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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo multirresiduos de
agrotoxicos em alimentos € fundamental para o monitoramento eficiente desses
compostos nos produtos consumidos pela populagdo, possibilitando aos o6rgédos
reguladores a obtencdo de resultados mais rapidos e confidveis. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e validacdo de um método fundamentado nas
técnicas QUEChERS-citrato modificada e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), para a determinacdo multirresiduo de 45
agrotoxicos em frutos de abacaxi. O método foi validado determinando-se a
seletividade, a linearidade, limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
precisdo e exatiddo, sendo configurado com deteccdo baseada em ionizacdo por
impacto de elétrons (IE) e monitoramento de ions selecionados (MIS). O método
apresentou seletividade satisfatoria para todos os compostos alvo, com excec¢édo do
cloroneb. Os limites de deteccdo variaram entre 0,005 mg/kg e 0,05 mg/kg e os
limites de quantificacdo entre 0,015 mg/kg e 0,09 mg/kg. A linearidade foi adequada
para a maioria dos analitos na faixa de concentragédo de 0,01 a 0,75 mg/kg, com
coeficientes de correlacao variando entre 0,9593 a 0,9996. Das amostras de abacaxi
analisadas, aplicando-se o método desenvolvido, foram detectados os agrotéxicos

fenpropatrina, piraclostrobina, ametrina, triflumizol e trifluralina.

Palavras-chave: QUEChERS, agrotoxicos, cromatografia



ABSTRACT

The development of analytical methods for multiresidue determination of pesticides in
food is essential for the efficient monitoring of these compounds in products
consumed by the population, enabling regulators to obtain faster and reliable results.
This study aimed to the development and validation of a method based on
techniques modified QUEChERS-citrate and gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS) for the multiresidue determination of 45 pesticides in fruits of pineapple.
The method was validated by determining the selectivity, linearity, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ), precision and accuracy, being configured with
detection based on electron impact ionization (El) and selected ion monitoring (SIM).
The method was satisfactory selectivity for all target compounds, except chloroneb.
Limits of detection ranged from 0.005 mg/kg and 0.05 mg/kg and limits of
quantification between 0.015 mg/kg and 0.09 mg/kg. The linearity was adequate for
most analytes at a range of concentration of 0.01 to 0.75 mg/kg with correlation
coefficients ranged from 0.9593 to 0.9996. Of pineapple samples analyzed, applying
the developed method, were detected the pesticides fenpropathrin, pyraclostrobin,

ametryn, triflumizole and trifluralin.

Keywords: QUEChERS, pesticides, chromatography
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1 INTRODUCAO

A elevada demanda da sociedade por alimentos iniciada no século XVIII,
com o inicio da industrializagdo, motivou o desenvolvimento de novas modalidades
agricolas, os agroecossistemas e os monocultivos. Essas formas de cultivo, apesar
de favorecer a producéo de alimentos em larga escala, potencializaram o surgimento
de pragas, ervas daninhas e microrganismos, trazendo grandes problemas para o
rendimento da producdo agricola, gerando a necessidade do desenvolvimento e
aplicacdo de métodos artificiais de controle, como agrotoxicos e fertilizantes
(RODRIGUES,2006).

Os agrotoxicos sdo compostos quimicos que sao classificados em
diversos grupos de substancias consideradas potencialmente toxicas aos seres
humanos e outros seres vivos. Apesar de atualmente se conhecer os efeitos nocivos
dos agrotoxicos sobre o meio ambiente, a sua aplicagdo em varias etapas do cultivo
de alimentos agricolas, incluindo as etapas pods-colheita, que ocorrem durante o
armazenamento dos produtos, tem grande relevancia para a protecao e preservacao
dos alimentos (JARDIM; ANDRADE, 2009).

Considerando os conhecidos riscos que os agrotéxicos oferecem a saude
humana, sua persisténcia no meio ambiente e tendéncia de bioacumalacéo, a
determinacdo dos residuos desses compostos em alimentos e amostras ambientais
€ extremamente relevante para o monitoramento da exposicdo humana e do
ecossistema a essas substancias. O monitoramento dos niveis de agrotdxicos nos
alimentos permite a avaliacdo da conformidade da producé&o agricola e a tomada de
decisdes regulatérias comerciais para a seguranca alimentar da populacdo
(JARDIM; ANDRADE, 2009; PRESTES et al., 2009).

A cultura do abacaxi € uma das culturas de frutos tropicais mais
relevantes no mercado agricola, sendo também uma das mais exigentes. No Brasil,
0 abacaxi € produzido em praticamente todos os estados, possuindo grande
aceitacao pelo mercado interno como também pelo mercado externo, o que faz do
pais um dos maiores produtores mundiais ao lado da Tailandia, China, Filipinas,
india e Costa Rica (THE, 2010). Em 2011, o Brasil apresentou 55.690 hectares de
area plantada de abacaxi com uma producgéo de 1.444.387 toneladas (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011).
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Dentre os fatores que podem gerar influéncia negativa sobre a producao e
a qualidade dos frutos de abacaxi destacam-se ervas daninhas e patégenos como o
Fusarium subglutinans, agente causador da “fusariose”, presente nas principais
regides produtoras do pais. Para controle de doencas nas lavouras de abacaxi €
necessaria a aplicacdo de agrotoxicos como a ametrina (herbicida), a simazina
(herbicida), deltametrina (inseticida), dentre outros (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2012a; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2010). A aplicacio desses produtos no controle de pragas no
cultivo de abacaxi, torna necessario o monitoramento das concentracfes tanto dos
agrotoxicos recomendados para esta cultura, como dos ndo recomendados, com 0
intuito de avaliar e fiscalizar os produtores quanto aos residuos desses compostos

nos frutos consumidos pela populacao.

O estabelecimento e a regulamentacédo dos limites maximos de residuos
(LMRs) em alimentos pelas agéncias governamentais, tem se intensificado
atualmente como mecanismos de garantia da seguranca dos consumidores e do
comércio. No Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a instituicdo
responsavel por estabelecer e regulamentar os LMRs para diversos tipos de
alimentos comercializados no pais (JARDIM; ANDRADE, 2009). Como uma das
principais acbes de controle para avaliar a qualidade dos alimentos, a ANVISA
desenvolve o Programa de Andalise de Residuos de Agrotoxicos (PARA),
monitorando periodicamente diversos alimentos in natura, inclusive o abacaxi, para
investigar a conformidade desses produtos quanto a identidade e o teor dos
residuos de agrotoxicos presentes (ABAD, 2006; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007).

Tendo em vista a elevada variedade de agrotoxicos empregados nas
culturas agricolas nos dias atuais, muitas pesquisas tém sido realizadas para o
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de métodos analiticos para a determinacéo
de residuos dessas substancias em alimentos e outras matrizes. O desenvolvimento
de novas metodologias para a determinagcdo multirresiduo de agrotoxicos em
alimentos tem possibilitado a obtencdo de resultados mais precisos, confiaveis e
rapidos (JARDIM; ANDRADE, 2009).
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Dentro deste contexto, este trabalho visa desenvolver e validar uma
metodologia analitica eficiente para a determinagdo multirresiduo de 45 agrotéxicos
em abacaxi, empregando o método QUEChERS-citrato modificado no preparo da
amostra e a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM) na identificacao e quantificagéo dos analitos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e validacao de
metodologia analitica viavel para a determinacdo multirresiduo de agrotoxicos de
diferentes classes em abacaxi, adaptando a técnica QUEChERS, na etapa de
preparo da amostra e a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas, na identificacdo e quantificacdo dos compostos alvo.
2.2 Objetivos especificos

. Desenvolver estudos de modificacdo do método QUEChERS, considerando a
versdo QUEChERS-citrato, visando producdo de extratos mais limpos para
analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM).

. Aplicar o método multirresiduo validado para identificar e quantificar os
agrotoxicos alvo em amostras de abacaxi obtidas no mercado local da cidade

de Fortaleza e regido metropolitana.

. Correlacionar as concentragfes estimadas nas amostras com o0s limites
méaximos de residuo (LMRs) estabelecidos na legislacdo, quando aplicavel,
para os pesticidas detectados.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Agrotoxicos

Agrotoxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas sdo apenas
alguns dos variados termos utilizados para designar substancias quimicas
empregadas no controle de pragas e doencas que possam atingir as culturas
agricolas (ABAD, 2006). O Codex Alimentarius define pesticida como sendo toda e
qualquer substancia utilizada com o propdsito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou
controlar qualquer peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou
animais, durante as etapas de producgao, armazenamento, transporte, distribuicdo e

processamento do alimento ou racdo animal (KOLBERG, 2008).

Existem registros de diferentes substancias organicas e inorganicas
utilizadas por gregos e romanos como pesticidas desde a antiguidade, como por
exemplo, o piretro, um pesticida de origem natural, o arsénio e o enxofre (AMARAL,
2007; GALLI et al.,2006). Durante muito tempo substancias inorganicas como sais
de arsénio e compostos organometéalicos foram usados como pesticidas, porém
eram bastante toxicos aos seres humanos e outros mamiferos, principalmente nos
niveis de dosagem que eram requeridos para torna-los efetivos. No periodo da
Segunda Guerra Mundial, uma grande variedade de inseticidas orgéanicos foi
desenvolvida, substituindo significativamente as substancias inorganicas e
organometalicas (BAIRD, 2002).

Em torno de 1939, Paul Meuller descobriu propriedades inseticidas do
DDT (p-diclorodifeniltricloroetano), que possibilitou uma espantosa elevagao da
producdo agricola mundial, sendo visto como um composto “miraculoso”, capaz de
evitar a acao de pragas incontrolaveis na época (PIMENTEL, 2007). A descoberta
do DDT como inseticida eficiente propiciou o desenvolvimento de agrotéxicos
constituidos de compostos organossintéticos. Posteriormente, descobriu-se uma
série de caracteristicas danosas do DDT e de outros organossintéticos semelhantes
(organoclorados), como sua forte tendéncia de bioacumalagéo e reduzida taxa de
degradacdo no meio ambiente, gerando a necessidade do desenvolvimento de
compostos menos agressivos (AMARAL, 2007; BAIRD, 2002).
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Em 1897 o alemdo Michaelis e o russo Arbuzov foram os pioneiros a
trabalhar com ésteres contendo o elemento fosforo, que dariam origem aos
pesticidas organofosforados. Nao obstante, o progresso dos organofosforados so6
ocorreu em torno de 1934 devido aos trabalhos do alemdo Gerhard Schrader. O
primeiro pesticida organofosforados aplicado como inseticida de acao sistémica foi o
OMPA (octamethyl pyrophosphoro amidate) em 1941, sendo posteriormente
chamado usualmente de “Scharadan”, em homenagem a Scharader, seu
descobridor (MACIEL, 2005). Em 1953 foi sintetizado o primeiro pesticida carbamico,
o carbaril (N-metil-a-naftiicarbamato), mostrando-se muito menos téxicos a

mamiferos quando comparados aos organofosforados (PERES, 2000).

O desenvolvimento dos agrotdxicos no periodo que sucedeu a Segunda
Guerra configurou o perfil da producdo agricola mundial, havendo uma forte relacéo
entre a agricultura moderna intensiva e a utilizacdo de agrotoxicos. A partir da
década de 1960 esse modelo de producdo se estendeu aos paises do Terceiro
Mundo, originando um processo conhecido como “Revolugcao Verde” (SPADOTTO,
2012). Apesar dos beneficios que o uso de agrotoxicos possibilitou a agricultura,
seus efeitos toxicologicos tém gerado danos significativos nos seres vivos e nos
ecossistemas, obrigando aos paises intensificar pesquisas relativas ao assunto para
criar medidas legais de controle, restricdo ou mesmo proibicdo do emprego dessas
substancias (FLORES et al., 2004).

A aplicacdo de agrotdxicos organossintéticos no Brasil iniciou-se em torno
de 1943, porém, foi apenas a partir da década de 1970 que o uso desses compostos
na agricultura passou a ocorrer em maior escala, especialmente no sul do pais, nas
monoculturas tradicionais, como ferramenta base para a mitigacédo de infestacdes e
doencas nas lavouras (AMARAL, 2007; SPADOTTO, 2012).Na ultima década, 0 uso
de agrotoxicos no Brasil elevou-se excessivamente, considerando que entre 2001 e
2008 a comercializacdo de venenos agricolas saltou de um valor em torno de U$ 2
bilhdes para U$ 7 bilhdes, tornando o pais o maior consumidor de agrotéxicos do
mundo. Em 2009 o consumo de venenos agricolas ampliou-se ultrapassando a
marca de 1 milhdo de toneladas, o que representa um consumo de 5,2 Kg por
habitante (LONDRES, 2011).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o o6rgao
responsavel por regulamentar e fiscalizar o uso de agrotoxicos na producdo de
alimentos, estabelecendo os Limites Maximos de Residuo (LMR) para essas
substancias em diversos alimentos comercializados (JARDIM; ANDRADE, 2009). O
limite méximo de residuo (LMR) pode ser definido como sendo a quantidade maxima
de residuo do agrotoxico, ou afim, oficialmente aceita no alimento, em decorréncia
de sua aplicacdo adequada, numa fase especifica, desde a producdo até o
consumo, expressa em miligramas da substancia ou de seus metabdlitos por
quilograma do alimento (mg/Kg) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2007; FERMAN; ANTUNES, 2009). Os LMRs sdo baseados nas Boas
Praticas de Producéo Agricola, de forma que, os alimentos e produtos agricolas que
possuam agrotoxicos em niveis que respeitem os limites maximo de residuos
determinados sdo considerados toxicologicamente aceitos (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012).

Os LMRs estabelecidos para cada agrotoxico sdo derivados de estudos
de campo, exigidos para cada cultura alimentar, considerando-se a Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA), que é a quantidade maxima do agrotoxico, que ingerida diariamente
durante toda a vida, parece nao oferecer risco apreciavel a saude, levando-se em
consideracdo o0s conhecimentos atuais. A IDA é expressa em miligrama do
agrotoxico por quilograma de peso corpéreo (mg/Kg p.c.), sendo determinada, assim
como os LMRs, para cada ingrediente ativo com base em estudos das propriedades
fisico-quimicas, metabdlicas, farmacolégicas e toxicolégicas dos agrotoxicos
(FERMAN; ANTUNES, 2009).

O Brasil possui uma legislacdo moderna, exigente e restritiva, no que se
refere a agrotoxicos, que dispde sobre pontos que vao além da necessidade de
comprovacdo da eficiéncia agrondémica, das garantias de reducdo dos riscos aos
seres humanos (seja de carater ocupacional, alimentar e de saude publica) e das
ameacas ao meio ambiente ocasionadas por essas substancias quimicas
(SPADOTTO, 2012). A Lei 7.802 de 1989 foi a primeira a ser editada para garantir a
seguranca do uso de agrotéxicos, sendo regulamentada pelo decreto N° 4.074 de
2002 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012 b;
COOPERCITRUS, 2012).
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Orgéos internacionais como a Food and Drugs Administration (FDA), a
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a World Health
Organization (WHO) atuam na regulamentagéo e no controle do uso de agrotéxicos
em todo o mundo, estabelecendo normas e padrées a serem seguidos pelos

produtores e pelo mercado.
3.1.1 Classificagdo dos Agrotoxicos

Os agrotoxicos compreendem uma vasta variedade de substancias
guimicas, com diferentes grupos funcionais em suas moléculas, consequentemente
com diferentes mecanismos de acao, biotransformacéo e eliminacdo (GALLI et al.,
2006). A classificacdo desses produtos, é feita, portanto, com base no grupo quimico
funcional da substancia (classificacdo quimica), no organismo-alvo de acdo e no

nivel de toxicidade (classificacdo toxicologica) (BRASIL, 2012).
3.1.1.1 Classificacdo quanto ao grupo quimico

Com relacdo ao grupamento quimico principal da constituicdo das
moléculas dos agrotoxicos, podemos citar dentre as principais classes (GALLI et al.,
2006):

a) Organoclorados;
b) Organofosforados;
c) Piretréides;

d) Carbamatos;

e) Triazinas;

f) Sulfoniluréias;

g) Bipiridilios;

h) Nitropesticidas

3.1.1.1.1 Organoclorados

Os compostos organoclorados tém sua estrutura quimica baseada em
cadeias hidrocarbbénicas com a presenca de atomos de cloro (DEL GRANDE;
REZENDE, 2003). S&o agrupados em diferentes classes: derivados do

diclorodifeniletano, ciclodienos, clorobenzenos e clorociclohexanos (ALVES, 2005).
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Sao relativamente inertes, com baixa tendéncia de degradacéo, tendo sua
estabilidade quimica associada as ligacdes carbono-cloro (DEL GRANDE;
REZENDE, 2003; RISSATO et al., 2004). Possuem elevada hidrofobicidade, sendo
pouco soliveis em agua e bastante soliveis em meios semelhantes a
hidrocarbonetos (meios pouco polares), tais como 0Oleos e tecidos adiposos, sendo
portanto, extremamente biossoluveis (BAIRD, 2002; RISSATO et al., 2004).

Devido a sua elevada toxicidade, estabilidade e baixa biodegradabilidade,
esses compostos tém sido bastante estudados. Alguns organoclorados podem
persistir em torno de 15 a 20 anos no solo e através de processos de lixiviagdo ser
transportados aos corpos hidricos, causando por longo prazo a contaminac¢do do
meio ambiente e dos seres vivos. Dentre o0s principais representantes dos
organoclorados, temos o DDT, a aldrina, os endossulfans, os lindanos,

hexaclorobenzeno, heptacloro, endrin, mirex e o clordano (RISSATO et al., 2004).

