimico, fisico ou
bioldgico que confere eficacia aos agrotoxicos. O mesmo principio ativo pode ser
vendido com diferentes formulacfes e distintos nomes comerciais, além disso, é
possivel encontrar produtos com mais de um principio ativo (IBAMA, 2010;
BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).
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A legislacéo brasileira estabelece que o uso de agrotoxicos no Brasil, esta
condicionado ao registro no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) e na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(IBAMA, 2009).

A ANVISA tem, entre outras competéncias, a de avaliar e classificar
toxicologicamente os agrotéxicos, e juntamente com o MAPA, no ambito de suas
respectivas areas de competéncia, de monitorar os residuos de agrotoxicos e afins
em alimentos de origem vegetal. A ANVISA também é responsavel por estabelecer o
Limite Maximo de Residuos (LMR) e o intervalo de seguranca de cada ingrediente
ativo de agrotéxico para cada cultura agricola. Dentre os agrotdxicos que tem uso
autorizado para a cultura da goiabeira, tém-se alguns exemplos na Tabela 2, com
seus respectivos LMR’s, intervalo de seguranca e ingestdo diaria aceitavel (IDA)
(ANVISA, 2011; MAPA, 2014).

Tabela 2 - Agrotoxicos que tem uso autorizado para a cultura da goiabeira com seus respectivos
LMR’s, intervalo de seguranca e ingestéo diaria aceitavel. (Continua).

Ingestao diaria

AQrotéxico Limite maximo de Intervalo de aceitavel (mg kgt

9 residuo (mg kg') seguranca (dias) 9 K9
peso corporal)

Azoxistrobina 0,200 2 0,020

Bromuconazol 0,050 20 -

Ciproconazol 0,050 14 0,010

Difenoconazol 0,200 2 0,600
Enxofre - 1 -

Espinosade - - -
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Tabela 2 - Agrotoxicos que tem uso autorizado para a cultura da goiabeira com seus respectivos

LMR’s, intervalo de seguranca e ingestéo diaria aceitavel. (Concluséao).

Agrotoéxico

Limite maximo de
residuo (mg kg™)

Intervalo de
seguranca (dias)

Ingestao diaria
aceitavel (mg kg
peso corporal)

Eugenol metilico
Fentiona
Hidroxido de cobre
Imidacloprido

Metilciclopropeno

Oxicloreto de
cobre

Oxido cuproso
Sulfato de cobre
Tebuconazol
Triclorfom
Trifloxistrobina

Trimedlure

0,050

0,100

0,1

0,1

0,05

21

20

20

0,007

0,050

0,030

0,010

Fonte: MAPA (2014).

3.2.1 Classificacdo dos agrotéxicos

Os agrotoxicos englobam uma vasta gama de substancias quimicas, de

modo que podem ser classificados de diferentes maneiras, podendo ser de acordo

com o organismo alvo de acdo (Tabela 3), de acordo com a estrutura ou grupo

quimico (classificacdo quimica), e de acordo com a toxicidade. Além disso, a EPA
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(Environmental Protection Agency) classifica os agrotdéxicos baseado em seu tempo
de meia-vida no ambiente, onde os mesmos séo classificados como: nao persistente
(duram menos de 30 dias), moderadamente persistente (duram de 30-100 dias) e
persistente (tempo de vida superior a 100 dias) (BAIRD; CANN, 2011).

Tabela 3 - Classificacdo dos agrotéxicos em relagdo ao organismo alvo de acao.

Tipo de agrotoxico Organismo alvo
Acaricida Acaros
Algicida Algas
Avicida Aves
Bactericida Bactéria
Desinfetante Micro-organismo
Fungicida Fungos
Herbicida Plantas
Inseticida Insetos
Larvicida Larvas de inseto
Moluscicida Caracois e lesmas
Nematicidas Nematoides
Piscicida Peixes
Raticida Roedores
Cupicida Cupins
Formicida Formigas

Fonte: Baird; Cann (2011).
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3.2.1.1 Classificacdo quimica

Os agrotoxicos séo classificados quimicamente em compostos organicos
(denominados assim devido a presenca do atomo de carbono na estrutura) e
inorganicos (compostos de mercurio, bario, enxofre e cobre). Os organicos
constituem o grupo de maior importancia, dentre as principais classes dos
compostos organicos tem-se: organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretréides, nitropesticidas, bipiridilios, sulfoniluréias e triazinas (SANCHES et al.,
2003; GALLI et al., 2006).

3.2.1.2 Classificagao toxicolégica

A classificacé@o toxicolégica € fundamentada nos resultado dos testes e
estudos feitos em laboratorios, que objetivam estabelecer a dosagem letal 50 %

(DLg,), que € a quantidade de substancia necessaria para matar 50 % dos animais

testados nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Considerando que a capacidade
de determinada substancia causar morte ou algum efeito sobre os animais depende
da sua concentracdo no corpo do individuo, a dose letal € expressa em miligrama
da substancia por quilograma da massa corporal. A toxicidade de uma substancia
também pode variar de acordo com o modo de administracdo, e os rotulos dos
produtos sado identificados por meio de faixas coloridas (BRAIBANTE; ZAPPE,
2012).

A avaliacao e a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental de
um agrotoxico sdo baseadas em estudos fisico-quimicos, toxicolégicos e
ecotoxicolégicos. Desse modo 0s agrotoxicos podem ser classificados em classes
toxicoldgicas que variam de | a IV (Tabela 4): produtos altamente perigosos ao meio
ambiente (extremamente toxico) (Classe 1), como a maioria dos organoclorados;
produtos muito perigosos ao meio ambiente (altamente toxico) (Classe Il), como
exemplo o malation; produtos perigosos ao meio ambiente (mediamente téxico)
(Classe ll); e produtos pouco perigosos ao meio ambiente (pouco toxico) (Classe
IV), como os derivados de oOleos minerais (PERES; MOREIRA, 2003; RIBAS;
MATSUMURA, 2009; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).
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Tabela 4 - Classificacdo dos agrotoxicos de acordo com os efeitos causados a salde humana.

Classe toxicolégica Toxicidade DLso (mg kg')  Faixacolorida
I Extremamente toxico <5 Vermelha
I Altamente téxico Entre 5 e 50 Amarela
i Mediamente toxico Entre 50 e 500 Azul
\Y, Pouco toxico Entre 500 e 5.000 Verde

Fonte: Braibante; Zappe (2012).

Esta classificagdo garante a interpretacdo do grau de perigo dos
agrotoxicos a saude humana, desse modo é possivel identificar a dimenséo do risco
na utilizacéo destes produtos. E importante ressaltar que dentre as substancias da
Classe | encontram-se aquelas comprovadamente carcinogénicas e mutagénicas
(MARTINS, 2010).

O risco potencial que os pesticidas oferecem ao homem através da
alimentacéo, devido a uma exposi¢do cronica diaria, motivou a exigéncia de um
Limite Maximo de Residuos (LMR) que consiste na concentracdo maxima de
agrotoxicos legalmente aceitos nos alimentos, em decorréncia da aplicacao
adequada numa fase especifica, desde sua producio até o consumo. E expressa
em miligramas de residuos por quilograma de alimento (mg kg?t) (ANVISA, 2007).
Os LMR’s sao estabelecidos para diferentes combinacdes de cultura e pesticida. Em
funcdo disto, varios paises possuem programas de monitoramento dos niveis de
residuos de pesticidas, a fim de garantir a seguranca alimentar e ambiental. No
Brasil o PARA é o programa de monitoramento de residuos de pesticidas que é
coordenado pela ANVISA e tem a incumbéncia de estabelecer os LMR’s para as
diferentes commodities (STEPAN; TICHA; HAJSLOVA, 2005; ANVISA, 2011).
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3.3 Preparo de amostra para extracao de residuos de agrotoxicos

Na determinacdo de residuos de pesticidas, os analitos apresentam
geralmente baixa concentracdo e propriedades quimicas distintas, além disso,
encontram-se dispostos em matrizes complexas, desse modo, se faz necessario
uma etapa prévia de preparo da amostra (PRESTES et al., 2009). O preparo de
amostra para analise de residuos e contaminantes em alimentos tem por objetivo
isolar os analitos de interesse e remover possiveis interferentes provenientes da

matriz da amostra que por ventura possam interferir na analise.

No método de preparo de amostra estdo envolvidas as etapas de
extragdo dos compostos de interesse seguida da limpeza do extrato. Estes
procedimentos consistem em transferir os analitos da matriz para outra fase,
empregando simultaneamente uma etapa de limpeza para remocéo de substancias
interferentes  (isolamento), aumentando a concentracdo dos analitos
(enriquecimento) a um nivel acima do limite de deteccéo da técnica analitica. Perdas
de analito nesta etapa podem comprometer o resultado das andlises. Desta maneira,

o0 preparo da amostra € uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico
(PRESTES et al., 2009; CABRERA et al., 2012).

Nas ultimas décadas, ocorreu um acelerado desenvolvimento de novos
métodos analiticos, visando a determinacéo de residuos de agrotéxicos em produtos
agricolas. Entretanto, grande parte dos métodos desenvolvidos esta longe do
considerado ideal, apresentando caracteristicas como: a morosidade de suas
diversas etapas, o emprego de grandes volumes de solvente, o alto custo, pouca
sensibilidade, etc (PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2011).

Um método de preparo de amostra deve, idealmente, ser de facil
manipulagdo, de baixo custo, envolver poucas etapas e o minimo de tempo possivel,
além dessas caracteristicas 0 método deve permitir uma recuperagdo quantitativa,
sem perdas nem destruicdo dos analitos; deve produzir um meio adequado ao
meétodo analitico a ser utilizado e, finalmente, deve gerar uma solugdo que contenha
as substancias de interesse, numa concentragdo adequada a sensibilidade do
sistema de deteccdo, sem que haja a necessidade de concentra-la (SKOOG et al.,
2013).
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Nos ultimos anos, varias técnicas de preparo de amostra foram
desenvolvidas com o objetivo de reduzir etapas e/ou minimizar o consumo de
solventes. Entre estas novas possibilidades, o0 método QUEChERS esta ganhando
popularidade na analise de residuos e contaminantes em alimentos. Esta grande
aceitacdo esta relacionada com os resultados satisfatorios obtidos no preparo de
amostra de diferentes matrizes contendo analitos com propriedades fisico-quimicas
distintas (CABRERA et al., 2012).

3.3.1 Método QUEChERS

Em 2003, Anastassiades e colaboradores reavaliaram as condicbes
frequentemente praticadas nas analises multirresiduo de agrotéxicos, sendo assim,
visando superar limitagbes dos métodos multirresiduo disponiveis na época,
propuseram um novo procedimento de preparo de amostras denominado
QUEChERS, sigla que é oriunda das palavras em inglés “Quick”, “Easy”, “Cheap”,
“Effective”, “‘Rugged” e “Safe” (rapido, facil, baixo custo, efetivo, robusto e seguro)
que representam as particularidades do método atribuidas pelos autores do mesmo
(ANASTASSIADES et al., 2003; SCHENCK; HOBBS, 2004; NGUYEN et al., 2008;

PRESTES et al., 2009).

O método QUEChERS omite ou substitui muitas etapas analiticas
complicadas que sdo habitualmente empregadas em métodos de extracdo
multirresiduos tradicionais. Dessa maneira, 0 meétodo fornece resultados de alta
gualidade com um numero minimo de etapas analiticas, baixo consumo de solventes
organicos, extracdo de agrotoxicos de diferentes polaridades e utilizacdo de
solventes néo clorados (SCHENCK; HOBBS, 2004; DIEZ et al., 2006; NGUYEN et
al., 2008; PRESTES et al., 2009). Além disso, ensaios de proficiéncia empregando o
método QUEChERS evidenciam que o método é altamente robusto, sendo

transferido com sucesso entre os laboratérios participantes (LEHOTAY et al., 2007).

Os procedimentos envolvidos na aplicagdo do método QUEChERS séao
caracterizados como uma sequéncia das seguintes etapas: extracdo, particdo e

limpeza. Inicialmente é executada um etapa de extracdo com acetonitrila, seguida de
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particdo provocada pela adicdo da mistura de sais MgSOa4 e NaCl. Posteriormente as
etapas de extracdo com acetonitrila e particdo com a mistura de sais, executa-se 0
clean-up (limpeza). Um novo método de clean-up denominado extracdo em fase
sélida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction - D-SPE) foi sugerido
juntamente com o método QUEChERS, onde é adicionado ao extrato a mistura do
sorvente amina primaria secundaria (Primary Secondary Amine - PSA) e 0 MgSOa
(ANASTASSIADES et al.,, 2003; PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2011;
CABRERA et al., 2012).

A primeira modificacdo proposta para o método QUEChERS foi a adicéao
de uma etapa de tamponamento, visando melhorar os percentuais de recuperacéo
para alguns agrotoxicos. Desse modo, foi desenvolvido o método QUEChERS
acetato, onde o efeito tamponante (pH 4,8) € promovido pela adi¢cdo de acetato de
sodio. Este método foi adotado em 2007 pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) como método oficial para determinacéo de residuos de pesticidas.
(LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005; AOAC OFFICIAL METHOD
2007.01, 2007; PRESTES et al.,, 2011). Também foi desenvolvido o método
QUEChERS citrato, onde o efeito tamponante (pH 5,0 - 5,5) é ocasionado pela
adicdo da mistura de citrato de sédio dihidratado e hidrogenocitrato de soédio
sesquihidratado. Em 2008, o European Committee for Standardization (CEN)
oficializou o método QUEChERS citrato como método de referéncia da Unido
Europeia (PRESTES et al, 2011; EUROPEAN COMMITTEE FOR
STANDARDIZATION, 2014).

3.3.1.1 Extragdo com solvente

A selecdo do solvente de extragdo é um dos pontos cruciais no
desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo. Devem ser considerados
alguns aspectos na escolha do solvente, entre eles: habilidade de extracdo de um
amplo espectro de pesticidas com diferentes polaridades, apresentar seletividade
durante a extracdo, particdo e clean-up, compatibilidade com diferentes técnicas
cromatogréficas, baixo custo e seguranca (MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004;
PRESTES et al., 2009).
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Os solventes mais utilizados na extracdo multirresiduo de agrotoxicos séo
(Figura 2): acetato de etila, acetona e acetonitrila. No desenvolvimento do método
QUEChERS, o solvente que apresentou caracteristicas mais apropriadas foi a
acetonitrila, sendo entdo escolhida como solvente de extracdo. Dado que a
utilizacdo da acetonitrila como solvente de extracdo possibilita a extragdo de uma
ampla faixa de pesticidas com diferentes polaridades e a extracdo de menor
quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos (ANASTASSIADES et al., 2003; MASTOVSKA;
LEHOTAY, 2004; PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica dos solventes mais empregados na extracdo multirresiduo de

agrotoxicos: (a) acetato de etila; (b) acetona e (c) acetonitrila.
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H.C—C=N
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(b)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na etapa de extracdo com acetonitrila sdo adicionados 10 mL do solvente
em 10 g de amostra, resultando uma relagdo 1 g de amostra por 1 mL de solvente,
sem envolver etapa de evaporacdo. Este valor € considerado baixo se comparado a
outros métodos de extracdo que normalmente apresentam uma relacdo entre
amostra e solvente de 2 a 5 g por 1 mL no extrato final. Porém, com a
instrumentacdo analitica disponivel atualmente, esta relacdo € considerada
adequada uma vez que valores de LD entre 10 e 100 ug kg séo obtidos para a

maioria dos pesticidas rotineiramente analisados (PRESTES et al., 2009).
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3.3.1.2 Adigéo de sais

Diversos métodos multirresiduos empregam adicdo de sais a fim de
promover o efeito salting out, tal procedimento incrementa a particdo dos compostos
solubilizados na fase aquosa para a fase organica (acetonitrila). Desse modo,
obtém-se melhores percentuais de recuperacao para os analitos mais polares, uma
vez que a adi¢do de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,
bem como a quantidade de &gua na fase organica e vice-versa (ANASTASSIADES
et al., 2003; PRESTES et al., 2009).

