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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos visando o monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos € fundamental para assegurar que a concentracdo destes estejam
dentro dos limites considerados seguros para a saude. O presente trabalho descreve uma
metodologia analitica baseada no método de preparo de amostra QUEChERS e deteccdo por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa para analise de oito agrotoxicos
organofosforados (diclorvos, dissulfotom, etoprofos, metil paratiom, fenclorfos, clorpirifos,
gutiom e protiofos). Por ser uma fruta que tem conquistado a preferéncia dos consumidores
brasileiros, apresentando um mercado consumidor em expansdo, a matriz do sapoti foi a
utilizada para realizar o estudo. O método foi validado através da avaliacdo da seletividade,
linearidade, limite de detecgdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo em
termos da porcentagem recuperada. Os testes estatisticos t de student e F foram aplicados para
verificar as significancias dos parametros e da regressdo das curvas analiticas obtidas na
matriz do sapoti. Devido a complexidade da amostra, o estudo do efeito matriz foi realizado,
onde sete dos oito compostos avaliados tiveram efeito matriz positivo. Todos 0s agrotoxicos
estudados apresentaram boa linearidade com coeficientes de correlagéo superior a 0,99. Os
LD’s e LQ’s variaram de 0,01 a 0,07 mg kg™ e 0,017 a 0,14 mg kg™, respectivamente, na
matriz do sapoti. Os estudos de recuperacdo com a amostra dopada em seis niveis de
concentracdo (0,08; 0,10; 0,14; 0,17; 0,35 e 1,17 mg kg™) apresentaram-se satisfatérios (entre
70 — 120% com CV < 20%) em pelo menos trés niveis de fortificacdo (baixo, médio e alto)
para todos os analitos. A analise em amostras comerciais de sapoti, revelaram a presenca do
ingrediente ativo clorpirifos em 70,0% das amostras de frutas e 33,3% das amostras de polpas,

mesmo ndo sendo permitido para uso em culturas da fruta pela ANVISA.

Palavras-chave: Sapoti. QUEChERS. CG-EM. Organofosforados.



ABSTRACT

The development of analytical methods to monitoring pesticide residues in food is crucial to
ensure that the concentration of these are within of the limits considered safe for health. This
work describes an analytical methodology based in the QUEChERS sample preparation
method and gas chromatography coupled to mass spectrometry for analysis of eight
organophosphorus pesticides (dichlorvos, disulfoton, ethoprophos, methyl parathion,
fenchlorphos, chlorpyrifos, methyl azinphos and prothiofos). As the sapodilla fruit has won
the preference of brazilian consumers, presenting an expanding market, this matrix was used
to the studs. The methodology was validated by evaluating the selectivity, linearity, limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), precision and accuracy in terms of percentage of
recovery. Statistical tests (t-student and F) were applied to verify the significance of the
parameters and the regression of analytical curves in sapodilla matrix. Due to the complexity
of the sample, study the effect matrix was performed, where seven of the compounds
evaluated had a positive effect matrix. All pesticides studied showed good linearity with
correlation coefficient greater than 0.99. LODs and LOQs ranged from 0.01 to 0.07 mg kg™
and 0.017 to 0.14 mg kg™, respectively in the sapodilla matrix. Recovery studies with
sapodilla samples spiked in six concentration levels (0.08, 0.10, 0.14, 0.17, 0.35 and 1.17 mg
kg™) showed satisfactory results (between 70 — 120% with RSD < 20%) in at least three levels
of fortification (low, medium and high) for all pesticides. Analysis of commercial sapodilla
samples revealed the presence of chlorpyrifos pesticide in 70.0% of the fruit samples and
33.3% of sapodilla pulps samples, even not permitted for use in sapodilla crops by brazilian
agences — ANVISA.

Keywords: Sapodilla. GC-MS. QUEChERS. Organophosphorus.
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1 INTRODUCAO

O aumento do comércio mundial de alimentos tem deixado a agricultura cada vez
mais vulneravel a introducdo de espécies exdticas de pragas, estima-se perdas mundiais na
agricultura de US$ 1,4 trilhdo nas ultimas décadas (AGROLINK FITO, 2015). O uso de
agrotoxicos é uma préatica convencional para manter um elevado rendimento de producéo
agricola, cuja perspectiva é triplicar nos proximos 40 anos, devido ao aumento populacional,
exigindo demandas cada vez maiores desses insumos (CHRISTIA, 2015).

Apesar dos beneficios, os agrotoxicos sdo potencialmente téxicos ndo sé para as
pragas, mas também para 0 homem, 0s animais e recursos naturais. Os residuos desses
insumos permanecem nos segmentos bioticos e abioticos dos ecossistemas (agua, ar, solo,
sedimentos, dentre outros), podendo gerar danos ambientais e a salde de maneira irreversivel
(AKOTO et al, 2015). O uso de boas préaticas agricolas e a técnica do manejo integrado de
pragas (MIP) sdo estratégias que auxiliam na reducdo do uso de agrotdxicos, tais como, 0
cultivo consorciado, rotacdo de cultivos, dentre outros (BRASIL, 2005).

No Brasil o uso de agrotdxicos esta associado principalmente as culturas de
exportacdo (algoddo, cana-de-agUcar, tabaco e outras culturas), mesmo assim, o uso feito na
agricultura familiar ndo deve ser subestimado, sendo responsavel por grande parte das frutas e
hortalicas que consumimos (Edicdo Especial — Agrotoxicos, 2012). Desde 2009, o pais tem se
tornado o maior consumidor mundial de insumos agricolas, consumindo mais de 1 milhdo de
toneladas por ano, representando 20% de todos os venenos utilizados no mundo (Edigédo
Especial — Agrotoxicos, 2012).

Tendo em vista 0 aumento do uso de agrotoxicos no Brasil, a partir de 1970 criou-
se a necessidade de regulamentar o uso dessas substancias (BRASIL, 2005). Agéncias
governamentais, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelecem
limites maximos de residuos (LMR’s) para diversos agrotdxicos nas culturas em que sdo
utilizados, além de denunciarem agrotoxicos com uso proibido nestas culturas (QUEIROZ,
FERRACINI e ROSA, 2011).

Nativo do sul do México e da América Central, o sapotizeiro teve adaptacdo
muito boa em praticamente todo o Brasil (BANDEIRA et al, 2003). Devido as condigdes
propicias do clima e pela vantagem relativa associada a irrigacdo, o Nordeste é a regido que
mais tem se destacado na producgéo do sapoti (Colecdo Plantar — Sapoti, 2005). Por muitos
anos, o seu cultivo foi influenciado pela extragdo do latex do tronco, importante matéria prima

para producdo de goma de mascar. Contudo, atualmente, o sapotizeiro é -cultivado
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principalmente para producdo de sorvetes, pudins, polpas, doces, além de seu fruto ser
bastante consumido em sua forma in natura. (JUNIOR et al, 2014).

Devido ao sapotizeiro ser cultivado, na maioria dos paises, em pequena escala, 0
numero de espécies de pragas que causam prejuizos é relativamente pequeno quando
comparado a outras espécies de frutiferas. Contudo ja foram relatadas em Pernambuco as
pragas brocas-do-caule, broca-dos-ramos e a mosca-das-frutas; na Flérida (Estados Unidos) é
relatada a lagarta-minadora; na Costa Rica a larva do bicudo-das-sapotaceas e o gorgulho-das-
sementes ja foram encontrados; além de outras pragas menos graves que sdo frequentes em
folhas, ramos e frutos do sapotizeiro (JANYANTHI e VERGHESE, 2010).

Diversas técnicas de preparo de amostra tém sido reportadas na literatura com o
intuito de extrair agrotoxicos de amostras complexas levando ao aumento de sensibilidade,
seletividade, precisdo e exatiddo. O método QUEChERS tem sido o mais amplamente
utilizado por ser um método réapido, simples, barato e utilizar menores quantidades de
solvente organico quando comparado com os demais (PRESTES, ADAIME e ZANELLA,
2011). Tal método apresenta altos percentuais de recuperagdes (>85%) e possibilita a extracéo
em uma mesma amostra compostos de diferentes polaridades (AMALIA et al, 2010). Apds a
extracdo, os agrotdxicos sdo quantificados por meio de técnicas cromatograficas como a
Cromatografia Liquida (CL) e a Cromatografia Gasosa (CG).

A validacdo de métodos analiticos determina o desempenho caracteristico de um
método, partindo-se da avaliacdo de pardmetros como exatiddo, precisdo, seletividade,
linearidade, limite de deteccdo e limite quantificacdo (RIBANI et al, 2004). Este trabalho visa
desenvolver e validar uma metodologia analitica para determinacdo multirresiduo de oito
agrotoxicos organofosforados em sapoti utilizando o método QUEChERS empregando

Cromatografia a Gas (CG) acoplada a espectrometria de massa (EM).
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2 REVISAO DA LIERATURA

2. 1 Agrotoxicos

A World Health Organization (WHO) conceitua agrotoxicos como qualquer
substancia utilizada para prevenir, destruir, atacar, repelir ou controlar pragas, incluindo
espécies de plantas ou animais que devem estar presentes durante a producdo, estocagem,
transporte, distribuicdo ou processamento de alimentos e ragdes animais para o controle de
parasitas (WHO, 2014). Impulsionado pelo anseio do homem em manter um elevado
rendimento de producdo agricola, muitos desses compostos foram sintetizados no final do
século XIX a fim de controlar os diferentes tipos de pragas (RODRIGUES DA SILVA,
2013). Atualmente, estima-se que as perdas mundiais na agricultura devido aos ataques de
pragas cheguem a US$ 1,4 trilhdo, correspondendo a quase 5% do PIB (produto interno bruto)
mundial (AGROLINK FITO, 2015).

Os agrotoxicos podem ter origem bioldgica ou quimica, suas formula¢Ges sdo
constituidas de principios ativos (ingrediente ativo) que Sdo responsaveis por intervir na
atividade bioldgica normal dos seres vivos alvos de controle (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012).
Portanto, esses insumos podem ser classificados quanto a natureza de praga combatida em:
inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos), herbicidas (combate as
plantas invasoras), fumigantes (combate as bactérias do solo), algicida (combate a algas),
avicidas (combate a aves), nematicidas (combate aos nematoides), moluscicidas (combate aos

moluscos), acaricidas (combate aos acaros), entre outros (ANVISA, 2014).

No entanto esses compostos sdo potencialmente tdxicos ndo apenas para as pragas
gue devem controlar, mas também para 0 homem, 0s animais e 0s recursos naturais. O uso
demasiado juntamente com a falta de informacédo dos agricultores sobre a escolha correta do
produto, modo de aplicacdo, transporte, armazenamento e descarte, geram residuos que
permanecem nos segmentos biodticos e abidticos dos ecossistemas (agua, ar, solo, sedimentos,
dentre outros) (BRASIL, 2005). Estimativas mostram que dos agrotoxicos efetivamente
aplicados nas lavouras, apenas 0,1% alcangam as pragas, 0s outros 99,9% tém potencial para
se translocarem para outros compartimentos ambientais (SABIK et al, 2000), podendo gerar

danos ambientais e a salide de maneira irreversivel.

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) o Brasil destaca-se por ser o
maior produtor agricola do mundo, em consequéncia, desde 2009 tem sido o pais que mais
consome agrotoxico, estima-se que cerca de 84% do volume de agrotdxicos da América

Latina sdo consumidos no pais (Edicdo Especial — Agrotdxicos, 2012). Por essa razdo, a
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legislacdo brasileira estabelece que o uso de agrotoxico estd condicionado ao registro no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (IBAMA, 2009).

A ANVISA, através do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos
(PARA), monitora periodicamente diversos alimentos in natura a fim de investigar a presenca
de agrotéxicos como forma de prevencdo a salde da populacéo brasileira. Além disso, este
orgdo também ¢ responsavel por estabelecer Limites de Residuo Maximo (LMR’s) permitido
e o Indice de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de cada ingrediente ativo de agrotoxico para
cada cultura (QUEIROZ, FERRACINI e ROSA, 2011).

2.1.1 Classificacdo dos agrotdxicos

No Brasil existe uma grande variedade de produtos comerciais utilizados, cerca de
300 principios ativos em duas mil formulagdes diferentes (CARDOSO DA SILVA, 2010).
Dessa forma, torna-se viavel a classificagdo em funcéo de alguns aspectos que os diferenciam.
De maneira geral, os agrotdxicos podem ser classificados guanto ao organismo alvo de
controle, ao grau de toxicidade ao homem e ao meio ambiente e ao grupo quimico ao qual

suas moléculas pertencem.

2.1.1.1 Classificacdo toxicologia

A classificacdo dos agrotdxicos segundo seu grau de toxicidade para o ser humano
é fundamental, estes podem ser classificados em quatro classes de acordo com os resultados
de estudos feitos em laboratérios que objetivam estabelecer o parametro DLsy (Dose Letal
para 50 % da populacdo exposta) (ORSO, 2011). O DLsy, expresso em miligramas da
substancia por quilograma da massa corporal do individuo, representa a quantidade do
ingrediente ativo (administrado por via oral ou injetado) necessaria para matar 50 % dos
animais testados nas condic¢des experimentais utilizadas.

Além disso, através de estudos fisico-quimicos e eco toxicologicos, também é
possivel classificar os agrotdxicos de acordo com sua periculosidade ambiental em classes
que variam de | a IV: produtos altamente perigosos ao meio ambiente (classe I); produtos
muito perigosos ao meio ambiente (classe Il); produtos perigosos ao meio ambiente (classe
I11); e produtos pouco perigosos ao meio ambiente (classe 1V). Segundo Peres e Moreira

(2003), os rotulos de todos os produtos comerciais de agrotoxicos devem conter uma faixa
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colorida indicativa de sua classificagdo toxicologica. A classificagdo toxicoldgica dos
agrotoxicos esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo toxicologica dos agrotoxicos.

Classe

. Toxicidade DLso/(mg kg™) Faixa colorida
toxicologica
I Extremamente <5
toxico
| Altamente toxico Entre 5e 50 Amarela
1l Mediamente toxico Entre 50 e 500 Azul
v Pouco téxico Entre 500 e 5000 Verde

Fonte: Peres e Moreira (2003), modificado pelo autor.

Os pesticidas das classes Il e IV sdo 0s menos toxicos, sendo, portanto de uso
mais recomendavel. Ja as classes | e Il representam os de toxicidade mais elevada e s6 devem
ser utilizados em casos onde ndo houver produtos das classes 11l e IV para a mesma praga ou
doenca e que ndo exista nenhuma outra maneira de combate. E importante ressaltar que dentre
as substancias de classe | encontram-se aquelas comprovadamente carcinogénicas e
mutagénicas (MARTINS, 2010).