Figura 1 — Estruturas quimicas dos organoclorados clordano, DDT, hexaclorobenzeno e aldrina
(IUPAC, 2012).
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A principal acdo téxica aguda dos organoclorados € sobre o sistema

nervoso, induzindo a um estado de hiperexitacdo cerebral, com este efeito se
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manifestando principalmente na forma de convulsdes (REIGART; ROBERTS, 2012).
Sabe-se também, que estes compostos, tem grande potencial carcinogénico, tendo
seu uso restringido ou até mesmo proibido em muitos paises (FLORES et al., 2004).

3.1.1.1.2 Organofosforados

Os agrotoxicos organofosforados sdo compostos organicos derivados do
acido fosfoérico, do acido tiofosférico, do acido ditiofosférico e fosfonico (AMARAL,
2007; BRASIL, 2012). Suas moléculas, contétm um atomo central de fosforo
pentavalente, ao qual est4 conectado um atomo de oxigénio ou enxofre, unidos ao
atomo de fésforo por meio de ligagdo dupla, havendo dois grupos metoxi ou etoxi
unidos ao mesmo atomo de fésforo através de uma ligacdo simples e um grupo X
mais complexo, conectado também ao fésforo, usualmente através de um atomo de

oxigénio ou enxofre mediante ligagao simples (BAIRD, 2002).

A atividade desses compostos depende dos diversos radicais R1 e Rz
(metoxi ou etdxi) ligados ao atomo de fosforo, de forma que pequenas modificacdes
nestes grupamentos podem afetar significativamente a toxicidade do composto em
questdo (MACIEL, 2005). Dentre as trés subclasses principais de organofosforados,

podemos destacar: os fosfatos, os fosfotioatos e os fosforoditioatos (BAIRD, 2002).

Figura 2 — Estruturas genéricas das principais classes de organofosforados e exemplos de
representantes de cada classe (BAIRD, 2002).
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Figura 2 — (continuagdo) - Estruturas genéricas das principais classes de organofosforados e
exemplos de representantes de cada classe (BAIRD, 2002).

s
[
X—S—I?—O—&
O—Rz
fosforoditioatos

0

|
crcHp” S
3 p CHz ||

S—T—OCHS
CH,CHO . A OCH,

I
O

malationa

Quando comparados aos organoclorados, os organofosforados sdo mais
toxicos, considerando um nivel de intoxicacdo aguda. Porém, sdo menos estaveis
quimicamente, ndo possuindo tendéncia de bioacumulacdo. O seu mecanismo de
acao toxica, baseia-se na inibicAo da enzima acetilcolinesterase, que atua nas

sinapses do sistema nervoso central e periférico (MORAIS, 2009; PINHO, 2007).

3.1.1.1.3 Piretréides

Os piretroides sao pesticidas sintéticos com estrutura quimica semelhante
a piretrina, componente ativo natural extraido das flores do Chrysanthemum
cinerariaefolium. As piretrinas, sdo usadas ha alguns séculos no controle de varias
espécies de insetos, sendo consideradas inseticidas ideais por terem baixa
toxicidade para mamiferos e um vasto espectro de acdo, apresentando também
baixo poder residual e efetividade em doses reduzidas (CHEN; WANG, 1996;
VIERA; NEVES; QUEIROZ, 2007).

Figura 3 — Estrutura genérica de piretroides sintéticos.
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Apesar de suas caracteristicas bastante positivas, as piretrinas possuem
instabilidade frente a luz, o que limita 0 seu uso contra pestes nas culturas agricolas.
Porém, quimicos organicos ao redor do mundo, levando em consideracdo suas

propriedades marcantes como inseticida, desenvolveram pesquisas para mostrar
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gue os centros de fotolabilidade molecular poderiam ser substituidos por outros
grupamentos, produzindo sinteticamente derivados estaveis a a¢do da luz e que
mantivessem sua atividade inseticida eficiente e baixa toxicidade a mamiferos,
desenvolvendo assim os piretréides (CHEN; WANG, 1996).

Figura 4 — Estruturas quimicas dos piretréides deltametrina e A — cialotrina.
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Muitos piretroides sdo formulados em combinacdo com componentes
denominados sinergistas, como por exemplo, o butoxido de piperonila, que € um
antioxidante que potencializa a acéo pesticida dos piretréides (ENVIROMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2012). O mecanismo de ac¢do inseticida dos piretroides
fundamenta-se na alteracdo da cinética de condutancia dos canais de sédio do
sistema nervoso dos insetos (SODERLUND et al., 2002).

3.1.1.1.4 Carbamatos

Os carbamatos sdo compostos derivados do acido carbamico, sendo
instaveis sob condicbes neutras e alcalinas em temperatura ambiente. Os
agrotoxicos deste grupo possuem alta atividade inseticida, baixa acdo residual e
reduzida toxicidade em longo prazo (GOULART, 2010). O mecanismo de agédo dos
carbamatos € semelhante ao dos organofosforados, também se baseando na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, havendo algumas suspeitas de também

serem carcinogénicos e mutagénicos (BOGIALLI et al, 2004).

Figura 5 — Estrutura quimica genérica dos carbamatos
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Os carbamatos tem curta duracdo no ambiente porque reagem com a
agua (hidrdlise). Os produtos de hidrélise ndo possuem atividade pesticida e séo
pouco téxicos. A reacdo com a agua envolve a cisdo de uma das ligacbes simples
do carbono central (BAIRD, 2002; GOULART, 2010). Os produtos de reacdes de
oxidacdo dos carbamatos também possuem acdo anticolinesterasica (GOULART,
2010). Dentre os principais representantes dos pesticidas carbamatos, podemos

destacar o carbaril, o aldicarbe e o carbofurano.

Figura 6 — Estruturas quimicas dos carbamatos carbaril, aldicarbe e carbofurano.
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3.1.1.1.5 Triazinas

As triazinas sdo substancias derivadas da s-triazina, sendo compostos
com estrutura quimica baseada num sistema heterociclico de 6 &tomos,
caracterizado pela presenca de atomos de nitrogénio simetricamente arranjados nas
posicoes 1,3 e 5, de maneira que nas posicdes 2 e 4, poderdo haver diferentes
grupos amino, dependendo dos grupos Rz e R3 ligados aos atomos de nitrogénio, e,
na posicdo 6 do sistema ciclico, haverd um substituinte R1. Os grupos Ri1, Rz e R3
caracterizam cada tipo diferente de triazina (DOPICO et al., 2002; GARBELLINI et
al., 2007).

Figura 7- Estrutura quimica genérica das triazinas.
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Os produtos de degradacao das triazinas possuem elevada toxicidade,
sendo muito persistentes nos solos, na 4gua e em plantas e animais (GARBELLINI
et al., 2007; SOARES, 2011). O mecanismo de acdo das triazinas € baseado na
inibicdo fotossintética das plantas, sendo, por esta razdo, empregadas no controle
de ervas daninhas (SILVA, 2010). Dentre as principais representantes das triazinas,

temos: atrazina, ametrina e simazina (Figura 8).

Figura 8 — Estruturas das triazinas atrazina, ametrina e simazina.
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3.1.1.1.6 Sulfoniluréias

As sulfoniluréias sdo compostos que possuem sua estrutura quimica
baseada na presenca de uma ponte “sulfoniluréia” conectando duas ramificacbes
laterais. A primeira ramificacdo pode ser constituida tanto por grupos alifaticos, como
por aromaticos ou grupamentos heterociclicos, que sao conectados pela ponte
sulfoniluréia, que pode ser uma triazina substituida ou uma pirimidina (INSTITUTO
AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2011). Geralmente possuem alta solubilidade em
dgua e reduzida absor¢cdo no solo. S&o pouco toxicas e possuem significativa
seletividade em sua acdo (SORENSEN et al., 2003).

O mecanismo de acao das sulfoniluréias é baseado na inibicdo da enzima
acetolactato sintase (ALS), prejudicando a sintese de aminoacidos valina, leucina e
isoleucina, gerando o efeito de inibicdo da divisdo celular em plantas, sendo portanto
empregadas como herbicidas. No geral esses agrotdoxicos possuem significativa
seletividade a algumas culturas (SALMAZO, 2009).
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Figura 9 — Estruturas das sulfoniluréias nicossulfurom e metsulfurom metilico.
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3.1.1.1.7 Bipiridilios

Os bipiridilios sdo sais de aménio diquaternario, caracterizando-se como
cations bivalentes extremamente sollveis, estaveis na presenca de luz e calor.
Possuem elevada toxicidade ao meio ambiente e a saude humana (GALLI, 2006).
Esses agrotoxicos atuam como herbicidas bloqueando a respiracdo e a fotossintese
dos vegetais (ROHR, 2008).

Bipiridilios como o paraquate, capturam elétrons provenientes da
fotossintese do vegetal, gerando radicais toxicos. Estes radicais sdo instaveis e
rapidamente sofrem oxidagdo produzindo os radicais superéxidos e peréxido de
hidrogénio. Os superoxidos e o peroxido gerados reagem produzindo radicais
hidroxil e oxigénio livre (singlete), que sdo os agentes efetivamente responsaveis
pelos efeitos toxicos sobre as ervas daninhas, pois promovem a degradacdo das
membranas celulares ocasionado a morte dos tecidos (VARGAS, 2003).

Figura 10 — Estruturas do bipiridilios dibrometo de diquate.e dicloreto de paraquate.

2+
/ N N\

=N N= / \ "
\__/ - CHB—NQ—GN—CHE] 2]

dibrometo de diquate dicloreto de paraquate



27

3.1.1.1.8 Nitropesticidas

Estes agrotoxicos apresentam em sua estrutura quimica o grupo nitro
(NO2), sendo muito téxicos. Os nitropesticidas sdo divididos em quatro grupos
basicos: derivados de nitrofenol, derivados de dinitroanilinas, nitrorganofosforados e
nitrorganoclorados. Dentre os principais representantes dos nitropesticidas podemos
citar o metil paration (nitroganofosforado), a trifluralina (dinitroanilina) e o p-nitrofenol
(derivado do nitrofenol) (GALLI, 2006).

Figura 11 — Estruturas dos nitropesticidas metil paration, trifluralina e p-nitrofenol.
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3.1.1.2 Classificacdo quanto ao organismo-alvo

Quanto ao organismo-alvo de acdo os agrotoxicos sao classificados

conforme o Quadro 1.

Quadro 1- Classificacéo dos agrotoxicos quanto ao organismo-alvo (BAIRD, 2002; BRASIL, 2012).

Tipo de agrotdxico Organismo -alvo Representantes

Inseticida insetos Organoclorados,
organofosforados, carbamatos e

piretréides

Herbicida Ervas daninhas Triazinas, sulfoniluréias e
bipiridilios

hexaclorobenzeno(organoclorado),
Fungicida Fungos a captana (dicarboximida) e o
etileno-bis-ditiocarbamato

(ditiocarmabamato).
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Quadro 1- (continuagéo) - Classificagdo dos agrotoxicos quanto ao organismo-alvo (BAIRD, 2002;

BRASIL, 2012).

Tipo de agrotdxico

Organismo -alvo

Representantes

Raticidas

Molusquicidas
Nematicidas

Acaricidas

Bactericidas

Algicidas

Roedores

Caracois, lesmas
Nematoéides

acaros

Bactérias

Algas

Fosforeto de zinco, anidrido de
arsénio.
Metaldeido
Carbofuran, aldicarb, terbufos
Tetradifon (clorodifenilsulfona),
dicofol (organoclorado)

Brometos de alquilbenzilaménio

3.1.1.3 Classificacao Toxicoldgica

Esta classificacdo é de extrema relevancia para o conhecimento do poder
toxico de cada agrotoxico, do ponto de vista de seus efeitos agudos. A tabela 1
relaciona as classes toxicologicas com a “Dose Letal 50” (DLso) oral e dérmica e com

a Concentragéo Letal 50 (CLso) de formulagdes liquidas e solidas dos agrotoxicos.

Tabela 1 — Classificagcdo toxicolégica dos agrotéxicos segundo DLsp oral e dérmica e CLso.

DLso oral DLso dérmico CLsg inalatorio
Toxicidade (mg Kg ' peso corporal)  (mg Kg " peso corporal) (mg L)
Solido Liquido Solido Liquido
Extremamente toxico <5 <20 <10 <40 <0,2
Altamente toxico 20 - 200 5-50 10 - 100 40 - 400 0,2-2,0
Medianamente téxico 200-2000  50-500 100 — 1000 400 -4000 2,0-20,0
Pouco toxico > 2000 > 500 > 1000 > 4000 > 20,0

Os termos DLso (Dose Letal 50) e CLso (Concentragdo Letal 50) s&o
parametros toxicologicos experimentais utilizados para a avaliagdo do nivel de
toxicidade de uma substancia quimica. A DLso é definida como sendo a quantidade
de uma substancia que, quando administrada em uma Unica dose por via oral ou
dérmica, produz a morte de 50% dos animais de um dado grupo teste, dentro de um
periodo de observacédo de 14 dias. E expressa quantitativamente como a massa da

substancia por massa do individuo, que é capaz de matar 50% dos individuos do
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grupo teste (FUNDACAO JORGE DUPRAT FIGUEIREDO DE SEGURANCA E
MEDICINA DO TRABALHO, 2011).

A CLso relaciona-se a concentracdo meédia da substancia no ar ambiente,
inalada pelos animais de um grupo teste, capaz de produzir a morte de 50% dos
individuos deste grupo, sob determinadas condi¢cfes, sendo expressa em miligramas
da substancia por litro de ar ambiente (mg/L) (FUNDACAO JORGE DUPRAT
FIGUEIREDO DE SEGURANCA E MEDICINA DO TRABALHO, 2011).A
classificacdo toxicolégica diz respeito unicamente a quem manuseia 0 produto,
havendo exposicéo Unica, sendo importante como medida de seguranca para quem
trabalha na producédo, embalagem, no armazenamento, no transporte e no preparo
da calda do agrotoxico e da sua aplicacdo (CARVALHO; PIVOTO, 2012).

Como determinacdo legal, todos os agrotoxicos devem apresentar no

rétulo uma faixa colorida indicativa de sua classe toxicologica, conforme quadro 2.

Quadro 2 — Classe toxicolégica e cor da faixa no rétulo de produto agrotdxico (LONDRES, 2011).

Classe toxic oldgica Toxicidade Cor da faixa no rétulo
I Extremamente téxico Vermelha
Il Altamente toxico Amarela
1 Medianamente téxico Azul
v Pouco toxico Verde

3.2 Aspectos Gerais da Cultura do Abacaxi

O abacaxizeiro € uma planta que faz parte do género Ananas, tendo
como uma das principais espécies representantes a espécie Ananas comosus (L.)
Merril., classificada botanicamente como pertencendo a familia Bromeliaceae
(PEREIRA; PUTZKE, 2010). Esta espécie distribui-se predominantemente nas
regides tropicais e subtropicais do globo e abrange todas as cultivares plantadas de
abacaxi (DOS SANTOS, 2011).

A provavel regido de origem do abacaxizeiro situa-se na area do globo
que esta compreendida entre 15° N e 30°S de latitude e 40°L e 60°O de longitude, 0
que inclui as zonas central e sul do Brasil, o Nordeste da Argentina e o Paraguai
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2010). O abacaxi € um
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fruto muito apreciado pelo seu aroma e sabor, consumido em todo o mundo, sendo

rico em sais minerais, agucares e vitaminas (GONCALVES; BLUME, 2008).

Segundo dados coletados pela FAO (Organizacdo das Nacgdes Unidas
para a Agricultura e Alimentac&o), em 2008 o mundo produziu mais de 19 milhdes
de tonelada de abacaxi, sendo que o Brasil, naquele ano, foi o primeiro produtor
mundial, produzindo mais de 2,5 milhdes de toneladas, correspondendo a 13% de
toda a producdo (ABANORTE, 2012). De acordo com dados do Levantamento
Sistemético da Producdo Agricola (LSPA) de novembro de 2011, efetuado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), o Brasil apresentou 57.006
hectares plantados para a producdo de abacaxi, fornecendo 1.504.988 toneladas do
fruto (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011).

3.2.1 Principais Pragas na Cultura do Abacaxi

Como a maioria das culturas de frutos e hortalicas, o cultivo do abacaxi
também estd sujeito ao ataque de pragas e doengas que podem vir a prejudicar o
desenvolvimento da lavoura e consequentemente da producdo. Cerca de 85
espécies de organismos nocivos ja foram associadas a cultura do abacaxi no mundo
(DA COSTA, 2010).

Dentre as principais doencas, ervas daninhas, insetos e pragas que
atingem o cultivo deste fruto no Brasil destacam-se: o capim-colchdo (Digitaria
horizontalis), a cochonilha-do-abacaxi (Dysmiccocus brevipes), a podriddo negra
(fungo Ceratocystis paradoxa), a broca do fruto (Strymon basalides) e a fusariose,
causada por um fungo (Fusarium subglutinans) (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA, 2010; DA COSTA, 2010). Por ser uma cultura de
pequeno porte e apresentar desenvolvimento vegetativo inicial muito lento,
favorecendo a extracao de agua, a cultura do abacaxi € muito susceptivel ao ataque
de ervas daninhas (PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005).

3.2.2 Caracteristicas Quimicas e Fisico-Quimicas do  Abacaxi

E atribuida a presenca de uma série de constituintes quimicos nos frutos
do abacaxi, com destaque para os acucares e acidos organicos, responsaveis pelo
sabor e compostos volateis associados ao aroma. A presenca de carotenoides esta

associada a coloracdo amarela da polpa, e as vitaminas e 0s minerais estdo
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relacionados com o valor nutritivo do fruto, com destaque para o acido ascérbico
(vitamina C) e o potassio (DA COSTA, 2010).