Na extracdo com acetonitrila, a adicdo de sais é muito conveniente uma
vez que é rapida, facil, apresenta baixo custo, tem a grande vantagem de nao diluir o
extrato da amostra e proporciona a separagdo das fases organica e aquosa
(SCHENCK et al., 2008; PRESTES et al., 2009).

No desenvolvimento do método QUEChERS foi empregada uma mistura
de 1 g de cloreto de sédio (NaCl) e 4 g de sulfato de magnésio (MgSOa). A escolha
do MgSOs foi devido a maior capacidade de remover agua quando comparado a
outros sais. Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reacdo
exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra
durante as etapas de extracdo / particdo, favorecendo a extracdo, especialmente
dos compostos apolares (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).

3.3.1.3 Etapa de limpeza (clean-up) do extrato

A etapa de limpeza é essencial para promover robustez e confiabilidade
aos resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que componentes néo
volateis da matriz podem ficar aderidos no sistema de injecdo e também na coluna
cromatografica, alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de
manutenc¢des técnicas no equipamento (PRESTES et al., 2009; CABRERA et al.,
2012).

A extracdo em fase solida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction,

D-SPE) foi desenvolvida simultaneamente com o método QUEChERS, visando a



34

obtencdo de um extrato final com menor quantidade de interferentes, aliada a um
menor custo quando comparada com técnicas tradicionais. A D-SPE apresenta
vantagens como: uso de menor quantidade de sorvente e solventes, refletindo em
menor custo, além de ndo haver necessidade de trabalhar no formato de cartucho.
Uma das principais vantagens da D-SPE é a versatilidade no estabelecimento de
novos métodos, uma vez que permite a utilizacdo de diferentes quantidades e/ou
misturas de sorventes, dependendo do tipo de matriz e de analitos de interesse
(CABRERA et al., 2012).

O sorvente empregado em D-SPE é o N-Propiletilenodiaminossilano que
€ uma amina priméaria secundéaria (PSA), o sorvente pode interagir através de
ligacdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo, além disso, a estrutura bidentada do PSA
(Figura 3) tem elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino primario
e secundério na sua estrutura (PRESTES et al., 2009; CABRERA et al., 2012).

Figura 3 - Estrutura quimica do sorvente PSA (N-Propiletilenodiaminossilano).

\lsi/\/\N SN,

H

Fonte: Elaborada pelo autor.

O efeito quelante proveniente do PSA confere ao sorvente o poder de
remover possiveis interferéncias presentes na matriz, tais como: acidos organicos,
certos pigmentos polares, acidos graxos, agucares. Nessa etapa de limpeza também
e utilizado simultaneamente ao PSA, o MgSOs4, que funciona como um agente
secante promovendo a remocao de agua residual (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al., 2009; CABRERA et al., 2012).
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3.3.1.4 Aplicacdes do método QUEChERS

Inicialmente, o desenvolvimento do método QUEChERS tinha como
objetivo a extracdo multirresiduos de agrotoxicos em alimentos. Entretanto, desde o
seu desenvolvimento o método tem sofrido diferentes modificacbes visando a
extracdo de diferentes analitos em diferentes matrizes, tal fato pode ser atribuido a
simplicidade nas etapas de execucdo do QUEChERS. Desse modo, uma ampla
aplicabilidade do método vem sendo observada em indmeras publicacdes para
diversas matrizes e analitos (Tabela 5), tais publicacdes denotam a versatilidade do

meétodo no que diz respeito as suas diversas aplicacdes.

Tabela 5 - Diversas aplicacdes do método QUEChERS relatadas na literatura. (Continua).

Analito Matriz Tecnjga de Referéncia
analise
21 farmacos e 6 Residuos de UHPLC-
produtos de tratamento de MS/MS CERQUEIRA et al., 2014
higiene agua
24 agrotéxicos | omate, tamarillo o0 e RESTREPO et al., 2014
e Golden berry
21 Sanaue humano UHPLC- ANZILLOTTI; ODOARDI;
entorpecentes 9 MS/MS STRANO-ROSSI, 2014
Sucos de maca,
pera, uva, ) :
10 agrotoxicos  péssego, laranja, GC-ECD ZHANG; Zzgfal,\l G; JIAO,
liméao, kiwi e
manga
30 agrotéxicos Oleos vegetais UHPLC- MORENO-GONZALEZ et
9 9 MS/MS al., 2014
UHPLC- KOESUKWIWAT;
14 microtoxinas Arroz MS/MS SANGUANKAEW:;

LEEPIPATPIBOON, 2014
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Tabela 5 - Diversas aplicagbes do método QUEChERS relatadas na literatura. (Continua).

Analito Matriz Técnjqa de Referéncia
analise
Ocratoxina A Vinho LC-MS/MS FERIEI:%\':A%ESA 2’8‘?5 0S;
16 agrotoxicos Cevada GC-TOF-MS DIEZ, C. et al., 2006
28 agrotoxicos Oleo de soja GC-MS LI et al., 2007
4 farmacos Sangue e urina LC-MS WESTLAE&EORMAN’
19 pesticidas Lete, ovo e GC-MS LEHOTﬁTj,\'}”'égg?VSKA;
wiens  Plmmen i AENERTOWS,
1 microtoxina P&o HPLC PAIGA et al., 2012
36 agrotoxicos Flor-de-16tus GC-ECD MIAO et al., 2013
Farmacose o, 06 humano  LC-MSIMS USUI et al., 2012
venenos
13 sulfonamidas Racao bovina LC-MS/MS LOPES et al., 2012
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Tabela 5 - Diversas aplicagbes do método QUEChERS relatadas na literatura. (Concluséo).

Analito Matriz Tean(:_a de Referéncia
anélise
Cerveja, vinho e
7 fendis sucos (manga, HPLC-UV VALENTE et al., 2013
pera, maca)
8 agrotoxicos Folhas Qe GC-MS/MS GONZALEZ-CURBELDO et
bananeira al., 2011
7 agrotoxicos Licor de mel LC-MS/MS JOVANOV et al., 2014
35 agrotoxicos Melao GC-MS SOUSA et al., 2013
45 agrotéxicos Abacaxi GC-MS BARBOSA, 2013
22 agrotoxicos Caju LC'EfA"SMS’ SILVA, 2014
Imidacloprido e
seus Alface GC-ECD KO et al., 2014
metabolitos

8 agrotoxicos Leite e iogurte HPLC Ll etal., 2013
5 microtoxinas Pipoca GC-MS FERREIRA; FERNANDES;

CUNHA, 2012

Fonte: Elaborada pelo autor.



38

3.4 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM) na determinacdo de residuos de agrotéxicos

As técnicas de cromatografia em fase liquida e em fase gasosa aliadas a
espectrometria de massas estdo entre as mais poderosas ferramentas analiticas
disponiveis para a identificacdo e quantificacdo de residuos de agrotoxicos em
alimentos (EUROPEAN COMMISSION HEALTH & CONSUMER PROTECTION
DIRECTORATE-GENERAL, 2014). A cromatografia em fase gasosa é uma das
técnicas de andlise mais utilizadas para a separacdo e quantificacdo de diversos
compostos, sendo possivel a determinacdo simultdnea de uma gama de sustancias
em uma unica andlise. A separacdo cromatografica baseia-se na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria e uma fase
movel. A separacdo dos compostos por CG é realizada por meio da vaporizacao da
amostra e insercdo da mesma na coluna cromatografica, onde a eluicdo é executada
por um fluxo de fase movel gasosa inerte. Em contraste, com outros tipos de
cromatografia, a fase moével ndo interage com as moléculas do analito, sua Unica
funcd@o € transportar os analitos através da coluna (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; SKOOG et al., 2013).

A instrumentacdo em cromatografia gasosa evoluiu continuamente desde
a introducao dos primeiros sistemas comerciais. Os componentes basicos de um
sistema de cromatografia gasosa incluem gas de arraste (fase movel), sistema de
injecdo da amostra, coluna cromatografica, forno para controle de temperatura da
coluna e o sistema de deteccdo, a Figura 4 ilustra de forma esquematica os
componentes basicos do cromatdgrafo gasoso (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006;
MCNAIR; MILLER, 2009).

A cromatografia pode ser combinada com técnicas instrumentais de
analise, tais como a espectrofotometria (UV-Vis) ou a espectrometria de massas
(EM) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). O acoplamento de um cromatografo com
0 espectrometro de massas combina as vantagens da cromatografia (alta
seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de
massas (obtengcédo de informacgéo estrutural, massa molar e aumento adicional da

seletividade). Contudo, a viabilidade do acoplamento estd condicionada a
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necessidade de que as particularidades de cada instrumento ndo sejam
comprometidas pela sua conexdo (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). A
combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas é
relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamento do
cromatografo a gas sado suficientemente compativeis com a necessidade de alto
vacuo do espectrdbmetro de massas, com isso a técnica cromatografica acoplada a
espectrometria de massas foi amplamente difundida (ARDREY, 2003; CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008).

Figura 4 - Representacdo esquematica dos componentes do sistema cromatografico acoplado a

espectrometria de massas (CG-EM).

Injetor
Sistema i
Detector EM Interface Cromatografico Gas de arraste
: " Anali ' Fonte de '
Detector  Analisador s “
de massas lonizagéo I
)
/
ooo
i
(]
Bomba Sistema de vacuo ezl

Fonte: CHROMacademy (2014).

O emprego da cromatografia em fase gasosa com deteccado por
espectrometria de massas mostra-se vantajoso uma vez que € possivel obter uma
grande quantidade de informacéo estrutural acerca do analito, 0 que assegura sua
identificagdo com maior exatiddo do que quando ela é feita apenas com base nas
caracteristicas de retencdo dos compostos analisados, como ocorre nas outras
técnicas de deteccao cromatograficas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).
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O espectrometro de massas € o detector mais importante e versatil para
andlise de tracos de compostos organicos em misturas complexas, 0 uso desta
técnica para detectar e quantificar picos provenientes de um cromatégrafo a gas ja €
estabelecido com grande sucesso (LANCAS, 2009). A espectrometria de massas €
baseada na producao de fragmentos provenientes do analito, onde cada fragmento
produzido tem uma razd8o entre sua massa e carga (m/z). O instrumento
basicamente é constituido de trés partes (Figura 4): fonte de ionizagdo (muitas vezes
denominada interface), analisador de massas e detector de ions com aquisi¢ao /
processamento de dados (LAVAGNINI et al., 2006; COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

Dentre os métodos de ionizagcdo mais empregados em CG-EM tem-se a
ionizacdo por impacto de elétrons (IE) e a ionizacdo quimica (IQ). A CG-EM é
aplicavel a compostos volateis e termicamente estaveis nas temperaturas
relativamente elevadas que sdo empregadas durante o processo de separacao
cromatografica. Estes requisitos sdo semelhantes aqueles necessarios para que 0s
compostos sejam ionizados por meio de IE e 1Q (ARDREY, 2003; COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006; LAVAGNINI et al., 2006; MCNAIR; MILLER, 2009).

3.5 Validacéo de métodos cromatogréficos

Segundo Lancas (2009), validacdo é o ato ou efeito de validar, dar
validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Visa atenuar os fatores que levam a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado. Desse modo, a fim de garantir que um
novo meétodo analitico gere informacdes confiaveis sobre a amostra, faz-se
necessario uma avaliacdo denominada validacdo (RIBANI et al., 2004; LANCAS,
2009).

A validagdo de um procedimento analitico tem a finalidade de comprovar
gue o mesmo ¢é adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de
validacdo avaliados atendem aos critérios de aceitacdo preconizados. Visa ainda

garantir a qualidade metrolégica dos resultados analiticos, conferindo-lhes
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rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para a tomada de decisdes.
(MAPA, 2011).

A validacdo metodologica deve ser conduzida de maneira a evidenciar e
garantir que o método é adequado ao objetivo desejado. A validacdo metodoldgica é
um requisito dos 6rgdos de acreditacdo, e deve ser subsidiada e melhorada atraves
de processos de verificagdo do desempenho de método. Um processo de validacao
definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de
que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado (RIBANI et al.,
2004; ANVISA, 2007; EUROPEAN COMMISSION, 2010). Validar um método é um
procedimento demorado, que requer um grande numero de experimentos analiticos

e célculos estatisticos, 0 que aumenta o custo das analises (RIBEIRO et al., 2008).

Os parametros analiticos normalmente determinados na validacdo de
métodos de separacao sdo: seletividade, linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, precisao e exatiddo. Estes termos sdo designados como parametros
de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho ou figuras analiticas de
mérito  (ANVISA, 2003; RIBANI et al, 2004; LANCAS, 2009; EUROPEAN
COMMISSION, 2010; MAPA, 2011; INMETRO, 2011).

3.5.1 Seletividade

Normalmente, a seletividade é o primeiro parametro de validacao
estudado, constituindo-se como um dos principais parametros que caracterizam e
descrevem um método de analise principalmente em analise de tracos, dado que se
a mesma nédo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisao estarao
seriamente comprometidas. (RIBANI et al., 2004; KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009;
INMETRO, 2011).

A seletividade de um método instrumental de separagéo € a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em analise na presenca de
componentes que possam interferir na sua determinacdo em uma amostra
complexa. Nos métodos cromatogréficos, deve-se tomar as precaucdes necessarias

para garantir a pureza dos picos cromatograficos. Sendo assim, a utilizacdo de
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testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio de detector de arranjo de
fotodiodos ou espectrometria de massas) sao interessantes para demonstrar que o
pico cromatografico é atribuido a uma sé substancia (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,
2004; MAPA, 2011).

3.5.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de o procedimento produzir
sinais analiticos diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
RIBEIRO et al., 2008; MAPA, 2011).

A linearidade é avaliada por meio de uma curva de calibragdo (curva
analitica) que pode ser construida pelos seguintes métodos: padronizacdo externa,
padronizacado interna, superposicdo de matriz ou adicdo de padrdao. Recomenda-se
que a curva analitica seja formada por no minimo cinco niveis de concentracdo
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011). A curva analitica descreve
matematicamente por meio de uma equacéo de reta (Equacéo 1) a correlagéo entre
o sinal analitico medido (area ou altura do pico) e a massa ou concentracdo da
espécie a ser quantificada (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

y=ax+b 1)

Onde:

Y = sinal analitico (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracdo do analito;
a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear;
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A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica pode ser alcancada
usando o método matemético conhecido como regressdo linear. Além dos
coeficientes de regressdo a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlacéo linear (R). Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
de regressao estimados. Visando avaliar se o0 modelo linear é adequado, podem ser
executados testes estatisticos a fim de verificar a significancia estatistica da
regressao linear e dos parametros a e b (DANZER; CURRIE, 1998; RIBANI et al.,
2004).

3.5.3 Limite de deteccéao (LD)

O limite de deteccédo (LD) € a menor concentracdo do analito que pode
ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada (ANVISA, 2003; RIBANI et
al., 2004; INMETRO, 2011). Quando séo realizadas medidas em amostras com
baixos niveis de concentracdo do analito, como por exemplo, analise de tracos, é
importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito que pode ser
detectado pelo método. (INMETRO, 2011).