2.1.1.2 Classificag¢do quimica e agrotdxicos organofosforados.

Na classificacdo quimica, 0s agrotdxicos se agrupam em classes de substancias
cujo principio ativo é formado por estruturas moleculares semelhantes. Dentre os grupos de
agrotoxicos existentes, 0s compostos organicos constituem a classe mais importante, e sdo
divididos em sintéticos e naturais. Dos compostos organicos sintéticos, os principais
representantes sdo, organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides (SANCHES
et al, 2003).

Comumente utilizados como inseticidas, acaricidas, nematicidas e fungicidas, o
grupo dos organofosforados merece destaque (SAVOY, 2011). Estes agrotdxicos, derivados
do &cido fosférico, tiofosforico ou ditiofosforico, sdo os mais extensivamente utilizados
devido ao seu baixo custo, alta eficiéncia e amplo espectro de utilizacdo (TANG, 2014).
Segundo Seebunrueng, Santaladchaiyakit e Srijaranai (2015), o amplo uso dessa classe

quimica também pode estar associado ao fato de serem utilizados em substituicdo aos
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organoclorados, que pelo seu carater persistente no meio ambiente tem sido banido em
diversos paises. Em consequéncia, o grupo dos organofosforados tem sido o mais abordado
nos estudos de residuos de agrotdxicos em frutas por métodos cromatograficos nos ultimos
anos, como ilustrado na Figura 1.

Para obtencdo desses dados utilizou-se a ferramenta SciFinder do Chemical
Abstracts Service (CAS), onde os termos pesticides in fruits, analysis of pesticides in fruits e
‘nome da fruta em inglés’ pesticide analises foram utilizados no campo de pesquisa para
obtencéo das referéncias, este ultimo foi realizado para cada uma das frutas pesquisadas.

Os organofosforados apresentam elevada toxicidade aguda, em mamiferos atuam
inibindo a enzima acetilcolinesterase (Ache) aumentando o nivel do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses, responsavel pela transmissdo de impulsos nervosos no sistema
nervoso central, esse efeito manifesta-se principalmente por lacrimejamento, salivacao,
sudorese, diarreia, tremores e disturbios cardiorrespiratérios (CAVALIERE, 1996).

Nesse estudo foram investigados oito agrotdxicos organofosforados, a Tabela 2
fornece suas propriedades fisico-quimicas e as culturas autorizadas para uso segundo a
Comissdo Européia (EC). E a Tabela 3 fornece suas respectivas estruturas quimicas, classe
quanto a natureza da praga combatida, classificagdo toxicoldgica, as frutas autorizadas para
uso segundo a ANVISA e seu indice de ingestdo diéria aceitavel (IDA).
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Figura 1 — Quantidade de publicacGes envolvendo as principais classes de agrotoxicos em

diferentes frutas utilizando métodos cromatograficos durante o periodo de 2005 a 2015.
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Tabela 2 — Propriedades Fisico-Quimicas dos agrotdxicos em estudo e culturas autorizadas pela Comisséo
Européia.

Agrotoxicos Log Kow (pH  Culturas autorizadas pela
PE/°C PD/°C PV/mPaa?25°C L
Organofosofrados =7a20°C) EC (LMR/(mg Kg™))

Maca (0,5), Pera (0,5), Uva (0,5),
Clorpirifés DAPE 170 1,43 4,7 Abacaxi (0,3), Banana (3,0),
Morango (0,5) e Manga (0,05)

Citros (0,01), Maca (0,01), Uva

Diclorvds DAPE 190 2100 1,9
(0,01) e Morango (0,01)
Dissulfotom -* - 7,2 3,95 -
Etoprofos 2443 244.3 78 2,99 Banana (0,03) e Abacaxi (0,03)
Fenclorfos - - 110 4,88 -
Gutiom DAPE 200 5x 10 2,96 Cajli (0,5)
Parationa-metilica - - 0,2 3 -
Protiofos - - 0,3 5,67 -

Fonte: Unidade de Pesquisa de Agricultura e Meio Ambiente (AERU) da Universidade de Hertfordshire, modificado
pelo autor (2016). *(-) Néo informado; PE: Ponto de Ebulicdo; PD: Ponto de Decomposicdo; PV: Pressdo de Vapor;
DAPE: Decomp8em antes do PE e Kow: Constante de parti¢do octanol-agua.
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Tabela 3 — Estrutura quimica, classificacdo, frutas autorizadas para uso segundo a Anvisa e IDA dos analitos

em estudo (Continua).

Culturas
Agrotoxico £ o cl Classificagdo  autorizadas pela  IDA/(mg/kg
strutura quimica asse ) .
Organofosforados toxicoldgica ANVISA p.c)
(LMR/(mgkg™))
HSCW
0 Citros (2,00), Maca
R4 _\CH Inseticida, (2.00), Mag
- 4 o : . (1,00), Tomate (0,5),
Clorpirifés s Formicida e I N ) 0,01
cl N B Feijdo (0,1), Café
| n Acaricida
A (0,05)
cl
0
T CH,
Diclorvos > 0—P—0 Inseticida Il * -
J— r
0
-~
cl HsC
H.C
_\5 Inseticida, y ]
] 1 . o Algodéo (0,2), Café
Dissulfotom 5\ _s Acaricida e | ©.1) 0,0003
P 1
He” o7\ Fungicida
A\
CH,
H.C
Etoprofé _\_S\ 20 Nematicida e | Batata (0,05) 0,0004
oprofés =~ atata (0, ,
P Hsc/\\O/P\s Inseticida
st
CH,
.| R P/o — CH,
// o
o
Fenclorfds al Inseticida 1l - -
NéN
!
CH,
Gutiom S |/ - - - -
NS 0
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Tabela 3 — Estrutura quimica, classificacdo, frutas autorizadas para uso segundo a Anvisa e IDA dos analitos
em estudo (Concluséo).

Culturas
Agrotoxico o Classificacdo autorizadas pela  IDA/(mg/kg
Estrutura quimica Classe o
Organofosforados toxicoldgica ANVISA p.c)
(LMR/(mgkg™))
CH,
| 0 —CH,
O
/‘/F‘\‘-'J
) ) s Inseticida e Algodéo (0,3), Soja
Parationa-metilica o | 0,003
Acaricida 0,1)
AN
0 (0]
CH,
Hs\ VAN Inseticida e Algodio (0,04), Soja
Protiofés I N Il godzo (0,04), Sol -
o Acaricia (0,03), Tomate (1,0)

Fonte: ANVISA, modificado pelo autor (2016).
*(-): Ndo informado pela ANVISA; IDA: Ingestdo Diaria Aceitavel; p.c: peso corporeo.

2. 2 A cultura do Sapoti (Manilkara zapota)

Nativo do Sul do México e da América Central, o sapotizeiro (Manilkara zapota)
teve uma adaptacdo muito boa em praticamente todo o Brasil, sendo cultivado desde o Sul do
estado de Sao Paulo até a Regido Amazodnica (Colecdo Plantar — Sapoti, 2005).

Considerada o ‘mel dos tropicos em forma de fruta’ pelos pesquisadores da
Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (Embrapa), o sapoti tem conquistado a
preferéncia dos consumidores, sendo sua comercializacdo impulsionada pela busca por
produtos diversificados onde o aroma, sabor e valor nutritivo sdo valorizados (QUEIROZ et
al, 2012). Para Junior et al (2014), apesar de exotica, o sapoti tem apresentado um mercado
consumidor em expansdo, sendo o fruto utilizado como matéria prima para a agroindustria
para obtencdo de sorvetes, pudins, doces, polpas, além de serem bastantes consumidas em sua
forma in natura. Ainda para Nascimento et al (2008), dentre as frutas exoticas brasileiras, esta
€ a que apresenta maior potencial para exploracdo econdmica.

Por ser uma fruta tipicamente tropical, tem seu desenvolvimento e producao

favorecidos pelo clima da regido Nordeste do pais, onde ocorre a maior parte da producdo
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brasileira e onde as pesquisas sobre a fruta ttm sido conduzidas com maior frequéncia
(BANDEIRA, 2003). A maior parte de sua producdo encontra-se em pequenas propriedades e
é principalmente para abastecimento do mercado interno (MIRANDA et al, 2008). Contudo,
segundo Morais et al (2006), tem-se observado uma demanda crescente para outros paises,
principalmente, na Europa, América do Norte, Oriente Médio e Sudeste Asiético.

Pernambuco é o estado que se sobressai como produtor nacional, a quantidade da
fruta ofertada no Centro de Abastecimento e Logistica (Ceasa) de Recife, em média, € de 39,8
toneladas (t) por ano (média de 2008-2012); na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
de Séo Paulo (Ceagesp), foram comercializadas em 2012, 34 t de sapoti, provenientes dos
estados da Bahia, Sergipe e Sdo Paulo; na Ceasa do Ceard (CE) foram comercializadas
também em 2012, 7,5 t de sapoti provenientes de Cascavel, Baixo Jaguaribe e de Fortaleza
(JUNIOR et al, 2014).

A fruta sapoti apresenta sabor bastante doce e aroma caracteristico, contém
vitaminas A, B1, B2, B5 e C, seu valor calorico é de 96 calorias para 100 gramas (g) da fruta,
além de apresentar os nutrientes fosforo, célcio, ferro, potassio, magnésio, entre outros
(SANTOS DE OLIVEIRA, AFONSO e CORREIA DA COSTA, 2011).

2.2.1 Pragas e tratos culturais no sapotizeiro

Devido ao sapotizeiro ser cultivado em pequena escala e em pomares dispersos,
sdo poucas as pragas observadas no Brasil, assim como os trabalhos técnico-cientificos sobre
0 assunto. As principais pragas ja relatadas no nordeste brasileiro sdo brocas-do-caule, broca-
dos-ramos e a mosca-das-frutas. Esta Gltima, por sua grande capacidade reprodutiva e
extraordinaria habilidade de adaptacdo, é conhecida como a praga mais devastadora da
fruticultura em todo mundo, principalmente as do género Anstrepha, podendo causar danos
em mais de 200 espécies de frutas e hortalicas (Colecdo Plantar — Sapoti, 2005).

Uma doenca bastante corriqueira que traz sérios efeitos danosos sobre as plantas
jovens do sapotizeiro tem como agente causal o fungo Septoria sapotae muito comum no
nordeste brasileiro (JUNIOR et al, 2014). Outras pragas menos importantes como pulgdes e
diversas espécies de cochonilhas sdo frequentes em folhas, ramos e frutos do sapotizeiro
(BANDEIRA et al, 2003).

Para reduzir possiveis perdas causadas pelas pestes sdo aplicados métodos
culturais (como o coroamento) ou quimicos (como o uso de agrotoxicos) de controle. O
controle quimico por meio de iscas toxicas é o mais recomendado para se evitar moscas das

frutas, nesse método se faz uso do agrotoxico organofosforado malatiom, sendo aplicado
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quando os frutos ainda estiverem verdes (Colecdo Plantar — Sapoti, 2005). Entretanto, 0 uso
de agrotdxicos pode causar varios impactos ambientais, afetando os segmentos bidticos e
abioticos do ecossistema.

Um método alternativo para o controle de moscas das frutas se faz uso do
inseticida ‘Spinoad’, como se trata de um produto bioldgico a base de microorganismos,
pouca preocupacdo o produtor ird ter com relacdo a problemas de residuos em frutos (Cole¢édo
Plantar — Sapoti, 2005). De maneira geral, devem ser utilizados agrotdxicos com baixo poder

residual e seletivo quanto aos inimigos naturais da cultura (QUEIROZ et al, 2012).

2. 3 Métodos de preparo de amostra para extracéo de residuos de agrotdxicos

Na determinacdo de residuos de agrotdxicos, os analitos apresentam-se
normalmente em baixos niveis de concentracdo, isso somado a complexidade das matrizes
ambientais e a existéncia de coextrativos que possam interferir na analise instrumental, fazem
dos procedimentos de preparo de amostra um requisito essencial para o estabelecimento de
um método cromatografico sensivel e seletivo destinado a anélise de tracos (TUAN et al,
2009). O preparo prévio da amostra tem por objetivo isolar e concentrar os analitos de
interesse a niveis adequados e remover possiveis interferentes provenientes da matriz da
amostra.

Esses métodos devem, idealmente, ser de facil manipulacdo, de baixo custo,
envolver poucas etapas e promover uma recuperacdo quantitativa sem perdas de analito
(SKOOG et al, 2010). Segundo Dionisio et al (2010), os métodos de preparo de amostra tém
evoluido para atender as demandas analiticas e acompanhar o aumento da eficiéncia
cromatografica.

Dentre os métodos tradicionais, destaca-se a extracao em fase liquida ou extracao
liquido-liquido (ELL), apesar da simplicidade, este método possui a desvantagem de
empregar elevadas quantidades de solventes organicos, sendo potencialmente toxico ao meio
ambiente (CHEN et al, 2008). Além disso, segundo os mesmos autores, a possibilidade de
formacdo de emulsdes pode resultar em varias etapas para separar as fases imisciveis.

Visando suprir essas desvantagens foi desenvolvida a técnica extracdo em fase
solida (EFS), devido ao menor consumo de solvente orgénico, ndo formacdo de emulsdes,
facilidade de automacédo e menor nimero de etapas envolvidas, esta pode ser utilizada como
um método alternativo a ELL (BORGES, FIGUEIREDO e QUEIROZ, 2015). Para Zhang et
al (2012) a técnica EFS é bastante empregada para extracdo e/ou pre-concentracdo dos

analitos em matrizes complexas, contudo tem sido um método bastante utilizado em
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combinagdo com outros métodos de extracdo, sendo seu principal uso na etapa de limpeza. Os
tempos de analises relativamente elevados, os inimeros sorventes existentes que dificultam a
escolha adequada para a aplicacdo desejada e o alto custo dos cartuchos sdo algumas
desvantagens inerentes a esta técnica (JARDIM, 2010).

Como uma alternativa a EFS tradicional, sua miniaturizagcdo a micro extragdo em
fase solida (MEFS) tem ganhado o interesse da comunidade cientifica, pois combina em um
unico procedimento a amostragem, extracdo, concentracdo e injecdo da amostra (BLASCO et
al, 2011). Suas principais vantagens sdo bom desempenho analitico e simplicidade. No
entanto, a MEFS ¢ trabalhosa, pois precisa de condi¢fes rigorosas para promover a extragéo,
o0 equilibrio entre a solugdo da amostra e a fibra pode levar um longo periodo de tempo para
ser estabelecido, além disso, as fibras sdo caras e frageis (ZHANG et al, 2012).