Os principais acidos responsaveis pela acidez sdo os acidos citrico e
malico, contribuindo com 80% e 20% respectivamente com a acidez total (DA
COSTA, 2010). Ha& também uma série de outros compostos como polifendis,
substancias pécticas, enzimas, como a pectinametilesterase, poligalacturanase,
peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonio liase, acido galacturdnico, vitamina
B2 e minerais como sédio e célcio (PINHEIRO; PORTO; MENEZES; 2005 THE,
2010).

Tabela 2 — Valores médios e respectivos desvios padréo das caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e
guimicas de abacaxis cv smooth cayenne recém-colhidos (THE, 2010).

Caracteristica analisada Média geral Desvio -padréo
Umidade (%) 87,38 +0,28
pH 3,85 +0,02
AcUcares totais (% de glicose) 8,86 +0,29
Acucares redutores (% de glicose) 3,23 +0,27
Aclcares nédo redutores (% de glicose) 5,34 +0,20
Vitamina C (mg de acido ascérbico/100g) 19,19 +0,73
Pectina total (mg de acido galacturdnico/100 g) 327,20 +19,57
Pectina solavel (mg de acido glacturénico/100 g) 52,70 +1,06
Célcio total (% da matéria seca) 0,26 +0,01
Fendlicos totais (mg de acido tanico) 58,80 +0,00
Poligalacturonase (mmol g?) 702,24 +4,76
Pectinametilesterases (mmol g1) 116,25 +10,23
Fenilalanina amonio liase (mmol g1) 307,20 +8,82
Peroxidase (mmol g1) 34,77 +2,45
Polifenoloxidades (mmol g1) 25,81 +1,30

3.3 Evolucdo das Técnicas de Preparo de Amostra par a Determinacao

Multirresiduo de Agrotoxicos em Alimentos

Na determinacao de residuos de pesticidas em alimentos, considerando
as concentracbes muito baixas dos compostos, suas propriedades quimicas
distintas, bem como a complexidade da matriz, ha a necessidade de uma criteriosa
etapa de preparo da amostra antes da analise instrumental (PRESTES et al.,

2009).Nessas condicdes, o foco da etapa de preparo de amostra € o enriguecimento
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dos analitos de interesse na por¢cdo de amostra que serd analisada (pré-
concentragdo) e a remocédo tanto quanto possivel de espécies interferentes para a

identificacéo e quantificacdo adequada dos agrotoxicos.

O primeiro método de preparo de amostra para a determinacao
multirresiduo de agrotoxicos em alimentos foi publicado em 1959 por Mills, sendo
originalmente desenvolvido para a determinacdo de organoclorados em alimentos
gordurosos e nao-gordurosos. Em 1963, nos laboratorios da Food and Drugs
Administration (FDA), foi desenvolvido o método de Mills, Onley e Gaither (Método
de Mills et al.), sendo empregado para a extracdo de organoclorados em produtos
ndo-grodurosos (U.S. CONGRESS OFFICE OF TECHNOLOGY ASSESMENT,
1988). Este método baseia-se numa extracdo com solvente acetonitrila, seguida da
adicdo de agua ao extrato, com subsequente etapa de particdo, executada com
solventes apolares como éter de petroleo ou hexano. Nesta etapa, ndo s agua,
como também componentes polares da matriz, acucares e sais sdo separados do
extrato, havendo conveniente limpeza da amostra para analise (clean up)
(SCHENCK et al., 2002).

Em 1975 Luke e colaboradores desenvolveram um método de preparo de
amostra que possibilitou a extracdo de um maior espectro de pesticidas, incluindo
compostos polares como organofosforados e organonitrogenados, sendo
denominado método de Luke. Este método consistia de uma etapa de extragdo com
solvente acetona, seguida de uma etapa de particdo liquido-liquido com solventes
apolares, como éter de petrdleo e diclorometano. Com o objetivo de aumentar os
niveis de recuperacao dos pesticidas polares, os autores do método incluiram uma
etapa de adicdo de cloreto de sbédio na fase polar para potencializar a particao
destes compostos para a fase organica, devido a acéo do efeito ibnico (efeito salting
out) (PRESTES et al., 2009; SCHENCK et al., 2002).

Krijgsman e colaboradores, visando melhorar os resultados obtidos pelo
meétodo de Luke, propuseram em 1976 o uso de acetato de etila como solvente de
extracdo dos pesticidas com subsequente adicéo de sulfato de sodio anidro, obtendo
maior rapidez no preparo da amostra, maior simplicidade, extratos mais limpos e
valores de recuperacdo mais adequados para pesticidas polares se comparado ao

meétodo de Luke. A imiscibilidade do sistema acetato de etila-agua tornou obsoleta a
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utilizacdo de solventes apolares na etapa de particdo. As vantagens do método de
Krijgsman et al., fizeram deste, o método oficial para a extragdo multirresiduo de

pesticidas em boa parte dos paises europeus (PRESTES et al., 2009).

Na década de 1980, nos laboratorios da Food and Consumer Product
Safety Authority, na Holanda, foi desenvolvido o método mini-Luke, sendo este uma
miniaturizacdo do método Luke original, executado com uma menor quantidade de
solvente e sem a etapa de adicdo de cloreto de sddio. Este método possuia a
vantagem de serem usadas menores quantidades de amostra e solvente, porém
apresentou a desvantagem de fornecer valores de recuperacao relativamente baixos
para compostos polares (valores abaixo de 70%). No inicio dos anos 90 foram feitas
alteragbes no método mini-Luke visando melhorar os niveis de recuperacdo dos
pesticidas mais polares, sendo adicionado sulfato de sddio anidro no procedimento
de extracdo, levando assim a extracdes mais viaveis de analitos polares (PRESTES
et al., 2009).

3.3.1 Métodos Modernos de Preparo de Amostra na Det erminagao

Multirresiduo de Agrotdxicos

Durante a década de 1990 a necessidade de métodos de preparo de
amostra que possibilitassem maior rapidez da andlise, utilizando menores
guantidades de solventes organicos, com maior sensibilidade e para matrizes com
baixa concentracdo dos analitos, fez surgir técnicas mais eficientes para extracao
multirresiduo de agrotoxicos em alimentos e outras matrizes.

Dentre as principais técnicas modernas empregadas na extracao
multirresiduo de agrotéxicos pode-se citar: a extracdo em fase soélida (Solid Phase
Extraction — SPE), extracdo por dispersdo da matriz em fase sélida (Matrix Solid
Phase Dispersion-MSPD), microextracdo em fase solida (Solid Phase
Microextraction — SPME), extracdo sortiva em barra magnética (Stir Bar Sorptive
Extraction — SBSE) e extracdo com fluidos pressurizados (Presurized Fluid
Extraction - PLE) (BASTOS et al., 2012; DEAN, 2009; PRESTES et al., 2009).

3.4 Método QUEChERS

Em 2003, Anastassiades e colaboradores, visando desenvolver um
método de preparo de amostra para a determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em
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alimentos, que contornasse as limitacdes operacionais e analiticas dos métodos ja
existentes, introduziram o método “QUEChERS”. A sigla empregada para a
denominacédo deste método deriva exatamente das iniciais das palavras da lingua
inglesa que expressam suas caracteristicas de desempenho, ja que 0 mesmo &
considerado um meétodo rapido (Quick), facil (Easy), econdmico (Cheap), efetivo
(Effective), robusto (Rugged) e seguro (Safe) (ANASTASSIADES et al.,, 2003;
PRESTES et al., 2009; SCHENCK; HOBBS, 2004).

Este método surgiu como um novo procedimento de preparo de amostra
de matrizes complexas, como frutos e hortalicas, para extracdo simultanea de
agrotoxicos com diferentes propriedades quimicas. Durante seu desenvolvimento foi
dado grande enfoque para a obtencdo de um procedimento dindmico, possivel de
ser aplicado em qualquer laboratério e adequado as instrumentagBes analiticas
modernas (PRESTES et al., 2009). O procedimento original baseia-se numa etapa
de extracédo inicial monofasica, com solvente acetonitrila, de uma porgcéao de 10 g da
amostra processada, seguida pela particdo liquido-liquido dos agrotoxicos na
presenca de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio (ANASTASSIADES et al.,
2003).

A etapa final de limpeza (clean up) do extrato € executada através de
extracdo em fase sdlida dispersiva (Dispersive Solid-Phase Extraction - D-SPE)
empregando sulfato de magnésio anidro e fase solida sorvente PSA (Primary
Secundary Amine), que sdo misturados ao extrato obtido com acetonitrila. Apos a
limpeza do extrato o mesmo € levado a analise por técnica cromatografica
(ANASTASSIADES et al., 2003).

3.4.1 O Tamanho da amostra

No desenvolvimento do método QUEChERS, a selecdo do tamanho da
amostra utilizada para a obtencdo do extrato para analise, baseou-se na observacéo
da quantidade minima dessa amostra a qual fornecia resultados estatisticamente
confidveis. De forma geral, amostras sdélidas de alimentos necessitam de etapas
mais complexas e demoradas durante seu preparo, como por exemplo, o corte do
produto em pedacos mais reduzidos seguido de processamento em
homogeneizadores (PRESTES et al., 2009).
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Métodos que utilizam grandes quantidades de amostra requerem maiores
volumes de solvente, conduzindo a geracdo de uma maior quantidade de residuos,
maior preocupacdo com seguranca do analista e consequentemente um maior gasto
de materiais e reagentes. A maioria dos métodos multirresiduo para determinacéo
de agrotoxicos utiliza massas de amostra em torno de 50 a 100 g, de maneira que
baseado em evidéncias da literatura, a massa de amostra escolhida para a
execucao do método QUEChERS foi fixada em 10 g. Esta quantidade de amostra foi
considerada como representativa e viavel para a execucdo da analise
(ANASTASSIADES et al., 2003).

3.4.2 O Solvente de Extracao

A selecéo do solvente de extracdo € um ponto crucial no desenvolvimento
de um método de extragdo multirresiduo. As principais caracteristicas consideradas
na escolha do solvente sao: habilidade de extracdo de um amplo espectro de
agrotoxicos com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extracao,
particdo e limpeza (clean up), separar-se eficientemente de fases aquosas e ser
compativel com diferentes técnicas cromatograficas (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al., 2009).

Os principais solventes empregados na extracdo multirresiduo de
agrotoxicos sdo: acetona, acetato de etila e acetonitrila. No desenvolvimento do
método QUEChERS, o solvente que apresentou caracteristicas mais convenientes
foi a acetonitrila. Dentre as vantagens da acetonitrila pode-se citar a capacidade de
extracdo de uma ampla faixa de agrotoxicos de diferentes polaridades, a extracdo de
menores quantidades de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como
ceras, gorduras e pigmentos e a capacidade de permitir a remocao de residual de
agua apenas com o uso de um agente secante como o sulfato de magnésio anidro
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Figura 12 — Estrutura da acetonitrila e momento de dipolo.
H,C—C=N

Acetonitrila
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Na execucdo do método sdo empregados 10 mL de acetonitrila para cada
10 g da amostra, dando uma razdo de 1 mL de solvente para cada 1g de amostra.
Esse valor € considerado baixo quando comparado a outros métodos de extracao
que apresentam geralmente uma relagdo amostra e solvente de 2 a 5 g por 1mL no
extrato final (PRESTES et al., 2009).

3.4.3 A Adigcéo de Sais e a Separacéo de Fases

A adicdo dos sais sulfato de magnésio (MgSQOa) e cloreto de sédio (NacCl)
tem a funcdo de promover a separacao de fases apds a extragdo. A adicdo do NacCl
inicia a particdo liquido-liquido. Este sal promove o efeito salting out (efeito ibnico),
que potencializa a particdo dos compostos polares solubilizados na fase aquosa
para a fase organica (acetonitrila), possibilitado maiores percentuais de recuperacao
para os agrotoxicos mais polares (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al.,
2009).

3.4.4 Limpeza do Extrato ( Clean up)

A etapa de limpeza da amostra (clean up) € fundamental para a robustez
e confiabilidade dos resultados obtidos pelo sistema analitico, pois reduz a presenca
de compostos interferentes da matriz, deixando a amostra mais adequada a
instrumentacdo analitica. Tradicionalmente, as etapas de limpeza da amostra eram
executadas por extracdo em fase sélida (SPE), porém, no desenvolvimento do
método QUEChERS, os autores empregaram uma técnica mais moderna e mais
viavel que a SPE, sendo esta técnica, a extracdo em fase solida dispersiva
(Dispersive Solid-Phase Extraction- D-SPE) (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al., 2009).

Na técnica D-SPE, uma fase soélida sorvente, empregada em extracdo em
fase solida — SPE € adicionada e misturada ao extrato da amostra, sendo distribuida
uniformemente por homogeneizacédo, promovendo a retencdo dos coextrativos da
matriz presentes no extrato. O sorvente empregado no método QUEChERS, o PSA,
€ uma amina primaria secundaria que possui uma estrutura bidentada que promove
um efeito quelante significativo devido a presenca dos grupos amino primario e
secundario (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).
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Figura 16 - Estrutura do PSA (N-propiletilenodiaminossilano) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

=Si—CH, —-CH, —CH, - NH—-CH, —CH, —NH,

Devido ao efeito quelante do PSA, &cidos graxos livres e outros
compostos polares da matriz sdo fortemente retidos. Nesta etapa o MgSOs €
também utilizado como agente secante para remover o residual de umidade no
extrato. Apos a limpeza do extrato o mesmo € levado a analise cromatogréafica para
identificacdo e quantificacdo dos agrotoxicos (ANASTASSIADES et al.,, 2003;
PRESTES et al., 2009).

3.5 O uso da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espect rometria de Massas na

Determinacéo de Agrotoxicos

A cromatografia € uma técnica de separacdo que pode ser acoplada a
diversos sistemas de deteccdo, tratando-se de uma das técnicas analiticas mais
empregadas e de melhor desempenho na determinagcéo de poluentes organicos em
diversas matrizes. A cromatografia gasosa (CG) é atualmente o método mais versatil
e sensivel para a determinacgéo de residuos de poluentes organicos em alimentos,
como 0s agrotoxicos, principalmente quando aliada a espectrometria de massas
(EM) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; TADEO et al., 2000).

Na cromatografia gasosa a amostra € vaporizada e seus constituintes sédo
distribuidos entre uma fase mével gasosa (gas de arraste) e uma fase estacionaria
gue pode ser sélida ou liquida, dentro da coluna cromatografica. Os compostos da
amostra sdo carreados atraveés da coluna pelo gas de arraste, sendo gradativamente
separados em funcdo de sua particdo diferencial entre a fase movel e a fase
estacionaria, de forma que cada componente da amostra sai da coluna num
determinado tempo, sendo convenientemente identificados e quantificados
(MCNAIR; MILLER, 1997). A cromatografia gasosa limita-se a determinacdo de
compostos que apresentem uma certa volatiidade e que sejam termicamente
estaveis, para que 0S mesmos possam passar a fase vapor sem sofrerem
degradacao quimica (MCNAIR; MILLER, 1997; SKOOG et. al, 2005).
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A combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas
pode ser considerada simples, jA que as caracteristicas de funcionamento do
cromatografo a gas sao compativeis com a necessidade de alto vacuo do
espectrometro de massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).0 mecanismo de
deteccdo por espectrometria de massas (EM) baseia-se no bombardeamento das
moléculas dos analitos com um feixe de elétrons de alta energia (em torno de 70
eV), de forma que as moléculas se ionizam, gerando um série de fragmentos. Cada
espécie de fragmento gerado possuira um valor de razdo entre sua massa molar e
carga elétrica (m/z). O detector expressa um espectro de massas para cada
composto, sendo este espectro um grafico que mostra a abundancia relativa e as
massas dos fragmentos carregados, gerados na ionizacdo (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Cada espectro € caracteristico para um dado composto, de maneira que a
interpretacdo do espectro é extremamente viavel para a obtencdo de informacdes
qualitativas sobre os analitos, auxiliando a identificacdo. Na analise qualitativa, os
espectros de massa dos analitos podem ser comparados simultaneamente com 0s
espectros obtidos de padrbes analisados, ou de bibliotecas armazenadas no
software do equipamento (DE CARVALHO, 2009). Existem diferentes métodos de
lonizagdo na espectrometria de massas, sendo 0s principais, a ionizagdo por
impacto de elétrons (IE) e a ionizacdo quimica (IQ) (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008).

A técnica de GC-EM operando no modo de impacto de elétrons (IE) &
extensivamente empregada em laboratérios de analise de residuos de poluentes
organicos, permitindo a elucidacdo de diversos compostos como os pesticidas (DE
CARVALHO, 2009). Grande parte dos métodos recomendados pela a Food and
Drugs Administration (FDA) e pelo United States Department of Agriculture (USDA)
para a determinacdo multirresiduo de agrotoxicos, sdo baseados em cromatografia
gasosa, de maneira que esses métodos estdo em constate expansao e otimizacao
ao longo dos anos, tendo em vista que n&do sdo capazes de detectar todos os tipos

de residuos em todos os tipos de amostras (TADEO et al.,2000).
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3.6 Efeito Matriz na Quantificacdo de Agrotoxicos p  or Cromatografia Gasosa

A complexidade da amostra e a elevada diversidade de compostos que a
constitui, gera um problema critico na quantificacdo de agrotéxicos por cromatografia
gasosa, sendo este problema denominado de efeito matriz. O Efeito matriz é
resultado da interferéncia de coextrativos da amostra que afetam a precisdo e
exatiddo dos resultados da anélise (PICO; BLASCO; FONT, 2003; PINHO et
al.,2009).