O limite de deteccdo é estimado por meio da andlise de solucbes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel.
Dentre os meios mais usuais de se estimar o LD tem-se: o método visual, 0 método
relacdo sinal-ruido e o método baseado nos parametros da curva analitica (ANVISA,
2003; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

Nos métodos instrumentais, tais como os métodos cromatograficos, o LD
pode ser estimado como a concentracdo do analito que produz um sinal igual ou
superior a trés vezes a razao sinal / ruido do equipamento. Outra maneira de estimar
o LD para os métodos que empregam curva de calibracdo € por meio do método que
se baseia nos parametros da curva analitica, onde LD €& estimado por intermédio da
Equacdo 2 (ANVISA, 2003; ABNT, 2005; KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009; MAPA,
2011; SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011).
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— 35
LD—S.a (2)

Onde:

Sp = desvio padréo do coeficiente linear da curva analitica;

a = coeficiente angular da curva analitica;

3.5.4 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) ou limite de determinacao € definido como
o menor nivel de concentracdo que pode ser quantificado com precisédo e exatidao
aceitaveis sob as condi¢cGes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003; RIBANI et
al., 2004; MAPA, 2011).

Os mesmos critérios adotados para a estimativa do LD sdo empregados
para estimar o LQ, utilizando a relacdo a relacéo sinal / ruido igual ou superior a dez,
dessa maneira o LQ é estimado através da Equacdo 3 (ANVISA, 2003; RIBANI et
al., 2004; SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011).

_ 10 %
LQ = 10.% 3)

Onde:

Sp = desvio padréo do coeficiente linear da curva analitica;

a = coeficiente angular da curva analitica,

O LQ representa um compromisso entre a concentracdo, a preciséo e a
exatiddo. Por conseguinte, quando decresce o nivel de concentracdo do LQ, a

medicdo torna-se menos precisa (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). Para anélise
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em nivel traco, é recomendado adotar o LQ como o nivel de concentracdo mais
baixo da curva analitica INMETRO, 2011).

3.5.5 Precisao

A precisdo de um método analitico representa o grau de concordancia
entre resultados de testes individuais de andlises repetidas de uma amostra. Ela
esta associada com erros aleatorios e é uma estimativa de dispersdo de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas, ou seja, tal parametro representa
a proximidade dos resultados obtidos em torno de um valor médio. (ANVISA, 2003;
KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009; SWARTZ; KRULL, 2012; RIBEIRO et al., 2008).

A maneira mais comum de se expressar numericamente a precisao é por
meio do coeficiente de variacdo (CV), entretanto, também € possivel expressar tal
parametro por meio do desvio padrdo (s) e pelo intervalo de confianca da média.
Sendo determinados respectivamente pelas Equacdes 4, 5 e 6 (ANVISA, 2003;
RIBANI et al., 2004).

CV (%) = = .100 @)

Kilw

Onde:

S = estimativa do desvio padréo das medidas;

X = concentracdo média;
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_ i— x)z
s = \/ Licn (n N )
Onde:
X; = valor de cada uma das medidas individuais;

X = valor médio das medidas individuais:

N = nimero de medidas;

Intervalo de confianca da média =x + t,_; \/% (6)
Onde:

X = valor médio das medidas individuais;
t,,—1 = valor critico da distribuigdo de Student com n-1 graus de liberdade;
S = estimativa do desvio padrdo das medidas;

N = nimero de medidas;

A precisdo pode ser considerada e determinada por meio de trés
maneiras diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade
(ANVISA, 2003; MAPA, 2011; INMETRO, 2011; SWARTZ; KRULL, 2012).

3.5.5.1 Repetitividade

A repetitividade também designada de repetibilidade, precisao intra-
ensaio ou precisao intracorrida refere-se a capacidade do método de gerar os
mesmos resultados ao longo de um curto intervalo de tempo, em condigbes
idénticas denominadas condicdes de repetitividade: mesmo procedimento de

medicdo, mesmo observador, mesmo instrumento utilizado sob as mesmas
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condi¢cbes, mesmo local e repeticbes no menor espaco de tempo possivel (RIBANI
et al., 2004; INMETRO, 2011; SWARTZ; KRULL, 2012).

N&ao se deve confundir repetitividade com precisao instrumental, a qual é
medida pelas injecdes repetitivas, sequenciais da mesma amostra (normalmente dez
vezes ou mais), seguida pela média dos valores da area ou altura do pico e

determinacao do coeficiente de variacdo de todas as injec6es (RIBANI et al., 2004).

Segundo a ANVISA, a repetitividade do método deve ser examinada por,
no minimo, 9 determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3
concentracfes, baixa, média e alta, com 3 replicatas de cada (ANVISA, 2003). O
INMETRO sugere que sejam realizadas 7 ou mais determinagfes para o calculo da
estimativa do desvio padréo (INMETRO, 2011).

3.5.5.2 Preciséo intermediaria

A precisdo intermediaria (precisdo intercorridas) avalia a concordancia
entre os resultados intralaboratorial, avaliando assim as variacdes devido a eventos
aleatérios que normalmente ocorrem durante o uso de um método, tais como
diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipamentos ou uma combinacao
destes fatores. A ANVISA recomenda um minimo de dois dias diferentes e com
analistas diferentes para a determinacdo da precisdo intermediaria. A validacdo
deste parametro visa verificar se no mesmo laboratério o método fornecerd os
mesmos resultados (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; SWARTZ; KRULL, 2012)

A precisédo intermediaria fornece uma nocdo mais geral da precisdo em
comparacao com a repetitividade, dado a possibilidade de variagdo em um maior
namero de fatores (KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009). Sendo assim, a precisao
intermediaria € apontada como mais representativa da variabilidade dos resultados
em um unico laboratério, portanto mais aconselhavel de ser adotada como

parametro de precisdo (RIBANI et al., 2004).
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3.5.5.3 Reprodutibilidade

O termo reprodutibilidade (precisdo interlaboratorial) define a precisao dos
resultados obtidos para uma determinada analise realizada por diferentes analistas
em diferentes laboratorios, todavia seguindo a mesma metodologia (RIBEIRO et al.,
2008; KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009).

A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos colaborativos
entre laboratérios distintos, deve ser considerada em situagbes como a
padronizacdo de procedimentos analiticos a serem incluidos, por exemplo, em
farmacopeias (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.5.6 Exatidao

A exatiddo as vezes designada de veracidade € um parametro de
validacdo que representa o grau de proximidade entre o valor medido e um valor de
referéncia considerado como verdadeiro. E importante salientar que um valor exato
ou verdadeiro € um valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é
indeterminado por natureza (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008;
KONIECZKA; NAMIESNIK, 2009).

Os procedimentos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo: uso de materiais de referéncia certificados (MRC), comparacdo de
métodos, ensaios de recuperacdo e adicao de padrdo. A avaliacdo da exatidao por
intermédio da recuperacdo € o método mais empregado, tal fato € decorrente da
dificuldade de obtencdo de materiais de referéncia certificados (MRC), além disso,
um segundo método analitico nem sempre esta disponivel, impossibilitando assim a
comparacao de métodos (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011; HARRIS, 2012).

3.5.6.1 Recuperagéao (R)

A recuperacdo (fator de recuperacédo) é definida como a proporgcédo da
quantidade do analito de interesse, presente ou adicionada na porcao analitica do
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material teste, que € extraida e passivel de quantificacdo (RIBANI et al., 2004). A
recuperacdo mede a tendéncia total do procedimento analitico e, portanto, € uma
expressao de sua exatiddo (MAPA, 2011).

N&o se deve confundir a recuperacdo com a eficiéncia de extracdo ou de
digestdo da amostra. A recuperacao visa corrigir possiveis erros no resultado da
analise que séo ocasionados por erros sisteméaticos oriundos dos efeitos de extracédo
ou digestdo e das perdas advindas de todas as etapas da marcha analitica,
realizadas até a leitura da resposta instrumental, tais como, limpeza (clean-up),

diluicdes ou pré-concentracéo derivatizacdes, secagens, etc. (MAPA, 2011).

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras podem ser
fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracfes: baixa,
média e alta, da faixa de uso do método. Quando a recuperacao é obtida por meio
de fortificacbes de matriz branca, a porcentagem de recuperacdo € calculada
através da Equacédo 7 (ANVISA, 2003; ABNT, 2005; INMETRO, 2011; MAPA, 2011).

R (%) = (%) 1100 @)
Onde:

Cf = concentracao do analito medida na amostra fortificada;

Cny = concentragdo do analito medida na amostra ndo fortificada (branco da
amostra);
C,a = concentragdo do analito adicionado ao branco da amostra

(concentracao teorica);

A limitacdo do procedimento de recuperacdo € a de que o analito
adicionado, ndo estad necessariamente na mesma forma na qual estd presente na

amostra. A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente
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detectavel pode ocasionar avaliagcbes excessivamente otimistas da recuperacao
(RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011; HARRIS, 2012).

3.5.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos pardmetros analiticos sem alterar
significativamente sua exatiddo e precisao, portanto, € uma medida da quantidade
de variabilidade que o método pode suportar, sem perder a confiabilidade, desse
modo, um método analitico é dito robusto quando o mesmo ndo € susceptivel a
pequenas variacdes (ANVISA, 2003; RIBEIRO et al., 2008).

A estimativa da robustez depende do tipo de metodologia analitica
empregada, de modo geral, a robustez de um método cromatografico pode ser
avaliada pela variacdo de parametros tais como: concentracdo do solvente orgéanico,
pH e forca idnica da fase mével em HPLC, programacao de temperatura, natureza
do gas de arraste em CG, bem como tempo de extracdo e agitacdo. As mudancas
introduzidas refletem as alteracbes que podem ocorrer quando um método é
transferido para outros laboratoérios, analistas ou equipamentos (RIBANI et al.,
2004).

Em cromatografia liquida, a robustez pode ser avaliada variando
parametros tais como: a proporcdo de metanol na fase mével em + 2 %, o pH da
fase mével em 0,1 unidades de pH ou a temperatura da coluna em £ 5 °C. Se estas
modificacdes estiverem contidas dentro dos limites de exatiddo, precisdo e
seletividade aceitaveis considera-se que o método é robusto e tais variagbes podem

ser incorporadas ao procedimento (RIBANI et al., 2004).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Todos os experimentos necessarios para o desenvolvimento do presente

trabalho foram realizados no Laboratério de Andlises para Certificacdo de Produtos

do Caju (LABCAJU), localizado na Fundacédo Nucleo de Tecnologia Industrial do
Ceara (NUTEC).

4.1 Instrumentacao

V V.V V V V VY V

Agitador de tubos tipo Vortex Marconi MA-162;

Balanca analitica Denver Instruments company APX 200;

Bomba de vacuo FANEM® DIAPUMP® 089-CAL,;

Centrifuga FANEM® EXCELSA® I 206BL;

Chapa aquecedora TECNAL TE-0851,

Evaporador rotativo Marconi MA-120;

Estufa de secagem a vacuo TECNAL TE-395;

Cromatografo a gas Thermo Fisher-Scientific acoplado a um detector
espectrometro de massas (CG-EM) Thermo-Fisher-Scientific modelo DSQ |I;
Coluna cromatografica capilar OV-5 Bonded, 5 % fenil 95 %
polidimetilsiloxano (Ohio Valley Specialty Chemical) com as dimensfes de 30
m x 0,25 mm d.i. (diametro interno) e 0,25 pm de espessura de filme da fase
estacionaria;

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (LAB MATE e
Eppendorf);

Multiprocessador de alimentos MEGA MASTER PRO WALITA;

4.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados

>
>
>
>

Acetonitrila 99,9 % grau UV/HPLC/Espectroscoépico (Vetec);
Acetato de etila 99,9 % grau UV/HPLC/Espectroscopico (Vetec);
Ciclohexano 99,5 % grau UV/HPLC/Espectroscopico (Vetec);
Acido férmico 85 % P.A. (Vetec);
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> Acetona 99,9 % grau UV/HPLC/Espectroscopico (Vetec);

> Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);

> Amina primaria secundaria (PSA) com tamanho de particulas de 40 um

(Supelcoclean Bonded Silica Supelco);

Carvao (Supelcoclean ENVI-CARB 120/400 Supelco);

Citrato de sédio tribasico 99 % P.A. (Vetec);

Cloreto de sodio 99 % P.A. (Vetec);

Detergente faixa neutra (pH 6,5 a 7,5) (Vetec);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 e 40 mL;

Gas hélio 99,999 % (White Martins, Brasil);

Hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado 99 % P.A. (SIGMA-Aldrich);

Padrbes analiticos dos agrotéxicos;

Sulfato de magnésio anidro 98 % P.A. (Vetec);

YV V V V V VY V V V VY

Tubos para centrifuga, tipo Falcon, capacidade 50 mL, fundo cénico, em

plastico polipropileno;

4.2.1 Agrotoéxicos selecionados para o estudo

Os agrotoxicos selecionados para os estudos, foram de diferentes classes
quimicas, polaridades, classes toxicolégicas e fornecedores. Os mesmos foram
escolhidos baseados no uso na producao agricola (Tabela 6). No Anexo A, podem
ser observadas as estruturas dos agrotéxicos estudados bem como algumas outras

caracteristicas relevantes.

Tabela 6 - Descricdo dos padrBes analiticos dos agrotéxicos, com suas respectivas purezas,
fornecedores, classes, pKae Kow (constante de particdo octanol-agua). (Continua).

.. Pureza Classe
Agrotoxico Fornecedor

(%) toxicologica PKa  Kow

Alacloro 99,2 Fluka Analytical [l 0,62 3,09
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Tabela 6 - Descricdo dos padrfes analiticos dos agrotéxicos, com suas respectivas purezas,

fornecedores, classes, pKae Kow (Constante de particdo octanol-agua). (Continua).

Agrotoxico Ptzg/s)za Fornecedor toxci:clilsc’?geica pKa Kow
Ametrina 98,5 Fluka Analytical 11 10,07 2,63
Bifentrina 99,1 Riedel-de Haén I - 6,60

Cis-clordano 99,7 AccuStandard I - 2,78

Trans-clordano 99,3 AccuStandard I - 2,78
Clorobenzilato 100 AccuStandard 1] - 4,58
Cloroneb 100 AccuStandard \Y - 3,58

Clorotalonil 98,9 AccuStandard I - 2,94

Clorpirifés 100 AccuStandard Il - 4,70

CIort?[I)-gme)tl’lico 100 AccuStandard \Y, - 4,28
Esfenvalerato 97,0 Fluka Analytical Il - 6,24
Etridiazol 98,6 AccuStandard 1] 2,77 3,37
Fenarimol 99,8 Riedel-de Haén 1] - 3,69
Fenpropatrina 99,0 Dr. Egrr(;rt;sHtorfen Il - 6,04
Fentiona 98,0 Riedel-de Haén Il - 4,84
Hexaclorobenzeno 100 AccuStandard \Y, - 3,93

Parationa-metilica 99,8 Fluka Analytical - 3,00
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Tabela 6 - Descricdo dos padrfes analiticos dos agrotéxicos, com suas respectivas purezas,

fornecedores, classes, pKae Kow (COnstante de particdo octanol-agua). (Conclusao).