Visando superar as desvantagens dos principais métodos de preparo de amostra ja
mencionados, em 2003 Anastassiades et al introduziram um novo procedimento para extracéo
de residuos de agrotdxicos em alimentos denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged e Safe). Para Costa et al (2014) esse método consiste em uma nova
tendéncia, tornando-se 0 método mais comum para analise de agrotoxicos em alimentos,
especialmente frutas e legumes.

A Figura 2 ilustra a utilizacdo dos principais métodos de preparo de amostra na
determinacdo de residuos de agrotoxicos em frutas nos dltimos anos, utilizando-se o
SciFinder como ferramenta de pesquisa e as mesmas palavras-chave mencionadas no subitem
2.1.1.2, 0o método QUEChERS destaca-se por ser o mais empregado na maioria das matrizes
estudadas. Para Zhang et al (2012), esse método destaca-se por ser robusto, possuindo
excelentes valores de recuperagfes para um amplo nimero de agrotdxicos de polaridades
variadas; é simples, minimizando a introducéo de erros aleatrios comuns em procedimentos

de preparo de amostra; além de rapido e barato.
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Figura 2 — Quantidade de publica¢es envolvendo os principais métodos de preparo de
amostra em diferentes matrizes de frutas durante o periodo de 2005 a 2015 na

determinacéo de residuos de agrotoxicos por cromatografia.
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2.3.1 Método QUEChERS

O método QUEChERS omite muitas etapas analiticas complicadas que séo
habitualmente empregadas em métodos de extracdo multirresiduos tradicionais. Dessa
maneira, 0 método fornece resultados de alta qualidade com um ndmero minimo de etapas
analiticas e com baixo consumo de solventes organicos (PRESTES et al, 2009). Além disso,
segundo Lehotay et al (2007), ensaios de proficiéncia empregando o método QUEChERS
evidenciam que o mesmo é altamente robusto, sendo transferidos com sucesso entre 0s
laboratdrios participantes.

O método original envolve extracdo com acetonitrila, seguida de particdo
provocada pela adi¢do da mistura de sais MgSO4 e NaCl. Contudo, otimizacfes da primeira
versdo do método foram realizadas no sentido de melhorar a extracdo de compostos que
apresentam problemas de estabilidade de acordo com o pH da matriz. Segundo Lehotay et al
(2014) o QUEChERS acetato (adi¢do de acetato de sodio) e citrato (adi¢do de citrato de sodio
dihidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado) sdo empregados em matrizes que apresentam
elevada acidez, proporcionando efeito de tamponamento (pH 4,9 no acetato e 5,0-5,5 no
citrato), permitindo melhores recuperagdes de analitos que apresentam instabilidades em
funcéo do pH.

Um novo método de clean up denominado extracdo em fase solida dispersiva
(EFS-D) foi sugerido juntamente com o método QUEChERS, onde é adicioando ao extrato a
mistura de amina primaria secundaria (PSA) e MgSO, aigro (PRESTES, ADAIME e



ZANELLA, 2011). A Figura 3, ilustra as etapas de execucao das principais versées do método
QUECHhERS.

Andrascikova e Hrouzkova (2013) analisaram 35 agrotdxicos de diferentes classes
em limdes utilizando as trés metodologias do QUEChERS. Os autores concluiram que a
escolha do método QUEChERS é dependente da interagdo analito/matriz, ndo havendo um
Unico método adequado para todos os pesticidas no que diz respeito a recuperacdo e
sensibilidade. No entanto, segundo os autores, 0 método citrato mostrou ser o mais adequado

em termos de linearidade.

Figura 3 — Representacdo das etapas das principais versdes do método QUEChERS: a)

original; b) acetato; e c) citrato.

(a) (b) (c)
Quechers Quechers Quechers
(original) (acetato) (citrato)
Extracio 10g n:mstra 15g nTustrn 10 gnmnstm
10 mL acetonitrila 15 mL acetonitrila 10 mL aoetnmtnla
- -
- -

Anilise cromatografica

Fonte: Prestes, Adaime e Zanella (2011).

2.3.1.1 Extracéo

Um dos pontos fundamentais no desenvolvimento de um método de extracao
multirresiduo é a escolha adequada do solvente de extracdo e da menor quantidade de amostra
gue garanta representatividade estatistica ao resultado final. No desenvolvimento do método

QUEChERS o tamanho escolhido para a amostra foi de 10 g, sendo considerada ideal quando
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comparada a quantidades de 15 a 100 g normalmente utilizadas em outros métodos
(LEHOTAY et al, 2007). Quanto ao solvente de extracdo, a acetonitrila foi o solvente
escolhido, pois possibilita a extracdo de uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos
provenientes da amostra, tais como, ceras, gorduras e pigmentos; proporciona a extracdo de
uma ampla faixa de agrotoxicos com diferentes polaridades e pode ser facilmente separado da
agua presente na amostra por meio de salting out e centrifugacdo (ANASTASSIADES et al,
2003).

Na execucdo do método sdo adicionados 10 mL do solvente, resultando em uma
relacdo de 1 g de amostra por 1 mL, sem envolver etapa de evaporagdo. Este valor é
considerado baixo se comparado a outros métodos de extracdo que normalmente apresentam
uma relacdo entre amostra e solvente de 2 a 5 g por 1 mL no extrato final. Porém, com a
instrumentacdo analitica disponivel atualmente, esta relacdo € considerada adequada uma vez
que valores de limites de deteccdo (LD) entre 10 e100 pg kg™ sdo obtidos para a maioria dos
pesticidas comumente analisados (PRESTES et al, 2009).

2.3.1.2 Particéo

A adicdo de sais para promover o efeito salting out tem sido utilizada em varios
métodos multirresiduo com o objetivo de diminuir a solubilidade de compostos polares na
fase aquosa, bem como a quantidade de dgua na fase organica. Dessa forma, tal procedimento
promove a particdo dos analitos mais polares que estariam solubilizados na agua da amostra
para a fase menos polar (acetonitrila) (ANASTASSIADES et al, 2003).

No método QUEChERS séo utilizados os sais cloreto de sddio (NaCl) e sulfato de
magnésio anidro (MgS0O,). O MgSO, oferece papel fundamental, pois apresenta elevada
capacidade de remover agua quando comparado com outros sais, além de sua hidratacao ser
um processo exotérmico tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra
durante a etapa de particdo, favorecendo a extracdo, especialmente dos compostos apolares
(PRESTES, ADAIME e ZANELLA, 2011).

2.3.1.3 Clean up

A etapa de clean-up é essencial para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que reduz a presenga de compostos
interferentes da matriz, deixando a amostra mais adequada a andlise. Além disso, garante uma

maior vida Util ao sistema analitico.
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A extracdo em fase solida dispersiva (EFS-D) foi desenvolvida juntamente com o
método QUEChERS com o objetivo de obter um extrato final com menor quantidade de
interferentes (PRESTES, ADAIME e ZANELLA, 2011). O uso de uma menor quantidade de
sorvente e solventes, refletindo em menor custo, além de néo haver a necessidade de trabalhar
no formato de cartucho sdo algumas das vantagens desse método quando comparado com 0s
métodos tradicionais (PRESTES et al, 2009). Além disso, a EFS-D permite que a remogéo de
agua residual seja realizada de forma simultdnea com a limpeza do extrato, sendo empregado
sais secantes juntamente com o sorvente, no método QUEChERS faz-se uso do sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) para esta finalidade (CABRERA et al, 2012).

O sorvente empregado na EFS-D é o etilenodiamino-N-propil que é uma amina
primaria secundara (PSA), onde atua como trocador aniénico e pode interagir com 0s
compostos da matriz através de pontes de hidrogénio ou interacdes dipolo-dipolo. A Figura 4
ilustra a estrutura quimica do sorvente. Devido sua estrutura bidentada, com a presenca de
grupos amino primario e secundario, o PSA tem um elevado efeito quelante, que lhe confere o
poder de remover com elevada eficiéncia interferentes da matriz como &cidos graxos livres,
acucares e outros compostos polares (PRESTES et al, 2009; CABRERA et al, 2012).

O PSA pode ser usado em associagdo com carbono ativo ou carbono grafitizado
(GCB). Segundo Wilkowska e Biziuk (2011), devido a grande &rea superficial e a presenca
de grupos altamente polares na superficie, 0 GCB ¢ eficiente na remogdo de pigmentos. No
entanto deve-se ter cuidado com analitos com sistemas ciclicos planares, que podem ser

fortemente retidos resultando em baixas recuperacdes.

Figura 4 — Estrutura quimica do sorvente PSA (etilenodiamino-N-propil).

|
SIS N TN N,

H

Fonte: Cabrera et al, 2012.
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2.3.1.4 AplicacBes do método QUECHhERS na determinacgdo de agrotoxicos em frutas

O método QUEChERS tem sido o método de preparo de amostra mais comumente
empregado na determinacédo de residuos de agrotdxicos em frutas ao longo dos anos devido a
simplicidade nas etapas de execucdo e a confiabilidade de seus resultados quando utilizada
com uma eficiente técnica de deteccdo. A Tabela 4 fornece as aplicagcGes desse méetodo ao
longo dos ultimos quatro anos em varias matrizes de frutas, bem como os niveis de diferentes
classes de agrotoxicos encontrados e a faixa de recuperacdo obtida para determinada técnica
de deteccdo. Pode-se destacar o trabalho de Paz et al (2015), que otimizou e validou
diferentes condices do método QUEChERS para andlise de residuos de agrotdxicos

organoclorados em polpas e frutas de tamarindo.
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Tabela 4 — Uso do método QUEChERS para analise de diferentes classes de agrotoxicos em diferentes frutas relatados na literatura durante os Gltimos quatro anos

(Continua).
Classes de agrotoxicos estudados Frutas N|ve|s_{(mg Recuperagaof Metodo~de Pais Referéncia
kg™) % extracao
Imidazol, Carbamatos, Triazol, Organofosforados, «
. .. . Maca, Pera, Uva, - -
Neonicotinoides, Dinitroanilinas e Outros nd-0,173 - CL-EM/EM Grécia Christia, (2015)
o x - Morango e Banana
agrotoxicos néo classificados
Organofosforados Banana e Mamao - 75,7-118,9 CL-EM/EM Brasil Ler(nzc())sl; al,
Organofosforados,, C_:arbarpatos, F_er_nlamlnas e Melancia ] ] CG-EM/EM Tailandia Wanwimolruk et
Outros agrotoxicos néo classificados al, (2015)
Organofosforados,_ Ca_rbz,i_matos, Imidazol, Goiaba e Mamio nd—3.4 64 153 CL-EM/EM Colémbia Bottero-Coy et al,
Neonicotinbides (2015)
. x Meéxico e Pano-Farias,
Organofosforados, Triazol e Carbamatos Mamé&o e Abacate - 50-94,6 CFS-DAD
Espanha (2015)
. .. . . . Loren l,
Organofosforados, Triazol e Dinitroanalinas Maca, Morango - 70,5-1149 CG-DCE Brasil 0 (; Ozlj; a
Magcé, Laranja, Estados Unidos
Neonicotinoides Morango, Melancia  nd - 0,142 - CL-EM e Nova Chen et al, (2014)

e Meldo

Zelandia
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Tabela 4 — Uso do método QUEChERS para analise de diferentes classes de agrotoxicos em diferentes frutas relatados na literatura durante os tltimos quatro anos

(Continua).

Classes de agrotdxicos
estudados

Frutas

Niveis/(mg kg™)

Recuperac¢do/%

Meétodo de
extracao

Pais

Referéncia

Organofosforados e
Piretroides

Organofosforados,
Carbamatos, Fenilamidas,
Organoclorados e Piretroides

Organofosforados,
Neonicotindides, Triazol,
Imidazol, Estrobilurinas,

Fenilamidas e Outros
agrotoxicos ndo classificados

Piretrdides, Organofosforados,
Organoclorados,
Estrobilurinas,
Dicarboximidas e Outros
agrotoxicos ndo classificados

Organofosforados,
Organoclorados, Piretroides,
Triazol, phenylurea e Outros
agrotoxicos néo classificados

Magd, Uva

Meldo

Cajl

Maca, Laranja

Laranja

0,031 -0,045

nd-1,3

nd — 0,529

75,8 -99,8

77,4-107,8

67114

CG-
EM/ionTrap

CG-EM

CL-EM/EM

CG-EM/EM

CG-EM

india

Brasil

Espanha e
Holanda

Portugal

Chandra, Mahndrakar
e Shndl, (2014)

Shoeibi et al, (2014)

Silva et al, (2014)

Cherta et al, (2013)

Andrascikovaab,
Hrouzkova, Cunha,
(2013)



Tabela 4 — Uso do método QUEChERS para analise de diferentes classes de agrotdxicos em diferentes frutas relatados na literatura durante os ultimos quatro anos

(Concluséo).

" . ] x Me ] A
Classes de agrotoxicos estudados Frutas Niveis/(mg kg™) Recuperacgéo/% ei':?:gage Pais Referéncia
Triazol, Imidazol, Piretrdides, Limdo Andrascikovaah
Organofosforados e Outros ! nd-2,79 71-120 CG-EM Eslovaquia ’
o N e Tangerina Hrouzkova, (2013)
agrotoxicos ndo classificados
Organofosforados, Organoclorados,
Carbamatos, Triazol, Cabamatoe  Maca, Laranja nd - 0,03 53,0 -118,0 GC/TOF-EM Espanha Ceveraetal, (2012)
Piretroides
Uva, Laranja,
e . Morango,
Organofosforados, Neonicotingides g o nd—5,1 73-88 CL-DAD Russia Amelin, et al (2012)
e Imidazol -
Liméo e
Tangerina
Domin I
Organoclorados Morango nd — 0,013 51-121 GC-DCE Portugal omingues et al

(2012)

Fonte: Autor (2016). Nota: CL — Cromatografia Liquida; CG — Cromatografia a Gas; CFS — Cromatografia de Fluido Supercritico; EM/EM — Espectrdmetro de massa
com triplo quadrupolo; EM — Espectrdmetro de massa com simples quadrupolo; EM/ionTrap — Espectrdmetro de massa com ionTrap; EM-TOF — Espectrémetro de
massa com tempo de vdo (time of light); DAD — Detector de arranjo de dinodos; DCE — Detector de captura de elétrons.
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2.4 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
aplicagles na determinacéo de residuos de agrotoxicos em frutas

A cromatografia em fase gasosa (CG) é uma técnica de separacao para substancias
volateis (ou passiva de volatilizacdo) que envolve a percolacdo de um gas de arraste (fase
movel), cuja funcdo é transportar a amostra até o detector, através de uma fase estacionaria,
normalmente um filme liquido colocado diretamente nas paredes da coluna (SKOOG et al,
2010). A interacédo diferenciada dos analitos entre a fase mdvel e estacionéria, no interior da
coluna, iréd separa-los (CHIARADIA et al, 2008). Os componentes basicos de um CG incluem
a fase movel, o sistema de injecdo da amostra, a coluna cromatogréfica, o forno para controle
de temperatura da coluna e o sistema de detec¢do (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Vaérios detectores podem ser utilizados em CG para acusar a presenca dos
componentes da amostra que séo eluidos da coluna. Contudo, a espectrometria de massas tem
sido bastante utilizada em conjunto com a cromatografia, mostrando-se ser a mais poderosa
técnica de deteccdo, oferecendo informacBes qualitativas e quantitativas, possuindo alta
sensibilidade e capacidade de distin¢do entre diferentes substancias com o mesmo tempo de
retencdo (LI et al, 2014). Para Lancas (2009), o acoplamento de um cromatografo com o
espectrometro de massas (EM) combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e
eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de
informagdo estrutural, massa molar e aumento adicional de seletividade).