Alguns fatores podem influenciar o efeito de matriz, sendo os principais: a
natureza do analito (propriedades quimicas do agrotdxico), a hatureza da amostra, o
nivel de concentracdo do agrotoxico em relacdo aos componentes da matriz e o
sistema cromatografico (GC) (SCHENCK; LEHOTAY, 2000). Este efeito é também
conhecido como “aumento da resposta cromatografica induzida pela matriz”,
permitindo a explicacdo dos niveis de recuperacdo que excedem 100% para alguns
agrotoxicos. O efeito de matriz pode também ocasionar outras alteracfes na analise
cromatografica, como por exemplo: (i) mascaramento do pico do analito de
interesse, gerando um resultado falso negativo;(ii) ocorréncia de falso positivo,
devido a identificacdo erronea de componentes da matriz como sendo o composto
de interesse, quando este estd ausente; (iii) erros na quantificagdo devido ao
aumento do sinal do detector, levando a superestimacdo do resultado (HAJSLOVA,
J. et. al., 1998).

As interferéncias geradas pelos componentes enddgenos da matriz nas
respostas do detector ndo dependem apenas das propriedades destes compostos,
mas também das condi¢cdes cromatograficas em que analise é executada, de
maneira que podem haver interferéncias devido a processos que podem ocorrer
particularmente no sistema injetor, na coluna cromatografica e no detector (PINHO

et al.,2009).
3.6.1 Efeito Matriz no Injetor

Uma das técnicas mais empregadas na injecdo da amostra no sistema
cromatografico gasoso (CG) é a de injecdo a quente (com ou sem divisdo de fluxo
split/splitless), em que a amostra é vaporizada no injetor aquecido, apds sua

introducdo no sistema (PINHO et al.,2009 ).Esta técnica é a mais susceptivel ao
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efeito matriz, pois em condi¢cdes de temperatura elevada, sitios ativos no liner (tubo
de vidro insertor) podem promover adsor¢cdo dos analitos ou mesmo catalisar
processos de degradacdo térmica dos agrotoxicos (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA,
2000;PINHO et al.,2009).

Os sitios ativos sédo formados por grupos silandis livres e metais
potencialmente presentes na superficie do liner. Sitios ativos adicionais podem se
formar também a partir de coextrativos nao volateis que se depositam na entrada do
sistema cromatografico durante repetidas andlises (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA,
2000). Quando os analitos séo introduzidos no sistema cromatografico através de
solugbes padrao em solvente puro, os sitios ativos do liner estdo todos disponiveis
para retencdo, de forma que menor quantidade dos agrotoxicos € transferida para a
coluna cromatogréfica e consequentemente para o detector (figura 13A)
(HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000).

Quando os agrotoxicos séo injetados na presenca dos componentes da
matriz, ou seja, quando as solucdes padrdo sdo preparadas no extrato da matriz,
ocorre uma competicdo entre os componentes da amostra e os analitos pelos sitios
ativos do liner, possibilitando que maior quantidade dos agrotéxicos seja transferida
a coluna cromatografica e, consequentemente, detectada (figura 13B) (HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2000; PINHO et al.,2009).

Mesmo liners de elevada qualidade, denominados “desativados” possuem
a caracteristica de adsorver compostos (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000).
Mudancas na temperatura do sistema injetor podem afetar o efeito de matriz, pois
em temperaturas mais elevadas € possivel reduzir a adsor¢cdo dos analitos assim
como dos coextrativos, porém a degradacao térmica dos compostos termolabeis é
potencializada (PINHO et al.,2009).
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Figura 13 - Fendbmeno de adsorcdo dos agrotéxicos nos sitios ativos do liner. A) Agrotéxicos injetados

na auséncia dos componentes da matriz. B) Agrotoxicos injetados com extrato da matriz.
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3.6.2 Efeito Matriz na Coluna Cromatogréaficae no D  etector

N&o obstante a existéncia de poucos estudos sobre o efeito de matriz na
coluna cromatografica e no detector é sabido que as conexfes entre o injetor e a
coluna e entre a coluna e o detector podem também atuar no efeito de matriz. Nas
primeiras analises executadas com uma coluna cromatografica, pouco ou nenhum
efeito de matriz € observado, porém, apdés algum tempo de uso, devido as
sucessivas injecdes e consequente contaminagdo do sistema cromatografico, o
efeito de matriz € gradativamente mais pronunciado (PINHO et al.,2009).

O diametro interno da coluna cromatografica possui também influéncia
significativa na magnitude do efeito matriz, pois colunas que possuem diametros
mais elevados tendem a apresentar maiores distorcdes dos resultados em
comparacdo com colunas de didmetros mais reduzidos (DOMOTOROVA et al.,
2006). Com relacdo aos detectores, o efeito de matriz € mais perceptivel em
analises que empregam espectrémetros de massa do que em analises que usam
detector fotométrico de chama. O detector espectrébmetro de massas pode acentuar
o efeito de matriz devido a superficie metalica do detector e por nao haver
combust&o dos analitos no sistema (HAJSLOVA et. al., 1998).
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3.7 Validacdo de Métodos Analiticos

Os laboratérios, ao desenvolver, empregar ou adaptar metodologias
analiticas, devem dispor de meios e critérios objetivos para comprovar que 0S
ensaios que executam geram resultados com confiabilidade analitica e adequados a
gualidade pretendida (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA NORMALIZA(;AO
E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

A validacdo de um meétodo analitico é todo o processo de estudo e
avalicho que visa garantir que este meétodo produz resultados confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra em estudo. Os estudos de validacdo de um método,
dependem fundamentalmente, da determinacdo dos parametros de desempenho do
método, sendo estes parametros estimados durante o desenvolvimento do mesmo
(EURACHEMI/CITAC, 2002; RIBANI et al., 2004).

Nos estudos de validacdo de metodologias analiticas quantitativas sao
determinados alguns ou mesmo todos 0s seguintes parametros: seletividade, faixa
linear de trabalho/intervalo, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo e robustez (EURACHEM/CITAC, 2002;
RIBANI et al., 2004).

3.7.1 Seletividade

A seletividade € um parametro que expressa a capacidade do método em
gerar resposta analitica livre de interferéncias para o(s) analito(s) de interesse. Os
estudos de seletividade avaliam o grau de interferéncia de compostos presentes na
amostra sobre os resultados obtidos pelo método (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et al., 2004).

Este parametro pode ser avaliado de varias maneiras, porém a primeira
forma viavel € comparando a resposta analitica obtida para o composto de interesse,
na matriz isenta do analito, com a resposta obtida na matriz com uma quantidade
conhecida do analito (padrdo).Em métodos cromatograficos, a pureza do pico
cromatografico (sinal analitico) pode ser avaliada com o auxilio do detector
espectrometro de massas, sendo um meio viavel para a avaliacdo da seletividade
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et al., 2004).
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3.7.2 Faixa Linear/ Intervalo

A faixa linear ou intervalo € a faixa de concentra¢des do analito na qual o
método pode ser aplicado, compreendendo o limite de quantificacdo inferior e
superior. Neste intervalo ha uma relacdo linear entre a resposta analitica e a
concentracdo da espécie quimica de interesse. A determinacdo da faixa linear ou
intervalo geralmente é fruto dos estudos de linearidade e depende da aplicacao
pretendida do método (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003;
RIBANI et al., 2004).

3.7.3 Linearidade

A linearidade é um parametro que expressa a capacidade do método em
demonstrar que o sinal analitico da espécie de interesse € diretamente proporcional
a concentragcdo desta espécie na amostra, dentro de um intervalo de concentracéo
especificado. A linearidade € avaliada através de padronizacéo interna ou externa,
construindo-se uma curva de calibracio com no minimo 5 pontos (cinco
concentracbes diferentes) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003; RIBANI et al., 2004). Apos a obtencdo da equacao da curva de calibracao, a
linearidade é expressa quantitativamente através do coeficiente de correlacéo linear
(R), obtido por regresséao linear dos coeficientes de regresséo da equagao da curva
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA NORMALIZAQAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

Equacéo genérica da curva de calibracéo:

y=ax+b (1)
Em que:
y = reposta medida (absorbancia ou area de pico, etc.);
X = concentracdo do analito;
a = coeficiente angular

b= coeficiente linear (intercepto)
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O critério minimo aceitavel de linearidade segundo a ANVISA é de valores
de R =2 0,99, enquanto o INMETRO admite linearidade aceitavel com valores de R >
0,90 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL,
2003).

3.7.4 Limite de Deteccéao (LD)

O limite de deteccdo do método é definido como a menor concentragédo
do analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém né&o
necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais estabelecidas. Ha
diferentes maneiras de estabelecer o limite de detec¢cdo de um método, uma delas €
por meio da analise de solu¢gdes com concentracdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel, sendo esta concentracdo a estimativa do limite
de deteccdo (método das diluices sucessivas) (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Em métodos instrumentais, como cromatografia ou espectroscopia, a
estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na relacdo sinal/ruido da
linha de base, de maneira que o limite de deteccdo é determinado como sendo a
concentracdo do analito que produz relacdo sinal/ruido igual a 3 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Uma forma alternativa, quando se usa meétodos instrumentais, € a
estimativa do limite de deteccdo com base nos coeficientes da curva de calibracao.
Neste método sdo construidas no minimo 3 curvas de calibracdo, contendo
concentragdes do analito proximas ao limite de quantificacdo (LQ), sendo o limite de
deteccdo calculado da seguinte forma (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003):

LD :392 @

Em que:
s = desvio padrao dos coeficientes lineares das curvas;

a = coeficiente angular (inclinacdo).
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3.7.5 Limite de Quantificagcéo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) do método € a menor concentragdo de um
analito que pode ser determinada em uma amostra, com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob as condicdes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacédo
pode ser estimado por diferentes meios, considerando 0s mesmos critérios utilizados
para a determinacao do limite de deteccéo (LD).

Pelo método das diluicbes sucessivas o LQ € estimado como sendo a
concentragdo que gera uma relacdo sinal/ruido igual a 10, correspondendo a
aproximadamente a 3 vezes o valor de LD (RIBANI et al., 2004).

LQ =3x LD 3)

Utilizando o método que leva em consideragéo os coeficientes das curvas
de calibracdo, como descrito para estimativa de LD, LQ pode ser calculado pela
equacdo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003):

LQ =10 B:— 4)

Em que:
s = desvio padrao dos coeficientes lineares das curvas de calibracao;

a = coeficiente angular (inclinacao).

O valor da concentracdo correspondente ao limite de quantificacdo (LQ)
deve estar contida no intervalo de concentragbes da curva de -calibracéo
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA NORMALIZA(;AO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2003).

3.7.6 Precisao

A precisdo € um termo geral que expressa a dispersdo dos resultados
obtidos entre ensaios independentes, repetidos numa mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, sob condicdbes definidas, sendo expressa
quantitativamente na forma de desvio padréo (s) ou desvio padrao relativo (DPR),
também conhecido como coeficiente de variacdo (CV) (INSTITUTO NACIONAL DE
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METROLOGIA NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003). A precisdo
em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes: repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003).

s = \/Z (Xi _7)2

(N -1) (5)
Em que:
X = média aritmética de um pequeno nimero de medicdes;
x = valor individual de uma medicao;
N = nimero de medicdes
S
CV =—100% (6)
X

Em que:
s = desvio padrao das medicoes;

X = média das medicdes.

O valor maximo aceitavel para o coeficiente de variacdo deve ser definido
de acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o
tipo de matriz e a finalidade do método (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003).

3.7.6.1 Repetitividade

A repetitividade expressa a concordancia ou dispersao dos resultados
dentro de um curto periodo de tempo, com ensaios executados sob as mesmas
condi¢cbes, denominadas condicfes de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo
analista, mesma instrumentacao e mesmo local (RIBANI et. al., 2004).

O termo “repetitividade” é adotado pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM) e pelo INMETRO, ja a ANVISA, utiliza 0 mesmo conceito para o

termo “repetibilidade”. A repetitividade é também denominada preciséo intra-ensaio
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ou intra-corrida, sendo expressa mais comumente, através do desvio padréo relativo
(DPR) ou coeficiente de variacdo (CV) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2012; RIBANI et. al., 2004).
Segundo a ANVISA a repetitividade do método deve ser verificada por, no
minimo, 9 determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentragdes, baixa, média e alta com trés réplicas cada ou minimo de 6 (seis)
determinacdes a 100% da concentracdo do teste. O INMETRO recomenda que
sejam feitas 7 (sete) ou mais determinagcfes para o calculo da estimativa do desvio

padrao ou coeficiente de variacdo (RIBANI et. al., 2004).

3.7.6.2 Preciséao Intermediaria

A precisdo intermediaria expressa a concordancia dos resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para determinacdo da precisao intermediaria recomenda-
se no minimo 2 dias diferentes com analistas diferentes para as determinacdes
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).A precisdo intermediaria
€ reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados dentro de
um laboratorio, portanto sendo mais recomendada a ser adotada. O meétodo para
determinacdo segue as mesmas recomendacdes para a repetitividade, sendo
expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagcdo (CV)
(RIBANI et. al., 2004).

3.7.6.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os resultados de
medi¢cdes de uma mesma amostra, obtidos com o método sendo executado em
diferentes laboratorios, ou seja, sob condicbes variadas de medicdo. A
reprodutibilidade pode ser entendida como a preciséo inter-laboratorial do método
(RIBANI et. al., 2004).

A determinacdo da reprodutibilidade do método é resultado de estudos
colaborativos entre laboratérios e deve ser considerada em situagbes de
padronizacdo de métodos analiticos para serem incluidos, por exemplo, em

farmacopéias ou outras compilacdes de procedimentos oficiais. A reprodutibilidade
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também é expressa na forma de desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (CV) (RIBANI et. al., 2004).

3.7.7 Exatidao

A exatiddo do método expressa o grau de concordancia entre o0s
resultados obtidos pelo método e o valor de referéncia aceito como valor verdadeiro.
E importante salientar que um valor exato é obtido apenas por uma medi¢&o
perfeita, sendo este valor indeterminado por natureza (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et. al., 2004).

A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, ou seja,
estando sempre associada a valores de precisdo. Estes limites podem ser mais
restritos quando o nivel de concentracdo do analito € mais elevado e mais amplos
quando o analito esta em nivel traco de concentracdo. Existem diferentes meios
para a determinacdo da exatiddo do meétodo, sendo eles: estudo de materiais de
referéncia certificados (MRC), comparacao entre métodos e estudos de recuperacao
(fortificacdo) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et.
al., 2004).

Os materiais de referéncia certificados (MRC) sao fornecidos por
instituicdes reconhecidas e confiaveis, como o NIST (National Institute of Standards
and Technology- USA), sendo acompanhados de um certificado que possui o valor
de concentracdo do analito ou outra grandeza, como também a incerteza associada
(RIBANI et. al., 2004; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA NORMALIZACAO
E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2012). Nos estudos com materiais de referéncia
certificados (MRC), os valores obtidos através do método, média e estimativa do
desvio padréo da concentracdo do analito de uma série de replicatas de uma mesma
amostra padrdo devem ser comparados com os valores certificados do material de
referéncia, para verificacdo da exatiddo do método (RIBANI et. al., 2004).

A comparacdo de métodos consiste na comparagdo entre resultados
obtidos pelo método em desenvolvimento e um método de referéncia, avaliando-se o
grau de proximidade entre os resultados dos dois métodos para determinar a
exatiddo do método testado em relacdo ao método de referéncia. Os estudos de
recuperacdo (R) consistem em determinar a quantidade do analito presente ou
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adicionada na porgdo analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser
quantificada (RIBANI et. al., 2004).

A recuperacao de um analito pode ser determinada através da adicédo de
uma quantidade conhecida de um padrdo deste analito na matriz isenta do mesmo
ou & amostra, sendo esse procedimento conhecido como fortificacdo ou dopagem. O
estudo deve ser executado em, no minimo, 9 determina¢cdes contemplando o
intervalo linear do método, sendo as determinacdes feitas em triplicata, em 3 (trés)
niveis de concentracdo, baixo, intermediario e alto. O percentual de recuperacao €
calculado através da seguinte equacdo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003; ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005):

R= % x100% )

Em que:
C1 = concentracao obtida na amostra nao fortificada (branco da amostra);
C2 = concentracdo média do analito na amostra fortificada,

C = concentracao adicionada na amostra (concentracao tedrica).

Em estudos que utilizam amostra isenta do analito, a equagéao acima pode
ser escrita na forma abaixo, considerando que o branco da amostra ndo apresenta
concentracdo residual significativa do analito (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003):

R= (%) x100% (8)

3.7.8 Robustez

A robustez expressa a capacidade do método analitico em resistir a
pequenas e deliberadas variagcbes dos parametros analiticos, ou seja, avalia

estabilidade do método a mudancas nas condi¢cdes de execu¢do do mesmo. Os
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estudos de robustez possibilitam a avaliagdo do efeito das mudangas nos
parametros do método sobre os resultados obtidos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003; EURACHEM/CITAC, 2002;).

ApoOs os estudos de robustez do método € possivel saber quais fatores
podem influenciar nos resultados, possibilitando a incluséo de precaucgbes e
medidas de controle no procedimento a fim de evitar alteracdes nos resultados
esperados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003;
EURACHEMI/CITAC, 2002).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

A etapa experimental deste trabalho foi realizada no Laboratério de
Andlises para Certificacdo de Produtos do Caju (LABCAJU) da Fundacéao Nucleo de
Tecnologia Industrial do Estado do Ceara (NUTEC).

4.1 Preparo das Amostras para os Estudos de Validag &o

A amostra de abacaxi organico foi obtida em fornecedor da cidade de
Fortaleza e imediatamente levada ao laboratorio para execugdo do preparo prévio. O
fruto in natura foi fracionado e em seguida integralmente processado em aparelho
processador doméstico. A amostra foi armazenada em frascos de vidro previamente

limpos e mantida em freezer a temperatura de -4°C até realizacdo dos ensaios.