Pureza Classe

Agrotoxico (%) Fornecedor toxicol6gica pKa Kow

Cis-permetrina 71,7 AccuStandard Il - 6,10

Trans-permetrina 26,4 AccuStandard Il - 6,10

Propacloro 99,8 AccuStandard [l - 1,60

Trifloxistrobina 99,0  Dr Ehrenstorfen 1 . 450
GmbH

Triflumizol ogo  Dr Ehrenstorfen 1 3,70 477
GmbH

Trifluralina 98,5 AccuStandard [l - 5,27

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Limpeza dos materiais de trabalho

Todo o material empregado nos experimentos, tais como: vials, bal6es
volumétricos, pipetas, béqueres, espatulas dentre outros, foram submetidos a um

procedimento de purificacéo, tal como descrito a seguir:

4.3.1 Procedimento para limpeza dos Vials

Os vials e as tampas foram lavados com agua e detergente faixa neutra
(pH 6,5 a 7,5), em seguida, lavou-se duas vezes com agua destilada. Todos os vials
foram transferidos para um béquer de 500 mL, onde foi adicionada agua deionizada
purificada em um sistema Milli-Q suficiente para imergi-los. O béquer contendo os
vials foi aquecido em chapa aquecedora até fervura (100 C°), mantendo-se por 10

minutos, essa etapa foi reproduzida por trés vezes. Separou-se os frascos e as
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tampas, em seguida, os vials foram levados a estufa e mantidos a 150 C° por 30

minutos.

Posteriormente, apos o arrefecimento o processo de limpeza foi concluido
utilizando a acetona grau cromatografico, onde a mesma foi adicionada nos frascos

e nas tampas individualmente, esse procedimento foi repetido por duas vezes.

4.3.2 Procedimento para limpeza de vidrarias

As vidrarias foram lavadas duas vezes com detergente faixa neutra (pH
6,5 a 7,5), em seqguida, duas vezes com agua destilada e duas vezes com agua

deionizada purificada em sistema Milli-Q.

O procedimento de secagem adotado para as vidrarias volumétricas
(pipetas, baldes volumétricos, provetas etc.), foi a secagem lenta, onde as mesmas
foram mantidas expostas ao ar. As vidrarias ndo volumétricas (béqueres, funis de
vidro etc.) foram secas em estufa mantida a 150 °C por 30 minutos. Por fim,
adicionou-se acetona grau cromatografico nas vidrarias lavando as paredes,

repetindo-se tal procedimento por duas vezes.

4.4 Preparo das solucdes analiticas

Inicialmente visando a obtencdo de solucdes analiticas estoque dos
agrotéxicos na concentracdo 1000 mg L%, foram preparados individualmente 10 mL
de solucdo analitica de cada agrotoxico, considerando a pureza dos padrdes solidos
(Tabela 6). A massa do padrdo solido pesado foi dissolvida em ciclo hexano /
acetato de etila (1:1, v/v) e as solucdes estoque foram armazenadas em frascos com

tampa rosqueada a temperatura inferior a -4 °C.

A partir das solugcbes padrdo 1000 mg L* dos agrotédxicos, preparou-se
por meio de diluicdo, uma mistura de 10 mL de solucdo estoque mista de todos os
agrotéxicos, de modo que a concentracéo de cada analito em solugéo era 10 mg L.

De posse da solucdo estoque mista 10 mg L™, preparou-se uma mistura
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intermediaria dos agrotéxicos de concentracdo 1 mg L. Essa mistura intermediaria
foi utilizada para a confeccdo das solugdes de trabalho que compdem a curva de

analitica.

4.5 Condi¢bes cromatograficas

Nas analises cromatograficas foi utilizado um cromatégrafo a gas
acoplado a um detector espectrometro de massas (Figura 5). Foi utilizada uma
coluna cromatogréfica capilar OV-5 Bonded, 5 % fenil 95 % polidimetilsiloxano (Ohio
Valley Specialty Chemical) com as dimensdes de 30 m x 0,25 mm d.i. (diametro
interno) e 0,25 ym de espessura de filme da fase estacionaria. As inje¢des foram
executadas injetando-se 1,0 yL da amostra, com temperatura do injetor de 250 °C
operando no modo splitless (sem divisdo de fluxo, valvula permaneceu fechada por
um minuto), sendo utilizado gas hélio como gas de arraste (fase mével) com vazéo
de 1,0 mL min.

Figura 5 - Sistema cromatogréfico utilizado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As andlises cromatograficas foram executadas empregando-se o seguinte

programa de temperatura: temperatura inicial de 100 °C permanecendo por 1,0 min,
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seguindo com aquecimento de 15 °C mint até 180 °C e em seguida com

aguecimento de 4 °C mint até 280 °C, permanecendo nesta temperatura por 14 min
(Figura 6).

Figura 6 - Programacéo de temperatura empregada no método cromatografico.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O espectrometro de massas foi programado para executar o
monitoramento dos fragmentos dos agrotoxicos no modo SIM (Selected lon
Monitoring), monitoramento por ion selecionado com ionizacdo por impacto de
elétrons (El) a 70 eV, utilizando quadrupolo linear como analisador de massas. A

temperatura da linha de transferéncia foi de 270 °C e da fonte de ions foi de 270 °C.

4.6 Preparo da amostra para analise e para os estudos de validacdo do método

Foram adquiridas em meados de fevereiro (2013 e 2014) dez unidades de
goiaba organica, provenientes da cidade de Tabuleiro do Norte, oriundas de
plantac6es nas quais ndo se faz uso de agrotoxicos. As amostras foram conduzidas

ao laboratério para execucéo do preparo prévio para os estudos de validacao.
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O fruto in natura foi fracionado e em seguida integralmente processado
em um multiprocessador de alimentos domeéstico. A amostra foi armazenada em
frascos de vidro previamente limpos de acordo com a subsecédo 3.3.1 e mantida em

freezer a temperatura de -4 °C até realizacdo dos experimentos.

4.6.1 Obtencéo do extrato da matriz

Os extratos foram obtidos por meio do método QUEChERS modificado,
onde foram adicionados 10,0 g de goiaba processada em tubo Falcon e em seguida
adicionados 10,0 mL de acetonitrila (grau HPLC) seguida de agitacdo por 1 min em
agitador Vortex. Apés agitacdo foram adicionados 4,0 g de sulfato de magnésio
anidro; 1,0 g de cloreto de sédio; 1,0 g de citrato de sddio tribasico e 0,5 g
hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado seguido de agitacdo manual do tubo para
evitar formacdo de ndédulos. Posteriormente a agitacdo manual, foi promovida
agitacao por 1 min em agitador do tipo Vortex seguida de centrifugagéo por 10 min a
3000 rpm. Na Figura 7 tem-se a ilustracdo da etapa inicial de extragdo com

acetonitrila e a particdo com os sais.

Figura 7 - Etapa de extragdo com acetonitrila e adicdo de sais.

o NacCl
Acetonitrila > MgSO4 " Centrifugacéo
Agitacdao no Vortex CeHsNa307.2H20 —_—
| CesHsNaz07.1,6H:0 | -
Agitacéo no Vortex ' -
Goiaba Goiaba Goiaba Goiaba
+ + +
Acetonitrila Acetonitrila Acetonitrila
+ +
Sais Sais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Retirou-se uma aliquota de 4,0 mL da fase liquida de acetonitrila para a

realizacdo da etapa de limpeza. Na etapa de limpeza por extracdo em fase solida
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dispersiva (D-SPE), foram adicionados 600 mg de sulfato de magnésio, 100 mg do
sorvente PSA, 30 mg de carvao, e em seguida executada agitacao por 1 min, em
agitador do tipo Vortex, seguido de centrifugac&o por 10 minutos. Posteriormente, foi
retirada uma aliquota de 3,0 mL e transferida para baldo esmerilhado de fundo
redondo, também foi adicionado ao baldo 10 pL de solucdo 5 % &acido formico em
acetonitrila. A Figura 8 ilustra o procedimento de limpeza (Clean-up) do extrato da

matriz.

Figura 8 - Etapa de limpeza do extrato da matriz.

MgSO4+ PSA + Carvao
>
Agitacdo no Vortex ~Solugao 5%
Centrifugagdo | acido formico em
- acetonitrila Extrato
pos-clean up

Extrato da fase
acetonitrila

Fonte: Elaborada pelo autor.

A mistura extrato pés-clean up juntamente com mais 10 uL de solucdo 5
% acido formico em acetonitrila foi transferida ao baldo esmerilhado de fundo
redondo, e em seguida, levada ao evaporador rotativo a 40 °C para a eliminacéo da
acetonitrila oriunda da extracdo. Posteriormente a etapa de evaporacao, foi realizada
a ressuspensédo do extrato com 3,0 mL de solucédo ciclo hexano / acetato de etila
(2:1, viv). O extrato final foi armazenado em vial (2 mL). A Figura 9 ilustra o

procedimento de evaporacao e ressuspensao do extrato da matriz.

Esse procedimento foi executado seguidas vezes até a obtencdo de um
volume de extrato suficiente para a preparacdo das solucbes padrao das curvas
analiticas, além disso, tal procedimento também foi executado no preparo das

amostras analisadas.
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Figura 9 - Etapa de rotaevaporacao e ressuspensao do extrato.

Ressuspensao com
solucéo ciclo hexano/

Evaporador rotativo a acetato de etila 1:1 %

40 °C

> >

Extrato Extrato final

pos-clean up

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas por meio de padronizacdo externa
usando a mistura de solventes (ciclo hexano / acetato de etila (1:1, v/v)) e por
padronizacdo externa com superposicdo de matriz (goiaba) (RIBANI et. al., 2004).
Os niveis de concentracdo que compdem a curva analitica foram preparados a partir
da solucédo mista dos agrotéxicos 1 mg L, onde foi preparado soluges padrdo nas
concentragées: 0,01; 0,03; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50 e 0,70 mg L. Cada solugéo
padrédo foi injetada trés vezes no sistema cromatografico sob as condicbes descritas

na subsecéao 4.5.

4.7.1 Preparo das solucdes padrdo para obtencdo das curvas analiticas

As solucdes padrdo para a construcdo das curvas analiticas no solvente
por padronizacdo externa, foram preparadas a partir da solugéo mista 1 mg L* dos
agrotoxicos (preparada conforme descrita na subsecéo 4.4), de modo que retirou-se
aliquotas da solugéo mista e adicionou-se a baldes volumétricos de 5 mL aferindo-se

com a mistura de solvente ciclo hexano / acetato de etila (1:1, v/v).

Para padronizacdo externa por superposicdo da matriz, as solucdes
padrdao foram preparadas de modo semelhante, porém, os bal6es volumétricos
foram aferidos com o extrato da matriz isenta de agrotéxicos, extraido pelo método

QUEChERS modificado conforme descrito na subsecao 4.6.1.
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4.8 Validacdo do método QUEChERS modificado para a determinacdo de
agrotoxicos em goiaba

A metodologia foi validada fazendo uso das figuras de mérito tais como:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatiddo. Tais parametros sao
sugeridos para validacdo de métodos analiticos pelo INMETRO, ANVISA, MAPA e
ABNT.

4.8.1 Seletividade

A seletividade do método para os analitos estudados foi avaliada através
da andlise dos cromatogramas da amostra isenta dos analitos (branco da amostra) e
da amostra adicionada dos analitos, sob as mesmas condicfes cromatograficas.
Uma vez obtido os cromatogramas referentes as solucdes do branco da amostra e
da prépria amostra adicionada dos analitos, com o auxilio do detector espectrometro
de massas (EM), foi executada a avaliagdo da “pureza” dos picos cromatograficos
relativos a cada um dos agrotéxicos, avaliando-se também a possivel coeluicdo de

componentes da matriz com os analitos de interesse.

4.8.2 Linearidade

A linearidade das curvas analiticas construidas no solvente e no extrato
da matriz goiaba foi avaliada por meio do coeficiente de correlagdo (R) proveniente
da anadlise de regresséo linear. Visando avaliar a qualidade e consequentemente a
validade da equacao de regressao linear, fez-se a Analise de Variancia (ANOVA).
Além disso, aplicou-se o teste t de Student visando avaliar a significancia estatistica

dos coeficientes angular e linear da equacéo da reta obtida.
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4.8.2.1 Teste de validacdo da analise de regressdo linear (significancia da

regressao)

A fim de comprovar a significancia das curvas analiticas, comparou-se o
valor de Fcaculado (Calculado mediante uso da Equacao 8), com o valor de Fecritico
tabelado, no nivel de confianca de 95 % (PIMENTEL; NETO, 1996; DANZER,;
CURRIE, 1998; CHUI et al., 2001; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

F — MQRegr
MQResid

(8)
Onde:

MQgeqr = Média dos quadrados da regresséo;

MQg,.;s = Média dos quadrados do residuo;

A comparacao é realizada baseada em duas hipoteses: Fcalculado = Feritico €

Fcalculado < Feritico.

» Se Fcarculado 2 Feritico, S€ aceita no nivel de confianca estabelecido, que a # 0,
sendo assim a inclinacdo da reta da regressdo ndo € nula, nesse caso a

regressao € significativa.

» Se Fcalculado < Feritico, N0 h& indicac@o de existéncia de relacado linear entre as

variaveis x e y, nesse caso nao tem sentido utilizar a regressao.

4.8.2.2 Teste de Significancia dos parametros de calibracdo

A avaliacdo da significancia dos parametros estatisticos (coeficiente
angular (a) e linear (b)) nas curvas analiticas foi realizada mediante uso do teste t de
Student. De modo que para que o0 parametro seja estatisticamente significativo, a

razao entre o valor do parametro e o desvio (Equacgbes 9 e 10) deve ser maior que 0
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valor tabelado para o t de Student (DANZER; CURRIE, 1998; NETO; PIMENTEL;
ARAUJO, 2002; LIGIERO et al., 2009).

a

tcalculado = 5 9)
b
Lcalculado = 5 (10)

Onde:

a = coeficiente angular;
b = coeficiente linear;
S, = desvio do coeficiente angular;

S} = desvio do coeficiente linear;

4.8.3 Limite de detecgéo (LD)

Os limites de deteccéo foram estimados para cada agrotoxico, através do
“‘Método da relacdo sinal-ruido”, de modo que foram injetados no sistema
cromatografico solucbes analiticas mistas dos agrotoxicos em concentracdes
decrescentes até a ocorréncia da relacdo sinal / ruido aproximadamente igual a 3.
Esta relagdo sinal / ruido foi calculada pelo software do equipamento (ANVISA,
2003; RIBANI et al., 2004; ABNT, 2005).

4.8.4 Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacdo foi estimado para cada agrotéxico, de modo

analogo a estimativa do LD, distinguindo-se apenas na relacédo sinal / ruido. Desse
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modo, a determinacdo de tal parametro ocorreu mediante a leitura da solucéo
analitica de menor concentracdo que produziu a relacdo sinal / ruido de
aproximadamente 10 (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; ABNT, 2005).

4.8.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade e da
precisdo intermedidria, onde foram expressas através do coeficiente de Variacdo
(CV, %) (Equacédo 4). Os procedimentos empregados para a avaliacdo da precisao

sao descritos nas subsecdes a seguir.

4.8.5.1 Repetitividade

A precisdo do método, em termos de repetitividade foi executada
procedendo-se a extracao e analise das amostras fortificadas. Foram realizadas trés
extracoes de cada nivel de fortificagdo (0,05; 0,1 e 0,3 mg kg?), contemplando o
intervalo linear do método, onde cada um dos extratos foi injetado uma vez no

sistema cromatografico sob as condicfes de repetitividade.

4.8.5.2 Preciséo intermediaria

Os estudos de precisdo intermediaria foram conduzidos de modo
semelhante aos estudos de repetitividade, contudo, as analises foram conduzidas

em dias diferentes e com diferentes analistas.