O espectrometro de massas é basicamente constituido de trés partes: uma fonte de
ionizacdo (normalmente por impacto de elétrons), um analisador de massas e um detector de
ions (normalmente dinodos multiplicadores de elétrons). A Figura 5 ilustra de forma

esquematica o acoplamento GC-EM, bem como seus componentes basicos.

Figura 5 — Representacdo esquematica do acoplamento CG-EM.

Injetor
Sistema
Detector EM Interface Cromatografico Géas de arraste
| | O ~ O
| . ' : /" coluna
Detector  Analisador Fonte de k
de massas lonizacao
%ﬁ Forne
Bomba ) . f5als]
Sistema de vacuo oL

Fonte: CHROMacademy (2014).
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O quadrupolo simples, ou espectrdmetro de massas quadrupolar de transmissao, €
o0 analisador mais comum utilizado no acoplamento cromatografia a géas/espectrometria de
massas (CG-EM) devido ao baixo custo e possibilidade em se trabalhar no modo
monitoramento seletivo de ions (SIM) ou no modo monitoramento de ions extraidos (IE)
(PAVIA et al, 2010).

Ao se trabalhar no modo SIM, o espectrdmetro de massas € ajustado para
monitorar apenas alguns poucos valores de massa/carga (m/z) (no maximo até cinco valores).
O que se faz é primeiramente gerar o cromatograma de ions totais (TIC), em que toda a faixa
de ions (todas as razGes m/z) de cada composto que elui da coluna sdo detectadas, gerando
assim o espectro de massas para cada substancia, s6 entdo pode-se escolher os valores de m/z
que serdo monitorados no modo SIM para o analito de interesse (HARRIS, 2013).

Contudo, nos espectrometros de massas mais modernos, escolhe-se uma faixa
ampla de ions que serdo monitorados no modo TIC, exemplo (m/z de 50-500), e todo o
espectro de massas de cada composto € registrado separadamente durante a corrida
cromatografica. Assim, alguns valores de m/z, dentro da faixa monitorada, podem ser
selecionados, para apenas 0 espectro que os contém apareca na tela, gerando o cromatograma
de IE (HARRIS, 2013). Por exemplo, ao selecionar m/z de 109, 185 e 220, apenas a
intensidade do analito que apresenta essas trés massas serd mostrada, apesar de todos 0s
valores dentro da faixa de 50 a 500 serem medidas. O modo SIM e o IE aumentam a
seletividade e melhoram a sensibilidade, diminuindo a resposta do instrumento a tudo que
possa interferir na medida.

De maneira geral, diversos trabalhos tém sido reportados na literatura sobre a
determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos por CG-EM. Guedes et al (2016), por
exemplo, analisou 21 multiclasses de agrotdxicos em goiaba utilizando 0 método QUEChERS
e deteccdo por CG-EM. E Fernandes et al (2011), utilizou o0 método QUEChERS no preparo
de amostra para andlise de 14 organoclorados em morangos por GC-EM. A Tabela 5 fornece
aplicacbes do CG-EM como técnica de separacdo e deteccdo, para analise de diferentes
classes de agrotoxicos em varias matrizes de frutas. A Tabela 5 também traz os niveis

encontrados dos analitos estudados, bem como a faixa de recuperagéo obtida.



Tabela 5 — Uso de CG-EM para analise de diferentes classes de agrotdxicos em diferentes frutas relatados na literatura (Continua).
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Niveis/(mg Recuperacdo/ Metodo de

Classes de agrotdxicos estudados Frutas k™) % extragsio Pais Referéncia
Organofosforados, Carbamatos, Fenilamina, . . Shoeibi et al,
Organoclorados e Piretroides Meldo 77,4-107.8  QUECHERS Ira (2014)

Organofosforados, Organoclorados, Piretrdides,
Triazoles, Feniluréia e outros agrot6xicos nao Laranja nd — 0,529 - QUEChERS  Portugal
classificados

Triazoles, Imldazoles,, P_lretr0|~des, Org_:]a.nofosforados e Liméo, Tangerina  nd — 2,79 21120 QUEChERS Eslovaqui
Outros agrotdxicos nédo classificados
Organoclorados Morango nd—3,2 - MESD Portugal
Organofosforados, Triazoles, Carbamatos e Uva, Morango ) 68 _ 126 EFS Cihna
Organoclorados
: . Brasil e
Organofosforados, Triazoles e Imidazoles Mango - 97 - 144 EFS
Portugal
Organoclorados Maca, Pera - 84,0-158,0 QUuEChERS  Poldnia
fosf Piretroi I :
Organofosforados, Piretroides, Organoclorados, Uva nd—1.33 7921000 QUEChERS  Turquia

Triazoles, Imidazoles e Dicarboximida

Andrascikovaab,
Hrouzkova, Cunha,
(2013)

Andrascikovaab,
Hrouzkova, (2013)

Domingues et al,
(2012)

Yang et al, (2011)

Barreto et al,
(2011)

Cieslik et al,
(2011)

Turgut, Ornek,
Cutright, (2011)



Tabela 5 — Uso de CG-EM para andlise de diferentes classes de agrotoxicos em diferentes frutas relatados na literatura (Concluséo).

Niveis/(mg

Classes de agrotdxicos estudados Frutas k)

Recuperacao/%

Meétodo de
extracao

Pais

Referéncia

Triazoles, carboximides e Estrobilurinas Uva nd - 0,01 68 - 120

Organofosforados, Triazoles, Carbamatos, imidazoles

e Estrobilurinas Mango nd - 0,55 71,64 - 117,52

Organofosforados, Triazoles e Piretréides Maga, Peraz - 62 - 113
Uva e Laranja

Carbamatos, Triazoles e Anilidas Banana nd 72 -103

MESD

MEFS

MESD

MEFD

Espanha

Brasil

Espanha

Brasil

Lagunas-Allue,

Sanz-Asensio,

Martinez-Soria,
(2010)

Menezes Filho,
Neves dos
Santos, Pereira,
(2010)

Ramos, Gozalez,
Ramos, (2009)

Aquino,
Navickiene,
(2009)

Fonte: Autor (2016). Nota: MESD — Micro extracdao em fase sélida dispersiva; EFS — Extracdo em fase solida.
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2.5 Validagdo de métodos analiticos

A necessidade de se mostrar medi¢des quimicas com qualidade e confiabilidade
estd sendo cada vez mais exigida, uma vez que dados analiticos ndo conformes podem
conduzir a decisfes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Portanto, para garantir
que um método gere informacGes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avalicdo denominada validacdo (LANCAS, 2009).

A validacdo de determinado procedimento analitico objetiva demonstrar que o
mesmo € adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de desempenho
avaliados atendem aos critérios de aceitacdo preconizados (RIBANI et al, 2004). Segundo a
resolucdo ndmero 899 da ANVISA, a validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a
qualidade metroldgica dos resultados (ANVISA, 2003).

De acordo com o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
(INMETRO), a validagdo é necessaria sempre que um método existente for modificado ou
guando um método totalmente novo for desenvolvido (INMETRO, 2003). No Brasil ha duas
agéncias credenciadas para verificar a competéncia dos laboratdrios de ensaios, a ANVISA e
o INMETRO, que disponibilizam guias e manuais para o procedimento de validag&o.

Os parametros analiticos normalmente determinados para validacdo de métodos
de separacédo sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de
guantificacdo. Estes termos sdo conhecidos como pardmetros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e, algumas vezes, como figuras analiticas de mérito (RIBANI
et al, 2004).

2.5.1 Seletividade

A seletividade de um procedimento analitico é a capacidade em identificar o
analito em misturas ou matrizes complexas sem interferéncia de outros componentes de
comportamento semelhante (BRITO et al, 2003). Se 0 método produz respostas para varios
compostos, mas pode distinguir a resposta do analito da de outros, € chamado de seletivo
(INMETRO, 2003). Portanto, em cromatografia, esse pardmetro garante que o pico de
resposta, seja exclusivamente do composto de interesse.

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um meétodo
instrumental, se ndo corretamente assegurada comprometera seriamente as outras figuras de
mérito como linearidade, exatiddo e precisdao (RIBANI, 2004). Uma maneira de se avaliar a

seletividade é por comparacdo da resposta instrumental obtida apds tratamento da matriz
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isenta das substancias de interesse com a resposta da matriz na presenca das substancias
(padréo), onde nenhum interferente deve eluir no tempo de retencéo do analito alvo (MAPA,
2011). No entanto, a utilizacdo de detectores modernos (arranjo de diodos ou espectrdmetro
de massa) permitem avaliar a seletividade através da comparacao do espectro do pico obtido
na separacdo com o de um padrdo, garantindo uma identifica¢do inequivoca do analito através
do grau de similaridade obtido (MAPA, 2011; RIBANI et al, 2004).

2.5.1.1 Efeito Matriz

Os possiveis efeitos matriz nos resultados das analises devem ser avaliados
durante o processo de validacdo. Na pratica o efeito matriz € um estudo de seletividade que
objetiva averiguar as possiveis interferéncias causadas por diversas substancias que compdem
a matriz amostral, gerando fendmenos de superestimacdo ou subestimacdo do sinal
instrumental (MAPA, 2011). Esse efeito se torna mais pronunciado em anélises de amostras
complexas, como € o caso de frutas, vegetais, vinhos, etc (PINHO et al, 2009).

Para Pinho et al (2009), um método que minimize os efeitos de matriz é de
extrema importancia para que haja uma quantificacdo exata, uma vez que nenhum € eficiente
em elimina-lo por completo. Um dos meios de se avaliar o efeito matriz é por comparagéo da
inclinacdo da reta da curva de calibragéo preparado em solvente puro com a inclinagao da reta
da curva preparada com os analitos no extrato da matriz branca (SANTIAGO DA SILVA et
al, 2012).

2.5.2 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade de o procedimento fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (INMETRO, 2003; MAPA, 2011 e ANVISA, 2014). Esse
parametro é avaliado através de uma relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo da
espécie quimica de interesse. Essa relacdo muitas vezes pode ser expressa como uma equacao
de reta chamada curva analitica ou curva de calibracdo, obtida a partir de sinais medidos para
diferentes concentragdes ja conhecida da espécie quimica (BRITO et al, 2003).

A curva analitica pode ser construida por padronizacdo externa, padronizacao
interna, superposicao da matriz ou adicdo de padrdo. Na préatica, recomenda-se que no minimo
cinco pontos, que ndo incluam o ponto zero devido aos possiveis erros associados, formem a
curva (INMETRO, 2003; ANVISA, 2015).
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A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da equagéo da
regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados (INMETRO, 2003). Dessa
forma, a parir dos pontos experimentais, pode-se obter os valores dos coeficientes de
regressdo (coeficiente linear — a e coeficiente angular — b) e do coeficiente de correlagéo (R).
Este altimo, permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo
da unidade, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al, 2004).

Como os desvios da linearidade sdo muitas vezes dificeis de serem detectados
visualmente e 0 R pode muitas vezes fornecer uma medida superficial da correlagéo, pode-se
verificar a adequacdo da linearidade por meio de testes estatisticos de significancia da
regressao linear através do teste F de Hartley e dos parametros de calibracdo por meio do teste
t de student (INMETRO, 2003; RIBANI et al, 2004).

2.5.3 Sensibilidade

Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito, como
por exemplo andlise de tracos, é importante saber qual o menor valor de concentracdo que
pode ser detectado e quantificado pelo método (INMETRO, 2003). Segundo Harris (2013), a
sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, de forma confidvel e mensuravel, as
variacdes de concentracdo do analito.

Dessa forma, define-se limite de deteccdo (LD) a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental; e limite de quantificacdo (LQ) a
menor concentracdo da substancia que pode ser medida com veracidade e precisdao (RIBANI
et al, 2004).

Para Ribani et al (2004), uma das maneiras de se estimar os valores de LD e LQ é

por meio da utilizacdo dos parametros da curva de calibracdo segundo as equagdes abaixo:

D=3/, e 1Q=10.%,

Onde:
Sa = desvio padrédo do coeficiente linear da curva analitica;
b = coeficiente angular da curva analitica.
No entanto, em métodos sensiveis, como o0s cromatograficos acoplado a

espectrometria de massa, a substancia alvo passa por inimeras etapas désde que € injetado até
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chegar ao detector, e uma pequena diferenca na concentracdo do analito causa grandes
variacBes no valor do sinal analitico medido, dando elevados valores de desvio padrdo
(BRITO et al, 2003). Uma maneira mais eficiente de se estimar esses parametros em
cromatografia consiste no método das diluices sucessivas através da relagéo sinal/ruido.
Nesse método € feita a comparacdo entre a medicdo dos sinais obtidos em baixas
concentragcdes conhecidas do composto de interesse na matriz e de um branco (matriz isenta
do composto de interesse) (MAPA, 2011). Quando o sinal é 3 vezes maior que o ruido ele é
prontamente detectavel, apesar de ainda ser pequeno demais para uma medida exata,
correspondendo, portanto, ao LD; sé quando a relacdo sinal/ruido € igual a 10, tem-se a menor
quantidade que pode ser medida com determinada exatid&o, correspondendo ao LQ (MAPA,
2011; Harris, 2013). Dessa forma, quanto menor o nivel de concentracdo que representa o LQ,

mais sensivel é o método e mais precisa torna-se a medicdo (RIBANI et al, 2004).