4.2 Reagentes

Para o preparo das amostras foi utilizado solvente acetonitrila 99,9 % grau
HPLC/espectroscépico da marca TEDIA, acetato de etila grau UV/HPLC Vetec,
ciclohexano grau UV/HPLC Vetec, sulfato de magnésio anidro P.A. Vetec, cloreto de
sbédio P.A. Vetec, citrato de sodio tribasico P.A. Vetec, hidrogenocitrato de sodio
sesquihidratado P.A. Aldrich, fase sorvente PSA Supelcoclean Bonded Silica
Supelco, carbono grafitado Supelcoclean ENVI-CARB 120/400 Supelco, acido
formico 85% P.A. Vetec.

Foram utilizados padrdes analiticos dos agrotéxicos com pureza entre
97,0 % e 99,9 %, certificados pelos fabricantes, conforme tabela 3.

Tabela 3 — Padrdes analiticos dos agrotéxicos e fabricantes (continua).

Padrdo Analitico Classe Grupo Quimico Pureza Fabricante
0,
Alacloro Herbicida Cloroacetamida éS;O)Z SIGMA-Fluka
Ametrina Fungicida Triazina 98,5 SIGMA-Fluka
Atrazina Herbicida Triazina 98,5 SIGMA-Fluka
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,9 SIGMA-Riedel-de-Haen
Bifentrina Formicida/Acaricida Piretroide 98,5 Dr.Ehrenstorfer Gmbh

Boscalida Fungicida Anilida 99,9 SIGMA-Fluka
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Padrdo Analitico Classe Grupo Quimico Pureza Fabricante
0,
cis-Bromuconazol Fungicida Triazol 9(54025 SIGMA-Riedel-de-Héaen
trans-Bromuconazol Fungicida Triazol 98,5 SIGMA-Riedel-de-Haen
Buprofezina Inseticida Tiadiazinona 99,9 SIGMA-Fluka
Carbossulfano Inseticida/Nematicida Metilcarbamato 98,5 SIGMA-Riedel-de-Héaen
A-Cialotrina Inseticida Piretréide 99,7 Supelco
Ciproconazol Fungicida Triazol 99,8 SIGMA-Riedel-de-Héen
Clorobenzilato Inseticida/Acaricida Organoclorado 97,0 Accustandard
Clorotalonil Fungicida Isoftalonitrila 99,7 Accustandard
cis-Clordano Inseticida Organoclorado 98,5 Accustandard
trans-Clordano Inseticida Organoclorado 98,5 Accustandard
Cloroneb Fungicida Benzeno Subst. 99,7 Accustandard
Clorpirifés Inseticida/Acaricida Organofosforado 98,5 Accustandard
Deltametrina Inseticida/Fungicida Piretréide 99,7 SIGMA-Riedel-de-Haen
DCPA Herbicida Bipiridilio 99,9 Accustandard
Difenconazol Fungicida Triazol 97,0 SIGMA-Riedel-de-Héen
Esfenvalerato Inseticida Piretréide 97,0 SIGMA-Riedel-de-Haen
Etridiazol Fungicida Eter tiadiazolico 98,5 Accustandard
Fenarimol Fungicida Pirimidinil Carbinol 99,7 SIGMA -Riedel-de-Haén
Fenitrotiona Inseticida Organofosforado 99,7 SIGMA-Riedel-de-Haen
Fenpropatrina Inseticida Piretréide 99,9 SIGMA-Riedel-de-Haen
Fentiona Inseticida Organofosforado 98,0 SIGMA-Riedel-de-Haen
Hexaclorobenzeno Fungicida Organoclorado 98,0 Accustandard
Imibenconazol Fungicida Organoclorado 99,9 Dr.Ehrenstorfer Gmbh
Malationa Inseticida Organofosforado 99,0 SIGMA -Riedel-de-Haén
Metalaxyl Fungicida Acilalaninato 99,7 SIGMA -Riedel-de-Haén
Molinato Herbicida Tiocarbamato 98,0 Dr.Ehrenstorfer Gmbh
Parationa metilica Inseticida Organofosforado 98,9 SIGMA -Riedel-de-Haén
Cis-Permetrina Inseticida Piretréide 99,9 Accustandard
Trans-Permetrina Inseticida Piretréide 99,9 Accustandard
Piraclostrobina Fungicida Estrobilurina 99,9 Accustandard
Piriproxifem Inseticida Piridiloxipropilico 98,9 Accustandard
Propaclor Herbicida Cloroacetamida 97,0 Accustandard
Propanil Herbicida Anilida 97,0 SIGMA-Riedel-de-Haen
Propiconazol Fungicida Triazol 98,9 SIGMA-Fluka
Smazina Herbicida Triazina 99,0 SIGMA-Fluka
Triazofés Inseticida Organofosforado 99,0 SIGMA -Riedel-de-Haén
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Tabela 3 — (Conclusédo) Padrfes analiticos dos agrotéxicos e fabricantes.

Padrdo Analitico Classe Grupo Quimico Pureza Fabricante
(%)
Trifloxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,0 SIGMA-Riedel-de-Haen
Triflumizol Fungicida Imidazol 98,0 Accustandard

4.2.1 Preparo das Solu¢des Padrdo Estoque dos Agrot  6xicos

A partir das solucdes padrdo 1000 mg L' de cada agrotéxico, foi
preparada uma solucdo padréo estoque multicomponente, com todos os compostos,
estando cada composto na concentracdo de 5 mg L. Transferiu-se 50 yL de cada
solucdo padrdo 1000 mg L para um baldo volumétrico de 10 ml, completando-se o
volume com solugéo ciclohexano /acetato de etila (1:1). Da solucdo estoque 5 mg L?
foi preparada uma solucdo padrdo 1 mg L* transferindo-se uma aliquota de 1 mL
para um baldo de 5 ml e completando-se o volume com solugédo de

ciclohexano/acetato de etila (1:1).

4.3 Equipamentos

Para as operagbes de pesagem da amostra e reagentes solidos foi
utilizada balanca analitica Shimadzu, com precisdo de + 0,0001 g. No procedimento
de preparo da amostra foi utilizado agitador de tubos tipo vortex Marconi MA-162,

evaporador rotativo Marconi MA 120, bomba de vacuo Tecnal (TE-058).

4.4 Curvas Analiticas

As curvas analiticas foram construidas a partir de solu¢bes padrdo da
mistura dos agrotoxicos preparadas no extrato da amostra (padronizacdo externa
com superposi¢ao na matriz) (RIBANI, et. al. 2004). A partir da solugao padrao mista
5 mg L*? foram preparados padrées em sete niveis de concentracdo: 0,01; 0,03;
0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,75 mg L1, que correspondem numericamente aos mesmos
niveis de concentracdo em mg kg na amostra do fruto de abacaxi. Cada uma das
solucbes padrdo correspondentes a cada nivel de concentracdo foi injetada em
triplicata, sob as condicbes de corrida cromatografica descritas na secdo 4.5. As
equacdes das curvas foram estimadas com o auxilio do software Microsoft Excel
2010.
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4.4.1 Preparo do Extrato da Amostra

Os extratos foram preparados segundo o método QUEChERS-citrato
modificado, sendo tomados 10,0 g de abacaxi processado em tubo Falcon e em
seguida adicionados 10,0 mL de acetonitrila 99,9%, seguido de agitacdo por 1 min
em agitador vortex. Apos 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 sédio sesquihidratado, seguido de agitacdo manual do tubo para

evitar formacao de nédulos.

Figura 14 - Etapa de extracdo inicial com acetonitrila e adicdo de sais (efeito salting out).

acetonitrila NaCl + Mg50,
‘“‘Ei“F‘;‘l" =m urtex CsHsNasOy . 2H,0
mn '\.__ CgHgNaz0g ".\_—llf

( Agitacio em vértex1min)

ApoOs agitacdo manual, foi promovida agitacdo por 1 min em agitador
vortex seguido de centrifugacdo por 10 min a 3000 rpm. Para a obtencdo do extrato
final foi retirada uma aliquota de 4,0 mL da fase liquida de acetonitrila.

Na etapa de limpeza (clean up) por extracdo em fase solida dispersiva (D-
SPE), foram adicionados 600 mg de sulfato de magnésio, 100 mg do sorvente PSA,
30 mg de carbono grafitado Supelcoclean ENVI-CARB 120/400, e em seguida
executada agitacdo por 1 min, visando promover dispersdo do sorvente no extrato
primario da matriz. Em seguida, apos centrifugacédo por 10 min, foi retirada aliquota
de 3,0 mL da fase acetonitrila (extrato pds-clean up) e transferida para baldo de

fundo esmerilhado.
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Figura 15 - Obtencédo do extrato primario e limpeza do extrato (clean up).

Transt 4 mL do extrato primario

Centrifugacdo 10 min
3000 rpm

Extrato primaric de Residuo da amostra + sais
acetonitrila

Transt. 3 mL do extrato pl:'rs clean up

30 mg de carbono

—) grafitado

MgS0y + PSA
-
Agitacao em vortex 1 min
(= = & : | =" 1
¥ Centrifugagao 10 min ?—:b Extrato pos- clean up )
L' 3000 rpm

|

Residuo PSA+ Mg50, + co-extrativos

Carbono grafitado

Finalmente, foram adicionados ao extrato 10 pL de solucdo de &acido
férmico 5 % em acetonitrila, que em seguida foi levado a evaporador rotativo a 40°C
para eliminacdo da acetonitrila proveniente da extracdo. Apos evaporacao foi
executada ressuspensdo do extrato com 3,0 mL de solucdo 1:1 de
ciclohexano/acetato de etila. O extrato final foi armazenado em vial para posterior
preparo das solucbes padrdo das curvas analiticas. Esse procedimento foi
executado seguidas vezes até a obtencdo de um volume de extrato suficiente para a
preparacdo das solucbes padrdao das curvas de calibracdo, sendo também

executado no preparo das amostras analisadas.

Figura 16 — Obtencéo do extrato final em ciclohexano/acetato de etila 1:1.

10 pL dewiugio de Ressuspensio com 3 mL de ciclo
dcido férmico 5% em hexanof acetate de etila 1:1
acetonitrila
Rota-evaporador a 40°C

— Ate tecura do extrato
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4.4.2 Preparo das Solu¢bes Padréo das Curvas Analit  icas

Apds o preparo de um volume suficiente de extrato da amostra (matriz)
isenta dos analitos, foram adicionadas aliquotas da solu¢do padrdo estoque da
mistura dos agrotoxicos em volumes fixos do extrato em baldes volumétricos de 5
mL e em seguida aferidos com o proprio extrato para produzir as solucbes 0,01;
0,03; 0,05; 0,1; 0,5; 0,75 mg L na matriz.

4.5 Andlises Cromatograficas

Para a andlise cromatografica foi utilizado cromatdgrafo a gas Thermo
Fisher-Scientific GC-MS acoplado a detector espectrometro de massas Thermo-
Fisher-Scientific modelo DSQ II. As injecGes foram executadas injetando-se 1,0 pL
da amostra, com temperatura do injetor de 250°C operando no modo splitless (sem
divisdo de fluxo), sendo utilizado gas hélio como gas de arraste (fase mével) com
vazdo de 1,0 mL min%, coluna cromatogréafica capilar OV-5 Bonded, 5 % fenil 95 %
polidimetilsiloxano, com as dimensdes de 30 m x 0,25 mm d.i. (diametro interno) e
0,25 um de espessura de filme da fase estacionaria.

As corridas cromatogréaficas foram executadas no modo de temperatura
programada com a seguinte programacdo: temperatura inicial de 100°C
permanecendo por 1,0 min, seguindo de aquecimento de 15 °C min? até 180°C e
posteriormente com aquecimento de 4°C mint até 280°C, permanecendo nesta
temperatura por 14 min. O espectrodmetro de massas foi programado para executar o
monitoramento dos fragmentos dos agrotoxicos no modo SIM (Selected lon
Monitoring), monitoramento por ion selecionado com o método de ionizacdo por

impacto de elétrons (EI), utilizando quadrupolo linear como analisador de massas.

Figura 17 — Programagéo de temperatura do método cromatograficas.
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Tabela 4 — Fragmentos dos agrotdéxicos monitorados pelo detector — método SIM (continuacao)

Agrotoxico ion de Quantificacdo ions de identificagcao (m/z)
Alacloro 160 146,188
Ametrina 227 170,185,212
Atrazina 200 173,202,215

Azoxistrobina 344 345,388
Bifentrina 97 165,166
Boscalide 140 112,142

cis-Bromuconazol 173 175,295
trans-Bromuconazol 173 175,295

Buprofezina 105 106,172

Carbosulfano 160 118,163

A-Cialotrina 181 197,208

Ciproconazol 125 125,222

Clorobenzilato 139 251,253

Clorotalonil 266 264,267

cis-Clordano 373 371,375,377

trans-Clordano 373 371,375,377
Cloroneb 191 193,206,208
Clorpirifos 197 199,314,316

Deltametrina 181 251,253

DCPA 301 299,303,332

Difenconazol 265 267,323

Esfenvalerato 125 167,181
Etridiazol 211 183,185,213
Fenarimol 139 107,251

Fenitrotiona 125 109,260,277

Fenpropatrina 97 125,181
Fentiona 278 109,125

Hexaclorobenzeno 286 142,282,284

Imibenconazol 125 127,251
Malationa 127 125,158
Metalaxyl 132 130,160,206
Molinato 126 98,187

Parationa metilica 109 125,263
Cis-Permetrina 183 163,165
Trans-Permetrina 183 163,165

Piraclostrobina 132 133,164

Piriproxifem 136 96,137

Propaclor 120 169,176
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Tabela 4 — Fragmentos dos agrotéxicos monitorados pelo detector — método SIM (concluséo)

Agrotoxico ion de Quantificacdo ions de identificagcao (m/z)

Propanil 161 163,217
Propiconazol 173 172,259

Simazina 201 173,186,203
Triazofds 161 162,172
Trifloxistrobina 116 131,145

Triflumizol 278 179,206,287

Trifluralina 306 248,264,290

4.6 Validacdo do Método
4.6.1 Estudo de Seletividade

A seletividade do método para os compostos estudados foi determinada
através da analise da amostra isenta dos analitos (branco da amostra) e da amostra
adicionada dos analitos, sob as mesmas condicdes cromatograficas. Apos a
obtencdo dos cromatogramas referentes ao branco da amostra e a amostra
adicionada dos analitos, com o auxilio do detector espectrémetro de massas (EM),
foi feita a avaliacdo da “pureza” dos picos cromatograficos relativos a cada um dos
agrotoxicos, avaliando-se também, a possivel coeluicdo de componentes da matriz
com os analitos de interesse (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,

2003).

4.6.2 Estudo da Linearidade e Faixa Linear

Para os estudos de linearidade e faixa linear foram construidas curvas de
calibracdo conforme descrito na se¢édo 4.4. A linearidade foi avaliada através do
coeficiente de correlacdo R obtido da regresséo linear dos coeficientes das curvas
de calibracdo, obtidas pela leitura das 7 concentracdes diferentes, avaliando-se
também a faixa linear com base nos estudos de linearidade (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

4.6.3 Estimativa dos Limites de Deteccéo (LD)

Os limites de detecgdo dos compostos foram estimados através da
analise de solu¢des com concentracdes decrescentes dos analitos até o menor nivel

detectavel para cada um dos compostos, “método das diluicbes sucessivas”,
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considerando como menor nivel detectavel a concentracdo onde se observou a
relacdo sinal/ruido aproximadamente 3 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003; RIBANI et al., 2004).

4.6.4 Estimativas dos Limites de Quantificagéao (LQ)

Os limites de quantificagdo foram estimados considerando a menor
concentracdo da solugdo dos analitos que produziu a relagdo sinal/ruido de
aproximadamente 10 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003;
RIBANI et al., 2004).

4.6.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetitividade e da precisédo
intermediaria, conforme descrito nas subsecdes 4.6.5.1 e 4.6.5.2 respectivamente.

4.6.5.1 Repetitividade

Para os estudos de repetitividade foram feitas sete injecbes de uma
solugcdo contendo todos os analitos na matriz no nivel de concentragdo
correspondente a 0,1 mg kg, sendo as sete corridas cromatogréaficas realizadas sob
condicbes de repetitividade: mesmo analista, mesmo equipamento e num mesmo
dia. Finalmente a concentracdo de cada agrotoxico foi determinada para cada uma
das sete réplicas, sendo obtido o coeficiente de variacdo (CV%) para cada analito

como estimativa da repetitividade do método (RIBANI et al., 2004).

4.6.5.2 Precisao Intermediaria

Os estudos de precisdo intermediaria foram conduzidos da mesma
maneira que os estudo de repetitividade, sendo as andlises executadas em um outro
dia por outro analista, no mesmo nivel de concentracdo dos analitos (0,1 mg kg?).
Finalmente apos a quantificacdo de cada analito nas sete replicatas foi estimado o
coeficiente de variacdo (CV%) (RIBANI et al., 2004).
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4.6.6 Exatidao

Os estudos de exatiddao foram executados por meio de ensaios de
recuperacdo realizados em trés niveis de concentracdo, um nivel baixo, um
intermediario e um nivel alto, executados em triplicata (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003). O nivel mais baixo de concentracdo escolhido foi
de 0,05 mg kg, o nivel intermediario foi de 0,1 mg kg e nivel alto foi de 0,25 mg
kgt

4.6.6.1 Estudos de Recuperacao

Os ensaios de recuperacao foram conduzidos através da fortificacdo das
amostras de abacaxi organico com solucdo mista 5 mg L dos agrotéxicos, sendo
adicionadas aliquotas da solucéo para dar as concentracées de 0,05 mg kg*; 0,1 mg
kg! e 0,25 mg kg? nas réplicas de 10,0 + 0,0579 g de fruto processado, antes da
execucdo do preparo das amostras, conforme figura 18. Apos a fortificacdo das
amostras as mesmas foram preparadas conforme o método QUEChERS, como

descrito na subsecédo 4.4.1.