4.8.6 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada em funcdo dos ensaios de
recuperacao, os ensaios foram conduzidos conforme as recomendacfes da ANVISA
e do MAPA (ANVISA, 2003; MAPA, 2011). Os ensaios de recuperagao foram
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conduzidos por meio de fortificacdo de 10 g de amostra de goiaba processada
(isenta de agrotoxicos) em trés niveis de fortificacdo (0,05; 0,1 e 0,3 mg kg?), de
modo que cada nivel de fortificacdo foi extraido em triplicata. Apds o procedimento
de fortificacdo das amostras, as mesmas foram agitadas por 1 minuto em agitador
tipo Vortex, a fim de garantir a homogeneizacdo das amostras. Posteriormente, as
amostras fortificadas foram preparadas conforme o método QUEChERS, descrito na
subsecao 4.6.1.

4.9 Avaliacao do Efeito Matriz

A avaliacdo da possivel existéncia de efeito matriz causado pelo extrato
de goiaba nas analises por GC-EM foi executada mediante comparacdes entre as
inclinacdes das curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz. O
calculo da magnitude do efeito matriz foi executado por meio da Equacédo 11
(MARTINS, 2010; ORSO, 2011; SALVIA; CREN-OLIVE; VULLIET, 2013):

1% %100 (11)

Efeito Matriz (%) = =
2

Onde:

X, = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada
agrotoxico, preparadas na matriz;
X, = inclinagédo da curva obtida pela injecdo das soluc¢des analiticas de cada

agrotoxico, preparadas em solvente;

4.10 Analises de amostras de goiaba provenientes da cidade de Fortaleza

Uma vez que o método foi desenvolvido e validado, o0 mesmo foi aplicado

para analise e determinacédo de residuos de agrotoxicos em 8 amostras de goiaba
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comercializadas na cidade de Fortaleza-CE. As amostras analisadas foram
provenientes de 8 bairros distintos da cidade, de modo a contemplar diferentes
Regionais que integram a cidade (Figura 10).

As amostras foram preparadas conforme o método QUEChERS
modificado, descrito na subsecdo 4.6.1 e os agrotéxicos foram identificados e
guantificados conforme o método cromatografico descrito na subsecdo 4.5. As
analises de cada amostra foram executadas em triplicata para posterior tratamento

estatistico dos resultados.

Figura 10 - Mapa das Regionais da cidade de Fortaleza-CE

Regional do Centro )
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Regionall2 )
- it
Heéional 3 )

Fonte: Prefeitura de Fortaleza (2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Método QUEChERS modificado

Na obtencdo do extrato da amostra foi empregado acetonitrila como
solvente extrator, em virtude do seu maior poder de extracdo de agrotoxicos de
diferentes polaridades, sendo assim, ndo se faz necessario a adicdo de solventes
apolares, sendo mantida a proporcdo amostra / solvente, ou seja, a relacdo é
mantida em 10 g de amostra para 10 g de solvente. Além disso, o uso da acetonitrila
como solvente proporciona a extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos (ceras, gorduras e pigmentos) oriundos da amostra, todavia, ainda assim
sdo extraidos co-extrativos provenientes da matriz da amostra (LEHOTAY et al.,
2001; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004; PRESTES et al., 2009; PRESTES et al.,
2011).

Deste modo, a etapa de limpeza da amostra é essencial, nessa etapa o
uso do PSA é muito oportuno, haja vista a sua capacidade de remoc¢ao de possiveis
interferentes oriundos da matriz tais como acidos graxos e alguns outros compostos
polares. Contudo, o sorvente é pouco eficiente na remocdo de pigmentos.
(PRESTES et al., 2009), sabendo que a goiaba possui em sua composi¢cao altos
teores de pigmentos que lhe conferem cor, tais como, clorofila, carotenoides,
polifendis e licopeno (KONG et al., 2010; NIMISHA et al., 2013).

Sendo assim, uma etapa adicional ao procedimento de limpeza foi
acrescentada ao método QUEChERS, essa modificagcdo no método é decorrente da
adicdo de uma pequena quantidade de carvéo ativo (30 mg) na etapa de limpeza,
onde a adicdo do carvao proporciona uma remocao adicional de co-extrativos
(pigmentos) presentes no extrato da goiaba (CABRERA et al., 2012). Uma vez que a
fruta possui altos teores de pigmentos que podem vir a interferir na resposta
cromatografica, a reducao dos possiveis interferentes € evidenciada pela mudanca

de coloracéo do extrato da amostra, como pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 - Extratos obtidos pelo método QUEChERS com a adi¢cdo de carvdo ativo na etapa de

limpeza (& esquerda) e preparados sem adi¢éo de carvao ativo (a direita).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma etapa de limpeza eficiente da amostra acarreta na redugcédo da
contaminagdo do sistema cromatografico, garantindo assim uma maior vida util do
equipamento (PRESTES et al.,, 2011). Além disso, a remoc¢do de possiveis
interferentes contidos na matriz da amostra corrobora para uma reducgéo do provavel

efeito matriz causado por componentes provenientes da amostra.

A acetonitrila é o solvente mais indicado para extracdo de agrotoxicos de
diferentes polaridades, sendo, portanto mais adequado para métodos de extragdo de
agrotéxicos multiclasses, entretanto, o solvente apresenta um grande volume de
expansdo durante o procedimento de vaporizagdo no injetor do cromatdgrafo
gasoso, dessa forma € gerado uma incompatibilidade da acetonitrila com sistema de
injecdo do cromatografo. Assim sendo, foi necessaria a troca de solvente, onde o
extrato foi submetido a rotaevaporacao seguida de ressuspenséo com ciclo hexano /
acetato de etila (1:1, v/v) (ANASTASSIADES et al., 2003).

Segundo Barbosa (2013), a mistura de solventes ciclohexano / acetato de
etila (1:1, v/iv) empregada para solubilizar o extrato apOs rotaevaporacdo da
acetonitrila é compativel com o sistema cromatografico, além disso, contém
polaridade adequada para solubilizar bem compostos com diferentes polaridades,
devido a caracteristica apolar do ciclohexano e da caracteristica relativamente polar

do acetato de etila (BARBOSA, 2013).
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5.2 Anélise qualitativa dos agrotoxicos por CG-EM

As condicbes de andlise dos agrotoxicos na fruta se mostraram
adequadas a determinacdo e quantificacdo dos agrotoxicos, uma vez que, a
programacao de temperatura estabelecida possibilitou a separacédo conveniente dos

compostos em um tempo de corrida de aproximadamente 45 minutos (Figura 12).

Figura 12 - cromatograma da mistura dos padr@es analiticos dos agrotoxicos 0,7 mg L1 em extrato de

matriz goiaba.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A utilizacdo do detector de espectrometria de massas operando no modo
SIM, com ionizag&o por impacto de elétrons culminou em significativa sensibilidade e
seletividade para os agrotdéxicos em estudo, visto que o método possibilitou a
determinacdo e quantificacdo dos analitos em niveis de concentracdo menores que
os LMR’s (Limite Maximo de Residuo) instituidos pela legislacdo brasileira, como

pode ser visto na subsecédo 5.3 (ANVISA, 2013).
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Na Tabela 7, sdo exibidos os ions monitorados de cada agrotoxico
selecionado para a andlise por CG-EM no modo SIM, bem como os tempos de
retencdo (tr) associados aos mesmos. Os fragmentos de determinacdo e
quantificacdo dos analitos foram selecionados no processamento do método SIM,
onde os fragmentos com maior abundancia relativa (*) foram selecionados para a
quantificacdo dos agrotéxicos, visando obter maior sensibilidade do detector aos
analitos (BARBOSA, 2013).

Tabela 7 - Fragmentos dos agrotéxicos monitorados no modo SIM, com suas respectivas massas

molar e tempos de reten¢do. (Continua).

Agrotoxico tr (Min) fons (m/z) Massa molar (g mol?)
Etridiazol 9,39 183, 185, 211*, 213 247,53
Cloroneb 9,97 191%*, 193, 206, 208 207,10

Propacloro 11,73 120%*, 169, 176 211,69

Trifluralina 12,54 248, 264, 290, 306* 335,28

Hexaclorobenzeno 13,70 142, 282, 284, 286* 284,80

Clorotalonil 15,60 264, 266*, 267, 268 265,91
Ametrina 17,09 170, 185, 212, 227* 227,12
Alacloro 17,13 146, 160*, 188 269,77
Fentiona 18,75 109, 125, 169, 278* 278,33
Clorpirifos 18,79 197%, 199, 314, 316 350,89

C'O”E"‘[')'giPmAe)“"CO 19,03 299, 301, 303, 332 331,96
Triflumizol 20,98 179, 206, 278*, 287 345,75
Cis-clordano 21,34 371, 373*, 375, 377 409,78

Trans-clordano 21,97 371, 373*, 375, 377 409,78
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Tabela 7 - Fragmentos dos agrotéxicos monitorados no modo SIM, com suas respectivas massas

molar e tempos de retengdo. (Concluséo).

Agrotéxico tr (Min) fons (m/z) Massa molar (g mol?)
Clorobenzilato 24,16 139*, 141, 251, 253 325,19
Trifloxistrobina 26,07 116*, 131, 145, 222 408,37

Bifentrina 28,44 165*, 166, 181, 182 422,88
Fenpropatrina 28,73 97*, 125, 181, 265 349,42
Fenarimol 31,25 107, 139%, 219, 251 331,20
Trans-permetrina 32,66 163, 164, 165, 183* 391,30
Cis-permetrina 33,01 163, 164, 165, 183* 391,30
Esfenvalerato 40,00 125*, 152, 167, 181 419,90

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Validacéo do método analitico

Uma vez que é desenvolvido um método analitico, tem-se a necessidade
de validar o método, a fim de comprovar a eficacia do método proposto para uso no
qgual se destina. A validacdo do método analitico tem por objetivo comprovar que o
mesmo é adequado a identificacdo e quantificacdo dos agrotéxicos em goiaba, além
disso, visa garantir a qualidade dos resultados analiticos, conferindo-lhes
confiabilidade. Desse modo, torna-se indispensavel a analise de parametros de

validacdo amparados pela andlise estatistica.

5.3.1 Seletividade

Para a determinacdo de varios composto em uma matriz complexa, é
necessario comprovar a seletividade do método para os analitos de interesse, pode-

se afirmar que o método é seletivo quando ndo ha sobreposicdo picos
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cromatograficos ou coeluicdo de interferentes com os picos de interesse. Sabendo
disso, a Figura 13 exibe o cromatograma da mistura dos padrdes dos agrotoxicos na
matriz goiaba, pode ser observado que as condi¢cdes cromatograficas empregadas
sdo apropriadas para a separacdo dos agrotoxicos, uma vez que 0S picos

provenientes dos agrotdxicos encontram-se bem resolvidos.

A utilizacdo do detector de espectrometria de massas, por meio do modo
SIM é interessante para demonstrar que o pico cromatogréafico é atribuido a um so6
analito, onde o modo SIM monitora os fragmentos selecionados para cada
composto. Dessa maneira, tem-se uma maior seletividade e sensibilidade nas
andlises dos agrotoxicos, onde a presenca do analito na amostra é constatada pela
andlise do espectro de massas do mesmo. Devido a essa elevada seletividade, os
efeitos de possiveis interferentes provenientes de componentes presentes sao
minimizados. A Figura 13 exemplifica o procedimento de analise do espectro de

massa do agrotdxico associado do pico cromatogréfico.

Figura 13 - Cromatograma e espectro de massas do agrotoxico fentiona.
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5.3.2 Validacéao das curvas analiticas e linearidade

Utiliza-se a andlise por regressdo linear para avaliar a calibragédo
instrumental e suas incertezas associadas, isso é frequentemente utilizado para
indicar o quanto a reta pode ser considerada adequada. Os calculos estatisticos sao
utilizados com o propdésito de aprimorar os julgamentos relacionados a qualidade de
medidas experimentais (COSTA et al., 2006; SKOOG et al., 2013).

De posse dos resultados obtidos neste estudo provenientes das injecdes
cromatograficas das solucdes padrao dos analitos na matriz e no solvente, plotou-se
as concentracdes conhecidas (x;), contra as respostas do sistema cromatografico
(yi). Desse modo, construiram-se curvas de calibragcdo que melhor representa o
conjunto de pontos obtidos (X, yi), onde obteve-se mediante o uso do método dos
minimos quadrados a equacao que fornece a melhor linha reta entre o conjunto de
pontos (Xi, yi). Por meio do método dos minimos quadrados, obtém-se os valores dos
parametros a (coeficiente angular) e b (coeficiente linear), além disso, calcula-se o
coeficiente de correlacao linear (R) (CHUI et al., 2001; SKOOG et al., 2013).

O processo de validacdo da curva de calibracdo foi iniciado com o
parametro de linearidade acompanhado da andlise estatistica da curva, visando
garantir a linearidade da curva de calibracdo. Tal parametro € sugerido pelo
INMETRO e a ANVISA para a validacdo de métodos analiticos (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2011).

Os valores do coeficiente de correlacdo (R) das curvas analiticas
construidas sem superposicdo de matriz revelou-se adequado para 0s agrotoxicos
estudados (Tabela 8), com excecdo dos compostos cloroneb e parationa-metilica,
onde néo foi obtida correlagéo linear satisfatoria.



Tabela 8 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotéxicos construidas sem

superposi¢do de matriz. (Continua).

Agrotoxico

Equacéao (y = ax + b)

Intervalo linear

(mg L)
Etridiazol y = 241,33x - 4803,41  0,9952 0,03-0,70
Cloroneb - - -
Propacloro y =1540,57x - 11603,76 00,9995 0,01-0,70
Trifluralina y =513,72x - 4785,05  0,9992 0,01-0,70
Hexaclorobenzeno y = 1624,22x - 7045,35 00,9998 0,01-0,70
Clorotalonil y = 885,61x - 29936,57  0,9964 0,01-0,70
Parationa-metilica - - -
Ametrina y = 387,28x - 8996,16 0,9957 0,01-0,50
Alacloro y =573,16x + 1811,97  0,9960 0,01-0,70
Fentiona y =1016,75x - 28483,40 0,9959 0,01-0,70
Clorpirifés y = 346,87x - 4857,11 0,9994 0,01-0,70
Clortal-dimetilico (DCPA) y =968,94x - 9753,80 0,9974 0,01-0,70
Triflumizol y =24,94x +1131,18 0,9944 0,01-0,70
Cis-clordano y = 655,75x + 2042,75  0,9988 0,01-0,70
Trans-clordano y =594,57x - 4439,75 0,9979 0,01-0,70
Clorobenzilato y =532,11x - 9090,58 0,9984 0,01-0,70
Trifloxistrobina y =405,97x + 2899,56  0,9951 0,01-0,70
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Tabela 8 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotoxicos construidas sem

superposi¢cédo de matriz. (Conclusao).

Intervalo linear

Agrotoxico Equacéo (y =ax +b) R (mg L)
Bifentrina y =1920,25x - 14678,45 0,9969 0,01-0,70
Fenpropatrina y =815,97x - 13330,38 0,9976 0,01-0,70
Fenarimol y = 236,50x - 1681,22 0,9962 0,01-0,70
Trans-permetrina y = 315,01x - 1271,36 0,9992 0,01-0,70
Cis-permetrina y =902,31x - 12495,78  0,9982 0,01-0,70
Esfenvalerato y = 120,34x - 1905,52  0,9980 0,20-0,70

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por outro lado, os valores dos coeficientes de correlagéo (R) das curvas
analiticas construidas por superposicdo de matriz foram adequados para a maioria
dos agrotédxicos, considerando que sdo maiores que 0,99 (Tabela 9), estando de
acordo com as orientagdes da ANVISA e do INMETRO que recomendam R igual a
0,99 e acima de 0,90, respectivamente. Contudo, o agrotoxico parationa-metilica ndo
apresentou correlacdo linear adequada, assim como ocorreu na curva construida
sem superposicdo de matriz. Dessa forma, tem-se que o0 mesmo nédo foi

guantificado.