2.5.4 Preciséo

A precisdo é a reprodutibilidade de um resultado determinado em circunstancias
especificas de medicdo, avaliando a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma
amostra (HARRIS, 2013). Normalmente é expresso em termos do coeficiente de variacéo
(CV) de diversas medidas de acordo com a equacéo abaixo (BRITO et al, 2003):

S
CV/% = 7:X 100

Onde:
S = desvio padrao das varias medidas;

M = média das varias medidas.

O INMETRO (2003) sugere no minimo 7 repeticBes para o calculo do desvio
padrdo. Em métodos de anélise de tracos ou impurezas, sdo aceitaveis CV de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al, 2004). Uma das formas de estimar a
precisdo € por meio do método da repetitividade.

Repetitividade ¢ o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢cGes de medicéo,
chamadas de condigcOes de repetitividade que s&o: mesmo procedimento, mesmo analista,
mesmo instrumento usado sob mesmas condic¢des, mesmo local e com repeticdes em curto
espaco de tempo (INMETRO, 2003).
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2.5.5 Exatiddo

A exatiddo representa o grau de concordancia entre o valor de referéncia do
analito aceito como verdadeiro na amostra e 0 estimado pelo processo analitico (RIBANI et
al, 2004). Os quatro métodos principais, propostos para avaliar a exatiddo de um método, sao
baseados no uso de material de referéncia certificado, na comparacao entre 0 método proposto
com um de referéncia, no uso de ensaios de recuperagdo na matriz e através da construcao de
uma curva de calibracdo pelo método da adicdo padrdo (BRITO et al, 2003).

Como nem sempre materiais de referéncia encontram-se disponiveis devido a
abrangéncia limitada de matrizes e de analitos, e muitas vezes o método analitico de
referéncia ndo estd prontamente acessivel, 0s ensaios de recuperagdo constituem 0s mais
usados para validacdo de processos analiticos (HARRIS, 2013).

A recuperacdo é definida como a proporcdo da quantidade da substancia de
interesse, adicionada na porcéo analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser
quantificada (RIBANI et al, 2004). De acordo com o MAPA (2011), este ensaio tem por
objetivo corrigir o resultado suscetivel aos erros sistematicos oriundos de todas as etapas da
marcha analitica até a realizacdo da leitura da resposta instrumental.

A recuperacgdo do analito pode ser estimada pela anélise de amostras adicionadas
(fortificadas) com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras devem ser fortificadas
com o analito em pelo menos trés diferentes niveis de concentra¢es considerados alto, médio
e baixo, da faixa de uso do método (ANVISA, 2014). A limitacdo deste procedimento € que a
substancia alvo muitas vezes é adicionada em uma forma mais facilmente detectavel que a
presente na amostra, podendo ocasionar em avaliagdes excessivamente otimistas da
recuperacao (INMETRO, 2003).

O intervalo aceitavel de recuperacdo para analise de residuos, geralmente sdo
entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20% (ANVISA, 2014). Porém é importante
considerar que a eficiéncia do método pode variar em fungdo da concentracdo da substancia
na amostra, de maneira que a recuperacdo pode diferir substancialmente a altas e baixas
concentracdes de fortificacdes, portanto, dependendo da complexidade analitica e da matriz, e
quando se trabalha a niveis tragos, uma faixa mais ampla (entre 50 e 120%, com precisdo de
15%) pode ser aceita (RIBANI et al, 2004).

2.5.6 Robustez

O estudo de robustez de um procedimento analitico procura avaliar o quéo

suscetivel o resultado analitico é as variagdes nas condi¢fes experimentais (MAPA, 2011).

Portanto, diz-se que um método € robusto se ele ndo é afetado por pequenas modificacdes
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deliberadas em seus pardmetros (RIBANI et al, 2004). Nos testes de robustez séo aplicados
experimentos estatisticos que examinam, simultaneamente, os efeitos de alteragdo em
diferentes varidveis do método (BRITO et al, 2003). No caso de métodos cromatograficos, as
variacOes referem-se a diferentes tipos de colunas, fluxo, programacdo de temperatura e
natureza do gas de arraste no caso de CG, bem como o tempo e pH de extragdo, agitacdo,
entre outros fatores no preparo de amostra (LANCAS, 2009).

Segundo o MAPA (2011), todas as possiveis variacbes das condigdes
experimentais, que podem ocorrer durante a rotina analitica, devem estar respaldadas pelos
estudos de robustez, pois tais variagdes podem ser as alteracdes que podem ocorrer quando o
método € transferido para outros laboratorios, analistas ou equipamento. Portanto, quanto
maior a robustez de um método, maior serad sua precisdo e maior a portabilidade para outros

laboratdrios interessados na execucéo de tal procedimento (INMETRO, 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a andlise qualitativa e
quantitativa de oito agrotdxicos organofosforados em amostras de sapoti (Manilkara zapota)
por métodos cromatogréaficos acoplado a espectrometria de massa, empregando o0 QUEChERS
no preparo de amostra.

3.2 Objetivos Especificos
v Testar o uso do UPLC-QTOF-MS e do CG-EM na validacdo do método;
v' Otimizar as condi¢des cromatograficas para obtencdo de cromatogramas dos oito
agrotoxicos com boa resolucéo;
v Validar as condi¢des cromatograficas otimizadas para a determinacédo dos agrotoxicos
em amostras de sapoti empregando o método de extracdo QUEChERS;
v Aplicar a metodologia desenvolvida em frutas de sapoti obtidos de diferentes

localidades da cidade de Fortaleza-CE e em polpas de diferentes marcas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Os experimentos realizados neste trabalho foram executados no Laboratério

Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria (Embrapa), em parceria com o Laboratério de Analises de Tracos (LAT) da
Universidade Federal do Cearas (UFC).

4.1 Reagentes, solventes e materiais utilizados

v

AR NN

LN N N N N N N NN

Acetonitrila 99,9% (v v'*) grau UV/HPLC/Espectroscépico (Tedia);

N-Hexano 97% (v v'') grau UV/HPLC/Espectroscopico (Vetec);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q UV3® (resistividade de 18,2 MQ cm);
Amina priméaria secundaria (PSA) com tamanho de particulas de 40 um (Sigma
Aldrich, 50 gamas (g));

Carvéo (carbono grafitizado) (Sigma Aldrich, 50 g);

Citrato de sodio tribasico P. A. (Vetec, 500 g);

Sulfato de magnésio anidro P. A. (Vetec, 500 g);

Cloreto de Sadio P. A. (Sigma Aldrich, 500 g);

Hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado 99% P. A. (Sigma Aldrich, 50 g);
Detergente faixa neutra (pH 6,5 a 7,5);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 5 mL;

Gas Hélio (99,99%) — usado como fase movel,

Metanol 99,9% (v v'*) UV/HPLC/Espectroscopico (Tedia);

Mix padrdo analitico de oito agrotoxicos organofosforados (gutiom, clorpirifés,
diclorvés, dissulfotom, etoprofos, fenclorfés, parationa-metilica e protiofés) 2000 mg
L™ em hexano:acetona (9:1) (Sigma-Aldrich);

Tubos para centrifuga tipo Falcon, capacidades 15 e 50 mL, fundo c6nico, em plastico
polipropileno;

Tubos de Eppendorf;

Pipeta de pasteur de vidro.

4.2 Limpeza das vidrarias

Os materiais utilizados foram lavados com detergente faixa neutra (pH 6,5 a 7,5),

agua destilada e com &gua ultra purificada em sistema Milli-Q. O procedimento de secagem

adotado para as vidrarias volumétricas foi secagem lenta (onde as mesmas foram mantidas
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expostas ao ar) e para as nao volumétricas foram secas em estufa mantida a 150°C por 30

minutos.

4.3 Teste utilizando 0 UPLC-QTOF-MSE

Na tentativa de identificar os compostos por cromatografia liquida (CL) diversas
condices foram testadas, para o teste foi utilizado uma solugdo padrdo mix 1 mg L™. Esta
solucdo foi obtida a partir de um mix de 100 mg L™ dos agrotoxicos através de diluicido com
metanol grau HPLC, partindo-se inicialmente do padrdo analitico de 2000 mg L™ também
diluindo-se com metanol ultra puro para obtencio do mix de 100 mg L™.

O gradiente de eluicdo utilizado permaneceu 0 mesmo em todas as injegdes,
variando-se a fase organica de 2 a 98 % durante 20 minutos, o fluxo foi mantido na vazéo
0,45 mL min™ e o volume de injecdo (VI) de 5 uL. Primeiramente 0,1 % (v v*) de &cido
formico em agua e 0,1 % (v v'') de &cido formico em acetonitrila foram utilizados como fase

movel.

4.4 Preparo da solucdo estoque para analise em CG-EM

A solucdo padréo estoque dos agrotdxicos foi preparada a partir da solucdo mix
dos organofosforados (2000 mg L™). Inicialmente, transferiu-se 50 pL da solucdo mix para
um baldo volumétrico de 10 mL com um micropipetador automatico e aferiu-se o volume
com hexano, afim de obter uma soluc&o de 10 mg L™. A partir desta solucdo, transferiu-se
500 pL para um baldo volumétrico de 5 mL, aferindo-se o volume final com hexano e

obtendo uma solucgo padréo estoque de trabalho na concentragdo de 1 mg L™

4.4.1 Preparo das solucdes padrdo para obtencdo das curvas analiticas no solvente e na
matriz

Foram construidas curvas de calibracdo no solvente e na matriz para posterior
verificacdo de possiveis componentes da amostra que possam interferir positivamente ou
negativamente no sinal referente aos agrotdxicos detectados no estudo.

Devido as diferentes sensibilidades dos analitos em estudo, decidiu-se trabalhar
em uma ampla faixa de concentragdo, preparando-se solugdes padréo desde 5 ug L™ até 5 mg
L™ totalizando-se 16 pontos. Dessa forma, para os analitos mais facilmente detectaveis, foram

obtidos dois tipos de curva, uma para elevadas faixas de concentracdo e outra para baixos
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niveis de concentracdo. As solugdes padrdo preparadas para o estudo foram de 5, 10, 15, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 e 5000 pg L™.

Para construgdo da curva analitica no solvente, os padrdes de 5 a 250 pg L™ foram
preparados através de diluicBes com hexano de aliquotas da solucdo estoque de 1 mg L™,
obtida de acordo com o item 4.4. Ja os padrdes de concentracGes mais elevadas (500 a 5000
ng L) foram preparados diluindo-se aliquotas da solucdo de 10 mg L™

Para a construcdo da curva na matriz, procedeu-se o preparo de amostra da fruta
sapoti, descrito posteriormente no item 4.7. E em vez de ressuspender o residuo da amostra
em hexano puro, utilizou-se 1 mL de cada um dos 16 pontos preparados anteriormente,
obtendo-se assim 0s componentes da matriz diluidos em hexano juntamente com o0s

agrotoxicos em 16 niveis de concentrag&o.

4.5 Condicdes cromatogréficas

O método cromatografico foi desenvolvido no sistema CG-EM / Agilent
Technologies (modelo 7890B do CG e 5977A do EM). A Figura 6 mostra o sistema
cromatografico utilizado no estudo. O gas de arraste utilizado foi o gas hélio (99,99%) na
vazdo de 1,0 mL min™, coluna capilar HP5-S da Agilent com dimensdes de 30 m x 0,25 mm
d.i. (didmetro interno) e 0,25 um de espessura de filme da fase estacionaria com composicéao
5% fenil e 95% polidimetilsiloxano. O injetor operou no modo splitless (sem divisdo de
fluxo). O espectrdmetro de massa operou no modo de ionizacdo por impacto de elétrons (IE) a

70 eV, com fonte de ions a 240°C e temperatura da linha de transferéncia de 240°C.

Inicialmente injetou-se 1,0 pL do padrdo com a Temperatura do Injetor (TI)
mantida a 170°C com a seguinte programacédo de temperatura: temperatura inicial de 100°C
durante 1 min, seguindo com aquecimento de 12°C/min até 165°C, aumentando-se a
temperatura com aquecimento de 10°C/min até 300°C permanecendo por 2 min.,
correspondendo a um tempo de corrida de 21,9 minutos, como ilustra a Figura 7. Essas

condigdes foram obtidas de acordo com o estudo de LU et al (2013).

Outros testes foram realizados mantendo a mesma programagéo de temperatura,
porém a temperatura do injetor (T1) foi elevada para 240°C com um Volume de Injecdo (V1)
de 5 pL.
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=

Fonte: AL (2016

Figura 7 — Programacéo de temperatura utilizado no estudo
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Fonte: Autor (2016)

4.6 Amostragem

Com o objetivo de realizar uma analise qualitativa e quantitativa dos agrotoxicos,
foram coletadas amostras de frutas de sapoti (Manilkara zapota) de 10 supermercados de
redes distintas na cidade de Fortaleza-CE abrangendo os bairros Cidade dos Funcionarios
(P1), Edson Queiroz (P2 e P3), Parangaba (P4 e P5), Maraponga (P6 e P7), Itaperi (P9), Bela

Vista (P8) e Centro (P10), como especificados na Figura 8. Alem da obtencdo de polpas da
fruta de trés diferentes marcas (M1, M2 e M3).
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Apos a coleta, as amostras foram imediatamente levadas ao laboratério, onde o
fruto in natura foi fracionado e em seguida integralmente processado em um
multiprocessador de alimentos doméstico. As amostras foram armazenadas em frascos de
vidro previamente limpos de acordo com o item 4.2 e mantida em freezer a temperatura de -
4°C até realizagdo dos experimentos.

Figura 8 — Pontos de amostragem da fruta do sapoti
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Fonte: Google Earth, modificado pelo autor (2016)

4.7 Preparo de amostra para os estudos de validagéo

Para os estudos de validagdo foram utilizados amostras do fruto obtidos do
supermercado intitulado como P4, que foi transportado para o laborat6rio para execucdo do
preparo prévio.