Figura 18 — Esquema da execucao dos ensaios de recuperacdo do método analitico.

Kiquota de solugdo dos
agrotieices [3 myiL)

= Preparo da pmsostra
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Tabela 5 — Niveis de fortificacéo e volumes de solugdo padrédo adicionados nas amostras.

Aliguota da Solugdo 5mg L *

Nivel de Concentragdo (mg kg 1) dos Agrotdxicos ( pL)
0,05 100
0,1 200
0,25 500

4.7 Andlise de Amostras de Abacaxi Obtidas do Merca  do Local

Apds o desenvolvimento e validacdo do método analitico, 0 mesmo foi
empregado na determinacdo dos agrotdéxicos pertencentes ao escopo da
metodologia desenvolvida em amostras comercializadas. As amostras de frutos
abacaxi foram adquiridas no mercado local da cidade de Fortaleza e regiao
metropolitana, sendo oriundas de estabelecimentos localizados em diferentes
bairros: Sdo Gerardo, Monte Castelo, Tabapua (regido metropolitana), Sdo Joao do
Tauape.

As amostras foram preparadas conforme o método QUEChERS-citrato
modificado descrito na secdo 4.4.1 e os agrotoxicos identificados e quantificados
conforme o método cromatografico descrito na secdo 4.5. As andlises de cada
amostra foram executadas em triplicata para posterior tratamento estatistico dos

resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Aplicacédo do Método QUEChERS-Citrato Modificado  — (Preparo da amostra)

O preparo das amostras empregando-se o método QUEChERS-citrato
modificado demonstrou-se eficiente mesmo com a etapa adicional de rota-
evaporacao do solvente acetonitrila e posterior ressuspensdo do extrato com
solvente ciclohexano/ acetato de etila 1:1. A inclusdo desta etapa foi necessaria
devido a incompatibilidade do solvente acetonitrila com o sistema para cromatografia
gasosa (CG-EM), tendo em vista seu elevado volume de expansédo durante a
vaporizacdo no sistema injetor do cromatografo (MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004
apud, PRESTES et al., 2009).

Porém, a acetonitrila foi aplicada como solvente para a obtencdo do
extrato da amostra até a etapa de limpeza (clean up), em virtude do seu maior poder
de extracdo de agrotoxicos de diferentes polaridades, e da extracdo de menores
quantidades de coextrativos lipofilicos como ceras e pigmentos (MASTOVSKA;
LEHOTAY, 2004 apud, PRESTES et al., 2009). O solvente misto ciclohexano/
acetato de etila 1:1 empregado para solubilizar o extrato apos rota-evaporacao da
acetonitrila € compativel com o sistema cromatografico, como também possui uma
polaridade adequada para solubilizar bem compostos com variadas polaridades,
devido a caracteristica apolar do ciclohexano e a caracteristica relativamente polar

do acetato de etila que agem simultaneamente sobre os compostos.

Figura 19 — Estruturas do ciclohexano e do acetato de etila.
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O PSA, fase sorvente empregada na etapa de limpeza do extrato, € muito
eficiente na remocdo de acidos organicos e alguns outros compostos polares
presentes na matriz da amostra, porém, pouco eficiente na remocéo de pigmentos e

esteroOis presentes nos extratos vegetais (PRESTES et al., 2009). O uso do carbono



63

grafitado na etapa de limpeza possibilitou remocao adicional de coextrativos, em
especial dos pigmentos presentes no extrato do abacaxi, havendo reducao total da
coloracdo amarelada do extrato.

Figura 20 — Extratos de abacaxi obtidos com uso de carbono grafitado (a esquerda) e sem o uso de
carbono grafitado (a direita).

A obtencdo de extratos mais limpos além de contribuir para redugédo do
efeito de matriz sobre os resultados analiticos ainda evita possiveis danos na
instrumentacdo analitica devido a menor insercdo de componentes da matriz no
sistema injetor, na coluna cromatografica e no detector, como também nas interfaces
entre essas partes do sistema (PINHO et al.,2009).

5.2 ldentificacdo e Quantificacdo dos Agrotéxicos p or CG-EM

A condigdo de corrida cromatogréfica empregada nas anélises mostrou-se
viavel para a separacao e deteccao da maioria dos compostos estudados. A injecéao
no modo 63plitless, sem diviséo de fluxo, foi empregada por ser mais adequada para
a determinacdo de compostos em niveis traco de concentracdo, que compreende
concentragcdes abaixo de 0,01 % na amostra (MCNAIR; MILLER, 1997; SKOOG et.
al, 2005).

A programacdo de temperatura estabelecida possibilitou separacéo
conveniente dos compostos num tempo de corrida relativamente baixo
(aproximadamente 45 minutos), considerando a quantidade de analitos
determinados simultaneamente.

O detector espectrometro de massas (EM) operando no modo SIM
(Selected lon Monitoring), monitoramento de ions selecionados, com método de
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ionizacdo por impacto de elétrons (El), apresentou significativa sensibilidade aos
compostos, possibilitando a deteccdo e quantificacdo dos mesmos a niveis
concentracdo proximos aos LMRs (Limites Maximo de Residuo) estabelecidos pela
legislacdo, tanto para os agrotoxicos aplicaveis a cultura de abacaxi, como para o0s
agrotoxicos nao recomendados para esta cultura.

Os fragmentos de quantificacdo foram selecionados no processamento do
método SIM (Selected lon Monitoring) levando-se em consideracdo a abundéancia
relativa de formacéo dos fragmentos de cada composto no processo de ioniza¢do no
detector espectrometro de massas (EM). Os fragmentos escolhidos como base para
quantificacdo dos agrotoxicos foram os que apresentaram maior abundancia relativa,
ou seja, 0s picos base dos espectros de massa de cada composto, possibilitando
maior sensibilidade do detector aos analitos.

A avaliacdo mais fundamentada dos niveis de detec¢éo e quantificacéo, e
sua relagdo com os limites maximos de concentracdo estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria para os agrotoxicos estudados, € abordada na
secdo 5.3.3. Na tabela 4 sdo reportados os tempos de retencéo (i) obtidos para os

compostos, como também algumas propriedades fisico-quimicas relevantes.

Figura 21 — Cromatograma de amostra padrdo da mistura dos agrotdxicos 0,5 mg/L em extrato de

abacaxi obtido por CG-EM, modo SIM de monitoramento.
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Tabela 6 — Estruturas dos agrotoxicos, tempos de retencéo e propriedades fisico-quimicas, P.E. = ponto
de ebulicdo; P.D. = ponto de degradacdo térmica; Kow = constante de particdo octanol-agua e pKa.
(IUPAC, 2012). (Continua)

Agrotoxico Estrutura tr (min) P.E.(°C) P.D.(°C) Kow pKa
CH,CH,
Alacloro g T 13,73 100 105  1,23x103 0,62
" CH,OCH,
CH,CH,
_ CH,S > N N NHCH,CH,
Ametrina | 13,70 337 - 4,27 x 102 10,07
N__N
h
NHCH(CH,),
Cl N NHCH_CH
Y \\r 2 3
N 7 N
Atrazina T 11,03  dae . 501x102 17
NHCH(CH,),
NZN
Azoxistribina o/\)\o 36,31 d.a.e - 3,98 x 104 -
CN CHO0 ~ CO,CH,
o, " A TR
Bifentrina G -MVCOFH.HT,L _,E;,' 24,50 da.e 280 3,98 x 108 -
G CH, _\\V]
/N Cl
N ‘ #0
|
Boscalida Wt O 31,71 d.a.e. 300 9,12 x 102 -
L
Cl Br
Bromuconazol cl cH.© 24,07 d.a.e 194 1,74 x 103 2,75
I 2
N,
{ 'N
N—Z
—S
Buprofezina Q N}/_ N>= NC(CH,), 19,31 252 177 8,51 x 104 -
O "CH(CH,,
O/
Cl
Cloroneb cl 7,87 268 268 3,80x 103 -
0
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Tabela 6 — Estrutura quimica dos agrotdxicos, tempos de retencéo e propriedades fisico-quimicas, P.E. =
ponto de ebulicdo; P.D. = ponto de degradacao térmica; Kow = constante de particdo octanol-agua e pKa.
(IUPAC, 2012). (Continuagéo).

Agrotoxico Estrutura tr (min) P.E.(°C) P.D.(°C) Kow pKa
S
I
Cl_N_ OP(OCH,CH,),
Clorpirifés | 15,22 d.a.e 170 5,01 x 104 -
Pz
Cl Cl
o_ .0
Clorobenzilato c—/ N \_/ Cl 20,23 - - 3,8 x 10* -
CH
cl_ Cl
Cl
Cl al
Clordano 18.04 _ _ _ _
Cl ol
Cl
o,
OCON - S - N[(CH,),CH,],
Carbosulfano O_ CH, 24,27 219,3 2195 2,63 x 107 -
CH,
OH  CH,
=
: CH, H
Ciproconazol rll 19,78 d.a.e 299 1,23 x 103 -
¥
N
. H CH3/H
::cnfvcoz.\c/-”
F.C CH, RN o
A-cialotrina ' § L_J/ f) 26,42 d.a.e - 7,94 x 108 -
Dicloreto de A J
Paraquate = = 15,41 d.a.e 340 - -
=N
M. 0
. S B
Difenconazol Q | > 34,41 101 337 2,29 x 104 1,07
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Tabela 6 — Estrutura quimica dos agrotoxicos, tempos de retencao e propriedades fisico-quimicas, P.E. =
ponto de ebulicdo; P.D. = ponto de degradagédo térmica; Kow = constante de particdo octanol-agua e pKa.
(IUPAC, 2012). (Continuacéo).

Agrotoxico Estrutura tr (min) P.E.(°C) P.D.(°C) Kow pKa
Br\
C=CH CH, CO,. .CN
B~ >j7<3 2 C o
Deltametrina " " b O O 35,33 d.a.e - 3,98 x 10*
CH,CH,0 g
Etridiazol e i =
NN
~ 7,33 133 - 2,34 x 103 -
CcCl,
o o /CN
‘e g o
aasiliens
Esfenvalerato i 33,62 360 - 1,74 x 108 -
CH(CH,),
CH,
§
Fenitrotiona O,N O OP(OCH,), 14,44 d.a.e 206 2,09 x 103 -
CH

S
. [
Fentiona CH,S @— OP(OCH,), 15,13 90 d.a.e 6,92 x 10* -

.CN
cn43>j7< H CH o
Fenpropatrina CH, O/ O 24,76 - - - -
OH
L TN
Fenarimol " ¢ { N>
Cl 27,00 - 240 49x103 -
Cl
Cl Cl
Cl Cl
Hexaclorobenzeno T 10,77 305 i 851 x 10° )
S—CH —< :}—CI
c1~Q—N=c' ’
| CH,
Imibenconazol ¢ N 38,48 - - 8,71 x 104 -
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Tabela 6 — Estrutura quimica dos agrotdxicos, tempos de retencédo e propriedades fisico-quimicas, P.E. =

ponto de ebulicdo; P.D. = ponto de degradacao térmica; Kow = constante de particdo octanol-agua e pKa.
(IUPAC, 2012) - (Continuacao).

Agrotéxico Estrutura tr(min)  P.E.(°C) P.D.(°C) Kow pKa
h
(CH,0),PSCHCH,CO,CH,CH,

. 2 -

Malationa CO,CH,CH, 14,80 d.a.e 174 5,62 x 10

& e
CH,OCH,C w CHCO,CH,
Metalaxyl CH, @ CH, 13,90 d.a.e - 51,3 -
_ NCOSCH,CH,
Molinato 8,26 278 - 7,24 x 102 -
i
Parationa Metilica O,N O OP(OCHy), 1347 - - 1000 -
o}
Propaclor @,NKCHQC 9,16 - - 39,4 -
cl ///\WCI
eV %
Propiconazol L\o/ 21,99 d.a.e 355 5,25 x 103 1,09
CH;,CH,CH; (|3He
N
N
-

Cl

ot CH,
/C:CHVCOECHZ o
cis-Permetrina &, O @ 28,52 200 ; 1,26 x 108 ;

Cl

¥ CH,
/C:CHVCOECHZ o
trans-Permetrina ¢ CH, \© @ 28,83 200 - 1,26 x 10¢ -

o
| =

Piraclostrobina A=

0

v \gf"‘\o

r 28,14 d.a.e. 200 9,77 x 103 -
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Tabela 6 — Estrutura quimica dos agrotoxicos, tempos de retencdo e propriedades fisico-quimicas, P.E. =

ponto de ebuligdo; P.D. = ponto de degradacgédo térmica; Kow = constante de particdo octanol-agua e pKa.
(IUPAC, 2012) - (Continuac&o).

Agrotéxico Estrutura tr (min)  P.E.(°C) P.D.(°C) Kow pKa

(0L 0
Piriproxifeno 7 CH, o 26,09 318 318 2,34 x10° 6,87

Cl_ N._ NHCH,CH,

g

Simazina \I/ 10,80 d.a.e 226 2,00 x 102 -
NHCH CH

N(CH CH CH
Trifluralina 9,90 d.a.e 202 1,86 x 10° -

|CH,OCH,CH,CH,
Triflumizol E.C 17,30 d.a.e 150 5,89 x 104 3,7

3
N’\\

LN
qy g cr, 2227  dae 285  3,16x10° -
Trifloxistrobina CH,O. COCH,

d.a.e. = degrada-se antes da ebulig&o.

5.3 Validacdo do Método

5.3.1 Seletividade

Conforme orientacdo da resolucdo ANVISA RE n° 899, que dispdes sobre
validacdo de métodos analiticos, a seletividade do método para os compostos foi
avaliada pela comparacdo entre os cromatogramas do branco da amostra (extrato
de abacaxi isento dos analitos) e da amostra fortificada com os compostos, figura 21
e figura 22 respectivamente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003).
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Figura 22 — Cromatograma do branco da amostra (extrato de abacaxi) obtido por CG-EM, modo SIM de
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monitoramento.

100
90
80
70

60

'J||;| "lw'l_ f""k\ '_rl-\__,_,_ruw

HS SR [N M MEEE N BNSE NN NN N R T T 7
-

T T r r r ] T 1 1
0 o 10 15 20 25 30

L] 1 | T T T ] | T T 1 T |
35 40 45
Tempo (minutos)

Pela avaliacdo visual dos cromatogramas do branco e da amostra
fortificada pode-se observar que o método € seletivo para todos os agrotoxicos, com
excecao do cloroneb. Em torno do tempo de retencdo de 7,82 min ha a presenca de
um pico oriundo de um interferente da matriz que ndo é removido na etapa de
limpeza da amostra. Este interferente afeta de maneira significativa o pico
cromatografico relativo ao cloroneb, que possui tempo de retencéo de 7,87 min, ndo
havendo resolucdo satisfatoria no sinal analitico deste agrotoxico, como mostra a

figura 23.

Figura 23 - Cromatograma dos picos cromatograficos do cloroneb e do composto interferente da

matriz.

Interferente
Cloroneb

Abundancia relativa

Time (min)
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No processamento do método de monitoramento por ions selecionados (
Selected lon Monitoring-SIM), como apresentado na tabela 3, o fragmento 191 m/z,
foi selecionado como ion de quantificacdo para o cloroneb (pico base do cloroneb),
como pode ser visto no espectro de massas do composto na figura 24, sendo que
observado o composto interferente também gera este fragmento.

A possibilidade do composto interferente ser o préprio cloroneb, oriundo
de contaminac¢cGes da amostra devido ao uso deste agrotéxico no cultivo do abacaxi
do organico ndo pode ser confirmada, ja que ndo ha similaridade dos tempos de
retencdo dos picos, tendo em vista que o pico relativo ao interferente aparece em
todos os cromatogramas das andlises tanto de branco da matriz e das amostras
fortificadas, como também nos cromatogramas obtidos das analises das amostras
de abacaxi do mercado local.

E observado um pico em torno de 13,73 min, muito proximo ao tempo de
retencdo da ametrina (tr = 13,70 min), de forma que pela avaliacdo do espectro de
massas relativo a este pico, pode-se afirmar a possibilidade de presenca de
residuos deste composto ou de um metabdlito na amostra de abacaxi organico, ja
que ha a deteccédo significativa dos fragmentos m/z 227( ion de quantificacdo) e m/z
185 (um dos ions de confirmac&o).

Figura 24 — Espectro de massas do cloroneb obtido por ionizagéo por impacto de elétrons 70 eV.

1004 1 1)
o-Cts
Cl
¢
o Cl
(0]
H,C”
14
"
b3}
15 . 92 143
J & s ' o
Bl e I )l
> 2126132 :
iR |||‘.’ IR R 1 O o P F R | P2 Il sl

10 20 30 40 % 4 O € $ 100 110 120 130 140 150 140 170 160 190 200 20 20



72

5.3.2 Linearidade e faixa Linear

A linearidade do método para os compostos foi avaliada através do
coeficiente de correlacdo (R) obtido por regressédo linear dos coeficientes de
regressdo das curvas de calibracdo. A linearidade mostrou-se adequada para a
maioria dos compostos, considerando que os valores de R variaram na faixa de
0,9593 a 0,9996 (tabela 5), com excecédo da A-cialotrina, difenconazol e metalaxyl,
que n&o apresentaram nenhuma correlagdo linear na faixa de concentracéo
estudada, sendo excluidos do método, assim como o cloroneb, para o qual o método
nao apresentou seletividade.

Para os demais analitos, a faixa de concentracdo avaliada, na qual se
obteve melhor linearidade foi de 0,01 a 0,5 mg/kg, sendo considerada como faixa
linear adequada para a quantificacdo dos agrotoxicos. Com base na avaliagdo dos
coeficientes de correlacdo, pode-se afirmar que neste intervalo existe relacdo de
proporcionalidade linear significativa entre a concentracdo e o sinal analitico do
detector (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et. al.,
2004).