Tabela 9 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotoxicos construidas com

superposi¢do de matriz. (Continua).

Intervalo linear

Agrotoxico Equacéo (y = ax + b) R (mg L)

Etridiazol y = 437,35x - 2388,4 0,9991 0,01-0,70



Tabela 9 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotéxicos construidas com

superposi¢do de matriz. (Continua).

Agrotoxico

Equacéo (y =ax + b)

R

Intervalo linear

(mg L)
Cloroneb y =2125,44x + 30295,19 0,9953 0,01-0,70
Propacloro y = 2346,16x — 20922 0,9993 0,01-0,70
Trifluralina y = 689,31x - 2562,4 0,9995 0,01-0,70
Hexaclorobenzeno y = 1585,91x - 978,86 0,9993 0,01-0,70
Clorotalonil y =1142,09x + 13414 0,9980 0,01-0,70
Parationa-metilica - - -
Ametrina y = 375,03x + 1481 ,4 0,9988 0,01-0,70
Alacloro y = 821,61x + 6267,7 0,9989 0,01-0,70
Fentiona y = 54,97x + 1048,5 0,9957 0,01-0,70
Clorpirifos y = 457,71x + 223,87 0,9986 0,01-0,70
Clortal-dimetilico (DCPA) y=1632,46x - 4314,3 0,9964 0,01-0,70
Triflumizol y = 63,12x - 500,16 0,9990 0,01-0,70
Cis-clordano y = 1328,30x — 20517  0,9981 0,01-0,70
Trans-clordano y =1173,55x — 23298 0,9981 0,01-0,70
Clorobenzilato y =1810,11x — 37783 0,9962 0,01-0,70
Trifloxistrobina y = 1039,69x — 26594  0,9969 0,01-0,70
Bifentrina y = 3391,42x — 68280 0,9956 0,01-0,70
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Tabela 9 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotéxicos construidas com
superposi¢édo de matriz. (Conclusao).

Intervalo linear

Agrotéxico Equacéo (y =ax + b) R (mg L)
Fenpropatrina y = 1265,09x + 25395 0,9950 0,01-0,70
Fenarimol y =621,10x — 11213 0,9973 0,01-0,70
Trans-permetrina y = 785,36x — 10389 0,9986 0,01-0,70
Cis-permetrina y =1892,22x — 25793 0,9991 0,01-0,70
Esfenvalerato y = 348,28x — 3956 0,9990 0,03-0,70

Fonte: Elaborada pelo autor.

No que diz respeito a faixa linear, ou seja, intervalo que melhor
compreende a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, observa-se que o intervalo linear adequado
para boa parte dos agrotoxicos tanto na matriz quanto no solvente esta

compreendido de 0,01 a 0,70 mg L.

O conceito estatistico de R em muitas vezes € mal interpretado e utilizado
como critério de aceitacdo da linearidade da regressao por alguns analistas, quando
utilizado em andlise quimica. Ainda que se observem os altos valores de R, ou seja,
proximos de um, porém abaixo de 0,99, é possivel que a curva de calibracédo
apresente erros determinados. Um valor de R igual a 0,99 (isto é, R? = 0,98) é
obviamente muito alto, porém significa apenas que 98 % da variagdo total em torno
da média foi explicada pelo modelo, logo é possivel que os 2 % restantes estejam
concentrados em uma unica por¢ao da curva, e isso indicaria uma falta de ajuste do
modelo. Sendo assim, devem-se verificar a significancia da regresséo por meio de
testes estatisticos de comparacdo de variancias, tais como o teste F (PIMENTEL,;
NETO, 1996; DANZER; CURRIE, 1998; CHUI et al., 2001; NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).
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5.3.2.1 Teste de validacéo da andlise de regresséao linear (significancia da regresséo

linear)

Uma regressao significativa é aquela na qual a variacdo nos valores de y
decorrentes da relacdo linear prevista € grande quando comparada com aquela
devido ao erro (residuos). Dessa maneira, basta comparar os valores de Fcalculado €
Feriico, onde um grande valor de Fcalculado indica que a regressdo € altamente
significativa (PIMENTEL; NETO, 1996; SKOOG et al., 2013).

Sendo assim, a indicacdo da existéncia de relacdo linear entre as
variaveis x e y foi altamente significativa para todos os agrotéxicos no solvente e na
matriz da amostra, dado o elevado valor de Fcalculado, COM exceg¢do da curva do

cloroneb preparada no solvente, na qual ndo apresentou relagéo linear (Tabela 10).

Tabela 10 - Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas no solvente e na matriz.

(Continua).
Fcalculado
Agrotoxico Teste F
Curva no solvente Curva na matriz
Etridiazol 514,45 3355,84
Cloroneb - 629,95
Propacloro 6166,86 4130,50
Trifluralina 3844,22 5634,21
Hexaclorobenzeno 18577,90 4603,42
Fcalculado 2
Clorotalonil 546,78 1479,77 Feritco
Ametrina 573,44 2003,85
Alacloro 751,72 2181,33
Fentiona 480,45 696,25

Clorpirifos 3970,48 1760,18
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Tabela 10 - Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas no solvente e na matriz.

(Concluséo).

Fcalculado
Agrotoéxico Teste F
Curva no solvente Curva na matriz

Clortal-dimetilico (DCPA) 1135,92 693,39
Triflumizol 264,96 3001,61
Cis-clordano 2542,14 1544,13
Trans-clordano 1436,01 1578,28
Clorobenzilato 1910,27 791,24
Trifloxistrobina 609,76 964,53 Fesloulado =
Bifentrina 968,20 675,64 Feritco
Fenpropatrina 1224,73 591,75
Fenarimol 790,94 1087,32
Trans-permetrina 3928,47 2104,60
Cis-permetrina 1632,60 3489,97
Esfenvalerato 506,39 244251

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.2.2 Teste de significancia dos parametros de calibracao

Idealmente as curvas de calibracdo deveriam passar pela origem,
entretanto, tal fato ndo foi observado para as curvas analiticas obtidas neste estudo.
Desta forma, levou-se em consideracdo o valor dos desvios referentes a cada
parametro das equacdes das retas (coeficientes lineares e angulares) (LIGIERO et
al., 2009). Além disso, a importancia da realizacdo dos testes estatisticos para os
parametros das curvas analiticas esta relacionada com o fato de que se os testes

forem negligenciados, serdo feitas estimativas errdbneas das concentracfes dos
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agrotoxicos, dado que os parametros associados as equacdes que representam as

curvas analiticas podem néo significativos estatisticamente.

Sendo assim, € recomendado realizar o teste t, onde o valor de tcaiculado
para os parametros foi comparado com o valor de tcitco tabelado, para o nivel de
confianca de 95 % e o numero de graus de liberdade (GL) é dado por GL = N — 2,
sendo N o numero de pontos das curvas. Quando tcritco € maior do que tcalculado @
hipétese de que o desvio é insignificante estatisticamente é aceita, sendo o
parametro de calibracdo excluido da equacédo da curva analitica para o calculo das

concentracdes dos analitos (LIGIERO et al., 2009).

Os resultados da analise estatistica dos parametros das curvas analiticas
no solvente (Tabela 11) evidenciam que todos os coeficientes angulares, com
excecgdo do cloroneb séo significativos (tcalculado > teritico), por outro lado, todos os
coeficientes lineares nao apresentam significancia estatistica (tcaiculado < teritico). Sendo
assim, os coeficientes lineares de todas as curvas preparadas no solvente foram
desconsiderados em todas as equacdes, de modo que as equacgles corrigidas
estatisticamente estéo exibidas na Tabela 11.

No caso das curvas analiticas preparadas na matriz (Tabela 12), de modo
analogo as curvas preparadas no solvente, sdo observadas que os coeficientes
lineares ndo apresentam significancia estatistica, haja vista que tcawulado < teritico, OU
seja, os coeficientes lineares devem ser desconsiderados das equacdes, a fim de
proporcionar resultados mais confiaveis. Todavia, assim como ocorreu nas curvas
preparadas no solvente, com excecao do cloroneb, todos os coeficientes angulares
apresentaram significancia estatistica (tcaiculado > teritico), Sendo, portanto mantidos nas

equacdes que representam as curvas analiticas.
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81

Coeficiente angular

Coeficiente linear

Curva analitica

Agrotoxico Corrigida
a Sa tcalculado  Teste't b Sb tcalculado  Teste't
Etridiazol 241,33 10,64 22,68 tcal > terit  -4803,41  3779,80 1,27 tcal<teit Yy =241,33X
Cloroneb - - - - - - - - -

Propacloro 1540,57 19,62 78,53  tea>terit -11603,76 6519,41 1,78  tea<teit Yy =1540,57x
Trifluralina 513,72 8,29 62,00 tcal > terit  -4785,05 2753,46 1,74 teal<terit Yy =513,72X
Hexaclorobenzeno 1624,22 11,92 136,30  tca>teit -7045,35 3960,09 1,78 tca<teit Yy =1624,22x
Clorotalonil 885,61 37,87 23,38 tcal > terit -29936,57 14505,36 2,06 tca<teit Yy =885,61x
Ametrina 387,28 16,17 23,95 tca > terit  -8996,16  3834,43 2,35 tca<teit Yy =387,28X
Alacloro 573,15 20,90 27,42 tca>terit  1811,97  6946,96 0,26 tcal<terit Yy =573,15X
Fentiona 1016,75 46,39 21,92 tcal > terit -28483,40 11841,45 2,41 tca<teit Yy =1016,75x
Clorpirifés 346,87 5,50 63,01 tca > terit  -4857,11  1656,03 2,93 tca<teit Yy =346,87X
C'Ortf‘[')'giF,”‘Ae)“'ico 968,94 2875 3370 te>tei -9753,80 955395 1,02  ta<tei Y= 968,94x

Triflumizol 24,94 1,53 16,28 tcal > terit 1131,18 543,93 2,08 teal < terit y = 24,94x
Cis-clordano 655,75 13,01 50,42 tca > terit  2042,75  4322,10 0,47 tcal<teit Yy =655,75%
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Tabela 11 - Resultados do teste estatistico de significAncia dos parametros das curvas de calibragao preparada no solvente. (concluséo).

Coeficiente angular Coeficiente linear .
Agrotoxico Cug’;ﬁg?{;gma
a Sa tcalculado  Teste't b Sb tcalculado  Teste't

Trans-clordano 594,57 15,69 37,89 tcal > terit  -4439,75 5214,12 0,85 tecal <terit Yy =594,57X
Clorobenzilato 532,11 12,17 43,71 tcal > terit -9090,58  4045,85 2,25 tcal<teit Yy =532,11X
Trifloxistrobina 405,97 16,44 24,69 tcal > terit  2899,56  5463,53 0,53 tca<teit Yy =405,97X
Bifentrina 1920,25 61,71 31,12 tcal > terit -14678,45 20508,46 0,72 tecal<terit Yy =1920,25X
Fenpropatrina 815,97 23,32 35,00 tcal > terit -13330,38 7748,35 1,72 tcal<terit Yy =815,97x
Fenarimol 236,50 8,41 28,12 tcal > terit  -1681,22  2794,58 0,60 tca<teit Yy =236,50x
Trans-permetrina 315,01 5,03 62,68 tecal > terit -1271,36  1670,21 0,76 tca<teit Yy =315,01x
Cis-permetrina 902,31 22,33 40,41 tcal > terit -12495,78 7421,24 1,68 tcar<terit Yy =902,31x
Esfenvalerato 120,34 5,35 22,50  tca>toit -1905,52 2494,09 0,76 teal<teit Y =120,34x

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 12 - Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das curvas de calibragdo preparada na matriz da amostra. (Continua).

Coeficiente angular

Coeficiente linear

Curva analitica

Agrotoxico Corrigida
a Sa tcalculado  Teste't b Sb tcalculado  Teste't

Etridiazol 437,35 7,55 57,93 tca > terit  -2388,35  2508,95 0,95 teal <teit Yy =437,35X
Cloroneb 2125,44 84,68 25,10 tca > terit  30295,19 28141,93 1,08 tcal<teit Yy =2125,44x
Propacloro 2346,16 36,51 64,27 tca > terit -20921,56 12131,52 1,72 tca<teit Yy =2346,16x
Trifluralina 689,31 9,18 75,06 tcal > terit  -2562,38  3051,79 0,84 tcal <terit Yy =689,31X
Hexaclorobenzeno 1585,91 23,37 67,85 tca>teit -978,86  7767,78 0,13 tecal<terit Yy =1585,91x
Clorotalonil 1142,09 29,69 38,47 tca > terit 13414,46  9866,48 1,36 tcal<teit Yy =1142,09x
Ametrina 375,03 8,38 4476 tca > terit  1481,44  2908,23 0,51 tca<teit Yy =375,03x
Alacloro 821,61 17,59 46,70 tca > terit  6267,72  6106,56 1,03 tca<teit Yy =821,61x

Fentiona 54,97 2,08 26,39 tca > terit 1048,50 692,30 1,51 teal < ferit y =54,97x
Clorpirifés 457,71 10,91 41,95 tecal > terit 223,87 3787,10 0,06 tcal<teit Yy =457,71x
C'Ortf‘[')'giF,”‘Ae)“'ico 1632,46 61,99 2633 ta>tei -4314,28 20872,69 021  tea<tei Y= 1632,46x

Triflumizol 63,12 1,15 54,79 tca > terit -500,16 382,85 1,31 teal < terit y =63,12x
Cis-clordano 1328,30 33,80 39,30 tcal > terit -20517,02 11233,47 1,83 tcal<teit Yy =1328,30x



Tabela 12 - Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das curvas de calibragéo preparada na matriz da amostra. (Concluséo).

Coeficiente angular

Coeficiente linear

Curva analitica

Agrotoxico Corrigida
a Sa tcalculado  Teste't B Sb tcalculado  Teste't

Trans-clordano 1173,55 29,54 39,73 teca>toit -23297,52 9816,73 2,37 tcal<terit Yy =1173,55x
Clorobenzilato 1810,11 64,35 28,13 tecal > terit -37783,34 21384,95 1,77 tca<teit Yy =1810,11x
Trifloxistrobina 1039,69 33,48 31,06 tcal > terit -26594,03 11125,09 2,39 tca<teit Yy =1039,69x
Bifentrina 3391,42 130,47 25,99  teca>teit -68279,52 43359,34 1,57 tcal < teit Yy = 3391,42x
Fenpropatrina 1265,09 52,01 24,33 tcal > terit  25395,02 17282,71 1,47 tcal<teit Yy =1265,09x
Fenarimol 621,10 18,84 32,97 tecal > terit -11212,81 6259,50 1,79 teal < terit y =621,10x
Trans-permetrina 785,36 17,12 45,88 tcal > terit -10389,19 5689,12 1,83 teal < terit y = 785,36x
Cis-permetrina 1892,22 32,03 59,08 tcal > terit -25793,14 10644,35 2,42 tcal<teit Yy =1892,22x
Esfenvalerato 348,28 7,05 49,42  tca>teit -3956,04 2503,46 1,58 teal < teit Y= 348,28x

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Limite de deteccéao (LD) e Limite de quantificagcao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo descritos na Tabela 13 foram
estimados pelo método da relacdo sinal / ruido. O método QUEChERS modificado
alcancou baixos valores de limites de deteccéo (LD = 0,002; 0,003 e 0,010 mg kg™?)
e quantificacédo (LQ = 0,005; 0,010 e 0,030 mg kg™).