O método QUEChERS citrato, descrito por Anastassiades et al (2003), foi
utilizado como procedimento de preparo de amostra por ser bastante eficiente na extragdo de
agrotoxicos em matrizes ambientais, tais como frutas. Contudo, uma etapa a mais foi
adicionada ao método com o objetivo de deixar o extrato final mais adequado para analise
cromatografica.
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4.7.1 Procedimento de extracdo e limpeza pelo método QUEChERS citrato

Inicialmente 10 g de amostra de sapoti previamente processada foi pesada
diretamente em um tubo Falcon com capacidade de 50 mL, onde foi adicionado 10 mL de
acetonitrila (grau cromatografico) de acordo com a proporcéo descrita pelo método (1 mL de
acetonitrila para 1 g de amostra), seguida de agitacdo por 1 minuto em agitador virtex. Apos a
agitacdo, adicionou-se uma mistura de sais contendo 4,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1,0
g de cloreto de sodio, 1,0 g de citrato de sodio tribasico e 0,5 g de hidrogenocitrato de sddio
sesquihidratado que foram anteriormente pesados, seguido de agitagdo manual do tudo para
evitar formacdo de noédulos. Em seguida, procedeu-se com agitagdo por 1,0 minuto usando
vortex e centrifugacdo por 10 minutos na velocidade de 3000 rpm para obtencéo do extrato
(Figura 9).

@ura 9 — llustracdo do procedimento de extracdo da amostra pelo método QUEChERS citrato.

agitagdo manual
+ agitacdo

4g Mg504 (anidro)
+1g NaCl + 1g

vartex por 1 min
+ centrifugacdo

CeHsMasz07.2Hz0 ~
10 mL de +0,5¢ por 10 min a
acetonitrila CsHaNaz0s 3000 rpm ,
xxxxxxxxxxxxxxxx E Extrato Plil'l'lElfiCl

de acetonitrila

1 min L I \
’ por - P, T

Residuo de
amaostra + zais

10 g amostra

Fonte: Autor (2016)

Apés a etapa de extracdo, uma aliquota de 1 mL da fase liquida de acetonitrila foi
transferida para um tubo Falcon de capacidade de 15 mL, contendo os absorventes de
limpeza, 150 mg de sulfato de magnésio (MgSO,) anidro, 150 mg de amina priméria
secundaria (PSA) e 50 mg de carbono grafitizado (GCB). Em seguida agitou-se por 1,0
minuto em agitador vortex para promover a dispersdo dos sorventes no extrato primario da
matriz e centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm, obtendo-se o extrato pos clean up que foi

transferido para um tubo de eppendorf (Figura 10).
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Figura 10 — llustracdo do procedimento de clean up.
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Fonte: Autor (2016)

Contudo, o extrato final do método apresenta-se em acetonitrila. Devido a
possibilidade de sobrecarga do liner, uma vez que a acetonitrila apresenta um elevado volume
de expansdo, e com a finalidade de manter o extrato final mais parecido com a solugdo do
padrdo analitico (em hexano), uma etapa de ressuspensdo foi adicionado ao método. Dessa
forma, o solvente inicial foi evaporado em uma centrifuga a vacuo modelo SpeedVac (Marc
& Therc) como ilustrado na Figura 11. Ao residuo obtido apds evaporacdo (Figura 11c), foi
adicionado 1 mL de hexano grau cromatografico, agitou-se no vortex e transferiu-se a solucao
obtida para um vial com ajuda de uma pipeta de pasteur de vidro, para posterior injecdo no
sistema cromatogréfico.

Figura 11 — (a) aparelho SpeedVac utilizado nos experimentos; (b) Interior do

equipamento, com o0s tubos eppendorf posicionados; (c¢) Residuo obtido apds

1

evaporacéo.

Fonte: Autor (2016)
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4.8 Efeito matriz
A avaliacdo da existéncia de efeito matriz no extrato de sapoti nas analises por
CG-EM, foi realizada mediante comparacdo dos coeficientes angulares obtidos pela curva de

calibracdo no solvente e na matriz, conforme equacéo 1:

(by, — by)x100 1)

EM =
bs

Onde:
bm = coeficiente angular da curva na matriz;
bs = coeficiente angular da curva no solvente;
EM = Efeito Matriz.
N&o é considerado a existéncia de efeito matriz para as relacdes que ficarem no
intervalo de -10% < EM < 10% (SANTIAGO DA SILVA et al, 2012 e DAYANA DOS
SANTOS, 2013).

4.9 Parametros de validacdo do método CG-EM

A validagdo do metodo analitico envolveu o estudo dos parametros: seletividade,
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddo,
conforme as recomendacBes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteciento (MAPA),
seguindo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica: Residuos e contaminantes em

alimentos (MAPA , 2011). Para este estudo utilizou-se amostras de sapoti provenientes do P4.

4.9.1 Seletividade

Para o estudo de seletividade, utilizou-se os principais fragmentos (quantificacédo
e confirmacdo) do espectro de massa de cada analito para obter os seus respectivos
cromatograma de IE. Além disso observou-se a similaridade do espectro de massa de cada

composto com o espectro do padrdo presente na biblioteca do instrumento.

4.9.2 Linearidade

Para o estudo da linearidade foram preparadas curvas de calibracdo no solvente e
na matriz conforme subitem 4.4.1. Para um bom ajuste linear da faixa de concentracéo
adotada foi considerada a aproximacdo do coeficiente de determinacgao (R%) com 1. Além
disso, foram feitos testes estatisticos para verificar a significancia da regressdo linear e dos

parametros de calibracdo da curva escolhida para quantificacdo dos analitos em amostras
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reais. Os testes foram realizados através de calculos estatisticos de desvio padrdo dos valores
do coeficiente linear (a), angular (b) e dos desvios verticais (no eixo y) segundo as equacoes

2, 3 e 4, respectivamente:

SZ — SZY'Z(XZL') (2)
a D
s?,.n
= —p— 3)
%(d*)
ey “

Onde: s, = Desvio padrio do coeficiente linear;
Sp = Desvio padrao do coeficiente angular;
Sy = Desvio padréo no eixo y;
X; = Valores individuais de x;
N = namero total de pontos da curva;

d; = Desvio vertical de cada ponto;
. . Z(xzi) Z X
D = Determinante, dado da seguinte forma:
Y
Apos obtencéo dos valores de S,, Sy e Sy, utilizou-se o teste ‘t de student’” para os
parametros de calibragdo e o teste F para a analise de regressao linear, através das seguintes
formulas:

lb—1l _ la—0]

Cealep = Sh s tealca = Sq Feqie =

Smax )

2,
Smln

29

Onde “Syx € Smin  epresentam o maior e menor desvio padrdo calculado para as
réplicas em cada nivel de concentracdo da calibracdo, respectivamente. De maneira que, se
tcalculado > tabelado COM UM nivel de confianca de 95%, o parametro é significativo e deve ser
mantido na equacdo da reta, porém se tipelado > tcalculado, O Parametro de calibracdo é
insignificativo devendo ser excluido. Da mesma forma, se Fcaculado > Ftabelado Para 95% de
confianca, a regressdo linear é significativa, caso contrario, Se Fiapelado > Fealculado, NA0 €Xiste

relacdo linear entre 0s eixos x e y, mesmo com um bom valor de R2.
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4.9.3 Exatidao e precisdo

A exatiddo foi estimada através do estudo de recuperacdo, onde contaminagdes
intencionais foram feitas na amostra da fruta do sapoti em diferentes niveis de concentragédo
para posterior extracdo e clean up pelo método QUEChERS. Para as fortificacGes, diferentes
aliquotas da solucdo padrdo de 10 mg L™, preparada de acordo com o item 4.4, foram
adicionadas ao tubo de centrifuga com a amostra j& pesada. Para o célculo da porcentagem
(%) recuperada utilizou-se a seguinte equacao (6), comparando-se os resultados obtidos com
os recomendados pela resolu¢cdo ANVISA n°899/03 de 70 a 120%.

. 3 Cr — C
Yo recuperagao = C—aX 100 ©)

Onde: C ¢ = Concentragdo do analito na amostra contaminada intencionalmente;

C; = Concentragdo do analito na amostra ndo contaminada intencionalmente;

C, = Concentragio adicionada.

A precisdo foi obtida utilizando-se o método da repetitividade, calculando-se o CV das

areas obtidas apos 10 injegdes da solugdo padrio de 1 mg L™ no sistema cromatografico.

4.9.4 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

Os LD’s e LQ’s foram estimados através de inje¢des sucessivas das solugdes
padrdo preparadas de acordo com o subitem 4.4.1, partindo-se da menor diluicdo até o nivel
de concentracdo que resultou em uma relacdo sinal/ruido de 3 e 10 respectivamente, obtendo-

se, assim, LD’s e LQ’s pelo método das dilui¢gdes sucessivas.

4.10 Conversao da relagdo massa/volume (pg L) para relacdo massa/massa (mg kg™)
Ap0s obter os resultados a partir da curva de calibracdo, é necessario converte-los
para que fiqguem de acordo com unidades estabelecidas pelas legislacbes. Como
esquematizado na Figura 12, durante o procedimento do método QUEChERS, 1 mL do
extrato, apds a etapa de limpeza, é levado para a centrifuga SpeedVac, onde em seguida sera
ressuspendido em hexano com o0 mesmo volume de solvente que havia anteriormente, seguido

de injecdo cromatografica de uma aliquota desta solugdo. Portanto pode-se concluir que a
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concentra¢do do analito adquirida apds tratamento dos dados através da curva calibracéo, é
aquela do extrato primario.

Figura 12 — Esquema ilustrando a obtenco da concentragdo do analito no extrato em pg L™

1 mL do Ressuspengdo com 1
extrato é Transferéncia da . mL de hexano e
levado para solucdo para um Evaporagdo do transferéncia  para
clean up eppendorf solvente

um vial

N~ NI N

‘ Inje¢do no CG-EM

Extrato
primario

Solugdo
apos
limpeza

Fonte: Autor (2016)

De posse da concentracdo do analito no extrato primario em pg L™ e através da
aplicacdo da equacdo abaixo (7), obtemos a concentracdo estimada do analito no fruto em mg
kg™t.

Cext (Mg LHYXVv (L)

Cr =
F m, (kg)X 1000

[mg kg™ "

Onde: Cg = Concentracao do analito na amostra;
Cext = Concentracdo do analito no extrato em pg Lt
V = Volume do extrato em litros;
m, = Massa de amostra pesada, cerca de 0,01 kg;

1000 — Fator de conversao de ‘pug’ para ‘mg’.

Além da utilizacdo da equacdo 7 para obter os valores de concentracdo dos
analitos em amostras reais, esta também foi utilizada para a conversao dos valores de LD’s,

LQ’s e dos niveis de fortificagdo para a relagdo massa/massa (mg kg'l).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anéalise cromatogréfica por UPLC-QTOF-MSE
As condicBes cromatogréaficas descritas no item 4.3 para o sistema UPLC-QTOF-
MS ndo foram satisfatorias para a analise dos agrotoxicos organofosforados, conforme

observado na Figura 13.

Figura 13 — Cromatograma obtido através do gradiente de eluicdo linear de 2 a 98 % durante
20 minutos com 0,1 % (v v) &c. férmico em &gua e 0,1 % (v v*') de &c. férmico em

acetonitrila como fase movel.
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Fonte: Autor (2016)

Nenhum composto em estudo foi observado na Figura 13, entdo uma pequena
modificacdo na fase mdvel foi feita utilizando-se acetato de aménio em vez de &cido férmico
como reagente estabilizante, assim como realizado por Grimalt et al (2010) quando estudou
residuos de agrotoxicos em matrizes de alimentos por trés analisadores diferentes. A Figura
14 ilustra o cromatograma obtido quando se utilizou 38,5 mg de acetato de aménio em agua e
em acetonitrila.

Novamente, ndo foi possivel observar nenhum pico referente aos agrotoxicos em
estudo. Esse resultado pode estar relacionado com a fase de diluicdo do padrdo primario dos
pesticidas (2 000 mg L™), cujo os analitos estdo diluidos em uma solucéo de hexano/acetona
(9:1). Devido a imiscibilidade do hexano em metanol, a solucdo preparada para realizar o0s
testes (1 mg L™) pode ter formado duas fases, mesmo ndo sendo possivel observa-la

visualmente devido as grandes propor¢des do metanol.



61

Figura 14 — Cromatograma obtido utilizando 38,5 mg de Ac. de amdnio em &gua e em

acetonitrila como fase movel.
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Fonte: Autor (2016)

Na Tabela 2 ¢é possivel observar os valores do ‘log Koy’ dos agrotdxicos a 20°C e
pH 7, todos eles encontram-se positivos, indicando maior afinidade dos analitos por fases
organicas (pouco polares). O menor valor de log Ko é de 1,9 para o diclorvos, isso indica que
este composto apresenta aproximadamente 79,4 vezes maior afinidade por octanol do que por
agua. A grande afinidade destes compostos por fases ndo polares pode ter levado a
concentracdo deles na pequena regido do hexano, impossibilitando a coleta dos analitos pela
seringa do sistema cromatografico.

Devido a miscibilidade do hexano em cloroférmio, imaginou-se que uma solucéo
10 % (v v') de cloroférmio em metanol fosse adequada para extrair os agrotoxicos da fase
hexano para a fase mais polar (metanol). Dessa forma, um novo teste foi realizado, agora o
mix de 100 mg L™ foi preparado diluindo-se uma aliquota do padréo analitico de 2000 mg L™
com a solucdo de cloroférmio/metanol, em seguida foi preparada a solucdo de 1 mg L™ a
partir da de 100 mg L™ e injetou-se no sistema cromatografico. Na Figura 15 é possivel
observar o cromatograma obtido utilizando-se 0,1 % (v v'*) de 4cido férmico em &gua e em

acetonitrila como fase movel.
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Figura 15 — Cromatograma obtido apds injecdo do mix de 1 mg L™ preparado apartir do mix
de 100 mg L™ em cloroférmio/metanol. Fase mével utilizada 0,1% de Ac. Formico em &gua e

em acetonitrila.
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Fonte: Autor (2016)

Novamente nenhum composto foi observado, podendo-se concluir que o padrao
primario dos pesticidas em fase hexano/acetona (9:1) é incompativel para anélise no sistema
de cromatografia liquida disponivel, devendo ser utilizado cromatografia a gas para
determinacéo e quantificacdo desses compostos.

Contudo, é importante ressaltar, que seria possivel analisar esses compostos no
sistema de CL se estivessem diluidos em solventes adequados como o metanol, o0 melhor a se
fazer é comprar os padrdes isolados e em p6 para que possam ser diluidos em solventes de
acordo com a técnica desejada. Porém a obtencdo de padrdes de agrotoxicos misturados e ja

diluidos é bem mais acessivel e barato.