Tabela 7 — Curvas de calibracdo dos analitos e coeficientes de correlacao.

Agrotoxico Curva Analitica R
Alacloro y = 11.800.125X - 13.586 0,9982
Ametrina Y = 6.476.643X — 133.092 0,9985
Atrazina Yy = 1.802.548X — 23.689 0,9978

Azoxistrobina y = 384.817X — 12.115 0,9966
Bifentrina y = 3.388.131X — 58.816 0,9969
Boscalida Y = 2.263.134X — 47.882 0,9957

cis-Bromuconazol y =231.359X + 3.156 0,9778
trans-Bromuconazol y = 293.950X — 6.923 0,9950

Buprofezina y =2.174.089X — 40.277 0,9974

Carbosulfano y = 982.252X — 15.706 0,9970

Ciproconazol Y = 435.640X — 39.009 0,9546

Clorobenzilato y = 2.332.108X — 58.027 0,9963

Clorotalonil y = 2.241.670X — 33.180 0,9990

cis-Clordano y =927.771X — 18.872 0,9953




Tabela 7 -— Curvas de calibragédo dos analitos e coeficientes de correlagdo. (Conclusédo)

Agrotoxico Curva Analitica R
trans-Clordano y = 789.643X — 16.285 0,9958
Clorpirifos y =1.168.280X — 21.282 0,9979
Deltametrina y = 309.019X — 9.664 0,9966
DCPA y = 1.736.156X — 30.951 0,9976
Esfenvalerato y = 797.848X — 26.200 0,9958
Etridiazol y = 807.127X — 6.740 0,9998
Fenarimol y = 1.220.766X — 16.985 0,9966
Fenitrotiona y = 868.033X — 19.289 0,9972
Fenpropatrina y = 1.093.369X — 6.225 0,9956
Fentiona Yy = 1.860.305X — 33.102 0,9973
Hexaclorobenzeno y = 2.309.966X — 14.709 0,9996
Malationa Yy = 1.257.435X — 15.680 0,9983
Molinato Yy = 3.544.138X + 7.436 0,9948
Parationa metilica y = 1.726.299X — 22.366 0,9978
cis-Permetrina y = 1.834.125X — 42.104 0,9940
trans-Permetrina Y = 4.643.914X — 119.721 0,9932
Piraclostrobina y = 198.201X — 7296 0,9958
Piriproxifem y = 408.983X — 8.219 0,9964
Propaclor y = 4.312.207X — 8.626 0,9994
Propanil y = 2.146.760X — 24.025 0,9977
Propiconazol y = 314.481X — 7.026 0,9957
Simazina Yy =1.020.814X — 10.640 0,9976
Triazofés Yy = 440.001X + 12.638 0,9954
Trifloxistrobina y = 1.431.270X — 28.490 0,9964
Triflumizol y =132.381X — 1.750 0,9947
Trifluralina y = 846.319X — 16.289 0,9980

Idealmente, as linhas de regresséo obtidas para as curvas de calibracéo
deveriam passar pela origem, ou seja, com intercepto da curva passando pelo ponto
(0,0) dos eixos cartesianos (LIGIERO, 2009; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).
Como pode ser observado na tabela 5, a maioria das curvas obtidas possuem
desvios negativos em seus coeficientes lineares (interceptos), com excecao das

curvas para cis-bromuconazol, molinato e triazofés que possuem desvios positivos.
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Devido aos desvios observados, foi realizado teste estatistico de
significancia dos parametros das curvas de calibracdo, para avaliar a magnitude de
significancia desses parametros para as equacdes das curvas de calibracéo
utilizadas nos calculos de concentracdo dos analitos (LIGIERO, 2009; NETO;
PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

5.3.2.1 Teste de Significancia dos Parametros de Calibragéo

O teste de significAncia dos parametros de calibracdo das curvas €
baseado num teste de hipétese aplicando o parametro t de Student. Para avaliar a
significancia estatistica de um parametro foram obtidos os desvios para 0s
coeficientes angulares e lineares das equacoes de regressao. O valor de tcac (valor
de t calculado) foi obtido da razdo entre o valor de cada parametro e 0 seu
respectivo desvio (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

O valor de t calculado (tcac) para os parametros foi comparado com o
valor de t critico tabelado (tcit), para o nivel de confiangca de 99 % e 4 graus de
liberdade (GL = N — 2), para N = 6, sendo N o niumero de pontos das curvas, com tcrit
=4,78. Quando tcac € menor do que terit, a hipotese de que o desvio é insignificante
estatisticamente é aceita, sendo o parametro de calibracdo excluido da equacéo da
curva para o calculo das concentragdes dos analitos (LIGIERO, 2009; BARROS
NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002). Os resultados sdo expressos na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das curvas de calibragdo. a =

coeficiente angular; sa = desvio do coeficiente angular; b= coeficiente linear; s, = desvio do coeficiente linear;
tcaic.a = valor de t calculado para coef. angular ; tcaic, b = valor de t calculado para coef. linear.

Agrotoxico a Sa tcalca b Sb tealc,b Teste t Curva final
Alacloro 11.800.125 34.864 33,8 -13.586 7.841 1,73 tealc,a > terit y =11.800.125x
tealc,b < terit
Ametrina 6.476.643 177.526 36,4 - 133092 39.927 3,33 tealc,a > terit y = 6.476.643x
teale,b < terit
Atrazina 1.802.548 59.868 30,1 - 23.689 13.465 1,76 tealc,a > terit y = 1.802.548x
tealc,b < terit
Azoxistrobina 384.817 22.382 17,2 - 23.689 5.034 2,41 tealc,a > terit y = 384.817x

teale,b < terit

Bifentrina 3.388.131 133.835 25,3 - 58.816 30.100 1,95 tealc,a > terit y = 3.388.131x

tealc,b < terit
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Tabela 8 (continuagdo) — Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das curvas de

calibracdo. a = coeficiente angular; sa = desvio do coeficiente angular; b= coeficiente linear; sp = desvio do
coeficiente linear; tcac,a = valor de t calculado para coef. angular ; tcaic, b = valor de t calculado para coef. linear.

Agrotoxico a Sa tealc,a b Sp tealc,b Teste t Curva final
Boscalide 2.263.134 105.055 21,5 - 47.882 23.628 2,03 tealc,a > terit y = 2.263.134x
tealc,b < terit
cis-Bromuconazol 231.359 24.797 9,3 3.156 5577 0,57  tealc,a > terit y = 231.359x
tealc,b < terit
trans-Bromuconazol ~ 293.950 14.678 20,0 —6.923 3.301 2,10  tealc,a > torit y = 293.950x
teale,b < terit
Buprofezina 2.174.089 78.213 27,8 -40.277 17.591 2,29 tcalc,a > terit y =2.174.089x
tealc,b < terit
Carbosulfano 982.252  37.790 26,0 -15.706 8499 1,85 lalca >t y = 982.252x
tealc,b < terit
Ciproconazol 435.640 78.455 5,55 -39.009 32.632 1,19 tealc,a > toit y = 435.640x
tealc,b < terit
Clorobenzilato 2.332.108 100.033 23,3 -58.027 24498 2,37  tealc,a > toit y =2.332.108x
teale,b < terit
Clorotalonil 2.241.670 49.520 45,3 -33.180 11.137 2,98  tealc,a > torit y =2.241.670x
tealc,b < terit
cis-Clordano 927.771 44982 20,6 -18.872 10.117 1,86  tcaic,a > teiit y =927.771x
tealc,b < terit
trans-Clordano 789.643 36.059 219 - 16.285 8.110 2,01  tealc,a > torit y = 789.643x
teale,b < terit
Clorpirifos 1.168.280 37.952 30,8 -21.282 8535 2,49  tcac,a > toit y =1.168.280x
tealc,b < terit
Deltametrina 309.019 14.805 20,9 -9.664 3.647 2,65  tcac,a > teit y = 309.019x
teale,b < terit
DCPA 1.736.156 59.440 29,2 -30.951 13.369 2,32 taaca>teit Yy =1.736.156x
teale,b < terit
Esfenvalerato 797.848 42.446 18,8 -26.200 10.456 2,50  tcaic,a > teit y = 797.848x
tealc,b < terit
Etridiazol 807.127 8.487 95,1 - 6.740 1.909 3,53 tealc,a > terit y = 807.127x
teale,b < terit
Fenarimol 1.220.766  50.652 24,1 -16.985 11.372 1,49 taaca>teit Yy =1.220.766x
teale,b < terit
Fenitrotiona 868.033 32.603 26,6 -19.289 7.333 2,02  teaic,a > et y = 868.033x
tealc,b < terit
Fenpropatrina 1.093.369 51.437 213 - 6.225 11568 0,54  teac,a>teir Yy =1.093.369x
teale,b < terit
Fentiona 1.860.305 68.243 27,3 -33.102 15.248 2,15 taaca>teit Yy =1.860.305x

tealc,b < terit




Tabela 8 (continuagdo) — Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das cuhfas de
calibracdo. a = coeficiente angular; sa = desvio do coeficiente angular; b= coeficiente linear; sp» = desvio do
coeficiente linear; tcac,a = valor de t calculado para coef. angular ; tcac, b = valor de t calculado para coef. linear.

Agrotoxico a Sa tealc,a b Sp tealc,b Teste t Curva final

Hexaclorobenzeno  2.309.966  32.843 70,3 -14.709 7.387 2,00 taaca>tait Yy =2.309.966x
tealc,b < terit

Malationa 1.257.435 36.780 34,2 -15.680 8.272 1,89 taca>teit Yy =1.257.435%
teale,b < terit

Molinato 3.544.138 181.091 19,6 7.436 40.729 0,1 tealc,a > teit Yy = 3.544.138x
tealc,b < terit

Parationa metilica  1.726.299 57.465 30,0 -22.366 12.924 1,73  teac,a>teit  y = 1.726.299x
tealc,b < terit

cis-Permetrina 1.834.125 100.462 18,3 -42.104 22595 1,86 leaca>teit  y=1.834.125x

tealc,b < terit
trans-Permetrina 4643914 271.722 17,1 -119.721 61.112 1,96  tcaic,a > teit y =4.643.914x
tealc,b < forit
Piraclostrobina 198.201 36.780 34,2 -7.296 8272 1,89  tealc,a > terit y = 198.296x
tealc,b < terit
Piriproxifeno 408.983 17.451 23,4 -8.219 3.925 2,09 tealca > teit y =408.983x
tealc,b < terit
Propaclor 4.312.207 75.301 57,3 -8.626 16.936 0,51  teaic,a > terit y =4.312.207x
tealc,b < Torit
Propiconazol 314.481 14.642 21,5 -7026 3.293 2,13 tealc,a > torit y =314.481x
tealc,b < terit
Propanil 2.146.760  72.458 29,6 -24025 16.296 1,47  ftcaic,a > torit y =2.146.760x
tealc,b < terit
Simazina 1.020.814 34.930 29,2 -10.640 7.856 1,35 taca>tit Yy =1.020.814X
tealc,b < forit
Triazofos 440.001 21.201 20,8 12.638 4768 2,65  tcalca > terit Y =440.001X
tealc,b < forit
Trifloxistrobina 1.431.270 60.437 23,7 -28.490 13593 2,10 teaca>teit Yy =1.431.270X
tealc,b < forit
Triflumizol 132.381 6.860 19,3 -1.750 1.543 1,13 tealca > terit y =132.381X
tealc,b < terit
Trifluralina 846.319 26913 314 -16.289 6.053 2,69 tcalc,a > teiit y =846.319X
tealc,b < forit

Como pode ser observado na tabela 8, os resultados da analise
estatistica de significAncia dos parametros mostrou que todos os coeficientes
angulares das curvas de calibracdo sé&o significativos, enquanto todos os
coeficientes lineares ndo sao significativos, ja que tcaic,a > terit € tealc,b < terit para todas

as equacoes das curvas.
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Desta forma, os coeficientes lineares de todas as curvas foram
desconsiderados em todas as equacg0fes, ja que de acordo com o teste estatistico,
esses parametros se mostraram nado significativos, ou seja, podendo ser
considerados zero nos calculos das concentracfes dos analitos (LIGIERO, 2009;
NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

5.3.3 Limite de detecc¢ao (LD) e limite de quantif icac&o (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método para os
compostos, determinados pela andlise de amostras com concentracdes
decrescentes dos analitos (métodos das diluicbes sucessivas), considerando a
relacdo sinal/ruido aproximadamente 3 para a concentracdo estimada como LD e
relacdo sinal/ruido proxima de 10 para a concentracdo estimada como LQ, para
cada composto, com os valores expressos na tabela 9 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI, M. et. al., 2004).

Tabela 9 — Limites de deteccdo e quantificacdo do método para os agrotdxicos e respectivos
LMR’s.(Continua).

Agrotoxico LD (mg/kg) LQ (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) outras matrizes
abacaxi
Alacloro 0,005 0,015 NA 0,02 (amendoim); 0,05 (milho)
Ametrina 0,005 0,015 0,020 -
Atrazina 0,005 0,015 0,020 -
Azoxistrobina 0,010 0,030 NA 0,2 (banana); maméo (0,3);
0,05 (meléo)
Bifentrina 0,010 0,030 NA 0,1 (manga); 0,3 (mama&o);
0,05 (mel&o)
Boscalide 0,005 0,015 NA 0,05 (meldo); 0,05 (pepino);
3,0 (uva)
cis-Bromuconazol 0,010 0,030 NA 0,05 (goiaba); 0,05 (manga);

0,1 (tomate)
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Tabela 9 — Limites de deteccdo e quantificacdo do método para os agrotoxicos e respectivos

LMR’s.(Continuagéo)

Agrotoxico LD (mg/kg) LQ (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) outras matrizes
abacaxi
Buprofezina 0,005 0,015 NA 0,3 (meléo); 0,05 (feijao); 0,3
(pepino)
Carbosulfano 0,010 0,030 NA 0,1 (mamao); 0,05 (manga);
0,05 (tomate)
Ciproconazol 0,050 0,150 NA 0,4 (Magd); 0,2 (figo)
Clorobenzilato 0,005 0,015 NA -
Clorotalonil 0,005 0,015 NA 3,0 (banana); 3,0 (mamao);
0,5 (mel&o)
cis-Clordano 0,005 0,015 NA -
trans-Clordano 0,005 0,015 NA -
Clorpirifés 0,005 0,015 NA 1,0 (batata); 1,0 (macd);
2,0 (feijao)
Deltametrina 0,03 0,09 0,01 -
DCPA 0,005 0,015 0,050 -
Esfenvalerato 0,020 0,060 NA 1,0 (milho); 1,0 (arroz)
Etridiazol 0,010 0,030 NA -
Fenarimol 0,005 0,015 NA 0,05 (melancia); 0,05 (meléo);
0,05 (uva)
Fenitrotiona 0,005 0,015 NA 0,5 (Maga); 0,05 (cebola);

0,2 (milho)
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Tabela 9 - Limites de deteccdo e quantificacdo do método para os agrotoxicos e respectivos

LMRs(Continuacéo).
Agrotoxico LD (mg/kg) LQ (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) outras matrizes
abacaxi
Fenpropatrina 0,005 0,015 NA 2,0 (Mamao); 0,4 (milho);
1,0 (macd)
Fentiona 0,005 0,015 NA 0,05 (goiaba); 0,05 (manga);
0,05 (mel&o)
Hexaclorobenzeno 0,005 0,015 NA -
Malationa 0,005 0,015 NA 8,0 (alface); 2,0 (maca);
3,0 (pepino)
Molinato 0,005 0,015 NA 0,1 (arroz)
Parationa metilica 0,005 0,015 NA 0,1 (milho); 0,1 (batata)
cis-Permetrina 0,005 0,015 NA 0,1 (couve); 0,3 (tomate);
0,1 (milho)
Piraclostrobina 0,015 0,03 NA -
Piriproxifeno 0,010 0,030 NA 0,5 (piment&o); 0,1 (tomate);
5,0 (uva)
Propaclor 0,005 0,015 NA -
Propiconazol 0,005 0,015 NA 0,1 (arroz); 0,1 (banana);
0,1 (tomate)
Simazina 0,005 0,015 0,020 -
Triazofés 0,005 0,015 NA 0,05 (batata); 0,5 (tomate);
0,1 (repolho)
Trifloxistrobina 0,005 0,015 NA 0,05 (banana); 0,05 (goiaba);

0,05 (mamaéo)
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Tabela 9 — Limites de detecgdo e quantificagdo do método para os agrotoxicos e respectivos LMRs.

(Concluséo)

Agrotoxico LD (mg/kg) LQ (mg/kg) LMR (mg/kg) LMR (mg/kg) outras matrizes
abacaxi
Triflumizol 0,005 0,015 NA 0,1 (melancia); 0,1 (melao);
0,1 (pepino)
Trifluralina 0,005 0,015 NA 0,05 (cenoura); 0,05

(piment&o); 0,05 (tomate)

NA = ndo aplicavel.

Dos compostos estudados, a ametrina, atrazina, deltametrina e simazina
sdo os Unicos que possuem aplicacdo permitida nas culturas de abacaxi, conforme
orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012 a). Destes compostos, apenas a
deltametrina (LQ = 0,09 mg/kg) ndo apresentou um limite de quantificacdo viavel,
considerando que seu LQ apresentou-se num nivel de concentracdo acima do Limite
Méaximo de Residuo (LMR = 0,01 mg/kg) recomendado, como pode ser observado
na tabela 9.