Dos agrotéxicos estudados, apenas a fentiona e a trifloxistrobina,
possuem uso permitido para a cultura da goiaba (ANVISA, 2014), para estes
compostos o0 método se mostra viavel a quantificacdo de residuos de agrotdxicos na
matriz goiaba, haja vista que a estimativa dos limites de deteccédo e quantificacao
desses compostos sdo menores que os limites maximos de residuos (LMR)

estabelecidos para a goiaba.

Os demais agrotoxicos ndo possuem uso permitido para a goiaba e
consequentemente ndo ha LMR’s disponiveis na literatura, dado que os mesmo néo
devem ser utilizados na cultura da referida fruta. Contudo, ao comparar (Tabela 13)
os LD’s e LQ’s dos agrotoxicos ndo aplicados a cultura da goiaba com os LMR’s dos
agrotoxicos atribuidos a outras culturas, pode-se concluir que os LD’s e LQ’s séo
menores que o0s LMR’s, assim sendo, o método pode ser empregado na
determinacdo de residuos de agrotoxicos ndo permitidos para essa cultura. Além
disso, o método QUEChERS modificado, pode ser avaliado e aplicado na

determinacao de agrotoxicos em outras culturas.

Tabela 13 - Limites de deteccdo e quantificagdo do método para os agrotdxicos estudados com o0s

respectivos LMR’s. NA = Nao autorizado. (Continua).

LMR (mg kg™?)

Agrotéxico LD LQ
kgt kgt
(mg kg™) (Mg kg~) Goiaba Outros alimentos
Etridiazol 0,002 0,005 NA -

Cloroneb 0,003 0,010 NA -
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Tabela 13 - Limites de deteccédo e quantificacdo do método para os agrotoxicos estudados com os
respectivos LMR’s. NA = N&o autorizado. (Continua).

LMR (mg kg™?)

Agrotéxico LD LQ
kgL kgL
(mg kg™) (mg kg™) Goiaba Outros alimentos
Propacloro 0,003 0,010 NA -
Trifluralina 0003 0010  NA 0,020 (mandioca)

0,050 (pimenté&o)
Hexaclorobenzeno 0,003 0,010 NA -

8,000 (alface)

Clorotalonil 0,003 0,010 NA 0.100 (batata)
Ametrina 0,003 0,010 NA 8:8%8 ((%gﬁgiﬁg
Alacloro 0,003 0010  NA O'Ooégégn("riﬂﬁg)im)
Fentiona 0,003 0,010 0,050 -

Clorpirifés 0,003 0,010 NA Oc,)éigo(tg]:r?g‘r?;)
Clortal-dimetilico 1,000 (cebola)

0,003 0,010 NA

(DCPA) 2,000 (morango)
: : 0,050 (maca)
Triflumizol 0,003 0,010 NA 0,100 (pepino)
Cis-clordano 0,003 0,010 NA -

Trans-clordano 0,003 0,010 NA -

Clorobenzilato 0,002 0,005 NA -

Trifloxistrobina 0,003 0,010 0,050 -

0,020 (banana)
0,100 (manga)

0,200 (tomate)
0,400 (milho)

Bifentrina 0,003 0,010 NA

Fenpropatrina 0,003 0,010 NA
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Tabela 13 - Limites de deteccédo e quantificacdo do método para os agrotoxicos estudados com os
respectivos LMR’s. NA = N&o autorizado. (Conclus&o).

LMR (mg kg™?)

Agrotéxico LD LQ
kgL kgL
(mg kg™) (Mg kg™) Goiaba Outros alimentos
Fenarimol 0,003 0010 NA 0050 (macd, melancia, uvae
mel&o)
Trans-permetrina 0,003 0,010 NA

0,100 (couve-flor, repolho)

0,050 (uva)
Cis-permetrina 0,003 0,010 NA

0,050 (tomate)

Esfenvalerato 0,010 0,030 NA 1,000 (milho)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Preciséao

A precisdo do método foi avaliada em termos da preciséo Intermediaria e
de repetitividade, onde os resultados sdo expressos por meio do coeficiente de
variacdo (CV, %). De acordo com as orientacbes da ABNT e da European
Commission Health & Consumer Protection Directorate-General, na avaliacdo de
métodos cromatogréficos, € admitido um valor maximo de CV, %, respectivamente
de 23 e 20 % (ABNT, 2005; EUROPEAN COMMISSION HEALTH & CONSUMER
PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 2014).

Dessa maneira, é observado que para todos agrotoxicos o0s valores
correspondentes a precisao intermediaria e a repetitividade (Tabela 14) estdo de
acordo com as recomendacgOes propostas pela ABNT e pela European Commission
Health & Consumer Protection Directorate-General, dado que os valores de CV
obtidos para os agrotoxicos na precisdo intermediaria encontram-se no intervalo de
3,79 a 19,45 %. Na precisao em termos de repetitividade, é verificado que a precisao
esta dentro do limite recomendado para os trés niveis de fortificacdo, além disso, o
coeficiente de variacdo médio para os trés niveis de fortificacdo (CVm) também estéo
em conformidade com as orientacdes, onde os valores estdo situados na faixa de
6,36 a 15,88 %.
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Tabela 14 - Precisdo do método em termos de precisado intermediaria e repetitividade. (Continua).

Preciséao (CV, %)

Repetitividade

Agrotoxico Precisso
Intermediaria 0,05 0,1 0,3

(mgkg?) (mgkg?) (mgkg? V"
Etridiazol 5,25 6,88 18,16 10,83 11,96
Cloroneb 10,18 6,96 18,96 5,18 10,37
Propacloro 6,23 6,27 13,33 2,26 7,29
Trifluralina 6,99 9,59 15,34 9,02 11,32
Hexaclorobenzeno 3,79 7,09 14,00 9,67 10,25
Clorotalonil 10,01 11,52 7,35 12,12 10,33
Ametrina 8,24 9,27 15,83 8,18 11,09
Alacloro 7,99 19,80 11,87 12,79 14,82
Fentiona 10,68 6,25 5,78 10,23 7,42
Clorpirifés 9,42 8,38 14,32 5,53 9,41
Clortal-dimetilico (DCPA) 11,31 6,03 15,34 2,43 7,93
Triflumizol 19,45 3,45 13,69 2,05 6,40
Cis-clordano 10,24 16,58 16,52 7,43 13,51
Trans-clordano 9,61 15,38 13,29 5,38 11,35
Clorobenzilato 12,47 11,55 19,13 9,97 13,55
Trifloxistrobina 9,78 13,40 19,41 8,94 13,92
Bifentrina 10,92 11,34 7,02 0,72 6,36
Fenpropatrina 10,95 19,31 10,31 13,07 14,23
Fenarimol 15,14 8,57 12,69 7,61 9,62
Trans-permetrina 12,28 13,61 18,54 7,40 13,18
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Tabela 14 - Precisdo do método em termos de precisao intermediaria e repetitividade. (Conclusédo).

Preciséao (CV, %)

Agrotoéxico Repetitividade

Precisdo
Intermediaria 0,05 0,1 0,3 cV
(mg kgl) (mgkg?) (mgkg?) "
Cis-permetrina 12,14 11,76 13,34 7,25 10,78
Esfenvalerato 12,83 17,76 19,55 10,34 15,88

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, onde foi realizada a fortificagdo em trés niveis de concentracéo (0,05;
0,1 e 0,3 mg kg), sendo um nivel baixo, um intermediario e um alto. Posteriormente

a fortificacéo, foi executado o método de extracao seguida da analise por CG-EM.

Na Tabela 15 sédo apresentados os resultados dos percentuais de
recuperacdo dos agrotoxicos em trés niveis de fortificacdo, além disso, pode ser
observada a recuperacdo média (Rm) referente aos trés niveis. De modo geral, é
observado que o percentual de recuperacao entre os niveis de fortificacdo variou de
73,97 a 222,46 %, quando sdo considerados os percentuais de recuperacdo média
(Rm) a variacdo é de 82,80 a 220,81 %. Dentre os critérios estabelecidos pela
ANVISA e pela European Commission Health & Consumer Protection Directorate-
General para validacdo de métodos analiticos, a porcentagem de recuperagéo aceita
para métodos multirresiduos € de 70 a 120 % (ANVISA, 2007; EUROPEAN
COMMISSION HEALTH & CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL,
2014).

Desse modo, quando sédo considerados os percentuais de recuperacao
média (Rm), € observado que 0s percentuais para a maioria dos agrotoxicos estdo
dentro dos limites estabelecidos. Entretanto, para o agrotoxico fentiona (Rm = 220,81

%) o percentual de recuperagédo € maior que o valor recomendado, contudo, nao foi
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possivel encontrar uma explicacdo plausivel para este valor demasiadamente

elevado.

Tabela 15 - Percentuais de recuperacdo dos agrotdxicos em trés niveis de fortificacdo e Rm associada

aos trés niveis. (Continua).

Recuperacédo (%)

Agrotoxico Nivel de fortificacdo (mg kg™)
Rm

0,05 0,1 0,3
Etridiazol 94,27 93,06 91,78 93,04
Cloroneb 90,49 96,71 92,09 93,10
Propacloro 104,36 78,94 119,76 101,02
Trifluralina 98,21 81,13 107,37 95,57
Hexaclorobenzeno 89,00 82,30 80,56 83,95
Clorotalonil 96,40 73,97 122,67 97,68
Ametrina 110,32 90,53 89,75 96,87
Alacloro 97,18 94,13 99,38 96,90
Fentiona 221,86 218,12 222,46 220,81
Clorpirifos 93,28 100,54 115,18 103,00
Clortal-dimetilico (DCPA) 93,75 100,46 119,38 104,53
Triflumizol 78,83 102,42 89,10 90,12
Cis-clordano 86,81 81,24 116,99 95,01
Trans-clordano 87,49 123,19 93,96 101,55
Clorobenzilato 105,21 115,62 82,59 101,14
Trifloxistrobina 90,87 86,80 77,74 85,14



91

Tabela 15 - Percentuais de recuperacgdo dos agrotéxicos em trés niveis de fortificacdo e Rm associada
aos trés niveis. (Concluséo).

Recuperacéao (%)

Agrotoxico Nivel de fortificacdo (mg kg™)
Rm

0,05 0,1 0,3
Bifentrina 82,45 92,47 80,55 85,16
Fenpropatrina 91,14 86,12 83,99 87,08
Fenarimol 75,24 86,14 90,26 83,88
Trans-permetrina 85,71 84,20 78,50 82,80
Cis-permetrina 83,19 90,76 83,84 85,93
Esfenvalerato 79,11 91,05 87,15 85,77

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6 Avaliacdo do Efeito Matriz

Para desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos de
matriz na analise cromatografica devem ser levados em consideragdo, visando
comprovar a auséncia ou presenca do fendbmeno sobre uma larga faixa de
concentracdo do analito na matriz. Sabendo disso, foram concebidas curvas

analiticas na matriz e no solvente.

Foi verificada influéncia significativa do efeito de matriz para a maioria dos
agrotoxicos (Tabela 16), onde o efeito se pronunciou de forma positiva para boa
parte dos compostos, de modo que se os analitos forem quantificados através das
curvas analiticas obtidas no solvente, a concentracdo dos analitos na matriz seria
superestimada, dado o efeito positivo da matriz. Todavia, nos agrotoxicos
hexaclorobenzeno (-2,36 %), ametrina (-3,16 %) e fentiona (-94,59 %) o efeito se
pronuncia de forma negativa, logo, diferentemente do efeito positivo, ocorre uma

supresséao do sinal analitico, de modo que a quantificacdo dos analitos por meio das
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curvas analiticas preparadas por padronizacdo externa no solvente apresentariam

concentracdes subestimadas.

Tabela 16 - Efeito matriz (%) dos agrotoxicos estudados.

Agrotoxico Efeito matriz (%)
Etridiazol 81,22
Cloroneb -

Propacloro 52,29
Trifluralina 34,18
Hexaclorobenzeno -2,36

Clorotalonil 28,96
Ametrina -3,16
Alacloro 43,35
Fentiona -94,59
Clorpirifos 31,95

DCPA 68,48
Triflumizol 153,09
Cis-clordano 102,56
Trans-clordano 97,38
Clorobenzilato 240,18
Trifloxistrobina 156,10
Bifentrina 76,61
Fenpropatrina 55,04
Fenarimol 162,62
Trans-permetrina 149,31
Cis-permetrina 109,71
Esfenvalerato 189,41

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Particularmente para a cromatografia gasosa, diversos agrotdxicos sofrem
com o efeito de matriz. Esse caso € muito evidenciado em matrizes de alimentos,
onde a intensidade do efeito de matriz para os agrotéxicos € influenciada pela
natureza complexa da amostra e pelos tipos de co-extrativos (tamanho das
moléculas, polaridade, estabilidade térmica, volatilidade, etc.) presente na amostra.
Sendo assim, 0os componentes enddgenos da matriz tem influéncia direta na
quantificacdo dos agrotéxicos, de maneira que o efeito da matriz € mais significativo
em amostras complexa tais como frutas, vegetais, solos, vinhos, sucos, leite, etc
(LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005; PINHO et al, 2009; FERNANDES;
BARROS; CAMARA, 2013; SOUSA et al., 2013; BARBOSA, 2013; RESTREPO et
al., 2014; ZHANG; ZHANG; JIAO, 2014; MORENO-GONZALEZ et al., 2014). Além
disso, co-extrativos como lipidios, alguns pigmentos (clorofila, carotenoides, etc) e
outros componentes de massa molar elevada também podem permanecer
solubilizados nos extratos, mesmo ap0s o procedimento de limpeza da amostra,
promovendo assim o efeito de matriz nas andlises cromatogréficas (HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2003; PINHO et al., 2009).

O efeito de matriz comeca a exercer influéncia significativa nas analises
quando o resultado é maior que 10 % (ZROSTLYKOVA et al., 2001, apud
ANDRADE, 2009). Logo, o efeito de matriz para os agrotoxicos hexaclorobenzeno e
ametrina é considerado insignificante. Sendo assim, com a constatacdo da presenca
de efeito de matriz para os demais agrotoxicos, se faz necessaria a utilizacdo das
curvas preparadas na matriz para a quantificacdo dos agrotéxicos, evitando assim a
quantificacdo dos analitos de forma equivocada. A Figura 14 ilustra a comparacao

visual do efeito de matriz observado para os agrotoxicos estudados.


http://www.dicio.com.br/insignificante/
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Figura 14 - Comparacao visual do percentual do efeito de matriz para os agrotoxicos utilizados no

presente estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 15 ilustra a comparacao visual das curvas analiticas preparadas
no solvente e na matriz, para os agrotoxicos clorobenzilato e hexaclorobenzeno.
Esses compostos apresentaram respectivamente o maior e o menor efeito de matriz.
As inclinagBes das curvas do hexaclorobenzeno sdo muito préximas, sugerindo e
confirmando que este agrotoxico ndo sofre influéncia significativa da matriz, ou seja,
gue a presenca dos componentes da matriz nao interfere significativamente em sua
analise cromatografica, de modo analogo tem-se o agrotéxico ametrina (-3,16 %).
Por outro lado, ao observar as inclinagdes das curvas analiticas do clorobenzilato,
verifica-se a elevada diferenca de sensibilidade das curvas analiticas, tal fato é

ocasionado pelo elevado efeito de matriz sofrido pelo clorobenzilato (240,18 %).