5.2 Anélise cromatogréfica por CG-EM

As condicdes cromatograficas descritas na secdo 4.5 para o sistema CG-EM
permitiram uma eficiente resolucdo para os oito agrotoxicos organofosforados. A Figura 16
mostra o perfil de separacdo dos analitos contidos em uma solucdo padrdo de 1 mg L™, cuja
eluicdo total ocorreu em um tempo menor que 20 minutos, utilizando-se temperatura do
injetor (T1) a 240°C, 5 pL o volume de injecdo (VI) e operando no modo Cromatograma de
lons Totais (TIC).
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Figura 16 — Cromatograma obtido utilizando TI a 240°C, ap0s inje¢do de 5 pL do mix de 1 mg
L™ no modo TIC.
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Counts vs. Acquisition Time (min)
Nota: T, = Tempo de retencdo
T, = 4,8 min (Diclorvos); T, = 9,1 min (Etoprofés); T, = 10,9 min (Dissulfotom); T, = 11,8 min (Prationa metilica);
T, = 12 min (Fenclorfoés); T, = 12,7 min (Clorpirif6s), T, = 14,3 min (Protiofds) e T, = 17,5 min (Gutiom).

E possivel observar a baixa intensidade referente ao gutiom e a formacao de dois
picos que indicam diclorvés. A baixa sensibilidade do gutiom comparado aos outros
compostos pode ser explicada por sua baixa pressao de vapor, apenas de 5 x 10 mPa a 25°C
como indica a Tabela 2. E a elevada Tl (240°C) pode estar degradando o diclorvés que
apresenta ponto de degradacdo (PD) de 190°C (Tabela 2), o que pode estar ocasionando a

ocorréncia de dois picos.

Inicialmente trabalhou-se com Tl mais baixa a 170°C com VI de 1 uL como
mostra o cromatograma da Figura 17, nessas condigdes apenas picos relacionados a impurezas
apareceram bem prdéximos ao ruido, e nenhum analito foi identificado. Ao aumentar a TI para
240°C e o VI para 3 L, foi possivel observar picos cromatogréaficos referentes aos analitos,
porém em intensidades pequenas, confundindo-se com o ruido e os picos de impurezas, sendo

0 gutiom o mais critico no tempo de 17,5 min (Figura 18).

Figura 17 - Cromatograma obtido utilizando Tl a 170°C, ap0s

injecdo de 1 uL do mix de 1 mg L™ no modo TIC.
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Fonte: Autor (2016)
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Figura 18 - Cromatograma obtido utilizando TI a 240°C, ap0s injecao

de 3 pL do mix de 1 mg L™ no modo TIC.
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Portanto, a condi¢cdo otimizada na Figura 16, com Tl a 240°C e VI a 5 pL foi o
mais adequado para a identificacdo e analise dos oito agrotoxicos em estudo, mostrando boa
sensibilidade e seletividade mesmo para 0s compostos diclorvos e gutiom como seré visto nas

proximas secoes.

5.3 Aplicacdo do método QUEChERS

Segundo os desenvolvedores do método QUEChERS, a acetonitrila € o solvente
utilizado na etapa de extracdo em virtude de extrair agrotoxicos de diferentes polaridades, além
de proporcionar um extrato com menor quantidade de coextrativos lipofilicos como ceras,
gorduras e pigmentos oriundos da amostra (LEHOTAY et al, 2014). Contudo ainda assim esses
interferentes podem estar presentes no extrato primario. Portanto, uma etapa de limpeza da
amostra é essencial.

O uso de PSA na etapa de limpeza é muito oportuno devido a remocdo de
interferentes da matriz como acidos graxos e alguns compostos polares. No entanto, esse
produto quimico é pouco eficiente na remocdo de pigmentos, que podem afetar na analise
cromatografica dos analitos, além de diminuir a vida Gtil do equipamento. Sabendo disso, um
reagente adicional no procedimento de limpeza foi acrescentado ao método QUEChERS citrato.
O carvédo ativo ou carbono grafitizado (GCB) foi adicionado juntamente com o PSA, afim de
remover a pigmentacdo do extrato primario do sapoti. Tal remocao é evidenciada pela leve
mudanca de coloracdo do extrato final da amostra de amarelo palido para incolor, como pode

ser visto na Figura 19.
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Figura 19 — Extratos obtidos pelo método QUEChERS sem a adi¢do de GCB na etapa de clean
up (a esquerda) e preparados com a adicdo de GCB (a direita).

Fonte: Autor (2016)

Segundo Wilkowska e Biziuk (2011), devido a estrutura planar do GCB, este pode
adsorver analitos que apresentam sistemas ciclicos planares, promovendo perda de recuperagdo
dos mesmos. Porém, como sera visto na se¢do 5.7, o0 uso de carvao ativo ndo afetou na perda de

exatidao dos compostos em estudo.

5.4 Seletividade

O uso de modernos detectores de espectrometria de massa permite extrair o
cromatograma do composto de interesse (cromatograma de ion extraido - IE) a partir do
cromatograma de ions totais (TIC) desde que seja selecionado o correto fragmento do
espectro de massa do analito alvo, obtendo-se assim, ganho de seletividade e sensibilidade.

A Figura 20 ilustra o ganho de seletividade para o composto etoprofés quando
selecionado seus respectivos fragmentos. E possivel observar que no modo TIC de
monitoramento (Figura 20A), o método ndo confere seletividade adequada para os analitos,
onde picos de varios componentes da matriz comprometem a resolugdo dos picos dos
agrotoxicos. Contudo ao se utilizar o recurso de IE 0 método apresenta-se bastante seletivo para
todos os agrotoxicos, por exemplo para o etoprofés na Figura 20B. A Figura 21 ilustra os
espectros de massa e 0s cromatogramas de IE (indicados por setas ou circulos) para os demais
agrotoxicos no extrato do sapoti.

Os espectros de massas para todos os analitos no extrato do sapoti no modo IE
apresentaram mais que 95% de similaridade quando comparados com os obtidos da biblioteca
do instrumento. Dessa forma, o modo IE foi utilizado tanto para a constru¢do da curva de
calibracdo na matriz, quanto para a analise qualitativa e quantitativa em amostras reais, como

sera visto mais adiante.
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Figura 20 — (A) Cromatograma no modo TIC dos agrotoxicos na matriz do sapoti em
concentracéo de 1 mg L, (B) Cromatograma de IE para o etoprofés e (C) Espectro de massa

do etoprofos.
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Fonte: Autor, 2016.

Para fazer uso do modo IE, foram utilizados os fragmentos referente aos ions de
quantificacdo (maior intensidade, conhecido como pico base) de cada composto, juntamente
com seus respectivos ions de identificacdo, ions que auxiliam na confirmacdo do composto de
interesse.

A Tabela 6 mostra o tempo de retencdo (Tr), os fragmentos utilizados para obter os
IE de cada agrotoxico e os fragmentos empregados pela comunidade cientifica. Observa-se que
os fragmentos escolhidos para gerar o IE de cada composto, assemelham-se com os obtidos da
literatura, variando-se apenas os ions de confirmacdo. O Gutiom tem sido um composto pouco
abordado na literatura para analises em CG, nenhum trabalho que estudou este analito foi

encontrado durante a revisao para este trabalho.
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Tabela 6 — Tempo de retencdo e fragmentos utilizados para obtencdo do IE de cada

agrotoxico

Fragmentos

Fragmentos

Fragmentos Fragmentos  utilizados por o
o ] . . . utilizados por
Agrotoxicos T /min utilizados no  utilizados por Andrascikova Luetal
ueta
estudo (m/z) Lietal (2014) e Hrouzkova
(2013)
(2013)
Diclovos 4.8 109, 185, 220 109, 185 -* 109, 185, 79
Etoprofés 9,1 158, 97, 242 - - 158, 200, 139
Dissulfotom 10,9 88, 97, 274 88, 97 - 88, 186, 89
Parationa
) 11,8 109, 125, 263 109, 125 109, 125, 263 109, 263, 79
metilica
Fenclorfos 12,0 285, 125, 320 - - 285, 79, 320
Clorpirifos 12,7 197,97, 349 - 197,199, 314 197,97, 314
Protiofos 14,3 267,162, 344 267,113 - 267,113, 309
Gutiom 17,5 207, 160, 317 - - -

Fonte: Autor (2016)
*(-) Néo estudado pelo autor; Sublinhado é o pico base.



Figura 21 — Espectros de massa e cromatogramas de IE de cada agrotoxico. Obs:
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5.5 Efeito Matriz e Linearidade

Para o0 desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeito matriz na
analise cromatografica devem ser levados em consideracdo, visando comprovar a auséncia
ou a presenca do fenbmeno sobre a resposta do analito de maneira positiva (EM>0) ou
negativa (EM<0). Para isso, foram feitas curvas analiticas utilizando o solvente puro apenas
com os analitos e 0 solvente com os analitos na presenga dos componentes do extrato da
amostra, assim como descrito na subsecéo 4.4.1.

A Figura 22, ilustra as curvas de calibracdo no solvente e na matriz para cada
agrotoxico com os respectivos valores do R?, a equacdo da reta e 0 EM calculado de acordo
com a equacdo 1. N&o considerando a interferéncia da matriz na resposta cromatogréfica
para valores menores que 10% em madulo.

Devido a boa sensibilidade do Etoprofés, Dissulfotom, Parationa metilica,
Fenclorfés, Clorpirifos e Protiofos, como seré abordado na proxima secao, foi possivel obter
curvas de calibracdo em duas faixas de concentracdo, uma para baixos niveis e outra para
altos niveis, contudo devido a maior importancia do clorpirifés em relacdo aos demais,
decidiu-se abordar ambas as faixas de concentracdo apenas para esse composto, utilizando-
se a curva de concentracdo em baixos niveis para os anteriores.

Observa-se na Figura 22 que o menor valor de R2 é 0,9833 (curva no solvente da
parationa metilica) dando um valor de 0,9916 de coeficiente de correlacdo (R), dessa forma,
todos os analitos em ambas as curvas estdo de acordo com as orientacdes da ANVISA e do
INMETRO que recomendam R acima de 0,99 e 0,90, respectivamente.

No entanto, observa-se uma forte influéncia da matriz para todos os agrotoxicos,
sobretudo para a parationa metilica que apresentou EM positivo de 427%. Ressalta-se ainda,
que o clorpirifés apresentou efeito negativo para altos niveis de concentracdo e positivo
guando se trabalha a baixos niveis. Como nenhum composto apresentou médulo do EM
menor que 10%, utilizou-se a curva na matriz para realizar a quantificacdo dos agrotdxicos em
amostras reais, evitando-se assim a anélise dos analitos de forma equivocada.

Apesar dos valores de R estarem em concordancia com os 0rgaos nacionais, este
ndo deve ser 0 Unico pardmetro utilizado como critério de aceitacdo da linearidade da
regressdo, uma vez que para valores abaixo de 0,999 é possivel que a curva apresente erros
aleatdrios significantes. Sendo assim, procedeu-se testes estatisticos para verificar a

significancia da regressao linear e dos parametros da curva.



Figura 22 — Curva no solvente e na matriz com seus respectivos valores de R2, EM e equacao da reta para cada agrotoxico
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Fonte: Autor (2016)
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5.5.1 Teste de validagdo da analise de regressao linear (significancia da regressao)

Para verificar a veracidade da curva analitica aplicou-se o teste F, utilizando as
equacdes 4 e 5 (Fcaic), como descrito na subsecéo 4.9.2. O teste foi aplicado apenas na curva
da matriz, uma vez que esta foi a utilizada para a analise dos agrotoxicos em amostras reais.

A Tabela 7 apresenta os valores referentes ao teste estatistico.

Tabela 7 — Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas na matriz, considerando nivel

de significancia de 95% para o valor de Fp
____________________________________________________________________________________________________________________________|

Agrotoxico Fcalculado Ftabelado Teste F
Diclorvoés 334 6,39 significante
Etoprofos 210 9,28 significante

Dissulfotom 624 6,39 significante

Parationa metilica 251 9,28 significante
Fenclorfds 755 5,05 significante
Clorpirifos (curva baixa) 790 6,39 significante
Clorpirifoés (curva alta) 402 6,39 significante
Protiofos 396 6,39 significante
Gutiom 914 6,39 significante

Fonte: Autor (2016)

Como 0 Fearcutato > Fravelado, pPOde-se concluir, que a existéncia de relagdo linear
entre as variaveis x e y foi altamente significante para todos os agrotoxicos na matriz da
amostra. No geral, quando a regressao € significante, ocorre um elevado valor de Feaiculado,
como neste estudo, uma vez que a variagdo nos valores de y, decorrentes da relacéo linear,
possivelmente sera maior que os residuos (somatério dos desvios ou somatorio dos erros)
(SKOOG, 2010).
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5.5.2 Teste de significancia dos parametros de calibracéo

Uma vez que todas as curvas preparadas na matriz apresentaram-se significantes,
estas idealmente deveriam passar pela origem (LIGIERO et al, 2009), entretanto, tal fato nao
foi observado. Dessa forma, levou-se em consideracéo o valor dos desvios referentes a cada
parametro das equagdes das retas — coeficientes lineares (a) e angulares (b).

Os resultados da andlise estatistica dos parametros das curvas analiticas na
matriz (Tabela 8), obtidas de acordo com as equacoes 2, 3 € 5 (tcaa € teap), €Videnciam que
todos os coeficientes angulares sdo significativos (tca > tiap), por outro lado, os coeficientes
lineares das curvas dos compostos diclorvas, fenclorfos, clorpirifos (alta e baixa) e protiofds,
apresentaram-se ndo significativos estatisticamente (twp > tca), podendo-se desconsiderar o
valor deste parametro mesmo a reta da curva ndo passando pela origem. Dessa forma, para a
quantificacdo dos agrotdxicos em amostras reais, utilizou-se a equacdo da reta apresentada

na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resultados do teste estatistico de significAncia dos pardmetros das curvas de calibracdo preparadas na matriz, considerando nivel de

significancia de 95% para o valor de ti,

_ Coeficiente linear Coeficiente angular o
Agrotoxico Curva analitica final
a Sa tea tian Teste t b Sh tea tian Teste t
Diclorvos -57662,2 39448,26 1,46 2,776  ndo significante 640,5 35,04 18,25 2,776 significante y = 640,5x
Etoprofos -58131,20 16968,62 3,43 3,182 significante 1468,65 101,18 14,50 3,182 significante  y =-58131,2 + 1468,65x
Dissulfotom  -66460,92 20204,78 3,29 2,776 significante 1978,09 79,19 24,97 2,776 significante y=-66460,92 + 1978,09x
Pa“"t‘ﬁ:?“a -171072,98  45396,46 3,77 3,182  significante  2591,80 163,60 15,84 3,182 significante y=-171072,98 + 2591,80x
metilica
Fenclorfés -42710,89 20671,92 2,07 2,571 ndo significante  2397,25 87,23 27,47 2,571 significante y = 2397,25%
Clorpirifds 1533072 995223 1,54 2,776  ndosignificante 113420 40,32 2811 2,776 significante y = 1134,20x
(curva baixa)
Clorpirifés 7413940  101321,25 0,73 2,776  ndosignificante 1339,22 66,78 20,04 2,776 significante y = 1339,22x
(curva alta)
Protiofds -22859,15 8492,14 2,69 2,776  ndo significante  1114,02 55,97 19,89 2,776 significante y = 1114,02x
Gutiom -274872,13  60664,97 4,53 2,776 significante 1628,99 53,89 30,21 2,776 significante y =-274872,13 + 1628,99x

Fonte: Autor (2016)
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5.6 Limite de Detecgdo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

Os valores estimados de LD’s e LQ’s dos pesticidas na matriz do sapoti,
convertidos para relacdo massa/massa (mg kg™), sdo mostrados na Tabela 9, assim como os
LMR’s dos agrotoxicos em diferentes culturas de acordo com a ANVISA e a Comissao
Europeia (EC). De maneira que os valores de LD representam as menores concentragdes dos
compostos na amostra do fruto que o método é capaz de detectar, enquanto que o LQ séo as
menores concentracdes dos compostos na amostra que 0 metodo é capaz de quantificar com

confiabilidade.