Os demais agrotoxicos nao aplicaveis a cultura de abacaxi, englobados
pela validacdo, apresentaram limites de quantificacdo significativamente baixos, se
considerados os LMRs definidos para outros frutos e hortalicas. Portanto o método
também pode ser aplicado na determinacdo desses agrotoxicos ndo recomendados
a cultura de abacaxi, a niveis de concentracdo analogos aos limites maximos de
residuo permitidos (LMR) para muitos outros frutos e hortalicas. A percepcéo desta
caracteristica de desempenho do método é importante, pois credencia 0 método
para analise de amostras reais que porventura possam apresentar esses

agrotoxicos nao permitidos pelas instituicdes fiscalizadoras.

5.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetitividade e da precisédo
intermediaria, com o0s resultados para as estimativas dos coeficientes de variacdo
(CV) relativos a cada analito, para ambos os testes, expressos na tabela 10. O limite
maximo para o coeficiente de variacdo (CV), para que o método seja considerado

preciso para um dado analito, € de 20 %, para o nivel de concentracéo de 0,1 mg/kg,



81

nivel que foi testado neste estudo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2007).

Tabela 10 — Parametros de preciséo intermediaria do método. (Continua)

Agrotoxico Repetitividade Precisao Intermediaria
CV (%) CV (%)

Alacloro 6,8 25,0
Ametrina 6,0 19,3
Atrazina 54 23,1
Azoxistrobina 26,4 34,4
Bifentrina 21,0 26,7
Boscalide 25,1 29,5
cis-Bromuconazol 24,7 30,7
trans-Bromuconazol 24,5 30,4
Buprofezina 10,0 19,1
Carbosulfano 24,8 28,5
Ciproconazol 15,9 15,9
Clorobenzilato 33,9 37,0
Clorotalonil 5,8 29,6
cis-Clordano 11,0 29,1
trans-Clordano 11,0 30,0
Clorpirifés 6,8 31,5
Deltametrina 28,9 28,7
Dicloreto de paraquate 9,3 30,1
Esfenvalerato 28,4 27,1
Etridiazol 4,2 36,6
Fenarimol 28,4 37,7
Fenitrotiona 10,0 26,4
Fenpropatrina 34,2 39,5
Fentiona 6,5 27,3
Hexaclorobenzeno 54 31,5
Malationa 7,2 25,8
Molinato 31 24,0
Parationa metilica 8,1 27,8
Cis-Permetrina 40,0 41,6
Trans-Permetrina 415 41,3
Piraclostrobina 27,0 41,0
Piriproxifeno 28,9 28,1

Propaclor 4,8 28,3
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Tabela 10 — Parametros de preciséo intermediaria do método (Conclusao).

Agrotoxico Repetitividade Precisdo Intermediaria
CV (%) CV (%)

Propanil 14,6 16,5
Propiconazol 24,6 29,4
Simazina 54 18,4
Triazofés 24,3 30,7
Trifloxistrobina 20,1 67,0
Triflumizol 17,1 29,0
Trifluralina 6,2 26,2

Os compostos avaliados no desenvolvimento do método que
apresentaram repetitividade adequada foram: alacloro (CV = 6,8%), ametrina ( CV=
6,0%), atrazina (CV= 5,4%), buprofezina (10,0 %), ciproconazol (CV = 15,9%) ,
clorotalonil ( CV = 5,8%), cis-clordano (CV = 11,0 %), trans-clordano (CV = 11,0 %) ,
clorpirifés, (CV = 6,8 %), dicloreto de paraquate (CV = 9,3 %), etridiazol ( CV
4,2%), fenitrotiona (CV = 10,0 %), fentiona ( CV = 6,5 %), hexaclorbenzeno (CV
5,4 %), malationa (CV = 7,2%), molinato (CV = 3,1 %), parationa metilica (CV = 8,1
%), propaclor (CV = 4,8 %), propanil (CV = 14,6%), simazina ( CV = 5,4%), triflumizol

( CV = 6,2 %). O método apresenta precisdo intra-corrida adequada para 0s

compostos acima citados, tendo em vista que 0s mesmos apresentaram coeficientes
de variagdo abaixo do limite méximo aceitavel de 20 %, para o nivel de fortificagdo
avaliado (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007).

Pode-se observar que os compostos cis-permetrina (CV = 40,0 %), trans-
permetrina (CV = 41,5 %), fenpropatrina (CV = 34,2 %), deltametrina (CV = 28,9 %),
piriproxifem (CV = 28,9 %) apresentaram as menores precisdes intra-corrida, sendo
importante salientar que todos possuem similaridades estruturais em suas
moléculas, sendo todos eles da classe dos piretroides, com excecdo do
piriproxifeno, que é um éter piridiloxipropilico.

A elevada variabilidade dos resultados relativos a esses compostos pode
estar relacionada com a elevada massa molar dos mesmos, que dificulta sua
volatilizacdo no sistema de injecdo, de maneira que uma dada fracdo das moléculas
fica retida no injetor e apenas uma menor quantidade dos analitos efetivamente
chega a coluna cromatografica e consequentemente ao detector, produzindo

menores respostas analiticas, comprometendo a precisao (PINHO et al,2009).
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Figura 25 — Estrutura da cipermetrina, fenpropatrina, deltametrina e piriproxifeno.
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5.3.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através da estimativa do percentual de
recuperacdo dos compostos, como forma de quantificar o erro médio associado a

determinacdo de cada agrotoxico na amostra, através do método proposto.

5.3.5.1 Estudos de Recuperacao

Os ensaios de recuperagdao foram executados conforme descrito na
subsecdo 4.6.6.1, sendo os resultados dos percentuais de recuperacdo medios
associados aos seus respectivos desvios padrédo apresentados na tabela 11. A faixa
de recuperacdo tradicionalmente recomendada para métodos analiticos de
determinacao de residuos (analise a nivel traco) compreende valores de 70 a 120%
com precisdo aceitavel de + 20 %. E importante considerar que a exatiddo dos
meétodos analiticos é bastante dependente do nivel de concentracdo dos analitos na
amostra, de forma que, geralmente, a variabilidade dos resultados é mais

significativa em niveis de concentracao mais baixos (RIBANI et. al., 2004).



Tabela 11 — Recuperacdes médias dos agrotoxicos e seus desvios padrdo em trés niveis de concentracao.

Niveis
Agrotoxico 0,05 (mgkg?) 0,10 (mgkg™) 0,25 (mg kg )
Rec(%)
Alacloro 220 + 28,3 220+14,0 216 +5,7
Ametrina 120 + 28,3 105+35,4 120 +5,7
Atrazina 199+1,4 195+7,1 188+ 0,0
Azoxistrobina 81+4,2 71+35 73+5,4
Boscalide 83+12,7 81+2,1 76,4 +5,1
cis-bromuconazol 273 +63,6 271 +6,4 258 +10,7
Buprofezina 177 +2,8 171,2+9,9 162 +0,3
Clorobenzilato 146 +17,0 184+7,8 202 + 40,2
Clorotalonil 5+1,4 22+0,7 11+6,8
Clorpirifés 149 + 15,9 180+ 0,7 220+ 49,2
cis-clordano 186 + 14,1 226 +0,7 277,4+61,9
trans-clordano 208 +11,3 236+4,2 268 +50,1
Ciproconazol 97 +4,2 101 +3,5 91+1,7
Dicloreto de paraquate 173+7,1 203+4,9 233+46.,4
Deltametrina 102 + 28,3 107+1,4 101 +14,4
Etridiazol 16 £4,2 9+1,4 23,8+17,3
Esfenvalerato 122 +8,5 117 +13,4 113+2,5
Fenitrotiona 156 + 2,8 157 +9,9 157 +4,0
Fentiona 8,0+0,0 7,0+0,0 8,0+1,7
Fenpropatrina 222 +31,1 209 +12,0 178 +1,1
Fenarimol 109 + 15,6 120+8,5 113 +0,6
Hexaclorobenzeno 31+£9,0 30+2,1 63 +34,2
Malationa 184+1.,4 189 +0,7 185+1,4
Molinato 16 +£0,0 27+35 64 +17,5
Parationa metilica 172 +£0,0 181 +£10,0 160 £9,1
Propaclor 143 + 16,0 160+7,8 194 + 65,3
Propiconazol 166 + 28,3 181 +6,4 158 + 0,6
cis-permetrina 150+ 14,1 17371 177 +£37,6
trans - permetrina 137 21,2 160 £5,7 169 + 35,6
Piraclostrobina 164 +5,7 160+7,8 158 +5,4
Piriproxifeno 88+ 34 108 +9,9 110+6,2
Simazina 81+1,4 87 +0,7 942+59
trifluralina 84+2,8 99 +14,8 159 + 68,7
Triflumizol 204 +0,0 109 +11,3 112 +5,1
Triazofés 174 + 38,3 197 +19,8 105 +8,2
Trifloxistrobina 186 +17,0 189 + 14,1 175,2 +3,4

Em casos onde haja certa complexidade analitica e/ou da amostra, uma
faixa de valores de recuperacdo mais ampla pode ser considerada aceitavel, de
forma que valores que variem entre 50 e 120%, com precisédo de *= 15 %, podem ser
considerados adequados (RIBANI et. al., 2004). Excepcionalmente, em casos onde a
recuperagdo encontra-se abaixo de 50 %, porém, € reprodutivel, demonstrando boa
precisdo, pode ser considerada viavel, sendo convenientemente fundamentada. Em
situacdes que sdo obtidos baixos niveis de recuperacao, porém, reprodutiveis em
diferentes niveis de fortificacdo, pode se considerar a ocorréncia de processos
especificos com o analito em questdo, que se reproduzem durante a execucao do

meétodo, de forma semelhante, como por exemplo, a baixa particdo das moléculas de
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um determinado agrotdoxico para o solvente de extragdo, durante o preparo da
amostra (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007).

5.4 Analises de Amostras de Abacaxi do Mercado Loca |

As anadlises das amostras de frutos de abacaxi obtidas no mercado local,
oriundas de diferentes bairros da cidade de Fortaleza, mostram que a grande
maioria dos agrotdxicos ndo foi detectada nas amostras analisadas, apresentando
niveis abaixo do limite de deteccdo (LD) ou abaixo do limite de quantificacdo (LQ),
conforme tabela 9.

Na amostra obtida na regido de Monte Castelo foram detectados os
agrotoxicos fenpropatrina e piraclostrobina em niveis acima dos seus respectivos
LQs. Na amostra oriunda do bairro Tabapua também foram detectados os
agrotoxicos piraclostrobina e fenpropatrina, como também, o triflumizol, estando este
altimo e a fenpropatrina em niveis acima do seus LQs. Na amostra coletada na
regido de S&o Gerardo, foi detectado o agrotdéxico ametrina (tr = 13,70 min), em um
nivel de concentracdo préximo ao limite maximo de residuo (LMR) para este

composto conforme tabela 9.

Tabela 12 — Resultados das andlises das amostras de abacaxi obtidas no mercado de Fortaleza. (Continua)

LMR LQ Amostra SG  Amostra SJT Amostra MC  Amostra TAB

Agrotoxico (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Alacloro NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Ametrina 0,02 0,015 0,02 £ 0,003 <LD <LQ <LQ
Atrazina 0,02 0,015 <LD <LD <LD <LD
Azoxistrobina NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
Bifentrina NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
Boscalide NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
cis-bromuconazol NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
trans-bromuconazol NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
Buprofezina NA 0,015 <LQ <LD <LD <LD
Clorobenzilato NA 0,015 <LQ <LD <LQ <LD
Clorotalonil NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Clorpirifos NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
cis-Clordano NA 0,015 <LD <LD <LD <LD

trans-Clordano NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
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Tabela 12 — Resultados das analises das amostras de abacaxi obtidas no mercado de Fortaleza. (Concluséo)

Agrotdxico LMR LQ Amostra SG  Amostra SJT  Amostra MC  Amostra TAB
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Carbosulfano NA 0,03 <LD <LQ <LD <LQ
Ciproconazol NA 0,15 <LD <LD <LD <LD
Dicloreto de paraquate 0,05 0,015 <LD <LD <LD <LD
Deltametrina 0,01 0,09 <LD <LD <LD <LD
Etridiazol NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
Esfenvalerato NA 0,06 <LD <LD <LD <LD
Fenitrotiona NA 0,015 <LD <LD <LQ <LD
Fentiona NA 0,015 <LD <LD <LQ <LD

Fenpropatrina NA 0,015 <LD <LD 0,04 £ 0,014 0,05 + 0,004
Fenarimol NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Hexaclorobenzeno NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Malationa NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Molinato NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Parationa metilica NA 0,015 <LD <LD <LQ <LQ
Propaclor NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Propanil NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
Propiconazol NA 0,015 <LD <LD <LD <LD
cis-Permetrina NA 0,015 <LD <LD <LQ <LD
trans-Permetrina NA 0,015 <LD <LD <LD <LD

Piraclostrobina NA 0,03 <LD <LQ 0,37 £ 0,200 0,25 +0,03

Piriproxifem NA 0,03 <LD <LD <LD <LD
Simazina 0,02 0,015 <LD <LD <LD <LD
Trifluralina NA 0,015 <LD <LD <LD <LD

Triflumizol NA 0,015 <LD <LQ <LQ 0,04 £ 0,01
Triazofos NA 0,015 <LQ <LQ <LQ <LQ
Trifloxistrobina NA 0,015 <LD <LD <LD <LD

SG = Séo Gerardo; SJT = S&o Jodo do Tauape; MC = Monte Castelo; TAB = Tabapua

Do cromatograma obtido da andlise da amostra adquirida na regido do
bairro Monte Castelo (figura 23), pode-se observar os picos da fenpropatrina (tr =
24,76 min) e piraclostrobina (tr = 28,14 min). A confirmacdo da deteccdo dos
agrotoxicos citados nesta amostra foi executada pela avaliagdo do perfil do espectro
de massas gerado pelo detector para cada pico cromatografico, que denotam a
presenca de fragmentos de quantificacdo e confirmacdo para 0S compostos.
Também pode ser observado o pico relativo & ametrina (tr = 13,70 min), porém
apresentando-se em niveis abaixo do limite de quantificacdo (LQ) e LMR

estabelecido
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Figura 23- Cromatograma da andlise por CG/EM da amostra adquirida na regido de Monte Castelo.
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No cromatograma obtido da andlise da amostra adquirida na regido de
Tabapua (figura 24) pode-se observar também os picos relativos a fenpropatrina e a
piraclostrobina, como também do triflumizol. A ametrina também foi detectada em

niveis abaixo do seu LQ e LMR.

Figura 24 — Cromatograma da analise por CG-EM da amostra adquirida na regiao de Tabapua.

=1L ]
=
50 g
=1L :
2 @
40 = E
= =]
i [=]
3 i
[=]
i) =]
20 = -
£ =
3 %
=
S S W o
- T L\_-'., I | HEkh 382502 RSl heid ) J T ki b ! | LR AR  EAART AT bikeb b it bl i biohd Wl i di Liadas
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempa (min)

No cromatograma da amostra adquirida na regido de Sao Gerado é clara
a presenca dos picos relativos a ametrina como também a trifluralina, salientando-se
gue esta Ultima apresenta-se em niveis abaixo do LD e consequentemente do LMR
estabelecido para este composto. Como observado da tabela 9, a ametrina foi
quantificada nesta amostra em um nivel de concentracdo equivalente ao LMR de
0,02 mg/kg.
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Figura 25 — Cromatograma da analise por CG-EM para a amostra coletada na Regido de Sé&o
Gerardo.
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Pode-se observar no cromatograma da figura 26, apenas a presenca do
pico relativo a ametrina, também em um nivel de concentracdo abaixo do limite de
quantificacdo. A presenca de residuos de ametrina em todas as amostras pode ser
explicada pelo fato de este principio ativo ser tradicionalmente empregado como
herbicida nas culturas de abacaxi em virtude de sua ampla acdo contra diferentes
espécies de ervas daninhas (DE ANDRADE, 2008).
possibilidade de o pico cromatografico ser oriundo da presenca de residuos de

Deve-se salientar a
metabdlito do agrotdxico em questao.

A deteccdo de residuos de fenpropatria, piraclostrobina, triflumizol e
trifluralina nas amostras analisadas, revela a aplicacdo, por parte dos produtores de
abacaxi que fornecem este produto para o mercado local, de principios ativos néo

recomendados pelos drgaos de fiscalizacao para este tipo de cultura.

Figura 26 — Cromatograma da analise por CG-EM de amostra coletada na regido de S.J. do Tauape.
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6. CONCLUSOES

O método analitico multirresiduo desenvolvido, baseado nas técnicas
QUEChERS-citrato modificado e CG-EM, apresentou desempenho analitico razoavel
para 40 dos 45 agrotéxicos alvo avaliados, ndo sendo incluidos em seu escopo de
aplicacdo de maneira satisfatoria os compostos: cloroneb, A — cialotrina, metalaxyl-

M, imibenconazol e difenconazol.

A substituicdo do solvente acetonitrila, apds etapa de limpeza (clean up),
pelo solvente misto ciclohexano/acetato de etila 1:1, apesar de agregar uma etapa
adicional ao método QUEChERS-citrato tradicional, possibilita uma analise mais
segura atraveés de cromatografia gasosa, tendo em vista o problema da elevada

expansao da acetonitrila durante a vaporizacao no sistema injetor.

Com relacdo as amostras de abacaxi analisadas, observa-se que houve a
presenca de residuos de ingredientes ativos ndo recomendados, como fenpropatria,
piraclostrobina, triflumizol e trifluralina, em niveis significativos, o que sugere nao
adequabilidade toxicologica desses frutos no que tange a seguranca alimentar da
populacdo. A presenca de residuos de ametrina em niveis proximos ao seu LMR,
apesar de ser um ingrediente ativo recomendado, sugere também certo risco, tendo
em vista que idealmente os residuos devem estar bem abaixo dos limites maximos

estabelecidos.
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