Observando-se os coeficientes angulares “a” das equacgdes das retas

obtidas no solvente (Tabela 11) e no extrato da matriz (Tabela 12), verifica-se que
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cerca de 86 % dos agrotoxicos apresenta maior sensibilidade para as curvas
preparada no extrato da matriz. Tal fato, associados com os resultados do efeito de
matriz, sugerem a utilizacdo das curvas analiticas preparadas na matriz para a

quantificacdo dos agrotoxicos.

Figura 15 - Comparacao visual entre as inclinagbes das curvas analiticas preparadas na matriz e no

solvente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.7 Andlise das amostras de goiaba da cidade de Fortaleza

O método desenvolvido foi aplicado para a determinagédo de residuos de
agrotoxicos em oito amostras de goiabas (Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7 e A8)
comercializadas em diferentes supermercados, localizados em bairros distintos da
cidade de Fortaleza-CE. Dentre as oito amostras analisadas, apenas na amostra A8
0S agrotoxicos se apresentam abaixo do limite de detec¢cdo do método, ou seja, ndo

sao detectados agrotoxicos na amostra (Tabela 17).

Nas amostras Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7, foram detectados agrotoxicos,
onde com excecao da trifloxistrobina, todos os agrotoxicos detectados ndo tém uso
autorizado para a cultura da goiaba. Desse modo, ndo ha um limite maximo de
residuo permitido estabelecido para esses agrotoxicos associados a cultura da
referida fruta, além disso, a utilizacdo de agrotoxicos ndo permitidos na cultura da
goiaba indica o uso indiscriminado dos agrotdxicos por parte de alguns agricultores,
sendo negligenciadas as normas de uso e manuseio estabelecidas pela ANVISA.

Nas amostras oriundas de sete bairros estudados, nos quais foram
detectados agrotoxicos, € observada a presenca de cinco agrotoxicos diferentes
(propacloro, clorpirifés, clorobenzilato, trifloxistrobina e fenpropatrina), onde
propacloro e fenpropatrina foram detectados em todas as amostras. Na amostra sete
(A7) o agrotoxico propacloro é detectado em um nivel de concentracdo consideravel
(0,491 + 0,076 mg kg?), por outro lado, de todas as amostra analisadas, a A6 é a
que apresenta a maior concentracdo de fenpropatrina (0,194 + 0,016 mg kg). Vale
salientar que o propacloro e a fenpropatrina sdo respectivamente mediamente toxico

e altamente toxico, indicando assim um risco no consumo da fruta goiaba.

Dos agrotoxicos detectados, a trifloxistrobina é o Unico composto que tem
uso autorizado para a cultura da goiaba, onde o mesmo é empregado em aplicacao
foliar na cultura da goiaba visando combater possiveis fungos que possam
prejudicar o desenvolvimento da planta (ANVISA, 2014). A trifloxistrobina foi
detectada na amostra sete (A7), todavia, a concentracdo mensurada € inferior ao
limite maximo de residuo permitido para a goiaba (LMR = 0,050 mg kg), ou seja, a
concentracdo do agrotoxico presente na fruta esta dentro do padrdo estabelecido
pela ANVISA.
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Agrotoxico LD . Al R A2 R A3 . A4 . A5 . A6 . A7 . A8 B

(mg kg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg®) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg®)  (mgkg™)
Etridiazol 0,002 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Cloroneb 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Propacioro 0,003 106?00042 106?01167 106?01089 106?03366 106?02162 106?07956 106,409716 <LD
Trifluralina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Hexaclorobenzeno 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Clorotalonil 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Ametrina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Alacloro 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fentiona 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Clorpirifés 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD iod?o3f4 106?03011 <LD
DCPA 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Triflumizol 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
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Agrotéxico LD Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
(mg kg™?) (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?) (mgkg? (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?)
Cis-clordano 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Trans-clordano 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
. 0,003 0,003 0,002
Clorobenzilato 0,002 +0.001 +0.001 <LD <LD +0.001 <LD <LD <LD
Trifloxistrobina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,005 <LD
+0,001
Bifentrina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
. 0,030 0,036 0,057 0,047 0,061 0,194 0,091
Fenpropatrina 0,003 74510 10006 0,010 +0,002 +0014 40016  +0.008 <LD
Fenarimol 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Trans-permetrina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Cis-permetrina 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Esfenvalerato 0,010 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 CONCLUSOES

O emprego do método QUEChERS adaptado neste estudo apresenta
como vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de extracdo: procedimento
simples e rapido, com um menor numero de etapas analiticas, mesmo com o
acréscimo do carvdo ativo na etapa de limpeza, além de ser barato e
ambientalmente correto, devido ao baixo consumo de solventes organicos. A etapa
de limpeza do método de extracdo com adicdo de carvdo ativo demonstrou ser
adequada, dado o fato que a adicdo de carvdo ativo proporcionou a remocao de

possiveis interferentes da matriz da amostra, tais como pigmentos.

Na validacdo do método, a avaliacdo da linearidade das curvas analiticas
indica que o método apresenta linearidade para os agrotoxicos estudados. Além
disso, as curvas analiticas apresentam significancia estatistica. E verificado ainda
que o método apresenta boas caracteristicas de desempenho (seletividade,
linearidade, limites de deteccéo e quantificacdo, precisao e recuperacao.

O efeito de matriz se pronunciou de forma significativa para a maioria dos
agrotoxicos, tanto de forma positiva quanto negativa, sendo considerado
insignificante para os agrotoxicos hexaclorobenzeno e ametrina, para os demais se
faz necesséria a utilizacdo das curvas preparadas na matriz para a quantificacdo dos
agrotoxicos.

De modo geral, conclui-se que o método proposto se mostra viavel a
determinacdo de agrotoxicos em goiaba, e, portanto, pode ser utilizado para a
determinacdo de agrotoxicos na fruta, dado que as caracteristicas de desempenho
do método atendem aos critérios estabelecidos pelos guias de validagéo.

Dentre as oito amostras analisadas, apenas na A8 néo foram detectados
agrotoxicos (<LD), em outras sete amostras foram detectados cinco agrotéxicos
diferentes. Onde apenas a trifloxistrobina tem uso autorizado para a cultura da
goiaba, além disso, a concentracdo mensurada se apresenta inferior ao LMR
permitido. Os demais agrotoxicos detectados (propacloro, clorpirifés, clorobenzilato e
fenpropatrina) ndo tém uso autorizado para a cultura da goiaba, indicando assim o

uso indiscriminado dos agrotéxicos por parte de alguns agricultores.
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ANEXO A — INFORMACOES DOS AGROTOXICOS SELECIONADOS PARA ESTE
ESTUDO

Alacloro

O alacloro (2-chloro-2',6'-diethyl-N-methoxymethylacetanilide) de férmula
quimica Cu14H20CINO2 (Figural6), numero CAS 15972-60-8 pertence a classe
toxicolégica lll, € empregado como herbicida, pertence ao grupo quimico
cloroacetanilida (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 16 - Formula estrutural do alacloro.
CH,CH,
COCH,CI
N\
CH,OCH,
CH,CH,

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ametrina

A ametrina (N2-ethyl-N4-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-triazine-2,4-diamine)
de férmula quimica CoH17NsS (Figura 17), namero CAS 834-12-8 pertence a classe
toxicolégica Ill, é empregado como herbicida, pertence ao grupo quimico triazina
(ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 17 - Formula estrutural da ametrina.
H,CS._ _N_ _NHCH,CH,
‘ ~
N_ _N
NHCH(CH,),

Fonte: Elaborada pelo autor.



109

Bifentrina

A bifentrina (2-methylbiphenyl-3-ylmethyl (2)-(1RS,3RS)-3-(2-chloro-3,3,3-
trifluoroprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate) de férmula quimica
C23H22CIF302 (Figura 18), numero CAS 82657-04-3 pertence a classe toxicologica ll,
€ empregado como herbicida e acaricida, pertence ao grupo quimico piretroide
(ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 18 - Férmula estrutural da bifentrina.
Cl
F.C '

Fonte: Elaborada pelo autor.

Clordano (cis e trans)

O clordano (1,2,4,5,6,7,8,8-octachloro-2,3,3a,4,7,7a-hexahydro-4,7-
methanoindene) de formula quimica CioHeCls (Figura 19) nimero CAS 5103-71-9
pertence a classe toxicologica Il, € empregado como inseticida, pertence ao grupo

guimico organoclorado (IUPAC, 2014).

Figura 19 - Férmula estrutural dos isémeros do clordano: (a) cis-clordano e (b) trans-clordano.

Cl i
. —ClI \"r\"’"’ Cl
\ Cl
Cl\j/ } %y/m
S LT
e Cl
(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Clorobenzilato

O clorobenzilato (tetrachloroisophthalonitrile) de férmula quimica
C16H14Cl203 (Figura 20) numero CAS 510-15-6 pertence a classe toxicoldgica lll, €
empregado como inseticida e acaricida, pertence ao grupo quimico organoclorado
(IUPAC, 2014).

Figura 20 - Férmula estrutural do clorobenzilato.

Cl Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.

Cloroneb

O cloroneb (1,4-dichloro-2,5-dimethoxybenzene) de férmula quimica
CsHsCl202 (Figura 21) numero CAS 2675-77-6 pertence a classe toxicoldgica IV, é
empregado como fungicida, pertence ao grupo quimico organoclorado (IUPAC,
2014).

Figura 21 - Formula estrutural do cloroneb.

Cl
OCH

H.CO
Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Clorotalonil

O clorotalonil (1,4-dichloro-2,5-dimethoxybenzene) de féormula quimica
CsClaN2 (Figura 22) numero CAS 1897-45-6 pertence a classe toxicologica Il, é
empregado como fungicida, pertence ao grupo quimico cloronitrila (ANVISA, 2014;
IUPAC, 2014).

Figura 22 - Formula estrutural do clorotalonil.

CN
Cl Cl

Cl CN
Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.

Clorpirifés

O clorpirifés (1,4-dichloro-2,5-dimethoxybenzene) de formula quimica
CoH11CIsNO3PS (Figura 23) numero CAS 2921-88-2 pertence a classe toxicologica ll,
€ empregado como inseticida, formicida e acaricida, pertence ao grupo quimico
organofosforado (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 23 - Férmula estrutural do clorpirifés.

Cl. _N_ _OP(OCH,CH
J ( 2 3)2

~
Cl Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Clortal-dimetilico (DCPA)

O DCPA (dimethyl 2,3,5,6-Tetrachloroterephthalate) de férmula quimica
CsHsClsO4 (Figura 24) numero CAS 1861-32-1 pertence a classe toxicologica IV, é
empregado como herbicida, pertence ao grupo quimico Acido benzenodicarboxilico
substituido (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 24 - Férmula estrutural do DCPA.

CO,CH,
cl Cl
cl Cl

CO,CH,

Fonte: Elaborada pelo autor.

Esfenvalerato

O esfenvalerato ((S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (S)-2-(4-chlorophenyl)-3-
methylbutyrate) de formula quimica C2sH22CINOs (Figura 25) numero CAS 66230-04-
4 pertence a classe toxicologica Il, € empregado como inseticida, pertence ao grupo
quimico piretréide (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 25 - Férmula estrutural do esfenvalerato.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Etridiazol

O etridiazol (ethyl 3-trichloromethyl-1,2,4-thiadiazol-5-yl ether) de férmula
quimica CsHsCIsN20S (Figura 26) numero CAS 2593-15-9 pertence a classe
toxicolégica Ill, € empregado como fungicida, pertence ao grupo quimico
hidrocarbonetos aromatico (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 26 - Férmula estrutural do etridiazol.

CH,CH o
H

Fonte: Elaborada pelo autor.

Fenarimol

O fenarimol ((RS)-2,4'-dichloro-a-(pyrimidin-5-yl)benzhydryl alcohol) de
férmula quimica Ci7H12CI2N20 (Figura 27) numero CAS 60168-88-9 pertence a
classe toxicolégica Ill, € empregado como fungicida, pertence ao grupo quimico
pirimidinil carbinol (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 27 - Formula estrutural do fenarimol.

Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Fenpropatrina

A fenpropatrina ((RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl 2,2,3,3-tetramethyl
cyclopropanecarboxylate) de formula quimica C22H23NOs (Figura 28) namero CAS
39515-41-8 pertence a classe toxicolégica Il, € empregado como inseticida e

acaricida, pertence ao grupo quimico piretréide (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 28 - Férmula estrutural da fenpropatrina.

@]

OCN

Fonte: Elaborada pelo autor.

Fentiona

A fentiona (O,O-dimethyl O-4-methylthio-m-tolyl phosphorothioate) de
férmula quimica Ci10H1503PS2 (Figura 29) numero CAS 55-38-9 pertence a classe
toxicologica 1l, € empregado como Inseticida, formicida, acaricida e cupinicida,
pertence ao grupo quimico organofosforado (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 29 - Formula estrutural da fentiona.

S
|

H,CS OP(OCH,),

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Hexaclorobenzeno

O hexaclorobenzeno (perchlorobenzene) de formula quimica CeCls
(Figura 30) numero CAS 118-74-1 pertence a classe toxicoldgica IV, € empregado

como fungicida, pertence ao grupo quimico organoclorado (IUPAC, 2014).

Figura 30 - Formula estrutural do Hexaclorobenzeno.

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Fonte: Elaborada pelo autor.

Permetrina (cis e trans)

A permetrina (3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate) de férmula quimica C21H20Cl203 (Figura 31)
namero CAS 52645-53-1 pertence a classe toxicolégica Il, € empregado como
inseticida e formicida, pertence ao grupo quimico piretréide (ANVISA, 2014; IUPAC,
2014).

Figura 31 - Formula estrutural da permetrina.

o
cL,c” o

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Propacloro

O propacloro (2-chloro-N-isopropylacetanilide)-2,2-dimethyl cyclopropane
carboxylate) de férmula quimica C11H14CINO (Figura 32) numero CAS 1918-16-7
pertence a classe toxicolégica Ill, € empregado como herbicida, pertence ao grupo

quimico cloroacetamida (IUPAC, 2014).

Figura 32 - Férmula estrutural do propacloro.

COCH._CI
/ 2
N

Fonte: Elaborada pelo autor.

Trifloxistrobina

A trifloxistrobina (methyl (E)-methoxyimino-{(E)-a-[1-(a,a,a-trifluoro-mtolyl)
ethylideneaminooxy]-o-tolyl}acetate) de férmula quimica C20H19F3N204 (Figura 33)
namero CAS 141517-21-7 pertence a classe toxicologica Ill, € empregado como
fungicida, pertence ao grupo quimico imidazol (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 33 - Formula estrutural da trifloxistrobina.

O ~ CF

H,CO
7 N7 co,CH,

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Triflumizol
0] triflumizol ((E)-4-chloro-a,a,a-trifluoro-N-(1-imidazol-1-yl-2-
propoxyethylidene)-o-toluidine) de formula quimica CisHisCIFsN3O (Figura 34)

namero CAS 99387-89-0 pertence a classe toxicolégica Ill, € empregado como

fungicida, pertence ao grupo quimico estrobilurina (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 34 - Férmula estrutural do triflumizol.

Cl

CH,OCH,CH,CH,
F,C N

Fonte: Elaborada pelo autor.

Trifluralina

A trifluralina (a,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine) de formula
quimica CisHisF3sN3Os4 (Figura 35) numero CAS 1582-09-8 pertence a classe
toxicolégica Ill, € empregado como fungicida, pertence ao grupo quimico
dinitroanilina (ANVISA, 2014; IUPAC, 2014).

Figura 35 - Formula estrutural da trifluralina.

NO,

F.C N(CH,CH,CH,),

NO

Fonte: Elaborada pelo autor.