Tabela 9 — Limites de deteccdo e quantificagdo do método para os agrotoxicos estudados com os respectivos

LMR’s.
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Culturas autorizadas com os respectivos LMR/(mg/kg) entre parénteses
Agrotoxico LD/(mg/kg) LQ/(mg/kg)

ANVISA EC
. Maca (0,5), Pera (0,5), Uva (0,5),
Citros (2,00), Maca (1,00), Tomate

Clorpirifos 0,010 0,017 ) Abacaxi (0,3), Banana (3,0), Morango
(0,5), Feijéo (0,1), Café (0,05)
(0,5) e Manga (0,05)

Citros (0,01), Maca (0,01), Uva (0,01)

Diclorvds 0,07 0,14 -* e Morango (0,01)
Dissulfotom 0,03 0,05 Agodao (0,2), Café (0,1) -
Etoprofos 0,03 0,05 Batata (0,05) Banana (0,03) e Abacaxi (0,03)
Fenclorfés 0,010 0,03 - -
Gutiom 0,07 0,14 - Caju (0,5)
Parationa-metilica 0,03 0,07 Algodao (0,3), Soja (0,1) -

] Algodéo (0,04), Soja (0,03),
Protiofos 0,010 0,017 -
Tomate (1,0)

*(-) N&o informado

Os compostos clorpirifés e o protiofés mostraram-se 0s mais sensiveis para 0
método utilizado, apresentando os mais baixos valores de LQ’s, por outro lado, o diclorvos e
gutiom apresentaram-se como 0s menos sensiveis. Nenhuma das duas legislagdes utilizadas
nesse trabalho (ANVISA e EC) indicam os compostos avaliados para a cultura do sapoti,
consequentemente ndo ha LMR’s disponiveis na literatura para esta fruta. Contudo, ao
comparar os LD’s e LQ’s dos agrotoxicos com os LMR’s atribuidos a outras culturas, pode-

se concluir que, de maneira geral, os LQ’s sdo menores que os LMR’s, podendo-se
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empregar o0 método na determinagdo de residuos de agrotoxicos ndo permitidos para essa
cultura, além de o método QUEChERS, poder ser avaliado e aplicado na determinagédo de
agrotoxicos em outras culturas. Apenas o0s agrotoxicos diclorvés e etoprofés néo

apresentaram LQ’s menores que os LMR’s das legislagdes.

5.7 Exatid&o e precisdo

Para a escolha dos niveis de fortificacdo no estudo de exatidao, foram levados
em consideracao diferentes fatores, como:

a) as diferentes sensibilidades do método para os agrotoxicos. Um nivel de
fortificacdo considerado elevado para um agrotdxico, pode ser baixo para outro,
como no caso do clorpirifos e gutiom;

b) a faixa de linearidade das curvas analiticas na matriz. De maneira que 70% do
menor nivel de concentracdo de um composto e 120% do seu maior nivel, ndo
fiquem fora do intervalo linear da curva;

c) a quantidade de injecbes cromatogréaficas obtidas. Pois o estudo de recuperacédo
foi realizado em triplicata bioldgica e duplicata de inje¢do, de maneira que cada
nivel de contaminacdo contribui para seis inje¢cbes cromatograficas, portanto
tentou-se obter a menor quantidade de pontos de fortificacdo possivel que
abrangesse os trés niveis de concentracdo (baixo, méedio e alto) para todos 0s
analitos em estudo.

Dessa forma, 6 niveis de contaminacGes intencionais da amostra foram
escolhidos variando-se de 0,08 a 1,17 mg kg™ (valores convertidos para relagdo
massa/massa). Os resultados dos percentuais recuperados dos agrotdxicos associados aos
seus respectivos desvios padrdo, apresentam-se na Tabela 10. De modo geral, é observado
que o percentual de recuperacdo entre os niveis de fortificacdo variou de 42,3 a 170,76 %.
No entanto, quando se compara com os critérios de aceitacdo da ANVISA, que estabelece
recuperacdes entre 70 a 120% com desvio padrdo aceitdvel de * 20% para métodos
multirresiduos, todos os analitos estudados apresentaram no minimo trés niveis de
concentragdo com percentuais recuperados dentro dos limites aceitos pela legislacéo.

E importante considerar, ainda, que a exatiddo é bastante dependente do nivel de
concentracdo dos analitos na amostra, em casos em que 0s analitos encontram-se a niveis
mais baixos e onde haja complexidade da matriz, uma faixa de valores de recuperacdo mais

ampla pode ser aceitavel, como 50 a 120% com desvio padrdo de + 15% (RIBANI et al,
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2004). Neste caso, as recuperacdes dos agrotdxicos para a maioria dos pontos estdo dentro
dos limites aceitaveis.

A Tabela 10 também fornece a precisdo em termos do coeficiente de variacédo
(CV/%) obtida pelo método da repetitividade. De acordo com as orientacdes da ABNT e da
European Commission Health & Consumer Protection Directorate-General, na avaliagéo de
métodos cromatograficos, é admitido um valor méximo de CV/%, respectivamente de 23 e
20%. Dessa forma, todos os agrotoxicos apresentam-se dentro do limite recomendado
quando considerado a legislacao brasileira, e quando considerado o limite europeu, apenas o

gutiom apresentou precisao insatisfatoria com 21,68%.



Tabela 10 — Percentuais de recuperacdo dos agrotoxicos em seis niveis de fortificagdo com seus respectivos desvios padréo e
precisdo em termos do CV.

Recuperacéo (%)

fi - —— - Preciséo
Agrotoxicos Nivel de fortificacdo/(mg kg™)
(CV/%)
0,08 0,10 0,14 0,17 0,35 1,17
Diclorvés - - - 71,29+2,9 755+7,4 104,2 +13,1 9,35
Etoprofos 112,7+3,4 90,1+5,0 118,7 £ 1,07 156,1+9,9 109,18 + 12,36 102,8 + 20,4 10,94
Dissulfotom 42,3+ 2,00 91,3+28,3 78,86 + 9,25 170,76 + 59,1 104,15 + 14,53 164,3 + 11,22 16,84
Parationa metilica - 85,25+75 77,34+ 20,9 85,80 + 5,59 111,56 + 6,68 114,17 + 3,98 12,27
Fenclorfés 63,7+7,9 70,34 + 4,28 85,9+4,14 67,89 + 15,14 840+7,4 95,08 + 3,36 5,63
Clorpirifés 64,16 + 12,21 75,97 + 2,61 70,09 + 1,58 66,90 + 4,9 92,92 + 17,61 87,61+ 11,07 7,02
Protiofés 66,8 + 3,01 70,58 + 2,5 69,46 + 2,5 75,02 + 3,87 101,15+ 22,5 102,3 + 14,1 8,05
Gutiom - - - 122,0 + 0,95 75,89 + 10,45 106,77 + 18,89 21,68

Fonte: Autor, 2016.
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5.8 Andlises qualitativas e quantitativas de amostras de sapoti da cidade de Fortaleza-
CE

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos em dez amostras de frutas de sapoti comercializadas em supermercados de
diferentes pontos (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 e P10) da cidade de Fortaleza-CE, e em
amostras de polpas da fruta de trés diferentes marcas (M1, M2 e M3), assim como descrito
na secao 4.6.

Dos agrotoxicos estudados, apenas o clorpirifés foi detectado, contudo este
esteve presente em 70% das amostras de frutas avaliadas e em uma das trés marcas de
polpas comerciais. Dentre os organofosforados este é o ingrediente ativo mais conhecido
pela comunidade agricultora. Devido seu amplo espectro de utilizacdo, pode ser utilizado
como formicida, acaricida e inseticida, por isso € indicado pelas legislac6es para aplicacdes
em varias culturas (University of Hertfordshire DataBase, 2016).

A Tabela 11 fornece os niveis encontrados do agrotdxico nas amostras e as
respectivas similaridades dos espectros de massas. Vale salientar que ndo existe limite
maximo de residuo permitido para esse agrotdxico associado a cultura do sapoti, no entanto
os resultados mostram que quando comparados com os LRM*s de outras culturas os niveis
encontrados nos pontos P6, P7 e P10 apresentam-se irregulares aos de varios alimentos.
Destacando-se a amostra da fruta obtida no supermercado em P6 que mostrou o maior nivel
de residuo obtido.

Fazendo-se um comparativo com o IDA do clorpirifés de acordo com a EC
(0,001 mg kg), uma pessoa de 60 kg poderia consumir até 0,06 mg deste agrotéxico por
dia, sabendo-se que em média uma fruta de sapoti comercializada em supermercados
apresenta uma massa de 0,080 kg, uma fruta proveniente do supermercado localizado no P6
teria residuos de clorpirifds (0,05 mg) suficiente para quase alcancar limite diario aceitavel
dessa pessoa. Sabe-se que o clorpirifds apresenta classificacdo toxicolédgica de nivel Il, em
mamiferos atua inibindo a enzima colinesterase causando efeitos neurotdxicos, além de
problemas associados a reproducdo (VENUGOPAL, SUMALATHA e BONTHULA, 2012).

Os resultados indicam o uso indiscriminado do agrotdxico por parte de alguns
agricultores, possivelmente devido a falta de informagdo e também de fiscalizagdo dos
Orgdos competentes uma vez que a producdo de sapoti se deve principalmente para o
abastecimento do mercado interno (BANDEIRA et al, 2003). Necessita-se, portanto, ser
ampliado os estudos na referida fruta e a inclusdo desta cultura nas avaliagdes dos 6rgéos
nacionais como a ANVISA e o INMETRO.



79

Com relagéo as amostras P3, P4 e P8 os resultados obtidos s&o inferiores aos

menores valores de LMR’s estabelecidos pela ANVISA (no café) e EC (na manga), estando

dentro do padrdo estabelecido quando comparado com outras culturas. As baixas

similaridades do espectro de massa nas amostras P4 e P8 podem estar associados aos baixos

niveis encontrados, proximos ao LD do agrotoxico. A Figura 23 ilustra os cromatogramas de

algumas amostras, onde foi utilizado o recurso de IE para a realizacdo da analise

quantitativa.

Tabela 11 — Resultados das analises das amostras de frutas e polpas

de sapoti.

Concentracéo/(mg kg™)

Similaridade/%

P1 <LD -
P2 <LD -
P3 0,025 + 0,004 43
P4 0,020 + 0,003 5,13
P5 0,030 + 0,003 96
P6 0,63+ 0,031 90
P7 0,08 £ 0,002 92
P8 0,011 + 0,006 1,66
P9 <LD -
P10 0,12 + 0,004 93
M1 <LD -
M2 <LD -
M3 0,06 + 0,002 88
Citros (2,00), Maca (1,00), Tomate
ANVISA )
(0,5), Feijdo (0,1), Café (0,05)
LMR/(mg kg™ Maga (0,5), Pera (0,5), Uva (0,5),
EC Abacaxi (0,3), Banana (3,0),
Morango (0,5) e Manga (0,05)
ANVISA 0,01
IDA/(mg kg™p.c)
EC 0,001

Fonte: Autor (2016).
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Figura 23 — Cromatogramas no modo TIC de algumas amostras. Em destaque é apresentado o
cromatograma de ion extraido para o clorpirifos.
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6 CONCLUSOES

Devido a fase de diluicdo hexano/acetona (9:1) do padrdo mix priméario dos
pesticidas (2 000 mg kg™) ser pouco polar, este ndo mostrou ser adequado para analises por
CL. Quando foi utilizado o CG-EM, as condi¢des cromatogréaficas otimizadas demonstraram
ser satisfatdria por obter separacdo de compostos (com boa resolu¢do) em um tempo de
corrida menor que 20 minutos. Nessas condic¢Oes, 0 método em desenvolvimento demonstrou
ser seletivo e sensivel quando utilizado o recurso de IE para 0os compostos em estudo, mesmo
havendo pequena degradacdo do diclorvés. Contudo, os agrotoxicos etoprofos e diclorvds nao
apresentaram LQ’s menores que os LMR’s das legislacdes.

O uso de GCB na etapa de clean up possibilitou maior limpeza do extrato para
analise, evitando com isso possiveis interferentes e prevenindo quanto aos danos que o extrato
ndo limpo poderia causar no sistema cromatografico. O método mostrou-se ainda exato, com
recuperacdes dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA para, pelo menos, trés niveis de
fortificagdes, mesmo utilizando GCB no preparo de amostra.

O efeito matriz se pronunciou de forma significativa para todos os agrotoxicos,
contudo utilizou-se curvas preparadas na matriz para a quantificacdo dos analitos. As curvas
analiticas apresentaram-se lineares, com os valores de R maiores que 0,99, além dos testes
estatisticos de significancia mostrarem um bom ajuste linear entre os pontos da curva na
matriz.

As andlises em amostras reais demonstram o elevado uso de produtos comerciais
gue contém o ingrediente ativo clorpirifds por parte de alguns agricultores, este agrotdxico foi
encontrado em nivel elevado na amostra do ponto 6, onde foi preciso a utilizacdo da curva em
altos niveis de concentracdo para quantificar este analito. O uso elevado deste agrotoxico
demonstra a falta de informacdo dos produtores, havendo a necessidade de inclusdo desta

cultura nas avaliagdes dos 6rgaos governamentais.
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